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RESUMO

EFEITO DA GLICOINOSITOLFOSFOLIPIDA (GIPL) DE Trypanosoma cruzi NA 

ATIVAÇÃO DE CÉLULAS MONONUCLEARES HUMANAS. JULIE ALVESA GUSS 

PATRÍCIO. Os GIPLs estão presentes no glicocálix de Leishmania e T cruzi e são 

considerados importantes para a sobrevivência do parasito. Os GIPLs estão implicados na 

modulação da resposta macrofágica murina. Pouco se sabe sobre o efeito do GIPL de T. 

cruzi sobre células humanas. Nós investigamos o efeito do GIPL da cepa Colombiana de T. 

cruzi (GIPLcol) sobre macrófagos e linfócitos derivados de células mononucleares do 

sangue periférico(CMSP). O GIPL (10 a 20 |j.g/ml) foi adicionado a culturas de 

macrófagos humanos estimulados ou não com LPS (500 pg/ml). A produção de TNFa , 

IL8, IL12 e ILIO foi dosada 48 horas depois. O GIPL não teve efeito sobre a produção de 

citocinas em macrófagos não estimulados. A adição do GIPL em células estimüladas com 

LPS levou à redução da produção de TNF-a , IL-12 e IL-10. Esta inibição não foi devido à 

toxicidade do GIPL, já que as células permaneceram viáveis depois de 5 dias de cultura 

com GIPL (10 i^g/ml). Nós também testamos se a adição de GIPL modula a produção de 

IFNy por linfócitos ativados por anti-CD3. Células Mononucleares do Sangue Periférico 

estimuladas com anti-CD3 solúvel (10 [ig/ml) produzem altas concentrações de IFN-y. A 

adição do GEPL não interferiu com esta produção. O GIPL não estimula a produção de IFN- 

Y e a proliferação de linfócitos de pacientes com doença de Chagas. Com base nesses dados, 

concluimos que o GIPL parece estar envolvido na sobrevivência parasitária, através da 

supressão de macrófagos.



ABSTRACT

HUMAN MONONUCLEAR CELLS ACTIVATION IS MODULATED IN THE 

PRESENCE OF GLICOINOSITOLPHOSPHOLIPID (GIPL) FROM Trypanosoma cruzi. 

GIPLs are present in the glycocalix o f  both Leishmania and T. cruzi and seem to be 

important to parasite survival. GIPLs have been implicated in modulating murine 

macrophage response. Little is known about the effect o f  GIPLs from T. cruzi on human 

cells. We have investigated the effect o f GIPL from the Colombian strain o f T. cruzi 

(GIPLcol) on human peripheral blood mononuclear cell-derived macrophages and 

lymphocytes. GIPL has been added (10 to 20 |ig/ml) to unstimulated and LPS (500 pg/ml)- 

stimulated human macrophages. TNFa, IL-8, IL-12 and IL-10 production was been 

determined 48 hours later. GIPL has no effect on the cytokine production by unstimulated 

macrophages. The addition o f GIPL to LPS-stimulated cells led to reduction o f TNF-a, IL- 

12 and IL-10 production. Such an inhibition was not due to cell toxicity since cells 

remained viable even when cultured for 5 days with GIPL (10 ng/ml). We have also tested 

whether GIPL was able to influence ZFNy production by anti-CD3-stimulated lymphocytes. 

PBMC cultures stimulated with soluble anti-CD3 (10 |j.g/ml) produced high amounts of 

IFN-y; the addition o f GIPL did not change such production. GIPL also does not stimulate 

IFN-y production or lymphocyte proliferation by peripheral blood cells from patients with 

Chagas disease. Taken together our results suggest that GIPL has an inhibitory effect on 

human macrophage activation, but this effect does not extend to lymphocytes. GIPL also 

does not seem to function as an antigen. We conclude that GIPL might be involved in 

parasite survival, by suppressing macrophage response.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Considerações Gerais :

Aproximadamente 18 milhões de pessoas na América Latina possuem doença de Chagas e

5 milhões destas pessoas estão no Brasil (WHO, 1991). Ela ocorre em 44% do território 

nacional e segundo o Ministério da Saúde, somente no ano de 1993, 1.336 pessoas foram 

internadas com a doença. Além disso, a cardiopatia chagásica ocupa um lugar proeminente 

entre as causas de incapacidade nas áreas rurais do Brasil (AKHAVAN, 1996)

Esta doença é causada pelo Trypanosoma cruzi, e leva ao comprometimento de vários 

sistemas, principalmente o cardiovascular e gastrointestinal (BRENER, 2000). A 

transmissão do Trypanosoma cruzi ao ser humano pode se dar através de insetos 

triatominios hematófagos, por transfusão de sangue, pela via transplacentária ou por 

acidentes em laboratório. A transfusão é uma preocupante forma de contágio. Estima-se 

que 0,7 a 0,8^  dos doadores que procuram bancos de sangue no Brasil estão infectados 

(ACHE, 1993). Estudos realizados na Bolívia, Chile e Uruguai mostram que 1,6 a 8% dos 

filhos de mães com sorologia positiva nascem infectados (SCHMUNNIS, 2000).

A doença de Chagas é uma importante doença parasitária que leva milhares de pessoas á 

morte anualmente (BANCO MUNDIAL, 1993), além de ter um custo econômico 

significativo (SCHMUNNIS, 2000).



O Trypanosoma cruzi é um protozoário da classe Kinetoplastidae, ordem Kinetoplastida da 

família Trypanosomatidae. Os seus transmissores são insetos triatominios, dentre estes os 

mais importantes sâo: Rodnius prolixus, Triatoma dimidiata e Triatoma infestans. Este 

último, estritamente domiciliar, é responsável pela transmissão no Brasil (SHERLOCK, 

2000).

O ciclo vital do T cruzi apresenta três formas evolutivas: epimastigota (forma proliferativa 

no vetor), tripomastigota (forma infectiva) e amastigota (forma que se multiplica dentro da 

célula hospedeira).

O T. cruzi ao ser ingerido pelo vetor passa por várias transformações. No intestino médio 

do inseto, as formas epimastigotas se multiplicam e atingem o reto, se diferenciam em 

tripomastigotas metacíclicos e sâo eliminados pelo inseto no momento da alimentação, 

quando então infectam o hospedeiro vertebrado. Nessa forma, ele migra pela matriz 

extracelular, infecta as células adjascentes da derme, prolifera e então dissemina-se através 

do sistema circulatório. Este parasito intracelular vive em diferentes tipos celulares não só 

em macrófagos. Pode infectar células epiteliais e fibroblastos, além da musculatura lisa e 

esquelética. Já dentro da célula ele se transforma em amastigota voltando a se dividir até 

que a célula esteja repleta de parasitos, então se transformam novamente em 

tripomastigotas. A ruptura das células infectadas espalha os parasitos através do sangue 

para diferentes orgãos e tecidos reiniciando o ciclo. Com a progressão da doença há uma 

redução da parasitemia embora persistam as formas teciduais (SILVEIRA & REZENDE, 

1994).



A doença de Chagas pode apresentar-se em duas fases principais, a fase aguda e a fase 

crônica. A fase aguda é causada pela invasão das células pelos parasitos culminando no 

processo inflamatório e é caracterizada por febre alta, elevada parasitemia, acometimento 

cardíaco, ocorrendo linfadenopatia e/ou esplenomegalia em alguns casos. Na fase aguda da 

doença de Chagas ocorre parasitismo tecidual que leva ao processo inflamatório 

característico, associado à alterações vasculares, necrose degenerativa e presença de 

exsudato celular composto em sua maioria de macrófagos e linfócitos além de mastócitos e 

granulócitos em menor quantidade (ANDRADE, 2000). As lesões acometem 

principalmente o sistema nervoso periférico. No aparelho digestivo as lesões inflamatórias 

ocorrem nos plexos murais e o parasitismo nos tecidos é freqüente. Podem ocorrer 

alterações no sistema nervoso autônomo. Formas amastigotas foram encontradas nos focos 

inflamatórios ou em células gliais. Outros órgãos e tecidos também podem ser acometidos 

por lesões principalmente o fígado, o baço e a musculatura esquelética.

