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LISTA DE ABREVIATURAS

BSS - Solugdo Salina Balanceada

DEAE-dextran Dietilaminoetil-dextran

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetracético

EGTA - Acido Etilenoglicol Tetracético

ELISA - Imunoensaio enzimatico

Ig t - Imunoglobulinas totais (somatoria de calsses e sub-classes)

Y. e. O:3 - Yersinia enterocolitica O:3

LPS - Lipopolissacarides

PBS - Solugdo Salina Tamponada

P. 1. - Pés-inoculagio.

PFC - Células Formadoras de Placas = Células secretoras de Imunoglobulinas
R.P. “Released Proteins”

SPF - Livre de Patogenos Especificos



INTRODUCAO

Atividade Imunolégica na Rela¢iio Parasita Hospedeiro:

A funcionalidade do sistema imunolégico decorre das interagGes quimicas
complementares entre os seus componentes (celulares e moleculares), € outras estruturas
presentes no proprio organismo ou provenientes do meio externo.

A partir da entrada do microrganismo em um individuo temos entre outras
ocorréncias, invasdo e colonizagdo dos tecidos do hospedeiro que resulta em perturbagéo
provocando danos aos tecidos e conseqiiente alteragdo de suas funges. A evolugdo de uma

doenga infecciosa em um individuo dependera portanto dessa relagdo parasita-hospedeiro.

A atividade imunologica, decorrente de infecgOes bacterianas, pode ser investigada,
através de determinagGes dos mecanismos celulares e humorais acionados a partir dessas
mteragdes. A bactéria expressa estruturas moleculares diferentes, normalmente de natureza
macromolecular (proteinas, polissacarideos, lipidios) quer na sua superficie quer nas suas
secregdes, representando uma variedade de possiveis fatores de viruléncia. Entretanto o dano
aos tecidos e as seqiielas, decorrentes de infecgles, podem ter a sua causa, vinculada mais pela
resposta do hospedeiro ao microrganismo ¢ seus produtos, do que pela agressfo direta do
proprio microrganismo. Assim, com cardter paradoxal, a imunidade, como muitos outros
mecanismos homeostaticos, ¢ necessaria a sobrevida do hospedeiro, mas também apresenta

um potencial para causar danos ao seu organismo.
A Fisiologia do Estade Imunitario: Auto Imunidade e Doenca Auto -Imune

Norteando a Teoria de Selegio Clonal, admite-se que uma propriedade muito
mmportante do sistema imunoldgico seja a sua habilidade em distinguir entre o "Proprio” € o
"nfo Préprio”. Os linfocitos sdo capazes de reconhecer e responder a muitos antigenos, porém
normalmente, ndo respondem a estruturas antigénicas, presentes nos Sseus proprios

constituintes -"a auto-tolerdncia”. J& no inicio deste século, a observagio de que anticorpos



reattvos com constituintes autélogos, podiam aparecer sob certas condigdes, levou ERLICH a
teorizar sobre a impossibilidade de o organismo, em condi¢Bes normais, responder aos seus
proprios constituintes, ao que denominou "horror autotoxicus”, expressando assim a visdo de
que auto-imunidade seria sempre um processo patologico de conseqiiéncias clinicas
importantes.

Nas idéias complementares de BURNET, em 1957, na formulagio da Teoria de
Selecdo Clonal, os clones linfocitérios, com um potencial de reconhecimento para o “proprio”,
denominados "clones proibidos”, sdo deletados durante a vida embrionéria, o que implica na
mexisténcia de clones auto-reativos nos repertérios celulares de individuos adultos. As
doengas aufo-imunes ocorreriam quando esta proibigdo fosse violada. Esta visdo clonal,

voltada para o exterior, tem sido a base de sustentagio de que as atividades imunologicas sdo

centradas nos antigenos. Tais idéias tiveram grande aceitacdo por varias décadas, ¢, de certa
forma, ainda dominam o pensamento imunoldgico atual (VAZ, 1988; 1990).

Entretanto, JERNE, em 1974, com base nas informagles acumuladas de viarios
pesquisadores sobre variag3es na estrutura de imunoglobulinas, especialmente nos resultados
derivados dos trabalhos de OUDIN (1963), propds novas idéias para a atividade imunologica,
que se opunham a Selecdo Clonal, o que € conhecido hoje como Teoria da Rede Idiotipica
(VAZ 1983; VAZ & FARIA 1990). Considerando que os anticorpos seriam capazes de reagir
uns com os outros, através dos determinantes idiotipicos, JERNE (1974) sugeriu que, através
de reagdes idiotipo-anti-idiotipo, todos os anticorpos do organismo estariam unidos em uma
rede muito complexa.

Muitos foram os avangos em diregdo a tais previsdes (COUTINHO, 1989,
COUTINHO & FORNI, 1985). SZo varias as demonstragbes da existéncia de clones
linfocitarios auto-reativos em individuos sadios, do que se infere a possibilidade da sua
influéncia, tanto na existéncia das conexdes internas quanto na sua funcionalidade
(COUTINHO et ali, 1984; COUTINHO, 1989;VAZ & FARIA, 1990). Ademais,
COUTINHO et alii (1985) demonstraram que linfocitos T também expressam idiotipos e,

quando idiotopos, presentes nos receptores de linfocitos T, reagem com paratopos nos
receptores de linfocitos B ou vice-versa, seriam criadas condigdes para ativacio destes
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linfécitos (JANEWAY, 1986; TITE et alii, 1986), ampliando-se a rede de conexdes. Esta
conectividade interna seria, portanto, uma forma fisioldgica de auto-reatividade, onde nem
sempre, a reagdo de linfocitos e anticorpos com auto-componentes sera destrutiva.

Esses dados, somados a demonstragdo da existéncia de anticorpos naturais em
individuos normais, dirigidos contra estruturas moleculares autdlogas, representam um desafio
a crenca nos fundamentos basicos da Selegdio Clonal de BURNET (1957). Pode-se deduzir
que muitos "clones proibidos”, abrigando genes que codificam para auto-anticorpos, no sdo
elimnados na vida embrionaria. Alguns destes clones secretam continuamente auto-
anticorpos, embora em pequenas quantidades e outros podem ser facilmente estimulados para
sintetiza-los "in vivo" ou "in vitro".

Um aspecto central da abordagem de Jeme do sistema imunoldgico € que um
distirbio, desencadeado pelo antigeno, afeta muito mais linfocitos que aqueles capazes de
interagir diretamente com o antigeno. Como um bom exemplo disso, uma expansfo
linfocitaria panclonal, denominada "ativagdo policlonal", tem sido descrita em varios
processos de estimulagio antigénica, representando um fendmeno importante para o estudo da
atividade geral do sistema imunolégico.

Assim, as deficiencias ou alteragBes nos mecanismos responséaveis pela manutengio
da auto-tolerdncia poderdo resultar na manifestacfio de doengas auto-imunes com graus
variados de severidade. Como a presenca de linfocitos ou de anticorpos auto-reativos constitui
um fendémeno normal, insuficiente portanto para induzir a expressdo clinica de wma doenga
auto-imune, ao que parece, ha necessidade da interagio de outros fatores para que a doenga se
torne aparente (EHRENTEIN, 1991),

Pesquisas recentes indicam que diferentes genes podem aumentar a susceptibilidade
para doengas auto-imunes. Fatores genéticos de risco ja estabelecidos incluem genes,
codificando moléculas de histocompatibilidade, proteinas do complemento, imunoglobulinas,
proteinas transportadoras de peptideos e genes, codificando horménios sexuais. Cada fator
pode independentemente aumentar a imunogenicidade de auto-estruturas, através do aumento

da sua apresentagdo, e processamento por linfocitos B e macrofagos; ou intensificando a

possibilidade de reconhecimento pelos linfocitos T e B auto-reativos. Fatores genéticos
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também influenciam a atividade imunologica para agentes infecciosos que podem desencadear
manifestagdes de doengas auto-imunes (CARSON, 1992).

Considerando-se que o sistema imune € continuamente exposto a uma variedade de
antigenos microbianos, € inevitavel que esses antigenos possam parecer-se com estruturas
moleculares do hospedeiro. Existem por isso argumentos de que a auto-imunidade resultaria
de um reconhecimento por mimetismo molecular (OLDSTONE, 1987 ). Ou ainda, de que
"proteinas de choque térmico", presentes igualmente nas células bacterianas e células do
hospedeiro, estariam intimamente envolvidas tanto na indugdo como na protegdo dessas
doengas (EDEN, 1993).

Recentemente, descobriu-se que um grupo de "super-antigenos" bacterianos, que

interagem diretamente com a parte ndo varidvel do receptor de célula T, podiam ocasionar

uma mudanga maior no repertorio de célula T, o que resultaria no aumento de susceptibilidade
as doengas auto-imunes (FRIEDMAN et alii, 1991).

A ativagfo policlonal de células B tem sido um dos mecanismos propostos que levaria
a um aumento de produgdo de imunoglobulinas auto-reativas, e, por conseguinte, estaria
associada a induclo de uma doenga auto-imune (DZIARSKI, 1988; STELLRECHT
&VELLA, 1992). Varias doengas, causadas por bactérias, virus , protozoarios e vermes, sdo
modelos onde se tem demonstrado a ocorréncia dessa ativagiio policlonal associada a
produgéio de uma grande quantidade de anticorpos inespecificos, isto €, que nfio reagem com

antigenos do patogeno, mas que podem estar associados a interagbes auto-imunes.
Infecgiio e Doenca -Associadas a Yersinia enterocolitica Q:3

A infecglo por Yersinia enterocolitica ¢ uma dentre vérias patologias humanas
causadas por bactérias gram-negativas (Salmonella, Shigella, Campylobacter e Chlamydia).

Yersinia enterocolitica (Y.e.) ¢ um importante patdgeno humano em muitos paises
através do mundo, particularmente na Europa, Escandinavia, Canad4, Japdo e Estados Unidos
(BOTTONE, 1977).
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As amostras de Yersinia enterocolitica patogénicas tém sido identificadas como
sorotipos 0:8, 0:9, 0:3 e 0:5, 27. A disting&io entre espécies relacionadas é definida, primeiro,
pelo biotipo ou espécie, depois, pelo sorotipo e, finalmente, fagotipo (NICOLE et alii, 1976;
MAIR, 1980). E um patogeno intracelular facultativo, o qual invade células epiteliais e
sobrevive nos fagécitos , resultando na multiplicagio e disseminagéo através do hospedeiro. A
viruléncia € determinada por varios fatores, alguns dos quais sfo codificados por genes
plasmidiais, e outros, por genes cromossdmicos (GRIPENBERG-LERCHE et alii, 1994).

