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RESUMO

O camundongo BALB/c, linhagem geneticamente resistente a artrite induzida por
coldgeno (CIA), pode desenvolver um quadro similar ao de camundongos susceptiveis quando
uma proteina ndo relacionada ao préprio, como a ovalbumina (OVA), € associada a coldgeno tipo
IT (CII). Utilizando esse modelo, avaliamos se a tolerancia oral a OVA poderia interferir nas
respostas imunes contra CII, bem como o efeito da transferéncia adotiva de células dendriticas
(DCs) tolerogénicas para camundongos artriticos. Para avaliacdo dos efeitos da tolerancia oral
sobre o desenvolvimento de artrite em BALB/c, os camundongos foram alimentados com OVA
misturada a dgua de beber na concentracdo de 4mg/mL, por sete dias consecutivos, antes ou
depois do desafio com CII+OVA (100ug/mL de cada antigeno). Para avaliar a participacdo de
células dendriticas (DCs) tolerogénicas na modulagio da artrite em BALB/c, células CD11c"
foram isoladas de bagos de animais tolerantes a OVA e transferidas adotivamente para
camundongos naive, que foram subsequentemente imunizados com CII+OVA (100ug de cada
antigeno). Para acompanhamento da evolucao dos quadros de artrite, foram avaliados: o edema
de patas, tomando-se regularmente as medidas de espessura de patas; realizadas anélises
histoldgicas dos tecidos articulares de joelhos e; conduzidas avaliacdes ex-vivo dos niveis séricos
de anticorpos anti-CII e de respostas proliferativas e producdo de citocinas de linfocitos T
esplénicos. O tratamento com OVA antes da indug¢do de CIA preveniu o desenvolvimento da
artrite em todos os parametros analisados, enquanto que o tratamento com OVA apds o
estabelecimento da doenca reduziu significativamente a inflamacgdo e a producio de anticorpos
anti-CII. Observamos ainda que a transferéncia de DCs tolerogénicas preveniu o aparecimento

dos sinais clinicos da doenca e o aumento dos niveis de anticorpos especificos no soro e reduziu



significativamente a proliferacio de linfécitos T Cll-especificos. Enquanto a frequéncia de
células CD4"CD25"Foxp3™ foi maior nas culturas de células de animais recipientes de DCs
tolerogénicas, houve reducdo significativa na frequéncia de células produtoras de IFNy e IL-17.
Os niveis de TGF-f, IL-4 e IL-10 foram significativamente mais elevados nas culturas de células
esplénicas de animais recipientes de DCs tolerogénicas, enquanto que os de IFN-y, IL-6 e TNF-a
foram mais reduzidos. Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que a tolerancia oral a
um antigeno ndo relacionado ao proprio modifica o curso da artrite experimental em resposta ao
coldageno, e que células dendriticas com perfil tolerogénico estdo envolvidas nos fendmenos

observados.



ABSTRACT

BALB/c mice, genetically resistant to collagen-induced arthritis (CIA), can develop a
inflammatory condition resembling what is observed in susceptible strains when a non-related
protein, such as ovalbumin (OVA), is associated with type II collagen (CII). Using this model, we
evaluated whether oral tolerance to OVA could interfere in the immune response against CII, as
well as the effect of adoptive transfer of tolerogenic dendritic cells (DCs) to arthritic mice. In
order to evaluate the effect of oral tolerance over arthritis development in BALB/c mice, animals
were fed with OVA in the drinking water at a 4mg/mL concentration, for seven consecutive days,
before or after challenge with CII+OVA (100ug of each antigen). In order to evaluate the
participation of tolerogenic DCs in the modulation of arthritis, splenic CD11c" cells were isolated
from OVA tolerant mice and adoptively transferred to naive mice, which were subsequently
immunized with CII+OVA. In order to monitor the evolution of the severity of arthritis, we
evaluated paw edema, taking paw thickness regularly measured; performed histological analyses
of articular knee tissues and, conducted ex-vivo evaluation of serum specific antibody levels and
proliferation and cytokine secretion of splenic T lymphocytes. The treatment with OVA before
CIA induction prevented the development of arthritis in all analyzed parameters, while the
treatment after disease onset significantly reduced inflammation and ClI-specific antibody
production. We also observed that tolerogenic DC transfer prevented the appearance of clinical
signs of arthritis, the increase of serum specific antibody levels and significantly reduced CII-
specific T lymphocytes proliferation. While the frequency of CD4"CD25"Foxp3™ cells were
higher in cell culture from tolerogenic DC recipient mice, frequency of IFNy- and IL-17-