Na fase aguda da Doença de Chagas ocorre ativação policlonal de linfócitos (MINOPRIO, 

eí al, 1989) levando à ativação das células Tyô e das células B CD5+. Estas pequenas 

populações de células são consideradas as primeiras na linha de defesa dc sistema imune e 

podem estar diretamente envolvidas na infeção por T cruzi (CARDILLO, 1993).

A fase crônica pode apresentar-se como indeterminada, cardíaca e digestiva. A forma 

indeterminada é identificada pela presença de infeção chagásica com ausência de 

manifestações clínicas, apresenta lesões cardíacas, mas estas são menos acentuadas que na 

forma cardíaca, apresenta ainda lesões inflamatórias e/ou fíbróticas discretas no sistema



vascular, não apresenta alteração no eletrocardiograma e aumento da área cardiaca 

(REUNIÃO DE PESQUISA APLICADA EM DOENÇA DE CHAGAS, 1985), Já a forma 

cardiaca apresenta alteração no sistema de condução e no ritmo cardíaco, miocardite 

crônica fibrosante culminando em alguns casos em cardiomegalia (MARJN-NETO, 2000). 

A forma digestiva é caracterizada por esofagopatia e colonopatia, podendo evoluir em 

alguns casos para megaesôfago e megacólon (ANDRADE, 2000).

1.4 Imunologia da Doença de Chagas:

Na inflamação aguda ocorre a participação primordial de neutrófilos, que são os primeiros a 

chegar no sítio da inflamação, e de macrófagos. A IL-8, IL-12 e TNF-a são conhecidas 

como monocinas, pois são produzidas por células da linhagem monócito-macrófago, 

enquanto que o IFN-y é produzido por células T e NK.. Citocinas pró-inflamatórias como o 

IL-8, IL-12, IFN-y e TNF-a participam no combate a infeção por diversos parasitos. A DL-8 

é uma citocina que atua na sinalização para recrutamento de neutrófilos para o sítio da 

inflamatório e a IL-12, IFN-y e TNF-a controlam multiplicação exagerada dos parasitos. A 

invasão de diversos tipos celulares , especialmente macrófagos, gera uma resposta inata do 

hospedeiro. Os macrófagos secretam IL-12 que ativa células NK a produzir IFN-y, este age 

sobre macrófagos ativando sua ação microbicida (REED, 1994; GAZZINELLI et al, 1992). 

O TNF-a participa deste processo em sinergia com o IFN-y para estimular a produção da 

enzima óxido nítrico sintase (NO) em macrófagos e a conseqüente produção de óxido 

nítrico, que possui uma atividade tóxica para os parasitos. Participam também do processo 

inflamatório citocinas anti- inflamatórias como a IL-10, também produzida por macrófagos, 

que inibem a produção de NO in vitro (GAZZINELLI et al, 1992). Provavelmente esta



citocina tenha um papel regulatório para antagonizar os efeitos de uma excessiva 

produção de EL-12, IFN-y e TNF-a.

Na fase aguda da doença de Chagas há produção de citocinas tipo Thl/Th2 pelas células T 

CD4+. As células T CD4 podem se diferenciar em células T CD4 inflamatórias (Thl), 

capazes de ativar macrófagos, e gerar uma resposta imune celular ou células T CD4 

auxiliares (Th2), ativam a produção de anticorpos pelas células B. As citocinas produzidas 

na fase inicial da infeção são de fimdamental importância nesse processo de diferenciação. 

Dentre elas estão a IL-4 que influencia na diferenciação no sentido de produzir células tipo 

Th2 e a DL-12, produzidas por células B e macrófagos, que leva á produção de células tipo 

Thl.Além disso, a IL-12 leva a um aumento da produção de IFN-y e TNF-a o que resulta 

no controle da parasitemia em infeções por T cruzi. As citocinas IFN-y e IL-10 exercem um 

efeito antagônico na resposta imune contra o T cruzi (ALIBERTI et al, 1996) regulando a 

capacidade das células de matar parasitas. O IFN-y controla a produção de óxido nítrico 

pelo macrófago o qual leva os parasitos à morte, enquanto o IL-10 previne tal efeito 

(GAZZINELLI et al, 1992). O IFN-y tem ainda um efeito protetor, levando à ativação de 

macrófagos o que reduz a carga parasitária como conseqüência da sua atividade 

microbicida. No modelo murino de infeção experimental pelo T. cruzi observa-se que o 

efeito protetor do IFN-y só ocorre se ele estiver presente na fase inicial da infeção aguda 

(CARDILLO, 1996). O IFN-y está relacionado com a defesa do hospedeiro enquanto que a 

IL-10 com a sobrevivência do parasito. Foi demonstrado que em camundongos susceptíveis 

ao T cruzi, a IL-10 é produzida em grandes quantidades , enquanto que o mesmo não 

acontece em camundongos resistentes (CARDILLO, 1996.). Entretanto se for administrado



um anticorpo anti- IFN-y em camundongos resistentes, a produção de IL-10 é aumentada 

e o camundongo antes resistente se toma susceptível ao T. cruzi (REED, 1994).

É essencial a participação do IFN-y, juntamente com o TNF-a, na ativação dos macrófagos. 

Estes, quando ativados, produzem óxido nítrico e radicais livres de oxigênio que possuem 

ampla atividade microbicida. Secretam citocinas como IL-1 e IL-6, cruciais na indução e 

amplificação da resposta inflamatória e EL-12, que orienta a diferenciação das células T 

CD4 virgens em células T inflamatórias efetoras. As citocinas tipo Thl induzem o aumento 

da expressão de moléculas de MHC e receptores de TNF-a na superfície do macrófagos. A 

morte do parasito por macrófagos pode ser regulada dependendo das citocinas sintetizadas 

durante a resposta inflamatória. A infeção de macrófagos por T. cruzi estimula a produção 

de IL-12 e tratamento com anti-IL-12 agrava a infeção (ALEBERTI et al, 1996) O controle 

da replicação do T. cruzi é mais eficiente na ausência de IL-10 (ABRAHAMSOHN & 

COFFMAN, 1996) já que ele ftmciona como antagonista de citocinas ativadoras como o 

TNF-a e DL-12 produzidos por macrófagos e IL-12 e EFN-y produzidos por linfócitos 

(BRENER, 2000). As citocinas produzidas durante as primeiras semanas de infeção são 

consideradas críticas para mediar a ativação de macrófagos e tal ativação, acarreta na morte 

do parasito controlando assim o parasitismo do T. cruzi.

Além de IL-4 influenciar na produção de células Th2 também é responsável, juntamente 

com IL-10 e TGF-(3 por, bloquear as funções macrofágicas incluindo a sua atividade 

microbicida (MOORE, 1993).



A cardiopatia chagásica crônica é caracterizada por um infiltrado inflamatório de células 

mononucleares associado com danos no coração e no músculo esquelético (ANDRADE,

1991).

1.5 Moléculas de Superfície do T. cruzi'.

A entrada do T. cruzi na célula hospedeira tem sido relacionada à interação de moléculas na 

superfície do parasito e da sua célula alvo (YOSHIDA et al, 1997).

Na invasão das células pelas formas infectivas do T. cruzi ocorre uma série de eventos que 

incluem o reconhecimento de moléculas da superfície do parasito por receptores específicos 

na superfície da célula hospedeira (SCHENKMAN et al, 1994), transdução de sinal para 

liberação de Ca++ (DORTA et al, 1995) e mobilização dos lisossomos (TARDIEUX et al,

1992).