Amostras patogénicas de Yersinia enterocolitica, por exemplo, albergam um
plasmideo de aproximadamente 70Kb que esta associado com a viruléncia (PORTNOY et alii,
1981). Este apresenta propriedades que sfo influenciadas pela temperatura de crescimento ou
pela necessidade de calcio, (GEMSKI et alii; 1980, PRIC et alii, 1983); promove auto-

aglutinagdo e modificagdo do padrdo de proteinas de membrana externa-OMPs (BOLIN et
alii, 1985); induz resisténcia a atividade bactericida do soro (LACHICA et alii, 1984), assim
como o aparecimento de uma estrutura fibrilar (KAPPERUD et alii, 1985).

O plasmideo de viruléncia também codifica varias proteinas que sdo expressas na
parte externa da Yersinia (Yops) e secretam, em grandes concentragdes, outras proteinas
denominadas “Released proteins” (RPs). Vérias dessas Yops ¢ RPs sfo sintetizadas apenas em
um meio deficiente de célcio e na fase exponencial de crescimento a 37°C. Sdo, portanto,
reguladas por estimulos extracelular de calcio e de temperatura (HAKANSSON et alii, 1993).
A auséncia destas proteinas esta sempre relacionada com a perda da patogenicidade. Algumas
amostras de Yersinia enterocolitica sintetizam proteinas reguladoras do metabolismo do ferro,
codificados por cromossomos, as quais estio presumivelmente envolvidas na captura
necessaria de ferro no curso da infecgio (BOYCE et alii, 1977). Yersinia enterocolitica, a
baixas temperaturas, secreta uma enterotoxina termoestavel semelhante & ST de Echerichia
coli (BOYCE et alii, 1977).

Segundo Larsen (1979), as infecgSes, causadas por Yersinia enterocolitica, podem
ocorrer em frés etapas. Na primeira, ocorrem sintomas abdominais inflamatérios, como

enterite ou linfadenite mesentérica. Na segunda fase ou de complicagbes imunologicas,
ocorrem sintomas inflamatérios agudos no tecido conjuntivo ou na pele. As lesSes sio estéreis
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e representam processos inflamatorios reativos principalmente nas articulagdes, sendo menos
freqiientes os sintomas na pele, como eritema nodoso, oculares, como uveites, e renais, como
glomerulonefrites. Na terceira fase ou cronica, ocorrem doengas reumaticas inflamatorias,
como artrite reativa ou espondilite anquilosante. A bactéria raramente € isolada, mas
anticorpos reativos especificos estdo presentes. Esta artrite tem sido definida como uma
doenga inflamatonia estéril das articulagles, apds a infecgfo gastrointestinal ou urogenital
(PROBST et alii, 1993), répresentando asstm um modelo clinico importante para o estudo da
patogénese de artrite inflamatoria humana.

De acordo com estudos realizados na Escandinavia, 10 - 30% dos adultos com
infecgfio confirmada, desenvolvem artrite (MAIR, 1986).

O estudo dos patogenos que causam artrite reativa tem indicado o envolvimento de

varios mecanismos imunomodulatorios na patogénese de doencas inflamatorias. Tal
imunomodulagdo pode ocorrer por exemplo como o resultado de sinal da transdugio,
alterando "moléculas artritogénicas” dentro da célula do hospedeiro pela modificagdio na
fosforilag@o de proteinas celulares. A indugdo de ativagéo policlonal de linfécitos € um outro
possivel mecanismo imunomodulatério que estaria associado aos patdgenos artritogénicos
(LAHESMAA et alii, 1994),

O lipopolissacaride (IPS) de Yersinia enterocolitica tem sido encontrado no fluido
sinovial ¢ membrana sinovial de pacientes com artrite reativa, 0 que coincide com uma
resposta vigorosa e persistente para LPS, além disso, LPS provoca um estimulo mitogénico
para linfocitos B neste compartimento (LAHESMAA et alii, 1994). Trata-se de um
componente estrutural e funcionalmente importante da parede celular em todas as bactérias
gram-negativas (GALANOS et alii, 1979; HITCHCOCK et alii, 1986 ). Consiste de 3 sub-
regides, sendo que o lipideo A e a parte central sio muito semelhantes em todas as
enterobactérias, enquanto a cadeia polissacaridica O, constituida de unidades oligossacaridicas
repetitivas, varia amplamente (GALANOS et alii, 1979; HITCHCOCK et alii, 1986, SCOTT
et alu, 1990; SHENEP et alii, 1987).

Outras proteinas, também produzidas pela Yersinia enterocolitica, tém sido
assemelhadas a superantigenos, que funcionariam no desenvolvimento de sinovite
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mflamatoria, decorrente da estimulagio de uma populagio de células T auto-reativas que
reconheceria o antigeno sinovial (STUART, 1992).

Para se estudar a patogénese da artrite reativa, ha, portanto, a necessidade da
demonstragéio e caracterizagio de moléculas artritogénicas, resultantes da interaciio do
microrganismo com o mecanismo de defesa do hospedeiro (GRIPEENBERG-LERCHE et
alii, 1994).

Artrite experimental em ratos, apds infecgo por Yersinia, tem sido descrita desde
1986. Toivanen et alii inocularam 5 diferentes linhagens de ratos por via intravenosa com
células vidveis de Yersinia enterocolitica 0.8 ou Yersinia Pseudotuberculosis IIl. Doze a
dezotto dias apds inoculagio de Yersinia entecolitica 0:8, apareceram sintomas artriticos nas

patas traseiras dos ratos SHR. Ratos das linhagens Lewis, Wistar, WKY ¢ Zunckner ndo
desenvolveram qualquer sinal de artrite, aps injecdo dessas bactérias. Esses autores também

~ observaram que, em alguns dos animais, a artrite era séptica, pelo menos inicialmente.

Em 1987, HILL & YU observaram que ratos Lewis, inoculados por via intravenosa
com 10* a 10° organismos de Yersinia enterocolitica O:8 (WA), desenvolviam artrite. A artrite
era mais grave 3 semanas ap0s a injecfo, e abrandava em 6 semanas. Quando a bactéria era
injetada em ratos das linhagens Buffalo, Fisher, DA e LDA, ndo se observava artrite. A artrite,
observada nos ratos Lewis, era asséptica, semelhante & observada em humanos. A linhagem de
ratos, suscetivel a artrite, apresentava uma infecgio mais grave e prolongada. Toivanen et alii
(1986) niio conseguiram explicar o fato de ratos Lewis serem resistentes a indugfio de artrite,
enquanto que, nos experimentos de HILL & YU , essa foi a unica linhagem suscetivel. As
diferengas potenciais incluem fatores do meio ambiente, do animal (genética) e
bacteriologicos.

Mais recentemente, GAEDE et alii (1992) confirmaram que ratos Lewis desenvolvem
artrite asséptica, aproximadamente 2 semanas apés uma inoculagio por via intravenosa de
Yersinia enterocolitica sorotipo 0:8; ratos da linhagens Fisher ndo desenvolveram artrite. Além
disso, os autores compararam a resposta de anticorpos a antigenos de Yersinia associados ‘a

viruléncia (Yops) de ratos Lewis experimentalmente infectados, com aquela de ratos Fisher,
usando um teste ELISA e “immunoblotting”. Os resutados do ELISA revelaram que os ratos
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Lewis produziram uma resposta mais rapida e vigorosa de anticorpos especificos IgG, IgA e
IgM do que os ratos Fisher, nos estétgios iiciais de infecgdo.

MERILAHTI-PALO et alii (1992) concluiram que artrite, associada a Yersinia em
ratos SHR, proporciona um modelo animal em potencial para o estudo da artrite reativa. As
maiores semelhangas entre esse modelo animal e artrite reativa humana sfo as caracteristicas
histopatologicas € o caracter “auto-limitante” da doenga na maioria dos animais. Igualmente
como foi proposto na artrite reativa em humanos (TOIVANEN: et alii, 1988), a pequena
eliminagio do agente infeccioso inicial esta associada com a suscetibilidade & artrite no
modelo em ratos.

Em trabalho posterior, GRIPENBERG-LERCHE & TOIVANEN (1993) observaram

que, apds a infecedo intravenosa de ratos SHR com células vidveis de Yersinia enterocolitica

0:8, 50-69% deles desenvolveram artrite. Esses animais eram livies de anticorpos contra todos
0s patogenos de ratos que foram testados. Em contraste, somente 20-25% dos ratos SRH que
tinham anticorpos séricos contra Bacillus piliformis, virus Kilham de ratos e virus Toolan H-1,
desenvolveram artrite. Os resultados indicam que a carga microbiana do hospedeiro tem um
efeito profundo sobre a susceptibilidade & artrite experimental. Os autores fizeram observagdes
semelhantes em ratos Lewis, Esse fendmeno explica a fatha em induzir artrite associada a
Yersinia nos ratos Lewis nos experimentos prévios de TOIVANEN et alii (1986) e também
nas observagdes de outros autores sobre a variabilidade na suscetibilidade.

A suscetibilidade para ratos desenvolverem artrite estd associada com uma resposta
rapida e de alto titulo de anticorpos, assim como um némero elevado de unidades formadoras
de coldnias - CFU do patogeno, presentes no bago, figado e linfonodos. Ainda nfio estd
totalmente esclarecida a patogénese de Yersinia causadora de artrite em ratos. Vérios sdo os
programas de estudos neste questionamento, como aqueles que visam & elucidagio sobre o
papel dos complexos imunes (Ex. Antigenos catidnicos microbianos), componentes
artritogénicos de Yersinia enterocolitica 008 e caracteristicas imunoldgicas especificas e
genéticas de ratos Lewis (HEESEMANN et alii, 1993) .

A infecgo experimental de Yersinia enterocolitica em camundongos parece com a

Yersiniose em humanos. Estes animais tm sido utilizados na tentativa de esclarecer-se a
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patogénese das Yersinioses. Assim, o papel das placas de Peyer na entrada da Yersinia
enteropatogénica ja foi elucidado em camundongos e coelhos. Células M sdo provavelmente a
primeira célula alvo de invasfio desta bactéria. Entretanto ainda nfo estd claro como, nos
camundongos, o microrganismo se propaga das placas de Peyer para os linfonodos, bago,
figado e pulmdo, onde formam abcessos e lesdes semelhantes a granuloma.
Imunohistologicamente o envolvimento de macréfagos e de células T pode ser demonstrado
nas leses induzidas pela Yersinia nos camundongos (HEESEMANN et alii, 1993 ).