producing cells were significantly reduced. We observed that levels of TGF-, IL-4 and IL-10



were significantly higher in cultures of splenic cells from mice recipient of tolerogenic DC, while
levels of IFN-y, IL-6 and TNF-a were reduced. Taken together, our results indicate that oral
tolerance to a non-related antigen modifies the course of experimental arthritis in response to
collagen, and that dendritic cells with a tolerogenic profile are involved in the observed

phenomena.
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A artrite reumatéide € uma doenga autoimune sist€mica caracterizada por dor, inchaco das
articulacodes, perda de peso e deformagdo dssea resultantes da resposta imune especifica que
acomete tecidos cartilaginosos e sinoviais (ARNETT er al., 1988). As manifestacdes observadas
sao orquestradas por componentes do sistema imune humoral e celular, que se estimulam
mutuamente. A quebra da tolerdncia as proteinas presentes nas articulacdes € o evento
desencadeador da inflamacao e, posteriormente, da doenca (ANDRIOPOULOS et al., 1976a;
ANDRIOPOULOS et al., 1976b). Porém, os eventos que levam a quebra de tolerancia ao proprio
ainda sdo desconhecidos. Sabe-se, no entanto, que o desenvolvimento de doengas auto-imunes €
um evento complexo e dependente de diversos fatores genéticos e ambientais (PERRICONE et
al.,2011).

Os principais fatores genéticos envolvidos na susceptibilidade a artrite reumatoide se
relacionam a expressdo de certos Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA, do inglés Human
Leukocyte Antigen), sendo mais susceptiveis os individuos que possuem haplotipos HLA-DRI e
HLA-DR4 (WAGNER et al., 2003). Essa predisposicao genética pode explicar a distribui¢do da
incidéncia de artrite entre os paises com populacdo predominante caucasiana ou negra
(LOUZADA-JUNIOR et al., 2008; PERRICONE et al., 2011). Essa influéncia também ocorre
em linhagens de camundongos, nas quais se observa resisténcia e susceptibilidade ao
desenvolvimento de artrite dependendo de seus haplétipos de MHC II. Camundongos de
linhagens que apresentam haplétipo H-2% e H-2' (como o DBA/1 e SWR) sdo susceptiveis
enquanto os de haplétipo H-2" (como o BALB/c) sdo resistentes a inducdo experimental de
artrite.

De acordo com a Organizacio Mundial de Satide (OMS), a incidéncia de artrite

reumatdide na populacdo mundial varia entre 0,1% a 3%, atingindo 50 a 210 milhdes de pessoas.
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Em simulacdo de gastos a serem efetuados em tratamento com durag¢do de 48 meses, utilizando
os medicamentos Infliximab e metotrexato, o valor aproximado seria de R$ 9.292.879,31 (nove
milhdes e duzentos e noventa e dois mil e oitocentos e setenta € nove reais e trinta € um centavos)
por individuo. O tratamento mais simples, utilizando metotrexato, custaria aproximadamente R$
113.900,00 (cento e treze mil e novecentos reais) (MONTEIRO e ZANINI, 2008). Assim,
identificar os principais fatores de risco da doenga e desenvolver alternativas para sua prevengao
e tratamento, além de importante, € necessario.