Uma das moléculas da superfície do T. cruzi, a gp35/50, está diretamente envolvida na 

entrada do parasito na célula proporcionando uma interação entre o parasito e a célula alvo 

(YOSHIDA et al, 1989). Outra molécula, a proteína C reativa (CRP), uma proteína 

encontrada no soro humano em concentrações altas na fase aguda da inflamação está 

presente em chagásicos na fase aguda da infeção (STEEL & WHITEHFADE, 1994). 

Acredita-se que a CRP do T. cruzi tem a capacidade de simular a CRP humana e é usada 

pelo parasito para se ligar aos fosfolipídios de membrana, aos glicoconjugados 

galactosilados, aos receptores da CRP da membrana do macrófago (ZAHEDI et al, 1989), á 

fibronectina (WHIRT & KIERSZEMBAUM, 1884 ) e ao Clq (RIMOLD et al, 1988 ).



Muitas moléculas da superfície do T. cruzi estão relacionadas à sua infectividade ou 

disseminação como a trans-sialidase, uma enzima envolvida na transferência de resíduos de 

açúcar de glicoconjugados da célula hospedeira para a superfície do parasita (FRASCH, 

1994) e o Ag CIO, um glicosilfosfatidilinositol mucina, abundante na superfície do T. cruzi, 

que possui a capacidade de suprimir a produção de TNF-a e IL-12 induzido pelo LPS (DE 

DIEGO, e ta l \991) .

Entre as moléculas da superfície dos parasitos encontram-se as glicolípidas. Essas 

moléculas têm a capacidade de proporcionar a sobrevivência em ambientes hostis como o 

aparelho digestivo do inseto, o espaço extracelular dos tecidos e os fagolisossomos 

formados nas células infectadas. Têm, ainda, a capacidade de evitar o reconhecimento e a 

destruição pelo sistema imune e mediar a interação específica entre o parasito e o 

hospedeiro.

Os Glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) são encontrados compondo o glicocálix de diferentes 

parasitos inclusive do T. cruzi. Os GIPLs são encontrados em abundância em Leishmania e 

T cruzi, eles fazem parte de uma família de glicoinositolfosfolipídios, possuem um núcleo 

semelhante as lipofosfoglicanas apresentando a seqüência Manai - 3Manal - 4 GlcN - PI e 

podem ser enccntrados livres ou associados com GPI (MC CONVTLLE, 1993). Os GIPLs 

estão em grande número nas formas amastigotas de Leishmania, sendo a molécula mais 

abundante na sua superfície. Apesar de serem encontrados em e grande quantidade 

compondo o glicocálix de Leishmania e T. cruzi sua função ainda é pouco conhecida.

O mecanismo para a ativação do sistema imune do hospedeiro na doença de Chagas é ainda 

pouco compreendido. Acredita-se que glicolípidas da superfície de T. cruzi podem estar



envolvidas. Alguns estudos mostram que âncoras de GPI, glicosilfosfatidilinositol, 

contribuem pela produção de óxido nítrico por macrófagos (CAMARGO el al, 1997). O 

GIPL pode estar envolvido na ativação policlonal de células B e na hipergamaglobulinemia 

que ocorre na fase aguda da doença de Chagas (BENTO et a l 1996).

Alguns estudos relatam a participação dos GIPLs na proteção da Leishmania, inibindo a 

síntese de óxido nítrico por macrófagos (PROUDFOOD et al, 1995) e possibilitando a 

sobrevivência do parasito. Também foi demonstrado que GIPLs de T cruzi podem interferir 

na transdução de sinal nos linfócitos T CD4+ e CD8+ e bloquear a ativação de células T in 

vitro e in vivo através da sua porção ceramida, contribuindo dessa forma para que o parasito 

possa controlar a resposta celular do hospedeiro e manter a infeção crônica (GOMES et al, 

1996). Ao contrário do observado para células T, é o domínio glicana do GIPL de T cruzi 

que induz a produção de Igs in vitro por células B (BENTO et al, 1996). Além disso, os 

GIPLs exercem ainda uma ação coestimulatória aumentando a secreção de IL-2 e induzindo 

a defosforilação do NFATl (fator nuclear de células T 1 ativadas) e sua translocação do 

citoplasma para o núcleo (BELLIO et al, 1999). Os GIPLs podem ainda estar envolvidos na 

diminuição de ICAM (uma molécula de adesão relacionada ao direcionamento de células 

do sistema imune para o foco inflamatório) já que isto já foi demonstrado para outra 

glicolípida, o LPG (LO et al, 1998). CD80 e CD86 são moléculas co-estimulatórias que 

funcionam como segundo sinal na ativação de linfócitos e macrófagos e também podem 

sofrer alguma influência dos GIPLs. Recentemente tem se demonstrado a importância da 

molécula CDl na apresentação de antígenos não protéicos, assim, é possível que esta esteja 

diretamente relacionada com a apresentação de GIPL. Uma possível influência das 

glicolípidas no estímulo de apoptose poderá ser pesquisada através da avaliação do



aumento ou diminuição da expressão da molécula FAS, uma molécula da mesma família 

dos receptores de TNF-a que induz a célula a entrar em apoptose. Com base nestes estudos 

tem sido proposto para o GIPL de T. cruzi a capacidade de fimcionar como mecanismo de 

evasão da infeção.

Foi demonstrado que o GIPL participa na modulação da resposta macrofágica de 

camundongos, mas pouco se conhece do seu efeito sobre células humanas. Toma-se 

necessário uma avaliação mais profiinda da função macrofágica delineando-se a ação do 

GIPL de T. cruzi sobre macrófagos. Propomo-nos a estudar a interação dessas moléculas 

com células mononucleares humanas e seus efeitos na ativação de macrófagos e produção 

de citocinas.



2 OBJETIVOS

A hipótese do nosso estudo é que glicohpidas de T. cruzi têm papel importante na 

modulação da resposta imune do hospedeiro, favorecendo a sobrevivência do parasito.

2.1 Objetivo Geral:

Investigar o efeito do GIPL sobre a ativação de macrófagos e linfócitos humanos.

2.2 Objetivos Específicos:

• Examinar a atividade do GIPL sobre a produção in vitro de TNFa, IL-12, IL-10, IL-8, 

IL-5 e IFNy por células; mononucleares humanas estimuladas com LPS;

• Avaliar a ação do GIPL sobre a ativação de linfócitos induzida por anti- CDS.

• Avaliar ao efeito do GIPL sobre linfócitos de pacientes na fase crônica da doença de 

Chagas.



3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Isolamento dos Glicoconjugados

O procedimento utilizado foi o mesmo descrito previamente (PREVIATO et a l , 1990).O 

GIPL foi isolado de epimastigotas da cepa Colombiana de T. cruzi. O parasita foi cultivado 

em meio BHI com hemina suplementado com 5% de SBF por 5 dias a 26°C. Quinze 

mililitros da cultura fresca foram transferidos para recipientes contendo 200ml de BHI- 

hemina-SBF e incubados por 5 dias a 26°C com agitação (80 rpm). O volume de cada 

recipiente foi transferido para IL de BHI-hemina-SBF incubados novamente e após o 

crescimento exponencial, as células foram coletadas, lavadas com salina a 0,9% e estocadas 

a -20°C. O extrato aquoso foi concentrado, inativado pelo calor e o precipitado foi 

concentrado na fração R, uma fração rica em proteínas. O precipitado restante foi extraído 

com 45v/v de solução aquosa de fenol a 75% durante 15 min. A camada aquosa a partir da 

extração fenólica foi dialisada, liofilizada, dissolvida em água e aplicada à coluna de Bio- 

Gel PI00. A eluição foi feita em água dectilada em fluxo de 6ml/h e o perfíl da eluição 

determinado através da dosagem de carboidrato neutro. O material obtido no volume de 

exclusão da coluna foi liofilizado e submetido à extração com clorofórmio/metanol/água 

(10:10:3). O material solúvel em clorofórmio/metanol/água foi evaporado completamente, 

sobre pressão reduzida, em evaporador rotatório e o resíduo foi redissolvido em água e 

precipitado com 5 volumes de metanol durante 18h a 20°C. Os GIPLs purificados foram



dissolvidos em água e filtrados para serem utilizados em culturas de células para avaliar 

a sua a atividade na resposta imune do hospedeiro. O GEPL utilizado foi preparado pelo 

grupo da Dra. Lúcia Mendonça Previato, UFRJ- RJ.