Carter et alii, em 1973, trabalhando com Yersinia enterocolitica do sorotipo O:8
(WA), isolada de um caso de septicemia humana, verificaram que a mesma era bastante
patogénica para camundongos, quando inoculada por via oral, ou por via infravenosa.

CARTER e COLLINS, em 1974, utilizando essa mesma cepa por via intravenosa,

reproduziram, pela primeira vez em camundongos uma infecgdo semelhante aquela observada
no homem, onde se desenvolve uma infecgdo sistémica piogénica, envolvendo principalmente
bago, figado e pulmdo. Infecgio por via intragastrica resultou inicialmente em abcessos, nas
placas de Peyer do ileo. Durante uma fase secundaria, a bactéria foi disseminada das placas de
Peyer, causando uma infecgdo sistémica, semelhante a observada pela administragdo
intravenosa. Um modelo de infecgdo similar pode ser estabelecido para sorotipos de Yersinia
enterocolitica nio virulenta para camundongos através de um pré-tratamento do camundongo
com desferrioxamine (TOYOS et alii, 1990, ROBINS-BROWNE, 1985).

Camundongos com certo MHC e/ou padréio especial de genes TCR podem eliminar a
bactéria mais eficientemente. Os resultados implicam uma analogia entre o HLA-B27 humano
e os genes da regio D dos haplétipos d, q ¢ v. Assim, a natureza dos fatores genéticos,
envolvidos na artrite por Yersinia em camundongos, se assemelha aos fatores genéticos de
susceptibilidade nas artropatias humanas associadas ao B-27. Apenas individuos com certa
combinago de genes em adigfo ao B-27 seriam susceptiveis & doenga, explicando o porqué
de muitas pessoas com B-27 nunca desenvolverem espondiloartropatias (NICKERSON et alii,
1990) .
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Ricciardi et alii, em 1978, demonstraram que camundongos “Porton White” sdo
susceptiveis a Yersinia enterocolitica sorotipo 0:8 (WA) e também as amostras de sorotipos
0:3 € 0:9, as quais infectam, mas nfio matam o camundongp.

Trabalho, realizado por Falcfo et alii, em 1984, mostrou que camundongos Swiss
convencionais sdo sensfveis a infecglo experimental com Yersinia enterocolitica do sorotipos
0:8 e 0:3, quando inoculados por via intragistrica. Animais inoculados por via intravenosa,
apresentaram infecgdes generalizadas.

Os trabalhos, realizados utilizando camundongos, como modelo experimental de
infecgdio pela Yersinia, relatavam até entSio que, embora os animais se tornassem infectados
pela bactéria, ndo apresentavam sinais clinicos de artrite O primeiro relato de que Yersinia

enterocolitica 0.3 € experimentalmente arfritogénica para camundongos € de 1990, quando

TOYOS et alii demostraram que artrite podia ser induzida em camundongos pré-tratados com
desferrioxamine e inoculados por via oral, a mais frequente nas infec¢bes em humanos. O
padrio de doengas nas articulagBes era semelhante aquele da artrite humana associada com
este patogeno (TOYOS et alii, 1992),

E possivel que as manifestagdes auto-imunes de alguns pacientes com Yersiniose
sejam uma conseqiiéncia do aparecimento de auto-anticorpos, em decorréncia da ativagdo
policlonal induzida pela Yersinia.

A ativagdo policlonal de linfocitos B, associada & infecgfio pela Yersinia
enterocolitica 0.3, foi pela primeira vez demonstrada em estudos realizados nos nossos
laboratorios, a partir de um modelo experimental desenvolvido em camundongos Swiss
convencionais (MEDEIROS, 1994 ). Nesses estudos, foram determinados o niimero de células
secretoras de imunoglobulinas pela técnica de PFC-Reverso e os niveis séricos de anticorpos
anti-Yersinia, através da técnica de ELISA. Os resultados demonstraram altos niveis de células
esplénicas secretoras de imunoglobulinas, assim como de anticorpos séricos em relagdio aos
grupos controle (nfio infectados). No observaram entretanto sinais evidentes de doenga auto-
imune associada com artrite.

Nesses experimentos realizados com camundongos Swiss provenientes de criadouros

convencionais, portadores normalmente de uma ampla flora bacteriana e diferentes parasitos,
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foi observada uma grande variabilidade nas determinagdes entre os individuos, destacando-se
inclusive niveis gerais de ativagdio aumentados nos grupos controles. Esta observagdo foi
acrescida de um episodio decorrente da contaminagfo das matrizes de camundongos pela
bactéria Samoneila sp., no qual os resultdos de um grupo de experimentagio foi
comprometido em virtude de alterages no padrio de infecgfo pela Yersinia.

Com o intuito de verificar se outras infecgGes paralelas poderiam estar influenciando
aqueles resultados, ¢ qual o papel dos derivados bacterianos no processo de ativagio
policlonal, o presente trabalho foi programado utilizando-se camundongos Swiss criados sob
barreiras para patogenos especificos (animais de origem SPF), obedecendo as seguintes
etapas:

1 - Infectar camundongos com a Yersinia enterocolitica O:3, ou estimular com os
derivados bacterianos - Extrato Bruto, “Released Proteins” (Rps), € Lipopolissacérides.

2 - Quantificar o nimero de células eslpénicas secretoras de imunoglobulinas de
animats infectados pela Yersinia enterocolitica O:3; de animais inoculados pelos derivados
bacterianos, e de animais controles (animais nfo infectados e nfo inoculados).

3 - Determinar nos soros, provenientes desses mesmos animais o nivel de anticorpos
das classes IgG, IgM e IgA especificos para a Yersinia, e pesquisar auto-anticorpos com

reatividade para diferentes estruturas moleculares autologas.
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MATERIAL E METODOS

1 -Animais

Foram utilizados camundongos Swiss , fémeas com 6 a 8 semanas de idade obtidos a
partir de colonias S. P. F. ("Specific pathogen free™), provenientes do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP). Apds retirada das condigBes
S.P.F., os animais eram alojados no biotério do Departamento de Ciéncias Biologicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP-ARARAQUARA em gaiolas coletivas de até
25 animais cada, conforme a distribuigdo de grupos controle ou manipulados.

Os animais eram tratados com agua ragdo ¢ maravalha estéreis e mantidos nestas

condicdes em salas separadas em biotério convencional durante todo o periodo do

experimento, cerca de 5 semanas, preservando dentro do possivel as condigSes SPF de origem.

2 - Amostra Bacteriana de Yersinia enterocolitica O:3
Padronizacio do Indculo

Foi utilizada amostra de Yersinia enterocolitica O:3 (FCF-59), bidtipo 4, fagotipo
VIII, isolada de fezes diarréicas humanas. Essa amostra é portadora do plasmidio de
viruléncia. Antes de serem utilizadas, as bactérias foram reativadas através da passagem em
camundongo. Para isso, passou-se o crescimento do estoque para um caldo simples, apds 48
horas a 25°C, plaqueou-se 0,1 ml do caldo para uma placa contendo Blood Base Agar (BAB).
Com o crescimento, foi preparada uma suspensio contendo cerca de 10° células/ml
padronizadas pela escala 3 de Mac Farland e leitwra da densidade optica a 550 nm. Foram

inoculados dois camundongos, por via intra-venosa com 0,5 ml da suspensfo bacteriana. Apds

24 horas, esses ammais foram sacrificados, o bago foi retirado, triturado e ressuspendido em
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ImL de salina estéril. O produto foi semeado em BAB , incubado a 25°C por 48 horas. A
partir desse crescimento preparou-se o inéculo.

O crescimento bacteriano foi suspenso em 1,5 ml de salina estéril. Desta suspensio
foram retiradas aliquotas e colocadas em um tubo estéril até a obtencdo de uma turvagio
semelhante ao tubo 3 da escala de Mac Farland, cuja densidade Optica deve corresponder a
0,36 em comprimento de onda de 550 nm. A partir dessa suspenséo foi feita uma diluigio para

se obter uma concentragio aproximada de 10° células/ml.
3- Preparacoes Antigénicas Derivadas da Yersinia enterocolitica O:3

3.1 - Preparo de Extrato Bruto

O Extrato Bruto foi preparado segundo MEDEIROS et alii, 1991 , através da
desintegragdo das células viaveis de Yersinia enterocolitica O:3 por sonicagdo (4 picos de 1
minuto) e centrifugagfio a 5.000 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi utilizado
como extrato bruto, apos aferi¢des da sua concentragio proteica pelo método de Biureto e

dosagem de agicares, segundo DUBOIS (1956).
3.2 - Preparo de "Released Proteins' (RP) (HEESEMAN et alii, 1990)

A bactéria foi semeada em 4 placas de BHI (Brain Hearth Infusion Medium) ¢
incubada a 25°C "over night". O crescimento foi retirado com salina estéril (1 ml/placa) e foi
feita uma diluigdo 1/20 em "Brain Infusion Broth". Seguiu-se incubagdio com agitagio a 37°C,
120 r.p.m. por 90 minutos. Fo1 adicionado EGTA 10mM e a incubagdo prolongou-se por mais
90 minutos, centrifugou-se e separou-se o sobrenadante. As proteinas presentes no
sobrenadante foram precipitadas com sulfato de aménio (40g para 100 ml), em banho de gelo,
com agjtacio, e deixadas em repouso, "over night" a 4°C. Seguiu-se centrifugacio a 10.000
r.p.m. por 10 minutos. O precipitado foi diluido em 2 ml de PBS e dializado em PBS, a 4°C.

20



A seguir, sua concentragdo proteica foi avaliada através de dosagem pelo método de Lowry ¢
de agucares segundo DUBOIS .