Nesse sentido, a manipulagdo das respostas imunes especificas visando o restabelecimento
da tolerancia ao proprio vem sendo considerada como abordagem alternativa no tratamento de
doengas cronicas de natureza inflamatéria (TRENTHAM et al., 1993; WEINER et al., 1994;
FARIA e WEINER, 2006). O trato gastrintestinal estd em contato constante com antigenos de
diversos tipos, incluindo desde microrganismos patogénicos, que devem ser eliminados, até
componentes da microbiota normal e proteinas da dieta, que devem ser tolerados. O delicado
balanco entre responder e tolerar um antigeno € alcancado pela expansdo de células com
atividade supressora suficientemente forte para inibir a proliferacdo de células reativas efetoras.
Assim, a tolerancia oral se caracteriza por ser um tipo especial de resposta imunoldgica, na qual
sdao expandidas populagdes de células reguladoras que inibem a eliminacio local e/ou sistémica
do antigeno ingerido (STROBEL e MOWAT, 1998; SIMIONI et al., 2004; FARIA e WEINER,
2006).

A regulacdo das respostas imunes € alcancada principalmente por supressao ativa,
anergia clonal e delecdo clonal (ILAN, 2009). A supressdo resulta da atividade de células T
reguladoras (Tregs), presentes nos tecidos associados a mucosa (MALT), que secretam TGF-3 e

IL-4, citocinas com atividade antiinflamatéria (WEINER, 2001). Outras células que
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desempenham papel importante na tolerancia de mucosa sdo as células dendriticas (DCs),
capazes de induzir tanto tolerincia a bactérias comensais, ao alimento e aos antigenos préprios
quanto imunidade a organismos virulentos e toxinas (IWASAKI, 2007). Quando imaturas, as
células dendriticas podem favorecer a criagdo de um microambiente imunossupressor, através da
secrecdo de IL-10 e reducdo da expressao de moléculas co-estimuladoras, induzindo um estado
de anergia em linfécitos T ou sua diferenciacdo em células T reguladoras (LUTZ e SCHULER,
2002).

O desenvolvimento e aplicacdo de terapias alternativas sdo realizados, primeiramente, em
modelos experimentais animais capazes de mimetizar os principais aspectos da ocorréncia
correspondente em humanos. O modelo experimental desenvolvido, amplamente aceito e
caracterizado para o estudo da artrite reumatoide, € a artrite induzida em camundongos DBA/1
pela administracdo de coldgeno tipo II, emulsificado em adjuvante contendo M. tuberculosis
H37Ra morto por aquecimento, denominado CIA (de collagen-induced arthritis), que apresenta
vérios dos parametros clinicos e imunolégicos observados na doenca humana (COURTENAY et
al., 1980). Recentemente, foi observado que camundongos geneticamente resistentes
desenvolvem CIA quando uma proteina exdgena, como a ovalbumina (OVA), é adicionada ao
inéculo de antigenos (BACKSTROM e DAHLGREN, 2007). As implicacdes desses achados sio
vastas, pois ampliam grandemente a possibilidade de desenvolvimento de novas terapias e outras
formas de abordagem no tratamento da artrite experimental, e posteriormente, humana.

No presente estudo foram avaliados os efeitos da tolerancia oral a ovalbumina (OVA) e da
transferéncia adotiva de células dendriticas de animais tolerantes a OVA sobre as respostas
imunes na artrite induzida em camundongos BALB/c pela administragdo parenteral de coldgeno

tipo II + OVA. Os resultados obtidos mostraram que o tratamento oral com OVA reduziu os
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sinais clinicos da artrite experimental, efeito que foi mimetizado pela transferéncia adotiva de
células dendriticas provenientes de camundongos tolerantes a OVA. A resposta imune humoral
de camundongos artriticos tornados ativamente tolerantes a OV A foi caracterizada pela reducdo
de anticorpos anti-CII. Tanto a tolerancia oral como a transferéncia adotiva de células dendriticas
tolerogénicas foram acompanhadas pela expansdo de células T reguladoras CD25+Foxp3+,
produtoras de TGF-f3 e IL-10, e pela queda da producdo de citocinas inflamatérias IL-6, IL-17 e

IFN-y.
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A ARTRITE REUMATOIDE

A artrite reumatdide € uma doenga humana caracterizada por dor, inchaco, enrijecimento
das articulacdes e, nos casos mais graves, deformacio dssea, consequentes da ativacdo do sistema
imune contra as proteinas presentes nas cartilagens. Trata-se, portanto, de uma doenca
autoimune. O evento inicial que leva ao desenvolvimento da artrite reumatdide é desconhecido,
embora esteja relacionado a fatores genéticos e ambientais.