3.2 Cultivo de Macrófagos

Para verificar a produção de IL-12, TNF-a, IL-10 e IL-8 por macrófagos expostos ao GIPL, 

sangue de indivíduos sadios, provenientes de bolsas cedidas pelo Centro de Hematologia e 

Hemoterapia (Hemoba), foi submetido a um gradiente de centrifijgação em FICOLL- 

HIPAQUE (Lymphocyte Separation Medium; Bionetics Laboratory, Kensington, EUA) 

com o objetivo de separar as células mononucleares do sangue periférico (CMSP). Após a 

separação, estas células foram lavados e ressuspendidos a 5x10^ células/ml após contagem 

em câmara de Neubauer e cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com HEPES 

(lOmM), L-glutamina (2mM), penicilina (200UI/ml) e estreptomicina (100 ug/ml) e 5% de 

soro bovino fetal (Gibco, Grand Island NY, EUA). O cultivo destas células deu-se em 

placas de 24 poços incubadas à 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 por 6 dias. Depois 

desse período, estas células foram ativadas com lipopolissacarideo bacteriano (LPS; Sigma, 

St. Louis, MO, USA) simultaneamente, 3 a 24 horas antes ou 3 horas depois da adição do 

GIPL e incubadas por 48 horas, quando o sobrenadante dos diferentes tratamentos foi 

colhido e estocado a -20  °C até o momento da dosagem.

A concentração de LPS necessária para indicação de uma ativação sub-ótima dos 

macrófagos foi definida em 500 pg/ml através da realização de uma curva dose resposta.



3.3 Dosagem de Citocinas

Para determinação da produção de citocinas nos sobrenadantes de cultura de macrófagos 

estimulados com GIPL foram utilizados ensaios imunoenzimáticos de ELISA de captura de 

antigeno utilizando Kits comerciais (Genzyme e R&D, EUA).

As citocinas dosadas foram : IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-5 e IL-8. as sensibilidades 

analíticas dos testes foram de >5pg/ml para IL-12, >3pg/ml para IFN-y, >4,4 pg/ml para 

TNF-a,>l,5 pg/ml para IL-10 e 10 pg/ml para IL-8.

3.4 Proliferação e Ativação Linfocitária

A fim de avaliar o efeito do GIPL sobre os linfócitos T de doadores sadios, as CMSP na 

concentração de 2x10^ foram cultivadas em duplicata, utilizando placas de cultura estéreis, 

de material inerte, com 96 poços de fundo chato (Costar, New York, EUA), pré-incubados 

com anti-CD3 solúvel clone OKT-3 (20 |ig/ml) solúvel e expostas ao GIPL (10 ug/ml). O 

grupo controle foi composto de células igualmente estimuladas com anticorpo monoclonal 

anti-CD3 , mas não expostas ao GIPL. Após 2 dias de incubação foi colhido o sobrenadante 

para avaliar a produção das citocinas IFN-y e após 4 dias o sobrenadante foi colhido para a 

dosagem de IL-5.

Foram selecionados 15 pacientes com cardiopatia chagásica crônica, diagnosticados e 

acompanhados na unidade de Cardiologia e Cirurgia Vascular do Hospital Universitário 

Professor Edgard Santos. O diagnóstico foi estabelecido com base nos achados clínicos e 

pela positividade da reação sorológica através de ensaios imunoenzimáticos de ELISA de 

captura de antigeno e imunofluorescência para T. cruzi, além dos achados no



eletrocardiograma (ECG) (ANDRADE, 2000). O efeito do GIPL sobre células desses 

pacientes, foi avaliado através de CMSP que foram obtidas de 10 ml de sangue periférico 

heparinizado. Alíquotas de células na concentração de 2x10^ (200|j.l) foram cultivadas em 

triplicata, utilizando placas de microtitulação de 96 poços de flindo chato (Costar, New 

York, EUA) e estimuladas com GIPL (5 ou 10|j,g/ml) ou extrato solúvel de epimastigota de 

T. cruzi (5jj,g/ml).0 extrato de epimastigota foi preparado da cepa 12 SF de T. cruzi. Os 

epimastigotas foram cultivados em meio LIT, lavados três vezes com PBS, ressuspendidos 

em PBSloVml epimastigotas, rapidamente congelados a -70°C, descongelados à 37°C por 

6 vezes e centrifugado por lOmin.a 16g. O sobrenadante foi coletado, a dosagem protéica 

foi determinada pelo método de Lowry’s , ajustada para 1 mg/ml e estocada à -20°C.

As células foram incubadas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 e mantidas por 5 

dias. No último dia de cultura, foi adicionado, às placas, IpiCi de timidina tritiada [^H 

timidina] (Amersham, Inglaterra). Após aproximadamente 16 horas de incubação, a 

captação de timidina foi medida em contador de de partículas P (Wallac 1409, Finlândia).

3.5 Análise Estatística

As comparacões das diversas condições foram avaliadas pelo teste t de Student. Os 

diferenças foram considerados significativos quando P for inferior a 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Avaliação da Toxicidade do GIPL:

Em experimentos preliminares foi observado que o GEPL diminui a produção de TNFa em 

macrófagos estimulados com LPS. Para excluir um possível efeito tóxico do GIPL, as 

CMSP foram incubadas com e sem o glicoconjugado por um período de 24, 48 e 72 horas. 

A toxicidade do GIPL foi avaliada através da contagem das CMSP viáveis. Os resultados 

mostraram que não houve diferença significativa quanto a viabilidade observadas em 

células expostas ou não ao GIPL. Estes resultados indicam que o GIPL não é tóxico para 

CMSP (Tabela 1).

Tabeia L Viabilidade de CMSP incubadas com GIPL.

Viabilidade (%) de CMSP

24h 48h 72h

MEIO 90,5 88,8 85,5

GIPL 94,9 85,5 80,5

As células foram incubadas na concentração de 4X10  ̂ em meio RPMI suplementado com 

10% de SBF e expostos ao GIPL (20 ^g/ml). As células viáveis foram contadas após 24,48 e 72 

horas após a adição do GIPL. A diferença entre o grupo controle (MEIO) e as células expostas 

ao GIPL não foi significativa.



4.2 Efeito do GIPL sobre a Produção de Citocinas por Macrófagos 

Humanos:

4.2.1 Avaliação da capacidade do GEPL em estimular a produção de TNF-a:

Para verificar a capacidade do GIPL em induzir a produção TNF-a por CMSP, foram 

realizados experimentos em que as células aderentes foram cultivadas em duplicatas com 

GIPL na concentração de 10 |uig/ml. Enquanto macrófagos cultivados com meio, sem 

estimulo, produziram 19,1 pg/ml de TNF-a, macrófagos cultivados em meio e expostos ao 

GIPL produziram 16 pg/ml de TNF-a. Esses experimentos indicam que o GIPL não induz 

a produção de TNF-a por macrófagos humanos.

Figura 1. GIPL de T. cruzi não Induz a 
produção de TNF-a. Macrófagos foram 
incubados por 6 dias e expostos ao GIPL na 
concentração de 10 ^g/ml. Após 48 horas, o 
sobrenadante das culturas, em duplicata, foi 
recolhido para a dosagem de TNFa. Os dados 
correspondem a um experimento representativo 
de 8 experimentos independentes. Não houve 
diferença significativa entre células expostas ao 
GIPL e não expostas.