3.3 - Preparo de Lipopolissacarideo , LPS , seg. GOLDBERG (1983)

Apos centrifugagio a 4°C a 2500 R.P.M., durante 20 minutos as células de Yersinia
enterocolitica foram lavadas 3 vezes com tampdo Tris 85mM pH 8,0. As mesmas foram
ressuspendidas no mesmo tampéo numa concentragio de 10° células/ml; CaCl, (concentragio
final de 50mM) foi adicionado e a suspensfio foi incubada durante 10 minutos. As células
foram novamente centrifugadas a 4°C, 2500 rpm, durante 20 minutos. Ressuspendidas em

tampéo Tris e pré incubadas 4 28°C durante 10 minutos em banho-maria. Subseqiientemente

EDTA (concentragdo final de 85 mM) foi adicionado ¢ a mistura foi incubada por 5 minutos a
28°C e CaCl, (100 mM) foi adicionado. O LPS obtido foi precipitado com acetona (70%)
durante 24 horas a 4°C. O LPS precipitado foi ressuspendido em 4gua destilada e dializado a
4°C por 24 horas e a seguir liofilizado.

4 - Infeccio Experimental de Camundongos

Lotes com 25 camundongos Swiss, fémeas com 2 meses de idade, foram inoculados
por via infra-venosa, com uma suspensio de Yersinia enterocolitica, contendo cerca de 10°
células/ml;segundo MEDEIROS et alii, 1991 O mesmo niimero de animais foi mantido como
controle. Cinco animais de cada grupo foram sacrificados, sangrados por pungio cardiaca, e
seus bagos retirados, para obtengdo das células esplénicas no 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dias, apos
infecgio.

O controle do nimero de bactérias viaveis inoculadas foi realizado, diluindo-se a
preparagio inicial em solugfio salina estéril de maneira a obter-se suspensdes bacterianas
contendo (10 a 10”). Uma aliquota de 0,1ml das duas tltimas diluigSes foi semeada em meio
agar base sangue (BAB),seguido de incubagio a 25°C por 48 horas, determinando-se a seguir

0 nimero de colonias desenvolvidas.
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5 - Estimulacio de Camundongos com os Derivados Bacterianos Extrato Bruto, RP ¢

LPS

Lotes de 25 camundongos foram inoculados com os seguintes antigenos, extraidos da
Yersinia enterocolitica 0:3, RP, LPS e Extrato Bruto nas concentragGes de 200, 200 e 100 ug
fanimal respectivamente. Apos diferentes dias, células esplénicas foram analisadas quanto a

secregdo dos varos isotipos de imunoglobulinas, independentemente da especificidade,

através da técnica do PFC - Reverso.
6 - Dosagem de Proteinas e Acglicares

As concentragbes de proteina foram determinadas pelo método de LOWRY (1951)
ou pelo reativo de Biureto, segundo a técnica de WEICHSELBAUM modificada por
DITTEBRANDT (1948). A curva padrdio foi feita com concentragbes conhecidas de soro
albumina bovina (BSA).

A dosagem de agiicares foi realizada pelo método do Fenol-Sulfiirico, a partir das
informagdes de DUBOIS (1956).

7- Enumeragio das Células Secretoras de Imunoglobulinas no Bago dos Camundongos,

Através da Técnica do PFC-Proteina A
O numero de células secretoras de imunoglobulinas no bago dos animais foi

determinado segundo o método de PFC-Proteina A, descrito por BERNABE et alii, 1981, que

utiliza hemécias sensibilizadas com proteina A de Staphylococcus aureus e permite a
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enumeragdo de células secretoras de imunoglobulinas, independentemente da especificidade

antigénica dos anticorpos secretados.

a) Obtengdo de Complemento de Cobaio

Soro de cobaio foi utilizado como fonte de complemento .Foi realizada uma titulagio
do complemento com determinagdo de CHs (LIMA & SILVA,1970). O obmplemento foi
utilizado na técnica de PFC-Proteina A diluido em solugio salina balanceada (BSS), pH 7,2,

contendo 0,1% de glicose.

b) Sensibilizag8o de Hemacias de Cameiro com Proteina A .

Hemaécias de cameiro, recentemente obtida e conservada em solugdio de Alsever,
foram lavadas 3 vezes em salina 0,15M. Os leucocitos foram retiradas por aspiragfo.

Para 1 ml de solugfo de CrCl;.6H,0 0,05M foram adicionadas 100 ul de uma solug¢fo
contendo 0,5 mg/ml de Protefna-A (PHARMACIA) em salina e 100 ul de papa de hemacias.
Essa mistura foi incubada em banho maria a 30°C, durante uma hora, com agitagio. A seguir,
as hemdacias sensibilizadas foram lavadas 2 vezes com salina e ressuspensas em 100 ul de
meio BSS, pH 7,2. Foram utilizadas, diluidas a 1/3 em meio BSS, contendo 0,1% de glicose.

c) Obtengdo das Células Esplénicas e Controle da Viabilidade

Os camundongoes do grupo controle, infectados e estimulados com diferentes
antigenos, foram sacrificados com auxilio de cloroformio. O bago foi retirado e transportado
para uma placa de Petri pequena, contendo 5 ml de meio BSS, pH 7,2, a 4°C. A seguir, o bago
foi desmanchado cuidadosamente para liberagdo das células. A suspensio de células obtida foi
homogeneizada varias vezes, utilizando-se uma seringa de 10 ml com agulha 25 x 8, €, apos a
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sedimentagdo dos grumos, o sobrenadente foi transferido para tubos cdnicos de polipropileno
graduados, centrifugado a 2500 rpm. Apbs a centrifugaco, as células foram ressuspensas em
meio BSS, pH 7,2. Esse processo foi repetido 3 vezes. No final, as células foram recuperadas
em um volume de 10 ml de meio BSS pH 7,2 contendo glicose ¢ mantidas em banho de gelo
até o momento do uso. O namero de células foi ajustado para este experimento de acordo com
o tamanho do bago padronizando-se dilui¢des adequadas das células. O niimero de linfécitos
viavéis no bago de cada camundongo foi avaliado, através da técnica de exclusfo com azul
Trypan 0,2% (MISHELL & SHIGI,1980).

d) Preparagio do Agar

O agar (Bacto-Agar, DIFCO) foi utilizado numa concentragio a 0,5% em BSS pH
72. Apdés a completa dissolugdo do agar, este foi adicionado de DEAE-Dextran
(PHARMACIA) a 50mg/ml em BSS, numa proporg¢do de 1,5 ml DEAE-Dextran/100 ml igar,

O agar fo1 mantido em banho maria (BM) a 46°, até o momento de uso.
e) Soros de Coelho Anti-imunoglobulinas de Camundongo.

Os. soros utilizados foram soro de coelho anti-imunoglobulinas totais de camundongo
(a-Igs totais) e os seguintes anti-isotipos obtidos comercialmente da SEROTEC LT (Oxford-
Inglaterra) soro anti-IgM, soro anti-IgA, soro anti-IgG1, soro anti-IgG2a, soro anti-IgG2b, soro
anti-IgG3. Todos os anti-soros foram utilizados diluidos a 1/20 em meio BSS contendo 0,1%
de glicose.

f) Realizagdo da Técnica de PFC-Reverso

Em tubos de hemélise mantidos em banho de gelo foram adicionados: 100 ul da

suspensdo de células esplénicas; 20 ul de anti-soro, 20 ul de complemento. Os reagentes foram
homogeneizados em "mixer", estabilizados em banho maria a 46°C, e, a seguir, foram
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adicionados 250 ul de agar contendo DEAE-Dextran. Estes reagentes foram vertidos em placa
de Petri de 9 cm de didmentro e espalhados num circulo de aproximadamente 7 cm de
didmetro. A seguir, as placas foram incubadas a 37°C por 5 horas numa estufa com
umidificagdo. Apds este periodo, foi realizada uma contagem das placas de hemolise
formadas.

8 - Pesquisa de Anticorpos Séricos Reativos com Yersinia enterocolitica O:3 pela Técnica
de ELISA Indireta

Nos soros dos camundongos controle, infectados e inoculados com derivados de

Yersinia enterocolitica, foi determinado o nivel de anticorpos especificos,através da técnica de

ELISA segundo MEDEIROS et alii, 1991 .

Microplacas de 96 “wells” foram sensibilizadas com 100 ul de extrato bruto de
Yersinia enterocolitica 0:3, numa concentragdo de 1,25 ug/ml em tampfo carbonato -
bicarbonato 0,06 M, pH 9.6 e incubada a 4° durante 18 horas. Em seguida, a placa foi lavada 3
vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS/T). Os soros em estudo foram diluidos em
PBS/T contendo 1% de soro albumina bovina (PBS/1/BSA) e adicionados aos orificios da
placa (100 ul), sendo incubada a 37°C durante 1 hora. A seguir a placa foi lavada novamente
com PBS/T/BSA e foram adicionados 100 ul de um conjugado com peroxidase anti-IgG de
camundongo ou um conjugado anti-IlgM ou anti-lgA, diluidos adequadamente em
PBS/T/BSA. Seguiu-se a incubagfio a 37°C durante 1 hora e entfio foi feita nova lavagem das
placas com PBS/T. Foram realizados controles do antigeno e conjugado.

Para o desenvolvimento da reagio imunoenzimditica foram adicionados 100 ul de
solugho de substrato (1 mg/ml orto-fenilenodiamina em tampdo citrato 0,1 M, pH 5,0,
contendo 0,03% de peroxido de hidrogénio) e feita uma incubagdo da piaéa durante 15
minutos a temperatura ambiente.

A reago foi bloqueada com 100 ul de HCI 3N. A leitura das placas foi feita através

da medida da absorbincia em comprimento de onda de 492 nm em espectrofotdmetro
UNISKAM-II (FLOW).
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9 - Pesquisa de Niveis de Auto-Anticorpos

Os soros dos animais infectados com células de Yersinia enterocolitica 0:3,
estimulados com seus derivados: LPS, extrato bruto ¢ RP e dos animais controle foram
testados quanto & presenga de auto-anticorpos através da técnica ELISA segundo ARAUJTO et
alii, 1987, utilizando-se placas de poliestireno foram sensibilizadas com os seguintes auto-
antigenos: miosina, mielina, actina, coldgeno, laminina, cardiolipina e tiroglobulina em

concentragdes de 10ug/ml. Os soros em estudo foram diluidos a 1/50 e o conjugado utilizado
foi um anti-Ig total.