A artrite reumatdide € mais frequentemente encontrada em caucasianos do que em negros
e asiaticos (MODY e CARDIEL, 2008). De maneira semelhante, a incidéncia de artrite € mais
elevada em regides onde a frequéncia de individuos portadores do haplétipo HLA-DR4 € maior.
Na Nigéria, por exemplo, onde o HLA-DR4 é encontrado em menos de 0,1% da populacdo, a
artrite € uma doenca incomum. Na América Latina, a artrite atinge aproximadamente 1% da
populacdo (MODY e CARDIEL, 2008).

Embora o background genético exerca grande influéncia, outros fatores estdo associados
ao agravamento e predisposic¢do a artrite, dentre os quais se destaca as diferencas de género. A
artrite reumatdide afeta mais mulheres do que homens, em uma propor¢ao que pode chegar a 8:1.
Recentemente, um estudo cooperativo entre vinte e cinco paises, inclusive o Brasil, revelou que a
doenca costuma ser mais severa e duradoura em mulheres (JAWAHEER et al, 2010).
Experimentalmente, ja havia sido descrito um o efeito protetor da testosterona sobre o
desencadeamento da artrite em ratos (GANESAN et al., 2008). Contudo, a predisposi¢do do
género feminino para desenvolver doencgas autoimunes nao se explica unicamente por diferencas
hormonais, mas também por diferencas em seu estilo de vida (OLIVER e SILMAN, 2009). Por
exemplo, suspeita-se que a utilizacdo de produtos quimicos capilares (SANCHEZ-GUERRERO

et al., 1996) e o uso continuado de cosmético labial (WANG et al., 2008) se correlacionem
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fortemente com o desenvolvimento de doencas autoimunes em mulheres. De forma semelhante, o
tabagismo estd associado ao agravamento da artrite em homens e mulheres (SAAG et al., 1997).
Novos estudos, no entanto, sao de fundamental importancia para determinar o papel relativo de
cada um desses elementos na resposta imune caracteristica da artrite.

O desenvolvimento da artrite se dd pela quebra da tolerancia as proteinas presentes nas
cartilagens. A partir do momento em que o coldgeno tipo II e os proteoglicanos sdo percebidos
como antigenos exdgenos, o sistema imune arquiteta uma resposta ofensiva contra proteinas
exclusivas das articulagdes sinoviais. O processo inflamatorio que se desenvolve de forma
cronica € responsavel pela destruicdo das cartilagens e espessamento da membrana sinovial que
recobre as articulagdes, e estd na origem dos sintomas da artrite reumatdide. O desenvolvimento
de modelos experimentais € o acompanhamento de casos clinicos humanos vém revelando as
células que participam da inflamacao observada na artrite.

O infiltrado inflamatério na artrite reumatoide € caracterizado pelo acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares, macréfagos e osteoclastos (TAKAYANAGI et al., 1997; TAKAYANAGTI,
2005), além de alteracdes na expressdao de moléculas de superficie de fibroblastos e células
endoteliais dos vasos sanguineos proximais (BRENOL et al., 2007; SILVA et al., 2007,
TEIXEIRA et al., 2007). Os linfécitos T também sdo abundantes nos tecidos articulares
acometidos, onde desempenham um papel essencial no desenvolvimento da inflamacdo
(STASTNY, 1978; TODD et al., 1988), particularmente os linfécitos T CD4+ de padrao Thl
e/ou Th17 (YAMADA et al., 2008; HASHIMOTO et al., 2009; KORN et al., 2009). Individuos
artriticos apresentam elevados niveis de IFNy e IL-17 e de fator reumatdide no plasma
(KOTAKE et al., 1999a; KOTAKE et al., 1999b). Expressdao exacerbada de IL-17 também foi