4.2.2 Avaliação do efeito do GIPL sobre a produção de TNF-a induzida por LPS:

Como o GIPL não foi capaz de induzir a produção de TNF-a, investigamos a capacidade 

do mesmo em interferir na produção de TNF-a por macrófagos humanos estimulados com 

LPS. O GIPL foi adicionado às culturas de macrófagos em concentrações de 5 |ig/ml e 

10|j,g/ml, simultaneamente ao LPS (500 pg/ml) e depois de 48 horas o sobrenadante foi 

colhido para a dosagem de TNF-a. O GIPL na concentração de 5 |xg/ml foi capaz de 

reduzir a produção de TNF-a em 3,4 vezes quanto comparado às células estimuladas com 

LPS mas não expostas ao glicoconjugado (Figura 2A). Na concentração de 10 |Ag/ml a 

molécula foi capaz de reduzir 3,7 vezes a produção de TNF-a. Observou-se com isso que o 

GIPL tem a capacidade de diminuir a produção de TNF-a por macrófagos humanos 

estimulados com LPS (Figura 2B).



Figura 2 - O GIPL diminui a produção de 
TNFa em macrófagos humanos estimulados 
com LPS. Macrófagos foram incubados por 6 
dias, expostos ao GIPL na concentração de 5 e 
10 |xg/ml e, simultaneamente, estimulados com 
LPS (500 pg/ml). Após 48 horas, o sobrenadante 
das culturas realizadas em duplicatas, foi 
recolhido para a dosagem de TNFa. Os dados 
correspondem a um experimento representativo 
de 3 e 8 experimentos independentes 
correspondemtes as doses de 5 e lOpig/ml 
.*p<0,05 em relação ao LPS.



4.2.3 Efeito dose-dependente do GIPL sobre a produção de TNFa induzida por 

LPS:

A partir dos resultados indicando que o GIPL promove a redução da produção de TNF-a 

induzida por LPS, investigamos se esta redução era dependente da dose da molécula, Para 

tanto, o GIPL foi adicionado 3 horas antes do LPS em concentrações de 0,5, 1, 5 e 10|xg/ml 

e em cada concentração a produção de TNF-a foi respectivamente 1.356,5 pg/ml, 1.295 

pg/ml, 561,8 pg/ml e 126,4 pg/ml. Células não estimuladas (MEIO) apresentaram uma 

produção de 4,3 pg/ml de TNF-a enquanto que células estimuladas com LPS produziram 

6.498 pg/ml. Com este experimento, observamos que o GIPL levou a uma redução dose- 

dependente da produção de TNF-a (Figura 3).

LPS
Figura 3 - A diminuição da produção de TNFa em 
macrófagos humanos estimulados com LPS pelo GIPL é 
dependente da dose. Macrófagos foram incubados por 6 
dias e expostos ao GIPL na concentração de 0,5, 1, 5 e 10 
l^g/ml e Shoras depois estimulados com LPS (500 pg/ml). 
Após 48 horas, o sobrenadante das culturas, em duplicata, 
foi recolhido para a dosagem de TNFa. Os dados 
correspondem a um experimento representativo de 2 
experimentos independentes.*p<0,05 em relação ao LPS.



4.2.4 Avaliação do efeito do GIPL sobre a inibição da produção de TNF-a em 

relação ao tempo de adição do GEPL:

Como o GIPL mostrou ser um potente inibidor da produção de TNF-a, decidimos avaliar 

sua ação em diferentes tempos de adição. Conforme pode ser observado na figura 4, células 

não estimuladas produzem pouco TNF-a enquanto que células estimuladas com LPS 

produziram 265,2 pg/ml. Células estimuladas com LPS e expostas ao GIPL produziram em 

Oh 72,3 pg/ml (adição simultânea), em -3h 126,4 pg/ml (pré-tratamento com GIPL), em 

+3h 184,4 pg/ml e em +24h 166.8 pg/ml (pós-tratamento com GIPL), de TNF-a. 

Observamos que o GEPL não reduz significativamente a produção de TNF-a quando 

adicionado 3 e 24 horas depois do LPS, atuando somente se adicionado simultaneamente ou 

3 horas antes .

Figura 4 - O GIPL diminuí a produção de 
TNF-a em macrófagos humanos estimulados 
com LPS. Macrófagos incubados por 6 dias 
foram estimulados com LPS (500 pg/ml) e 
expostos 10 ^g/ml de GIPL 3 horas antes 
(-3h),pré-tratamento, simultaneamente (Oh), 3 
(+3h) e 24 horas depois (+24h), pós-tratamento. 
Após 48 horas, o sobrenadante das culturas, em 
duplicata, foi recolhido para a dosagem de 
TNF-a. Os dados correspondem a um 
experimento representativo de 2 experimentos 
independentes.* p <0,05 em relação ao LPS.



4.2.5 Avaliação do efeito do GIPL sobre a produção de TNF-a induzida por LPS e 

IFN-y:

Para avaliar o efeito do GIPL sobre a produção de TNF-a produzida por estimulo potente, 

macrófagos foram estimulados simultaneamente com LPS (500 pg/ml) e IFN-y (500 U/ml) 

e expostos ao GIPL (10|ag/ml). Células não estimuladas ou estimuladas com IFN-y 

produzem pouco TNF-a. Células estimuladas com LPS produziram 38,4 pg/ml enquanto 

que as estimuladas com LPS+ IFN-y produziram 87,6 pg/ml, mostrando que o IFN-y 

potencializa o efeito do LPS. Quando os macrófagos foram estimulados com LPS+ IFN-y e 

expostos ao GIPL observou-se uma diminuição de 4 vezes (23,5 pg/ml) na produção de 

TNF-a. (Figura 5).

Figura 5 - O GIPL diminui a produção de 
TNF-a em macrófagos humanos estimulados 
com LPS e IFN-y. Macrófagos foram incubados 
por 6 dias e expostos ao GIPL na concentração 
de 10 )ig/ml e simultaneamente estimulados com 
LPS (500 pg/ml) e IFN-y (500 U/ml). Após 48 
horas, o sobrenadante das culturas em duplicata, 
foi recolhido para a dosagem de TNF-a. Os  
dados correspondem a um experimento 
representativo de 3 experimentos independentes. 
*p<0,05 em relação ao meio e **p<0,05 em 
relação a LPS + IFN-y.



Com o objetivo de avaliar a ação do GIPL sobre a produção de outras citocinas, macrófagos 

humanos foram estimulados com LPS, expostos ao GIPL na concentrações de 10 îg/ml por 

um período de 48 horas e o sobrenadante foi coletado para a dosagem de IL-12. Células não 

estimuladas (MEIO) produzem muito pouca IL-12 (42,6 pg/ml), enquanto células 

estimuladas com LPS produzem 351 pg/ml de IL-12. Já células estimuladas com LPS e 

expostas ao GIPL produzem 59,6 pg/ml ou seja 5 vezes menos EL-12 que quando 

estimuladas somente com LPS. (Figura 6).

Figura 6 - O GIPL diminui a produção de IL-12 
em macrófagos humanos estimulados com 
LPS. Macrófagos foram incubados por 6 dias e 
expostos ao GIPL na concentração de 10 îg/ml e 
simultaneamente estimulados com LPS (500 
pg/ml). Após 48 horas, o sobrenadante das 
culturas em duplicata, foi recolhido para a 
dosagem de IL-12. Os dados correspondem a 
um experimento representativo de 2 experimentos 
independentes. * p<0,05 em relação ao meio e 
**p<0,05 em relação a LPS.