10 - Planejamento Estatistico

Para analise das vanaveis de estudo, foram tomados 5 animais infectados e 5 como
controle. Os resultados obtidos foram descritos, empregando-se estatistica descritiva ou teste T
de Student, onde os graus de significincia das diferengas entre as médias foram determinadas
estabelecendo-se o nivel de significancia de p < 0,05; utilizando-se o programa OXSTAT II
(Microsoft Corporation, 1985) para avaliacio dos dados.
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RESULTADOS

1- Avaliagio da Produgio de Imunoglobulinas na Infec¢io Experimental com Yersinia

enterocolitica 0:3

1.1- Quantificacdo das Células Secretoras de Imunoglobulinas no Bag¢e de Camundongos
Infectados e Sadios

Foi determinado o niimero de PFC representando a totalidade das células secretoras
(Igs totais) e dos isotipos IgM, IgA, IgGl, IgG2a, IgG2b, 1gG3 , conforme demonstrado na
figura 1 onde se encontra o perfil do nimero de PFC/bago expresso em escala logaritmica,

Nesta figura, podemos observar uma elevagdo significativa do nitmero de PFC-Igs
totais durante toda a cinética de infecgdo quando comparada ao controle. O pico da infecgio
ocorreu entre 0 7% 14° dia pos-inoculagio , quando o namero de células secretoras de Igs
totais estava cerca de 11 vezes aumentado em relagfio ao controle. O pico de secregio de IgM
foi no 3° dia pos-infecgdo., quando o niimero de células secretoras estava aproximadamente 9
vezes aumentado em relagdo aos controles. O nimero de células secretoras de IgM foi
decrescendo durante a cinética, embora tenha permanecido elevado em relagfio ao controle.

O pico de secregfio do isotipo IgA ocorreu no 14° dia o qual nesta ocasifio estava 10
vezes aumentado ,coincidindo com o nimero maximo das células secretoras das seguintes
sub-classes de IgG: IgG1 e IgG2a. 1gG1 estava 16 vezes aumentado e IgG2a 25 vezes.

As demais sub-classes IgG2b e IgG3 apresentaram maior elevagdo no 7° dia pos
inoculagdo , onde estavam 12 e 16 vezes respectivamente mais elevados do que o controle.

O maior aumento ocorreu portanto no niimero de células secretoras de IgG2a, IeG1 e
IgG3.

Na tabela 1, enconfram-se os valores das médias aritméticas e desvio padrio do

nimero de PFC obfidos em diferentes dias pds-infecgdo.
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Tabela 1-Numero de células esplénicas secretoras de imunoglobulinas (PFC-Reverso),
determinado em camundongos Swiss apos diferentes dias de infecgfo com Yersinia
enterocalitica 0.3

Meédia e desvio padriio do ntimero de PFC/Bagox10’
Dias Apés Infecgdo

3° 7° 14° 21° - 28° Controle

IgTotal 110+ 22,9 4492+ 1986 4450+ 149,5 110,0£76,5 180,0£140,3 39,8£6,7

IgM 164+ 80,4 88,8+ 483 603266 368+288 455+310 188+117
IgA 71+ 3,0 1,8+ 2,5 309+£129 580+2,6 184+124 3.0+12
IsG1 2,9+ 0,8 7,5+ 2,5 269+206 448443 9,3+ 3,9 1,716

JgG2a  194% 157 1066 90,0 1502+ 57,8 38,0+ 239 523 154  59+24
IgG2b 455+ 144 1288 756 1160+ 560 266+ 189 57,04 421 10330

1gG3 13,94 103 457+ 98 201+ 86  748+98 8,6+2,8 2,8429
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1.2- Produ¢iio de Anticorpos Especificos para a Yersinia nos Soros de Camundongos

Infectados:

O nivel de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Yersinia foi detectado por ELISA técnica
indireta , utilizando como antigeno Extrato Bruto obtido por sonicagdio de células vidveis de
Yersinia apds aferigho da concentragfo proteica (8,5 mg/ml) e aciicares (0,6 mg/ml);
apresentando uma relagfo proteina/polissacaride de 14:1.

A respostas quanto a produgiio de imunoglobulinas especificas estdo apresentados na
figura 2. Os valores de absorbéncia correspondem & média obtida com os soros de cinco
animais de cada grupo diluidos a 1/320 para determinagio de IgG e 1/40 nas determinagdes de
IgMelIgA

Como podemos visualizar na figura 2 ,0s soros dos animais infectados apresentam
niveis maiores de anticorpos IgG anti- Yersinia a partir do 3° dia p.i. em relagfo ao controle. A
resposta foi aumentando progressivamente até o 28° dia pés-infecgdo. O nivel de anticorpos
IgM apresentou elevado na fase inicial da infecgdo atingindo pico méaximo no 14° dia,
decrescendo a seguir.

Anticorpos IgA anti-Yersinia nfio foram detectados em niveis significativos durante

todo o periodo de infecgdo.
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1.3- Pesquisa dos Niveis de Auto-Anticorpos nos Soros de Camundongos Infectados com

Yersinia enterocolitica Q:3.

A reatividade de auto-anticorpos frente a um painel de estruturas autdlogas foi
analisada pela técnica de ELISA, nos diferentes dias de infecgdo, obtendo-se leituras 6pticas
pouco expressivas, mas com significincia estatistica.

Foi estabelecido que os valores de significAncia para p <0,05 seriam considerados
positivos (+), e valores para p > 0,05 seriam negativos ().

Como demonstrado na tabela 2 os soros provenientes dos diferentes dias de infecgio

com O:3 foram reativos apenas com a miosina

Tabela 2 Detecglo de niveis de auto-anticorpos frente a um painel de estruturas autologas,

pela técnica de ELISA, nos soros de camundongos infectados pela Yersinia enterocolitica O:3.

Auto-antigenos
Miosina Mielina Actina  Colageno  Laminina  Tiroglobulina Cardiolipina

Reatividade + - - - - - -

A reatividade positiva (+) representa a significincia de densidades opticas (p < 0,05 ¢ N=5)

nos diferentes dias de infecgio
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2- Avaliacdo da Produciio de Imunoglobulinas em Camundongos Estimulados com os

Derivados Bacterianos

2.1- Quantificagdo das Células Esplénicas Secretoras de Imunoglobulinas em
Camundongos Swiss Estimulados com os Derivados Bacterianos:
2.1.1 Extrato Bruto
Na figura 3 temos os resultados obtidos apés estimulagdo dos camundongos com
extrato bruto, onde podemos observar um aumento do nimero de PFC-Igs totais durante toda
a cinética de estimulagdo sendo que o numero maximo ocorreu no 7° dia pds inoculagdo
quando estava 139 vezes aumentado em relagdo ao controle,

O pico de secregdo do isotipo IgM foi no 3° dia pds inoculagdo (aumento de 20 vezes

) e permaneceu elevado até o 7° dia , apds este periodo o nimero de PFC-IgM igualou-se a0
controle.

O nivel de secregdo de IgA atingiu maior elevagdo no 21° dia pds inoculagdo ( 15
vezes) comncidindo com o pico do isotipo IgG1 (26 vezes). Os demais isotipos subclasse de
IgG apresentaram maxima elevagiio no 7° dia pos inoculagfo onde IgG2a, 1gG2b e IgG3
estavam 69, 78, e 77 vezes aumentado respectivamente quando comparado ao controle.

O maior aumento do nlimero de células secretoras ocorreu com as seguintes sub-
classes de IgG : IgG2a, IgG2b € 1gG3.

A tabela 3 apresenta os valores das médias aritméticas e desvio padrio do niimero de

PFC obtidos apés estimulagéo com Extrato Bruto.
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Tabela 3- Namero de células esplénicas secretoras de imunoglobulinas (PFC-Reverso),
determinada em camundongos Swiss apds diferentes dias de inoculagio com Extrato
Bruto de Yersinia enterocolitica O:3

Média e desvio padrio do nliimero de PFC/Bagox10”

Dias Apos Infecgfo
3° 7° 14° 21° - 28° Controle
IgTotal  370£567 5141481  3314£207,1 2504333 1894724  3,7+148
IgM 319£155 96,1671 154+ 59 199495 18+49 159 £5,15
IgA 74 4,6 2,7 %15 16,5+ 94  253+147 17403 1,69 = 0,02
IgG1 6,5+ 3,6 84,1 203+11,0  31,2%236  1,7£06 1,2 £0,7
IgG2a 7267  833% 60,7 69,1+360 633£395 723£4,09 12 + 037
IgG2b 93 £ 513 128 £593 8874560 667£230 4,719 1,65 £ 1,0
1gG3 10,1+ 10,3 162,0 + 57,0 72,5+ 486 4834321  22+0,03 2,1+1,9
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2.1.2 “Released Proteins”

Na figura 4, encontra-se representado o perfil de estimulagio dos animais estimulados
com “Released Proteins”, obtido em meio de cultura em condigbes adequadas de célcio e
temperatura cuja concentragfio proteica e de acuicar foi 2,4 mg/ml e 0,4 mg/ml com relagiio

proteina/polissacaride de 6:1. Nesta figura observamos que o pico de secre¢o de Igs totais
(239 vezes) foi no 3° dia o qual permaneceu elevado porém em niveis menores até o 28° dia
pds moculagfo. Também no 3° dia temos um aumento acentuado de IgM (58 vezes ) o qual
decresce a seguir pennaneceﬁdo igual ao controle ja a partir do 7° dia p.t.. Com os demais
isotipos (IgA e sub-classes de IgG ) observaram-se niveis maximos de secregfio no 21° dia,
sendo que o isotipo que apresentou maior aumento foi IgG3 aproximadamente 31 vezes em
relagio ao controle.

A tabela 4 apresenta os valores das médias aritméticas e desvio padrio do mimero de

PFC obtidos apds estimulagio com "RP".
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Tabela 4- Numero de células esplénicas secretoras de imunoglobulinas (PFC-Reverso),

determinada em camundongos Swiss apos diferentes dias de inoculago com ” Released
Proteins”de Yersinia enterocolitica O:3

Média e desvio padrio do numero de PFC/Bagox 10’

Dias Apo6s Infecgdo
3@ 7° 14° 21° . 28° Controle
IgTotal 3330£242 808£156  110+196 3454333 1174737 13,96+ 13,3
IeM 32644952 5734 57£2,56 124 £19,5 57+4,9 56,2+ 11
IgA 22,7£ 12,1 75£04 7,5+ 1,10 246 +09 154 £2.,5 74163

IoG1 43428 12402  43+10 82416 25403 124027
Ig,G2a 11,2+ 96 13,9+ 0,3 227+ 50 48,0 % 14,6 134+79 3+24
Igﬁzb 17+102 33,2+1,17 53,9+ 5,7 102,44+ 14 282163 46431

Ig(}_’j 374 1,3 3.6+24 135+ 2.3 22.8%35,1 22,8+ 1,03 1,2+ 0,4
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213LPS

E por fim, os antmais inoculados com LPS demonstrado na figura 5 tiveram o niimero
de PFC-Igs totais elevado ja a partir do 3° dia (222 vezes ) onde se apresenta com maior
elevaglo. Este dia coincide com o pico de secregio de IgM (82 vezes ). O pico de secregfio
para IgA, foi no 21° dia p. 1. onde estava 4 vezes aumentado em relacdo ao controle.