detectada em lesdes cerebrais e em células isoladas de sangue e liquido cerebrospinal de
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pacientes com esclerose multipla (LOCK et al., 2002), bem como em tecido lesionado de
camundongos portadores de encefalomielite experimental (EAE) (PETERMANN e KORN,
2011; ZEPP et al., 2011). Alguns autores sugerem que a imunidade mediada por células Th17 é
mais importante do que a via cldssica de inflamacdo (Thl) na patogénese de alguns modelos
experimentais de artrite (CHO et al., 2007; CHU et al., 2007). Contudo esses achados precisam
ser esclarecidos na doenga humana.

Além dos linfécitos T, as células dendriticas desempenham papel importante na artrite e
vém sendo amplamente estudadas, principalmente apds o reconhecimento de seu papel
imunomodulador em respostas imunes adaptativas (STEINMAN e NUSSENZWEIG, 2002). O
envolvimento das células dendriticas na artrite € evidenciado pelo seu encontro no liquido
sinovial de articulacbes inflamadas de pacientes com artrite, onde a propor¢do de DCs
imaturas/maduras é substancialmente diferente da encontrada em tecidos sadios (PAGE et al.,
2002).

A perpetuacdo da inflamagdo no individuo artritico pode facilitar o surgimento de
aterosclerose. A aterosclerose ¢ uma inflamagdo gradual dentro da parede arterial, com sérias
complicacOes cardiacas (ROJAS-VILLARRAGA et al., 2008). Essas complicagdes, alids, sdo as
principais responsdveis pelo Obito dos pacientes com artrite reumatdide (TORIGOE e
LAURINDO, 2006; BRENOL et al., 2007).

A artrite reumatdide atinge um grande ndmero de individuos em idade produtiva, pode
trazer complicagdes perigosas, causa reducdo da qualidade de vida e aumento dos gastos médicos
e previdencidrios. Por isso, € de fundamental importancia a elaboracdo de estudos visando

desenvolver tratamentos alternativos para os acometidos e buscar solu¢des para prevengao.
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O conhecimento atual dos mecanismos inflamatérios da artrite permitiu a identificacdo dos
principais fatores de risco, agravantes e causais em humanos. Por se tratar de uma doenga cujos
sintomas sdo resultados da atividade inflamatdria dos leucdcitos, o tratamento atual consiste na
administracao de farmacos com atividade antiinflamatéria. Os mais receitados a pacientes sdo a
leflulomida, sulfazalazima e o metotrexato, que apresentam mecanismos de acdo semelhantes,
isto €, a inibi¢do da proliferacdo dos linfocitos ativados e auto-reativos, e causam reducdo do
quadro clinico (ROSA et al., 2007; FILIPPIN et al., 2008). Contudo, alguns efeitos adversos
estdo geralmente associados ao uso desses farmacos tais como a nodulose acelerada (ROSA et
al., 2007). Nesse contexto, os anticorpos monoclonais anti-TNFa e anti-ILOR vem se
apresentando como alternativa importante para a inibicdo da atividade dessas citocinas
inflamatodrias e o consequente controle dos sintomas da doenca (MAROTTE e MIOSSEC, 2008;
LEFFERS et al., 2011). Experimentalmente, a administra¢ao de anticorpos anti-TNFa reduziu de
modo significativo as manifestacOes clinicas de camundongos artriticos (WILLIAMS et al.,
1992). De forma semelhante, a utilizacdo de Infliximab, um medicamento composto de
anticorpos monoclonais anti-TNFo, mostrou-se promissora no tratamento da artrite psoridsica
(LOYOLA et al., 2005). Os mecanismos de acdo sugeridos para esses anticorpos na reducdo de
sintomas e regressdo do quadro clinico em pacientes artriticos sdo: a inibicdo da cascata de
eventos inflamatorios promovidas pelo TNFa e a inibi¢cdo da quimiotaxia de leucdcitos para o
sitio de inflamag¢ao (FELDMANN et al., 1996). Contudo, o uso desses anticorpos também ¢é
acompanhado de efeitos colaterais tais como hepatite (MANCINI et al., 2010), além de aumento
de susceptibilidade a doengas oportunistas, como a candidiase e a tuberculose (WILLIAMS et al.,