4.2.7 Avaliação do efeito do GIPL sobre a produção de IL-8 induzida por LPS:

Em seguida, investigamos a ação do GIPL sobre a produção de IL-8 por macrófagos 

humanos estimulados com LPS. Células não estimuladas (MEIO) apresentaram uma 

produção de 1,8 pg/ml de IL-8, enquanto células estimuladas com LPS produziram 527,9 

pg/ml. Isto representa uma produção de cerca de 300 vezes maior em células estimuladas. 

Células expostas ao GIPL e ao LPS produziram 732,4 pg/ml. Portanto, os resultados 

mostraram que na dose de 10 j^g/ml o GIPL não interferiu com a produção de IL-8 em 

células estimuladas com LPS (Figura 7).

Figura 7. GIPI de T.cruzi nâo diminui a produção 
de IL-8 induzida por LPS. Macrófagos foram 
incubados por 6 dias, expostos a 10 |ig/ml de GIPL e 
simultâneamente estimulados com LPS (500 pg/ml). 
Após 48 horas, o sobrenadante das culturas, em 
duplicata, foi recolhido para a dosagem de IL-8. Os 
dados correspondem a um experimento
representativo de 3 experimentos independentes. Não 
houve diferença significativa entre as células 
estimuladas com LPS e expostas ao GIPL e as não 
expostas.



4.2.8 Avaliação do efeito do GIPL sobre a inibição da produção de IL-8 em 

relação ao tempo de adição do GEPL:

Com base no resultado anterior, decidimos avaliar se o tempo de adição do GIPL em 

relação ao LPS tinha alguma influência na produção de IL-8. O GIPL foi adicionado 

simultaneamente (Oh), 3 horas antes (-3h), horas, pré-tratamento e 3 horas depois (3h), 

horas, pós-tratamento, do LPS. Células não estimuladas ou expostas ao GIPL também não 

induziram produção de IL-8. Células estimuladas com LPS produziram 527,9 pg/ml de IL- 

8. Células estimuladas com LPS e expostas ao GIPL em Oh produziram 732,4 pg/ml em -3h 

628,45 pg/ml e em +3h 694,2 pg/ml. Não foi observada diferença significativa entre LPS e 

GIPL + LPS (Figura 8).
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Figura 8 - O GIPL não altera a produção de IL-8 
em macrófagos humanos estimulados com LPS
. Macrófagos incubados por 6 dias foram 
estimulados com LPS (500 pg/ml) e expostos ao 
GIPL na concentração 10 |ig/mi de GIPL 3 horas 
antes (-3h),pré-tratamento, simultaneamente (Oh) e 
3 horas depois (+3h), pós-tratamento. Após 48 
horas, o sobrenadante das culturas em duplicata, 
foi recolhido para a dosagem de IL-8. Os dados 
correspondem a um experimento representativo de
3 experimentos independentes. Não houve 
diferença significativa entre as células estimuladas 
com LPS e expostas ao GIPL e as não expostas 
nos diferentes tempos testados.



Em vista dos resultados obtidos decidimos avaliar se o GIPL interfere com a produção de 

uma citocina produzida por macrófagos com um padrão de resposta Th2, como a EL-10. 

Para tanto, culturas de macrófagos humanos foram estimuladas com LPS e expostas ao 

GIPL na concentração de 5 ^ig/ml por um período de 48 horas. Como poderíamos esperar, 

células não estimuladas (MEIO) não produziram IL-10 e células estimuladas com LPS 

produziram grande quantidade da citocina. Surpreendentemente, o GEPL reduziu em cerca 

de 10 vezes a produção de IL-10 por células estimuladas com LPS, levando a uma 

significante diminuição da produção desta citocina (Figura 9).

Figura 9 - O GIPL diminui a produção de 
IL-10 em macrófagos humanos estimulados 
com LPS. Macrófagos foram incubados por 6 
dias e expostos ao GIPL na concentração de 5 
iag/mi e 3 horas depois estimulados com LPS 
(500 pg/ml). Após 48 horas, o sobrenadante das 
culturas, em duplicata, foi recolhido para a 
dosagem de IL-10. Os dados correspondem a 
um experimento representativo de 3 
experimentos independentes. *p<0,05 em 
relação ao meio e **p<0,05 em relação a LPS.



Como o GIPL interfere com a produção de citocinas induzidas pelo mitógeno LPS, 

investigamos se poderia induzir a proliferação celular de linfócitos de pacientes chagásicos 

ou se poderia interferir com a proliferação induzida por extrato de epimastigota (EPI). Para 

tanto, células de 15 pacientes foram estimuladas com extrato solúvel de epimastigota de T. 

cruzi (EPI) na concentração de 5 ug/ml e expostas ao GIPL (5 e 10 |ig/ml). A partir dos 

dados obtidos foi calculado o índice de estimulação. Observamos que o antigeno de 

epimastigota leva à proliferação celular, enquanto que GIPL não induz a proliferação nem 

inibe, em ambas as concentrações testadas, a resposta destas células ao antigeno de 

epimastigota quando adicionados juntos (Figura 10),

Figura 10. Efeito do GIPL sobre a resposta proliferativa 
ao antigeno de epimastigotas de T. cruzi (EPI). Células 
mononucleares do sangue periférico de 15 pacientes na fase
crônica da doença de Chagas, na concentração de 2x10®, 
foram cultivadas com antigeno de epimastigotas (EPI S^g/ml) 
e exposto ao GIPL (5 e 10 ^g/ml). As células foram 
incubadas por 5 dias e no último dia de cultura, foi 
adicionado 1 |aCi de timidina triciada. Após 16 horas de 
incubação, a captação de timidina foi medida em contador 
de de partículas p.



4.4 Efeito do GIPL sobre Linfócitos Humanos Estimulados com Anti- 

CDS:

4.4.1 Avaliação da capacidade do GIPL em inibir a Produção de IFN-y por linfócitos 

humanos estimulados com anti-CD3;

Com o objetivo de avaliar se o GIPL também exerce um efeito em linfócitos, CMSP de 

indivíduos normais foram incubadas com anti-CD3 ou GIPL, e com GIPL mais anti-CD3 e 

a presença de IFN-y no sobrenadante foi avaliada. Foi observado que GIPL não é capaz de 

induzir a produção de IFN-y. Entretanto, anti-CD3 induz uma produção considerável de 

IFN-y e essa produção não é alterada significativamente na presença do GIPL. O GIPL não 

induz a produção de IFN-y nem inibe sua produção induzida pelo anti-CD3. (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do GIPL na produção de 
IFN-y por linfócitos humanos. As células 
mononucleares do sangue periférico foram 
cultivadas, em duplicata, na concentração de
2x10®, estimuladas com anti-CD3 (10 ^ g/ml) e 
expostos ao GIPL na concentração de 20 ng/ml. 
O grupo controle foi composto de células 
igualmente estimuladas com anti-CD3 , mas não 
expostas ao GIPL. Após 2 dias de incubação foi 
colhido o sobrenadante para avaliar a produção 
de IFN-y. Os dados correspondem a um 
experimento representativo de 2 experimentos 
independentes.



4.4.2 Avaliação do efeito do GEPL sobre a produção de IL-5 por linfócitos humanos 

estimulados com anti-CD3:

Em seguida, verificamos a ação de GIPL sobre outra citocina produzida por linfócitos, a 

IL-5. Células de indivíduos normais foram estimuladas com anti-CD3 (10 |ig/ml), expostas 

ao GIPL (20 |ig/ml) e a GIPL + anti-CD3. Células sem estímulo (MEIO), não produziram 

IL-5. O GIPL também não induziu a produção de IL-5. O anti-CD3 induz , isoladamente, 

uma produção de 787,9 pg/ml e de 529,8 pg/ml quando adicionado associado ao GIPL. A 

diferença observada não foi significativa, o GIPL não é capaz de reduzir a produção de IL-5

Figura 12. O GIPL de T.cruzi não induz a 
produção de IL-5 por linfócitos humanos e nem 
reduz sua produção em linfócitos humanos 
estimulados com anti-CD3. As células 
mononucleares do sangue periférico foram
cultivadas em duplicata na concentração de 2x10®, 
estimuladas com anti-CD3 (10 îg/ml) e expostos 
ao GIPL na concentração de 20 ^g/ml. 0  grupo 
controle foi composto de células igualmente 
estimuladas com antl-CD3 , mas não expostas ao 
GIPL. Após 2 dias de Incubação foi colhido o 
sobrenadante para avaliar a produção de IL-5. Os 
dados correspondem a um experimento 
representativo de 2 experimentos independentes e 
não apresentam diferenças sianificativas.