As sub-classes de IgG apresentaram os seguintes picos de secre¢do: IgGl no 3° dia
com aumento de 4 vezes , IgG2a e IgG2b no 7° dia ,com aﬁmento de 13 ¢ 29 vezes

respectivamente e IgG3 no 14° dia.

O maior aumento do numero de células secretoras foi de Igs totais e IgM na fase
micial 3° dia apds inoculagio.
A tabela 5 apresenta os valores das médias aritméticas e desvio padrdo do nimero de

PFC obtidos apos estimulagdo com LPS.
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Tabela 5 - Namero de células esplénicas secretoras de imunoglobulinas (PFC-Reverso),
determinada em camundongos Swiss apos diferentes dias de  inoculagdo com
Lipopolissacaride de Yersinia enterocolitica O:3

Meédia e desvio padréo do niimero de PFC/Bagox10°
Dias Apés Infecgio

3° 7° 14° 21° - 28° Controle

IgTotal 31004117  260% 155 229492 141126 140+0,5  13,9+133

IgM 3039+ 62,8 60,8+ 25,6 1224392 63,54+ 11,5 96+ 13,3 36,84 277

IgA 21,5+ 5,3 7,5+ 2,9 11,74£272 278%+73 26,7+1,5 7,46+ 6,39
Igl 5% 0,64 1,24 0 4829 1,94 07 1,2+07 1,24+0,3
IeG2a 6,75+ 1,4 395+& 17,6 242+ 47 564 0,4 3£ 0,6 3424

IgGQb 25,6& 4,3 135+ 69,1 442+ 76 2924 7,00 16,44+ 7,0 4,6+ 3,1

Ig(}3 3£ 05 20,1+ 12,02 22+ 34 13,4+ 4,1 2,5+ 0,21 1,24+ 0,42
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2.2- Producio de Anticorpos Especificos para a Yersinia nos Soros de Camundongos

Estimulados com os Derivados Bacterianos:

O nivel de anticorpos IgG, IgM e IgA anti-Yersinia foi detectado por ELISA
semelhantemente ao item 1.2, agora nos soros estimulados com extrato bruto, “Released
Proteins” e LPS (Figuras 6, 7 e 8 respectivamente)

Como podemos observar nas figuras 6, 7 ¢ 8, o perfil da cinética de produgio de
anticorpos especificos foi semelhante para os trés grupos de animais estimulados com
diferentes antigenos, onde observamos um aumento progressivo do nivel de anticorpo IgG a
partir do 3° dia atingindo um nivel maximo no 21° dia com decréscimo posterior..

O nivel de anticorpos IgM especificos foi no maximo no 7° dia pds inoculagdo
decrescendo progressivamente a seguir.

Titulos de IgA nfo foram detectados em niveis significativo em nenhum grupo de

animais.
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2.3- Pesquisa dos Niveis de Auto-Anticorpos em Soros de Camundengos Estimulades com
Derivados de Yersinia enterocolitica O:3

A reatividade de auto-anticorpos frente a um painel de estruturas autologas foi
analisada pela técnica de ELISA, nos diferentes dias de estimulagfo, obtendo-se leituras
Opticas pouco expressivas, mas com significincia estatistica.

Foi estabelecido que os valores de significdncia para p< 0,05 seriam considerados
positivos (+) e valores para p> 0,05 seriam considerados negativos (~).

Na tabela 6.estd demontrada a reatividade dos soros provenientes dos diferentes dias
de estimulagdo com Releases proteins ou Lipopolissacarides; assim os soros dos animais
inoculados com RP apresentaram reatividade significativa frente aos seguintes antigenos

autologos: mielina, tiroglobulina e cardiolipina e os inoculados com LPS apresentaram

reatividade significativa para mielin, actina e laminina,

Tabela 6 - Detecgdo de niveis de auto-anticorpos frente a um painel de estruturas autdlogas,
pela técnica de ELISA nos soros dos camundongos estimulados com RP e LPS de Yersinia

enterocolitica O:3

Auto-antigenos

Miosina Mielina Actina Colageno Laminina  Tiroglobulina Cardiolipina
Reatividade
RP - + - - - + +
LPs — + “+ - + - -

A reatividade positiva (+) representa a significincia de densidades opticas (p < 0,05¢
N=5) nos diferentes dias de estimulagdo,
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DISCUSSAO

O fendmeno de ativagio policlonal linfocitaria, no qual grande parte dos repertonos
de hnfocitos estimulados, assim como os seus produtos, ndo estdo especificamente
relacionados com estruturas antigénicas definidas, ja foi verificado em diferentes modelos
experimentais como nas infecgbes por protozoarios, helmintos e bactérias (MILLET et alu,
1987, LOPES et ali1, 1990.

Diferentes resultados demonstraram que a ativagfio policlonal de linfécitos pode ser
induzida por endotoxinas de bactérias ¢ super-antigenos o que poderia contribuir para o
desenvolvimento de auto-imunidade. Infecgles bacterianas podem levar a estimulagdo de

varios repertorios linfocitarios, entre os quais estariam clones auto-reativos que normalmente

ndo se mantfestariam significativamente, ou seriam anérgicos perante uma estimulago com
estruturas moleculares autdlogas (ABBAS et alii, 1994).

Assim, além das patologias associadas com as infecgSes primarias pela Yersinia
enterocolitica, tal processo infeccioso pode, sob certas condighes ainda ndo totalmente
esclarecidas, levar ao desenvolvimento de diferentes formas de doengas auto-imunes como a
artrite reativa (ReA) (LAHESMAA, 1994). A principal questdo até o momento, ainda se
prende ao desconhecimento sobre a patogénese da artrite reativa, se esta resultaria da
persisténcia da infecgdo pelo microrganismo ou estaria vinculada a expansio da
autoimunidade. Existem algumas evidéncias de que o fenémeno autoimune possa estar
associado com uma resposta imune cruzada dirigida contra epitopos comuns ao patogeno € o
hospedeiro (LAHESMAA et alii, 1993).

Entretanto, a ativagdo policlonal de linfocitos B deve representar um dos mecanismos
importantes a justificar a manifestagiio auto-imune, pois a estimulagfo exarcebada de um
grande nimero de células secretoras de imunoglobulinas, em geral de natureza inespecifica,
pode incluir clones reativos com os constituintes autélogos (LAHESMAA et alii, 1994).

A ocorréncia da ativagdo policlonal de linfocitos B na infecgfo murina por Yersinia

enterocolitica O:3 foi anteriormente demonstrada em nossos laboratérios (MEDEIROS,

1994), através da enumeragdo de células secretoras de imunoglobulinas, independentemente
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da especificidade antigénica, através da técnica de PFC-Reverso , nas suspensoes celulares de
bagos de camundongos infectados experimentalmente. Esses experimentos foram realizados
em camundongos Swiss originados de criadouro convencional, isto €, sem barreiras para

controle de patogenos especificos.Com base nesses resultados pudemos observar um aumento
no niimero total de células secretoras a partir do 3° dia pés-infecgdo, quando apresentou-se 19
vezes elevada em relagdo ao grupo controle. O pico de secrecdo de IgM ocorreu no 3° dia pds
infecgfio (11 vezes aumentado). No 7° dia pds-infecgio também ocorreu o pico de secrecdo
de IgA que nesta ocasido estava 7 vezes aumentado, IgG1 (11 vezes), [gG2a (22 vezes), IgG2b
(28 vezes) e IgG3 (30 vezes). O maior aumento ocorren portanto no nimero de células

secretoras de IgG2b e IgG3, conforme podemos observar na figura 9 em anexo.(MEDEIROS,
1994)

Embora tenha ficado evidente a significativa amplificagdo do repertorio de linfocitos
B secretores de imunoglobulinas nos animais infectados em relagfo aos animais normais,
caracterizando uma ativagdo policlonal, algumas questdes permaneceram em aberto para
melhor entendimento daqueles resultados, como as altas variagbes quantitativas observadas
entre os individuos de um mesmo grupo, ¢ os altos indices de ativagfo nos grupos de animais
normais. A possibilidade da influéncia somatéria de outros componentes estimuladores,

_presentes na carga parasitaria do animal convencional, poderiam, entre outros fatores, explicar
ainexisténcia da manifestagio do quadro de artrite.

Com vistas a contribuigdo neste esclarecimento e consequente continuidade dos
nossos estudos, lotes de camundongos Swiss, agora de origem SPF, foram infectados pela
Yersinia enterocolitica O:3 e a seguir analisados quanto ao nimero de células esplénicas
secretoras de imunoglobulinas em diferentes dias apos a infecgio.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram um aumento das células
secretoras de anticorpos em todas as determinagdes realizadas (PFC-Igs totais e PFC-isotipos)
com as suspensdes celulares dos bagos de animais infectados a partir do 3° dia de infecgio,
quando comparado as determinagGes feitas nos animais controle. Foi observada uma variagio

numeérica para cada isotipo (Figura 1). A ativagio maxima, medida com o soro anti-Igs totais,
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que corresponde & somatéria dos PFC para todos os isotipos, foi observada entre o 7° e 14°
dia. A determinagfio com os isotipos resulfou nas seguintes variagdes com relago ao pico de
ativagdo: IgM no 3° dia; IgG2b ¢ IgG3 no 7° dia; IgG1, IGg2a e IgA no 14° dia.

Pode-se verificar que a afivagfio ndo ¢é restrita a determinados isotipos uma vez que
todos estavam aumentados, havendo uma predomindncia para as células secretoras de IgGl,
IgG2a e IgG3.

A semelhanca dos resultados obtidos com os animais Swiss convencionais (aumento
do mimero total de PFC em quase 20 vezes), os experimentos atuais também demonstraram
uma ativacdo policlonal de linfocitos B nos animais infectados.