1992; FELDMANN et al., 1996; LOYOLA et al., 2005). Recentemente, o complexo CTLA-4-Ig
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foi avaliado em pacientes artriticos com resultados promissores (ALVAREZ-QUIROGA et al.,
2011).

A despeito dos recentes avancos no conhecimento a cerca dos fendmenos inflamatoérios na
artrite, bem como no desenvolvimento de alguns imunoterdpicos dirigidos ao tratamento desses
pacientes, estudos mais aprofundados sobre os mecanismos imunes envolvidos no
desencadeamento da doenca ainda se fazem necessarios. O conhecimento advindo desses estudos
serd particularmente importante para a geracdo de novas alternativas de tratamento, com efeitos

colaterais reduzidos.

A ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR COLAGENO TIPO II

O desenvolvimento de doengas autoimunes estd ligado a resposta ofensiva de destrui¢ao
de proteinas autdlogas, como atestado pela presenca de linfocitos auto-reativos e auto-anticorpos
séricos (CHO et al., 2007). No caso da artrite, sdo observadas respostas contra proteinas
presentes nas articulagdes, principalmente em cartilagens ricas em coldgeno tipo II e
proteoglicanos (CAMPBELL et al., 2000; JOHANSSON et al., 2001; HOLMDAHL et al., 2002;
CHU et al., 2003; BACKSTROM e DAHLGEN, 2004; KAI et al., 2006; INGLIS et al., 2007;
JUNG et al., 2007; ZHU et al., 2007). O conhecimento dos mecanismos imunes que resultam na
artrite se baseia primariamente na observacdo de seu curso em modelos experimentais. Um
modelo experimental ¢ uma simulacdo do quadro de uma doenca humana em outra espécie
animal. Quanto mais fiel ao quadro clinico, histopatolégico e citolégico da doenga humana
melhor é o modelo, pois € mais fidedigno. J4 foram descritos varios modelos que mimetizam
parte das caracteristicas da doenga em humanos, entre os quais o mais conhecido € a artrite

induzida por proteoglicano (PGIA) e por adjuvante (AA).
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O primeiro modelo desenvolvido para o estudo da artrite foi a AA, estabelecida pela
imunizacdo parenteral com adjuvante completo de Freund (ACF), por via intra-dérmica na base
da cauda (COBELENS et al., 2002; PRAKKEN et al., 2003). Dentre as suas similaridades com a
doenga humana, pode-se destacar o balango neuro-enddcrino e a degeneragdo de cartilagens pela
acdo efetora de neutréfilos estimulados por linfécitos (PRAKKEN et al., 2003). Como todo
modelo, no entanto, a AA apresenta diferencas em relacdo a doenga humana, particularmente no
que diz respeito a sua caracteristica de doenca aguda em contraposicao a cronicidade da doenca
humana.

A PGIA foi descrita posteriormente em camundongos BALB/c pela imunizacio com
proteoglicano de cartilagem humana ou murina (MIKECZ et al., 1990). Apés a imunizacdo
parenteral os primeiros sinais clinicos aparecem ao redor do 40° dia e parecem ser resultantes da
ativacdo de linfécitos T CD4+ (BARDOS et al., 2003). Apenas recentemente 0s mecanismos
inflamatorios vém sendo desvendados nesse modelo e tém relacio com a producdo de IFN-y
(DOODES et al., 2010; GLANT et al., 2011; OJEDA et al., 2011).