5 DISCUSSÃO

Moléculas da superfície de parasitos estão relacionadas com a infectividade e o escape do 

sistema imunológico do hospedeiro. Dentre estas moléculas estão as glicolípidas, que têm a 

capacidade de proporcionar a sobrevivência em ambientes hostis como o aparelho digestivo 

do inseto, os fagolisossomos e o ambiente intracelular. Têm, ainda, a função de evitar o 

reconhecimento e a destruição pelo sistema imune e mediar a interação específica entre o 

parasito e o hospedeiro. Diante de ações tão diferenciadas toma-se necessário aprofundar o 

estudo sobre estas moléculas afim de compreender o seu mecanismo de ação e sua relação 

com o sistema imune. Um destes glicoconjugados o GEPL, glicoinositolfosfoiipideo, é 

encontrado compondo o glicocálix de diferentes parasitos, inclusive do T. cruzi (MC 

CONVELLE & RALTON, 1997). Ele participa na modulação da resposta macrofágica de 

camundongos, através do seu domínio ceramida, levando estas células a entrar em apoptose 

(FREERE-DE-LEMA et al, 1998) além de inibir a ação leishmanicida de macrófagos 

(PROUDFOOT et al, 1995). Pouco se conhece do efeito do GEPL sobre células humanas. 

Em vista disso, decidimos investigar o efeito do GEPL na prooução de citocinas por 

macrófagos humanos.

Os macrófagos são responsáveis por controlar a replicação e a disseminação de parasitos 

nos vertebrados. Estudos mostram que infeção por T.gondii e T cruzi levam a uma ativação 

da fiinção efetora dos macrófagos, controlando a parasitemia na fase aguda da infeção e a 

produção de óxido nítrico (VESPA et al, 1994). Dessa forma, a supressão da função efetora



de macrófago parece ser uma estratégia crucial para o estabelecimento da infeção e 

persistência do parasito no hospedeiro vertebrado (GAZZINELLI, 1998). O controle da 

parasitemia pelos macrófagos está diretamente ligado à produção de citocinas havendo sido 

mostrado que o T. cruzi tem a capacidade de estimular a síntese de citocinas por 

macrófagos (ALEBERTI et al, 1996). As citocinas EFN-y, TNF-a e IL-12 são importantes 

mediadores da resistência contra os parasitos intracelulares (GAZZENELLI et al, 1996). 

Sabemos que a produção dessas citocinas são importantes na ativação de macrófagos e a 

produção de IL-8 na migração de neutrófilos para o sítio inflamatório. Portanto parece claro 

que a produção destas citocinas está relacionada com a proteção da célula hospedeira contra 

a infeção pelo parasito. A IL-10 tem um efeito antagônico ao dessas citocinas e geralmente 

o aumento da sua produção está associada a susceptibilidade ao parasito (REED, 1994 ). 

Estudos realizados na fase inicial da infeção aguda por T. cruzi mostram um efeito protetor 

do IFN-y associando-o à defesa do hospedeiro (CARDILLO, F., 1996). Células 

mononucleares do sangue periférico infectadas ex vitro apresentam um aumento na 

produção de TNF-a (VOORHIS et al, 1992). Também já foi mostrado um aumento da 

produção de IL-12 em macrófagos de camundongos infectados por tripomastigotas de T. 

cruzi (ALEBERT et al, 1996), enquanto que o aumento da IL-8 foi mostrado em infeções 

por piomastigotas de L major (BADOLATO et al 1996) ou por T. gondii (DENNEY et al, 

1999), em células HeLa e monócitos humanos respectivamente. Também foi observado que 

a IL-8 inibe in vitro a proliferação de T. gondii (WILSON & REMINGTON, 1979), efeito 

contrário ao observado em infeções por T. cruzi, onde um aumento da IL-8 leva a uma 

aumento da parasitemia (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996). Como observado, a



produção de citocinas está intimamente relacionada ao controle da infeção ou ao escape 

do parasita do sistema imunológico.

Moléculas presentes na superfície de microorganismos são capazes de ativar macrófagos. 

Dentre estas moléculas estão o LPS (BODEL & ATKINS,1967) e lipoproteinas bacterianas 

(HOFFMANN et al, 1988). Recentemente verifícou-se que a âncora de GPI de 

tripomastigotas de T. cruzi induz a síntese de TNF-a, IL-12 e NO em camundongos 

(CAMARGO et al, 1997). Diante destes estudos, e como a produção de TNF-a é um 

indicativo de ativação macrofágica, resolvemos verificar se o GIPL possuía a capacidade de 

induzir a produção de TNF-a. Observamos que o GIPL adicionado sozinho a macrófagos 

em cultura não é capaz de induzir a produção de TNF-a por estas células, ao contrário, 

reduz a produção induzida por LPS .

Como nós demonstramos, o GIPL é um potente redutor da produção de TNF-a e para 

excluir a possibilidade de que ele teria um efeito tóxico para a célula nós realizamos 

experimentos de toxicidade em que CMSP foram cultivadas na presença ou ausência desse 

glicoconjugado e não houve diferença entre o número de células mortas nos dois grupos 

estudados. Portanto, esta hipótese foi descartada e podemos inferir que o efeito observado é 

devido a uma regulação negativa da síntese desta citocina.

A seguir investigamos se a redução da produção de TNF-a era dependente da dose de GIPL 

utilizada. Observamos que ao aumentar a concentração do GIPL obtínhamos uma 

diminuição gradual da concentração do TNF-a. Além disso, nos primeiros experimentos 

realizados, estávamos expondo os macrófagos ao GIPL 3 horas antes do LPS para permitir 

um tempo de ação maior ao GIPL. Decidimos então usar GIPL simultaneamente ao LPS, 3



í 24 horas depois da adição do LPS e observamos que quando o GIPL foi dado 

simultaneamente ao LPS também se observa uma redução da produção de TNF-a., mas se 

idicionarmos o GIPL 3 e 24 horas depois do LPS não há redução significativa da produção 

de TNF-a. Isto ocorre provavelmente porque como o LPS induz uma rápida produção de 

TNF-a, o GIPL adicionado algum tempo depois não interferiria mais no estímulo por LPS 

pois este já teria induzido os macrófagos a produzir TNF-a.

Assim nossos resultados mostraram que o GIPL têm a capacidade de reduzir a produção de 

TNF-a por macrófagos humanos estimulados por LPS. Outros estudos mostraram que 

outras glicolípidas têm a capacidade de aumentar a produção de TNF-a. Entre estas 

glicolípidas está o glicoesfingolipídio de P. falciparum (SCHOFIELD & HACKET, 1993) 

e o GPI de T. cruzi (TACHADO et al, 1996; CAMARGO et al, 1997; GAZZINELLI et al, 

1997). O próprio T. cruzi quando adicionado em culturas de células mononucleares induz à 

produção do TNF-a (VOORHIS et al, 1992). Entretanto foi mostrado que a molécula Ag 

CIO, um glicosilfosfatidilinositol mucina, abundante na superficie do T. cruzi, também 

exibe a capacidade de suprimir a produção de TNF-a induzido pelo LPS como observado 

em nosso estudo (DE DIEGO et al 1997). Como o TNF-a é uma citocina envolvida na 

proteção contra T. cruzi tanto in vitro (MUNOZ-FERNANDEZ "A al 1992 ) quanto in vivo 

(LIMA et al 1997) por levar á ativação de macrófagos, os quais quando ativados possuem 

ampla atividade microbicida, podemos então, inferir que ao causar a redução na produção 

desta citocina, o GIPL pode favorecer a sobrevivência do parasito.