Ao compararmos esta ativagdo entre camundongos Swiss convencionais e de origem

SPF, pode ser verificada uma redugdo quantitativa do niamero total de PFC em cerca de 12
vezes, Esta reduco poderd ser explicada pela diferenca na carga microbiana que apresenta

esses dois modelos animais, uma vez que nos camundongos convencionais, utilizados como
controles, a flora microbiana foi por si s6 responsivel por uma estimulagfio “natural”de
linfocitos B.

Os resultados de GRIPENBERG-LERCHE & TOIVANEN (1993), na infecgfo
experimental em ratos, ressaltam a importincia da carga microbiana nos animais
convencionais na susceptibilidade ao desenvolvimento de artrite, argumento que corroborou
na condugfo do presente trabalho em animais de origem SPF. Nossos resultados ndo
permitiram, entretanto, afirmar que a flora microbiana de camundongos Swiss tornava o
animal mais ou menos suscetivel ao desenvolvimento de seqiiela auto-imune.

A cepa de Yersinia utilizada neste trabalho coincide com aquela utilizada por
MEDEIROS (1994), que embora seja virulenta ¢ portadora de plasmideo, nfo manifestou
propriedades perceptiveis de artritogenicidade. Ndo se pode descartar que as condigdes
experimentais ndo tenham sido favoraveis.

Ateé o presente momento apenas o grupo de TOYOS et alii (1990) demonstrou que
Yersinia enterocolitica O:3 ¢é experimentalmente artritogénica para camundongos (Swiss,

C3H/HeJ ¢ BALB/c ). Nesses animais a artrite foi induzida por via oral apds um pré-
trafamento com desferrioxamine. Esses autores também verificaram que os camundongos
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heterozigotos eram mais susceptiveis & indugfo de artrite por via intra-venosa do que as
linhagens isogénicas. Um fato interessante é que em todos os episodios de inflamagio aguda
estudados, bactérias viaveis foram isoladas da regido artritica (TOYOS et ali1., 1992).

O mecanismo pelo qual a infeccio causada por este microrganismo leva ao
desenvolvimento de artrite nfo estd bem definido, embora seja conhecido que mais de 85%
dos mdividuos afetados apresentam o fendtipo de HL-A - B27 (LAITNEN et ali., 1977;
LEIRISALO et alii., 1982).

Infecgdes causadas pela Yersinia enterocolitica O:3 estdo freqlientemente associadas
a produgdo de altos titulos de anticorpos. Para a quantificag@o de anticorpos no teste ELISA,
tem sido utihizado como antigeno a bactéria inteira, LPS ¢ RP (GRANFORS et alii, 1989,
MAKI-IKOLA et alii, 1994),

Os resultados, obtidos neste trabalho através do teste de ELISA apos infecgéo com

10° bactérias/ml, demonstraram uma produgfio crescente de IgG detectada a partir do 3° dia,
com aumento progressivo persistindo durante todo o curso da infecgfo. Niveis elevados de
IgM foram detectados no inicio da infecgdo com queda progressiva. O baixo nivel de
anticorpos IgA anti-Yersinia foi semelhante aquele observado no grupo controle. Esta baixa
resposta de IgA em associacio com a auséncia de lesBes artriticas, também, ocorre em
pacientes com Yersiniose sem manifestagdo de artrite (GRANFORS et alii, 1980, 1986,
1988).

A presenga de anticorpos especificos no soro dos animais de origem SPF infectados
foi semelhante ao observado com o soro dos animais convencionais submetidos a0 mesmo
tratamento (MEDEIROS, 1994).

KONO et alii, 1985, trabalhando com camundongos CBA/H infectados por via oral
pela Yersinia enterocolitica O:3 (10°* bactérias por camundongos), observou baixos niveis de
anticorpos especificos IgG, IgM e IgA. As diferengas entre os dados de KONO et alii € os
obtidos neste trabalho refletem possivelmente as diferencas de suscetibilidade do animal
utilizado; da via de inoculagio; da quantidade de bactérias inoculadas e da propria cepa em
estudo.
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O mecanismo pelo qual Yersinia enterocolitica interage com o sistema imune humano
¢ produz sinovites inflamatdrias ainda nfo esta bem esclarecido. Informagdes recentes indicam
que as sinovites caracteristicas dessas doengas resultam, em parte, da capacidade do patégeno
artritogénico modular seletivamente & resposta imune do hospedeiro infectado. Algumas
propriedades de um patogeno artritogénico sfio artrotropismo, persisténcia em hospedetros
suscepitels, ativacdo seletiva de células Thl, modulacdo do sinal de transdugéo, propriedade
de super-antigeno, mitégeno de célula B (LAHESMAA et alii, 1994).

Estudos realizados “in vitro” e observagles clinicas indicaram que a maioria dos
pacientes apresentam uma persisténcia de sinovites associada a presenca do patdgeno ou de
seus componentes antigénicos. Na artrite reativa, a resposta imune do hospedeiro aos

antigenos, presentes nas articulagGes, possui um palpel chave na iniciagdo da inflamago

sinovial. Embora néo tenha sido isolada a bactéria viavél do fluido sinovial de pacientes com
artrite reativa, componentes antigénicos deste patdgeno t€m sido demonstrado nas suas células
e no tecido através de técnicas imunohistoquimicas (TOIVANEN, 1994). Formas de LPS de
Yersinia foram encontradas nas arficulagdes de pacientes com artrite reativa (HERMANN,
1993).

Uma das preocupagBes centrais deste estudo foi determinar os possiveis derivados da
bactéria que estariam envolvidos na ativagdo policlonal. Em vista disso, foram preparados a
partir da Yersinia enterocolitica O:3, os seguintes componentes: extrato bruto, “Released
Proteins”-RP e o LPS. A segmir, foi realizada uma comparagio enire a resposta imune
humoral, desenvolvida durante a infecgio, € a resultante da estimulacao com os diferentes
derivados.

Lotes de camundongos foram estimulados com as varias prepara¢des e acompanhados
em diferentes dias numa cinética similar a da infecgdo, O niimero de células secretoras de
mmunoglobulinas foi determinado nos bagos desses animais assim como os niveis de
anticorpos especificos para Yersinia.

O Extrato Bruto foi preparado a partir da sonicagfo de uma suspensdo de Yersinia

enterocolitica 0:3, apresentando uma relago proteina polissacéride da ordem de 14:1.
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No grupo de animais Swiss de origem SPF, inoculados com Extrato Bruto, como
demonstrado na Figura 3, também ocorreu uma ativagdo policlonal dos linfocitos B, resultante
de um aumento das células secretoras de anticorpos em todas as determinagtes (PFC-Ig totais
¢ PFC-isotipos) realizadas nos animais estimulados em comparagdo com animais normais. O
pico de Igs totats foi no 7° dia pds inoculagio semelhante ao da bactéria inteira.

O pico de IgM foi no 3° dia , do mesmo modo que ocorreu com LPS e RP. Os
isotipos  IgG 2a, TgG2b e 1gG3 tiveram maxima elevagdo no 7° dia pds-inoculago,e
finalmente IgA e IgG1 tiveram pico no 21° dia. Os isotipos mais ativados foram IgG2a, 1gG2b
elgG3

Embora esta preparagdio ndo seja desprovida de LPS, a sua concentragdo proteica é

elevada, o que permite sugerir que a ativagfio policlonal das células B apds infecgdo com

Yersinia ndo se da apenas pela estimulagdo com o LPS, mas também pelos antigenos proteicos
derivados.

“Released proteins” (RPs) sfo proteinas codificadas pelo plasmideo de viruléncia e
secretadas em condigdes adequadas de temperatura e concentragdes de ions calcio. Estas
proteinas secretadas (RPs) sdo expressas “in vivo”, e tanto humanos como animais produzem
anticorpos contra as mesmas estruturas durante a infec¢fio por Yersinia. Analise imunoquimica
tem demonstrado que RPs de diferentes espécies de Yersimia sfo similares em massa
molecular e antigenicidade, sendo portanto utilizadas como antigeno especifico independente
do sorotipo para diagndstico de Yersimioses em técnicas de imunoblotting e ELISA
(NAUMANN, 1993, MAKI-IKOLA et alii, 1991, 1994, HEESEMANN,1987). No grupo de
animais SWISS de origem SPF, inoculados com RPs, como demonsirado na Figura 4 tambem
ocorreu uma ativagio policlonal dos linfocitos B, resultante de um aumento das células
secretoras de anticorpos em todas as determinagdes (PFC-Ig totais e PFC-isotipos) realizadas
nos animais estimulados em comparagdo com animais normais. O maximo de ativagio medida
com soros anti-Igtotal e anti-IgM foi observado no 3°dia. Com os demais isotipos (IgA e sub-
classes de IgG) observaram-se niveis maximos de secre¢do no 21° dia.

Lipopolissacaﬂdeos de bactérias gram-negativas sfio potentes estimuladores de
hinfocitos B de camundongo “in vivo” e “in vitro”, tendo sido implicado como um dos
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possiveis responsaveis pelos eventos que levam ao desenvolvimento da artrite reativa. Na
auséncia de antigenos, LPS estimula a proliferagio e secregdo de anticorpos IgM policlonais
inespecificos (ANDERSSON,et alii, 1976, COUTINHO & MOLLER, 1975). Fagocitos
mononucleares sdo capazes de degradar LPS de Yersinia, e devido a sua mobilidade, podem
transportar LPS do sitio da infecgfio primaria para outras partes do corpo, como articulagdes
(WUORELA et alii, 1993).

No grupo de animais Swiss de origem SPF, inoculados com LPS, como demonstrado
na Figura 5 ocorreu uma ativagio policlonal dos linfécitos B, resultante de um aumento das
células secretoras de anticorpos em todas as determinagGes (PFC-Ig totais e PFC-isotipos),
realizadas nos animais estimulados em comparagiio com apimais normats. O maximo de

afivagdo medida com os soros anti-Ig total e anti-IgM, foi observado no 3° dia. O numero de

células secretoras de IgM for 82 vezes mator, quando comparado com as determinacGes de
1gM dos animais controles. O pico de secrecdio para IgG2a e IgG2bfoi no 7° dia; IgG3 no 14°;
eIgA no 21° dia.