Outros modelos de artrite foram descritos mais recentemente como a induzida por
transferéncia de células auto-reativas (WAKASA-MORIMOTO et al., 2008) e a desenvolvida
espontaneamente por camundongos SKG (SAKAGUCHI er al., 2003). Porém, o modelo
experimental mais estudado e caracterizado dessa doenga € a artrite induzida por coldgeno tipo II
(CIA) (TRENTHAM et al., 1978).

A CIA € o modelo de artrite resultante da aplicacdo de coldgeno tipo II emulsificado com
ACF em duas doses (TRENTHAM et al., 1978; JUNG et al., 2007). Trés semanas apds a

aplicacdo da primeira dose de antigenos, os primeiros sinais clinicos aparecem. Andlises
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histolégicas das patas dos animais evidenciam a presenca de significativo infiltrado celular
inflamatério, concomitantemente com a elevac¢ao dos niveis séricos de anticorpos anti-CII. Outra
caracteristica semelhante a doenga humana apresentada pelo modelo é o envolvimento de fatores
genéticos (BRAND et al., 2003). Em camundongos, as linhagens com haplétipos de MHC 11 H-
29 ¢ H-2', como DBA/1 e SWR sdo susceptiveis a CIA, enquanto os portadores de outros
haplétipos de H-2, como BALB/c, C57BL/6 e Swiss sdo resistentes. Contudo, o desenvolvimento
de CIA ndo depende apenas das caracteristicas do MHC II. Recentemente, observou-se que
pequenas variacdes no protocolo de imunizacdo podem resultar no estabelecimento de artrite
mesmo em linhagens resistentes (INGLIS er al., 2007). Nesse sentido, observou-se que
camundongos resistentes da linhagem C57BL/6 desenvolviam CIA quando imunizados com CII
de galinhas, mas ndo com CII de origem bovina (INGLIS et al., 2007). De forma semelhante,
Chu et al. (CHU et al., 2003) conseguiram induzir CIA em camundongos C57BL/6 apenas
aumentando a concentracdo de M.tuberculosis no indculo de imunizagdo.

Respostas humorais e celulares especificas sugerem que o desenvolvimento da artrite
pode seguir diversas cascatas imunoldgicas, tais como a ativagdo do sistema complemento por
anticorpos contra componentes da cartilagem e a secre¢do local e sistémica de citocinas que
exercem grande influéncia sobre a gravidade da artrite humana e experimental (BRAND et al.,
2003). A cronicidade observada tanto em artrite reumatéide humana quanto na CIA ¢ resultante
da atividade dos linfécitos T (CHU et al., 2007). A interacdo dos linfécitos auto-reativos com
macréfagos e fibroblastos dentro da membrana sinovial induz a producdo de citocinas, enzimas
de degradacdo de matriz extracelular e prostaglandinas contribuem para o processo inflamatoério

local continuado (MCINNES et al., 2000; GERLI et al., 2002; MAFFIA et al., 2004). Por sua
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vez, a inflamacgdo articular desencadeia a erosdo 6ssea e induz a formacdo de tecidos linfoides
ectopicos ou tercidrios (MAFFIA et al., 2004; YAGO et al., 2007).