Visto o efeito do GEPL sobre a produção de TNF-a, decidimos verificar se a produção de 

outra citocina implicada na ativação macrofágica, a IL-12, era afetada da mesma forma



pelo GEPL. A IL-12 é uma citocina importante na proteção contra agentes infeciosos e 

induz as células NK e T a produzirem IFN-y. Tem sido mostrado que esta citocina tem um 

papel essencial na cura e no estabelecimento da imunidade protetora contra diferentes 

espécies de Leishmania (SYPEK et al, 1993). A infeção de macrófagos por T. cruzi in vitro 

estimula a produção de IL-12 e a sua depleção toma os animais mais susceptíveis à infeção 

(ALIBERTI et al, 1996). Sabe-se ainda que a IL-12 está implicada na diferenciação das 

células Thl e na resposta protetora contra parasitos intracelulares (BIROM & 

GAZINELLI,1995). Em nossos estudos, verificamos que em culturas de macrófagos 

humanos estimulados com LPS e expostos ao GEPL havia uma diminuição da produção da 

EL-12 como foi observado com a produção de TNF-a nos resultados anteriores. Outros 

estudos mostraram o mesmo efeito, também em macrófagos humanos, com uma glicolípida 

de parasito, a Ag CIO uma mucina da âncora de GPI (DE DIEGO et al 1997). 

Considerando estes resultados, podemos inferir que um bloqueio na produção de IL-12 

seria vantajoso para o parasito e como este efeito já foi mostrado antes com GPI (DE 

DIEGO et al 1997), parece provável, que mais moléculas da superfície do T. cruzi exerçam 

um papel similar ao GIPL na modulação da produção de EL-12.

A EL-8 é uma citocina que atua na sinalização para recmtamento de neutrófilos para o sítio 

da inflamatório e a sua produção foi mostrada em infeções por parasitos. Monócitos 

humanos infectados por promastigotas de L. major produzem grandes quantidades desta 

citocina (BADOLATO et al 1996), assim como células HeLa humanas infectadas por T. 

gondii (DENNEY et al 1999 ). Moléculas como o LPS, clinicamente conhecido por sua 

capacidade de causar uma reação inflamatória e de choque, também está associado á 

produção de EL-8 que gera um influxo de neutrófilos para o sítio inflamatório (ESSEKUTZ,



et al, 1987). Diante da importância da produção desta citocina na etapa inicial da 

inflamação, investigamos a sua produção por macrófagos expostos ao GEPL. Em nosso 

estudo, o GIPL não foi capaz de reduzir a produção de EL-8, estimulada pelo LPS, diferente 

do observado para o TNF-a e a IL-12. Para excluir a possibilidade dessa ausência da 

inibição de IL-8 estar envolvida com o tempo de adição do GEPL, decidimos testar a adição 

do GIPL 3 horas antes, simultaneamente ao LPS e 3 horas depois da adição do LPS, sem 

que tenha sido observada qualquer redução significativa. Mostramos com isso que o GEPL 

não é capaz de inibir a produção de IL-8 por macrófagos humanos estimulados por LPS 

independentemente do momento em que ele é adicionado. Podemos então inferir que o 

GEPL atuaria na ativação macrofágica através da modulação da produção de TNF-a e EL- 

12, não estando envolvido no processo de migração de neutrófilos.

Tem sido sugerido que a indução de EL-10 é um importante mecanismo da evasão do 

parasito contra a ação microbicida de macrófagos, atuando dessa forma, como modulatória 

da função efetora de macrófagos (SELVA, 1992). Já foi mostrado que a EL-10 diminui a 

atividade leishmanicida de macrófagos humanos (VOULDOUKES et al, 1997) e que na 

ausência de IL-10, o controle da replicação de T. cruzi é mais eficiente, com baixos níveis 

de parasitemia nos tecidos de camundongos geneticamente modificados para a não 

produção de IL-10 (ABRAHAMSOHN & COFFMAN, 1996). Além disso, a EL-10 exerce 

um importante papel regulatório na resistência in vivo ao T. cruzi, inibindo a ação do IFN-y 

na ativação de macrófagos e propiciando a sobrevivência do parasito (GAZZINELI et al, 

1992). Por essa razão nós decidimos investigar a ação do GEPL sobre a indução desta 

citocina. Interessantemente, quando o GEPL é adicionado sozinho em cultura de 

macrófagos não induz IL-10 mas sim reduz a sua produção em culturas estimuladas com



LPS. Como a IL-10 tem um papel inibidor na produção de citocinas tipo Thl, este 

resultado parece contrario à nossa hipótese. Entretanto, alguns estudos mostram que a IL-10 

pode atuar aumentando a expressão de citocinas Thl em linfócitos T intestinais humanos 

(EBERT, 2000) e linfócitos T citotóxicos CD8+ (SANTIN & HERMONAT, 2000). Não 

podemos excluir que a redução da produção de IL-10 pelo GIPL poderia contribuir em uma 

redução da produção de citocinas Thl o que favoreceria a sobrevivência do parasito.

Até o momento discutimos o efeito do GIPL sobre macrófagos e observamos que ele atua 

como um potente bloqueador da ativação macrofágica, o que propicia a sobrevivência do 

parasito. Em vista destes resultados, resolvemos verificar se o seu efeito também se estende 

aos linfócitos T. Para tanto, testamos duas citocinas produzidas por linfócitos, a IL-5 e o 

IFN-y. Observamos que o GIPL não induz a produção de IFN-y nem de EL-5, assim como 

não inibe sua produção induzida pela ativação do complexo CD3. Não exclui-se a hipótese 

de que o GIPL pode atuar de forma diferente em linfócitos estimulados por outras vias que 

não o TCR-CD3, já que estas não foram testadas. Estudos mostram que o GIPL não é capaz 

de induzir a secreção de IFN-y por células NK (HINDS et al, 1999). Portanto, podemos 

concluir pelos dados disponíveis que o seu efeito se dá principalmente sobre macrófagos.

A próxima etapa deste estudo foi avaliar a ação do GIPL na proliferação celular de 

pacientes chagásicos crônicos. Estudos anteriores com cócultivo de CMSP e T. cruzi 

(VOORHIS, 1992.) e na presença de moléculas da superfície do T. cruzi como a enzima 

trans-sialidase (RIBEIRO et al, 2000) resultaram todos em proliferação de linfócitos. Ao 

contrário do observado com essas moléculas nós não observamos proliferação quando o 

GIPL foi adicionado sozinho e quando adicionado junto com extrato de epimastigota, não



foi capaz de inibir a proliferação. Em nossos resultados, o GIPL não foi capaz de 

estimular a imunidade celular nem de interferir na resposta antigênica quando apresentado 

primordialmente por macrófagos, podendo exercer um efeito diferente quando apresentado 

por outras células como células dendríticas.

Nossos dados sugerem que o GIPL pode atuar na supressão da ativação macrofágica, 

propiciando a sobrevivência do T. cruzi e o seu escape da resposta imunológica celular.



6 CONCLUSÃO

Após o estímulo pelo LPS, a exposição ao GIPL leva a redução do TNFa, IL-12 e IL-10, 

indicando uma potente supressão da resposta macrofágica.

Considerando ainda, que o GIPL não estimula a produção de IFNy e IL-5 e a proliferação 

de linfócitos de pacientes chagásicos, sugerindo que não ftmciona como antigeno, 

concluímos que o GIPL parece estar envolvido na sobrevivência parasitária, através da 

supressão do macrófago.
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