IZUI et alit (1977, 1979) ao testarem preparagdes de LPS originarias de varias fontes,
quanto a sua atividade mitogénica para os linfécitos B, verificaram que o LPS R595 de S.
minisota foi a preparagdo que apresentou maior nivel de estimulagdo, resultando numa
produgdo acelerada e prolongada de IgM em varias linhagens de camundongos, inclusive em
animais atimicos. Também foi estimulada a secregfio de imunoglobulina IgG, havendo porém
restnigdo de subclasses com aumento de niveis séricos apenas de IgG2b e IgG3. Ja em
camundongos atimicos, o LPS R595 estimulou a produgéo de todas as subclasses de IgG.

BJORKLUND & COUTINHO, 1983, verificaram que LPS de Echerichia coli
administrado por via intravenosa em camundongos C3H/TTF resultava num rapido aumento no
nimero de PFC-IgM das células esplénicas ( 20 vezes aumentadas em relagdo ao controle).
Embora imbidas nos primeiros dois dias, IgG3, IgG2b e 1gG2a foram estimuladas a seguir,
alcangando ntimeros que sdo 100, 40 e 30 vezes respectivamente maiores do que aqueles dos
camundongos normais. Em nossas determinagGes realizadas com o LPS administrado por via

intravenosa em camundongos Swiss-SPF, também foi observado um rapido aumento do

numero de PFC-IgM.
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A cinética de produgdio de anticorpos especificos no soro dos animais infectados com
células viaveis e inoculados com Extrato Bruto, RP ¢ LPS e foi determinada através do teste
de ELISA, utilizando como antigeno o Extrato Bruto ja descrito.

O perfil da produgdio de anticorpos especificos determinados nos soros dos
camundongos Swiss de origem SPF infectados for semelhante aquele observado com os
animais Swiss convencionais.

Como demonstrado na Figura 2 a infecglo pela Yersinia estimulou a produgfo de
altos niveis de IgG os quais foram detectados j& a partir do 3° dia, aumentando
progressivamente € persistindo durante todo o curso da infecgdo. Niveis elevados de IgM
foram detectados no inicio da infecgdo com uma queda posterior.

Nos soros dos animais inoculados com Extrato Bruto (Figura 6) e Rps (Figura 7), os
nivers de produgdo de anticorpos IgG, IgM ¢ IgA anti-Yersinia foram semelhantes aqueles

observados nos animais inoculados com LPS.

Nos soros dos animais inoculados com LPS, Figura 8, o pico de produgfo de
anticorpos IgG anti-Yersinia ocorreu no 21°, decrescendo a seguir. O maximo de elevagio dos
niveis de anticorpos IgM foi observado no 7°dia. Os niveis de anticorpos IgA anti-Yersinia foi
semelhante aos apresentados pelo grupo controle.

Nos animais infectados com células viaveis de Yersinia enterocolitica 0:3, a bactéria
permanece multiplicando-se no hospedeiro ¢ ativando o sistem imune, o que explica a
elevaglio continua dos niveis de anticorpos de IgG anti-Yersinia diferente do que ocorre com
os antigenos derivados da bactéria. O periodo de permanéncia desta bactéria no intestino dos
animais infectados por via intravenosa é de aproximadamente 49 dias (MEDEIROS, et alii,
1987).

Considerando-se que a Yersinia enterocolitica O:3 esta associada a um quadro de
artrite reumato6ide, como uma manifestagio secundaria apés a infecgdo, uma pesquisa de auto-
anticorpos foi realizada nos diferentes soros provenientes de quaisquer estimulages.
Utilizando-se a técnica de ELISA, os soros foram testados frente a um painel de constituintes
autologos representados por: miosina, mielina, actina, coldgeno, tireoglobulina, laminina e
cardiolipina.
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Nos resultados das analises dos soros de animais infectados pela Yersinia (tabela2) foi
demonstrado reatividade apenas com a miosina (p < 0,05) dados esses que néo podem ser
conclusivos e que deverfio ser melhor explorados.Nos soros dos animais estimulados com RP
a reatividade fo1 significativa (p < 0,05)frente os seguintes auto-antigenos: mielina,
tiroglobulina e cardiolipina.Ja os soros dos animais inoculados com LPS mostrou-se reativo (p
<0,05)com o0s seguintes antigenos autdlogos : mielina, laminina e actina. A baixa reatividade
detectada pode estar associada a problemas relativos a padronizagdo da técnica de ELISA; na
dependéncia da configuragio estrutural dos diferentes antigenos alvo empregados, e uma
possivel desnaturagdo da estrutura terciaria com o comprometimento dos epitopos antigénicos
dessas moléculas, em decorréncia do manuseio nos procedimentos de purificagdo e de

acondicionamento. Alteragdes importantes também podem ocorrer durante a imobilizagdo dos

antigenos em superficie solidas. No teste ELISA, uma fonte fregilente de erro tem sido
atribuida a ligagOes néo especificas de imunoglobulinas, presentes na amostra de soro testada,
ou dos anticorpos marcados com enzima (LYMBERI & BARBOUCHE, 1990).

Em conclus@o os camundongos Swiss de origem SPF infectados com Yersinia
enterocolitica O: 3 ou estimulados com os seus derivados.apresentaram uma ativagio
policlonal do repertério de linfocitos B. A semelhanga do que ocorre com camundongos Swiss
convencionais o resultado de tal ativagio policlonal é provavelmente ndo apenas da
estimulagdo de LPS mas de outros componentes envolvidos na infecgfo. A diferenca no perfil
de um animal convencional ¢ um de origem SPF reflete a influéncia do microambiente do
hospedeiro na resposta imune

Embora ndo tenha sido observado sinais de artrite nos animais submetidos as
diferentes estimulagGes, a detecgio de anticorpos nos seus soros para constituintes autdlogos ¢
sugestiva para uma possivel associagio entre o fendmeno de ativagio policlonal e a regulagio

do sistema imunologico.
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CONCLUSOES

Em vista dos resultados apresentados neste trabalho, é possivel chegar as seguintes
conclusdes:

1 - Na infeccdio experimental de camundongos Swiss-SPF por via intravenosa com
Yersinia enterocolitica ;3 ocorreu uma ativagio de linfocitos B.

2 - A estimulagio de camundongos com os derivados ‘bacterianos extrato bruto,
“Released Proteins”- RPs e LPS, ignalmente promoveu uma ativacio policlonal. Esta ativagio
€ provavelmente decorrente ndo apenas da estimulacéo feita pelo LPS nas células bacterianas,
mas também pela estimulagio com outros constitutintes bacterianos como os “Released

Proteins”-RPs.

3 - O processo de ativagdo policlonal, demonstrado durante a infecgio ou sob a
estimulagio com os derivados bacterianos, é acompanhado da produgdo de anticorpos
especificos anti-Yersinia predominando elevados titulos séricos dos isotipos IgG e IgM e baixa
concentragio de IgA.

4 -Embora nf3o tenha sido observada sinais de artrite nos animais submetidos as
diferentes estimulagdes, a detecgfio de anticorpos nos seus soros para contituintes autdlogos é
'sugestiva para uma possivel associagdo entre o fendmeno de ativagio policlonal e a regulagio
do sistema imunolégico. .

5 - A comparagdo do perfil do comportamento de um animal criado
convencionalmente com camundongos criados em biotério com barreira ressalta a importincia

da influéncia do microambiente do hospedeiro na resposta imune,
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RESUMO

A infecgdo por Yersinia enterocolitica O:3 é uma dentre véarias patologias humanas
causadas por bactérias gram-negativas, que pode resultar em um quadro de doengas auto-
imunes, entre clas a artrite reativa. A ativagio policlonal de células B tem sido um dos
mecanismos propostos que levaria a um aumento de produgfo- de imunoglobulinas auto-
reativas € por consegiiinte estaria associada & indug3o de uma doenga auto-imune. Esta
ativagio de linfocitos B associada & infecgio pela Yersinia enterocolitica O:3, foi pela
primeira vez demonstrada em estudos realizados por MEDEIROS, em 1994, a partir de um

modelo experimental desenvolvido em camundongos SWISS convencionais.

Neste presente trabalho utilizando camundongos Swiss originariamente livres de
patogenos especificos (SPF) foi quantificada células esplénicas secretoras de imunoglobulinas
(Igs totais e isotipos) apds infeccdo com a Yersinia enterocolitica O:3 e estimulagbes com seus
derivados: Extrato bruto, “Released Proteins’ (RP) e Lipopolissacarides, através da técnica de
PFC-Reverso-Proteina A, foi utilizado animais normais como grupo controle. Nos soros
desses mesmos animais foram detectados niveis de anticorpos (IgG, IgMe IgA) anti-Yersinia.e
pesquisados auto-anticorpos frente a um painel de constituintes autodlogos, representados por:
miosina , mielina, actina, coldgeno, tireoglobulina, laminina e cardiolipina através da técnica
de ELISA

Os resultados demonstraram uma elevagio no namero de células esplénicas secretoras
de anticorpos em todas as determinagSes realizadas (PFC-Ig totais ¢ PFC-isotipos) com
animais infectados com Yersinia enterocolitica O:3 ou inoculados com os seus derivados a
partir do terceiro dia de inoculagdo.Estes dados representam uma redugfo quantitativa do
numero total de PFC em cerca de 12 vezes em relagio aquela observada nos animais
convencionais.

Anticorpos IgG e IgM especificos anti-Yersinia foram detectados em niveis elevados

nos soros dos animais infectados ou estimulados com os diferentes derivados, porém néo
foram detectados niveis significativos de IgA
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Na pesquisa de auto-anticorpos realizada nos soros de animais infectados pela
Yersinia foi demonstrada reatividade apenas com a miosina, enquanto que os soros dos
animais estimulados com LPS foram reativos com mielina, actina ¢ laminina e 0s inoculados
com RP reagiram com mielina, tiroglobulina e cardiolipina.

Em conclusdo os camundongos Swiss de origem SPF infectados com Yersinia
enterocolitica O: 3 ou estimulados com os seus derivados.apresentaram uma ativago
policlonal do repertério de linfocitos B. A semelhanca do que ocorre com camundongos Swiss
convencionais o resultado de tal ativagio policlonal € provavelmente n3o apenas da
estimulagdo de LPS mas de outros componentes envolvidos na infecgfo. A diferenga no perfil
de um animal convencional e um de origem SPF reflete a influéncia do microambiente do
hospedeiro na resposta imune

Embora ndo tenha sido observado sinais de arrite nos animais submetidos as
diferentes estimulagdes, a detecgdo de anticorpos nos seus soros para constituintes autologos €
sugestiva para uma possivel associagdo entre o fendmeno de ativacio policlonal e a regulagio

do sistema imunoldgico.
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