As citocinas com funcdo inflamatoéria classica como IL-1B, TNFa e IFNy estdo em
concentracdes elevadas nas articulagdes de animais e individuos com artrite. Com 0 avanco nas
técnicas imunoldgicas e moleculares foi possivel ampliar a compreensio do papel desempenhado
por diversas dessas moléculas. Por exemplo, citocinas consideradas anteriormente como anti-
inflamatérias, tais como o TGFp, podem exibir cardter pro-inflamatério dependendo da
concentracdo e da populacdo celular alvo (FELDMANN et al., 1996; DAI e MCMURRAY,
1999). Outras citocinas pro-inflamatdrias detectadas tanto em culturas de células sinoviais de
camundongos como nas articulacdes inflamadas incluem IL-6, IFNo, GM-CSF, M-CSF, IL-12.
Recentemente, outras citocinas vém sendo implicadas no desencadeamento das inflamagdes que
acometem 0s pacientes com artrite, dentre as quais se destaca a IL-17, produzida por células
Th17 (CHO et al., 2007, CHU et al., 2007, ROARK et al., 2007, SHEIBANIE et al., 2007,
YOSHIHARA et al., 2007) e outras doencas autoimunes (APOSTOLIDIS et al., 2011; ZEPP et
al., 2011). O mecanismo pelo qual a IL-17 exerce sua atividade na artrite ainda ndo estd bem
esclarecido, mas acredita-se que a producdo desregulada de IL-17 e TNF-a nos tecidos locais
resulta em destruicao tissular cronica mediada imunologicamente em doengas como a esclerose
multipla, artrite reumatoide e psoriase (MCKENZIE et al., 2006). Foi constatado também que a
IL-17 age sinergicamente com IL-1B e TNFa nas inflamac¢des da CIA (CHO et al., 2007). As
evidéncias indicam que a expansdo e diferenciacdo de linfocitos T naive em células Th17 sejam
induzidas pelas citocinas IL-23 e IL-15, presentes em alta concentragdo na articulagao inflamada

(CHO et al., 2007; YOSHIHARA et al., 2007). Com a definicdo do papel desempenhado pela IL-
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17 na conducdo da inflamacdo cronica, a atuacdo do IFNy foi revista. Algumas evidéncias
apontam que o IFNy desempenha papel inibidor da producao de IL-17 e, portanto protetor da
destruicao das cartilagens em alguns modelos murinos de artrite (KELCHTERMANS et al.,
2008; KELCHTERMANS et al., 2009). Esse efeito foi demonstrado, por exemplo, em
camundongos de linhagens resistentes knock out para os genes de IFNy que desenvolveram artrite
como o modelo classico de CIA (CHU et al., 2003).

Recentemente, foi possivel induzir artrite em camundongos BALB/c, geneticamente
resistentes a0 modelo cldssico de CIA, quando uma proteina exdgena ndo relacionada com o
coldgeno tipo II foi incluida na preparagio de antigenos de imunizacio (BACKSTROM e
DAHLGREN, 2007). O quadro de artrite se estabelece apds a aplicacdo de trés doses da mistura
de antigenos e perdura por, pelo menos, setenta dias apds a administracdo da primeira dose.
Embora com escore clinico mais brando, os mecanismos envolvidos no processo inflamatério em
BALB/c foram semelhantes aos exibidos por camundongos DBA/1, com presenca de células
auto-reativas, auto-anticorpos e destrui¢do das cartilagens. A quebra da tolerancia ao coldgeno
tipo II em camundongos resistentes apds a inclusdo de proteina exdgena lanca luz quanto aos
possiveis agentes desencadeadores de artrite em pacientes com haplétipos de HLA resistentes. De
forma semelhante, esses achados permitem a explora¢do de novas alternativas no tratamento da
artrite. Uma alternativa interessante que vem sendo estudada é o restabelecimento da tolerancia
as proteinas das cartilagens pela administracdo de antigenos por via oral. Esse processo é

denominado tolerancia oral.
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TOLERANCIA IMUNE

Os precursores da linhagem linfocitdria, assim como os demais leucdcitos, sdo gerados na
medula 6ssea. Enquanto os linfécitos B completam seu desenvolvimento na prépria medula
Ossea, os precursores de linfécitos T migram para o timo, 6rgdo localizado no mediastino médio
da cavidade toracica, para concluir o processo de maturacdo e aquisicdo de competéncia
funcional. Nesse 6rgdo, por meio da movimentagdo entre suas diferentes regides e o contato com
células que apresentam antigenos proprios, os timdcitos que reagem fortemente a esses antigenos
sdo eliminados ou suprimidos (STARR et al., 2003). A delecao clonal de células auto-reativas no
timo € o principal mecanismo de indugdo de tolerancia, neste caso denominada tolerancia central
(KAPPLER et al., 1987).

Apesar da eficiéncia dos mecanismos centrais de tolerancia, algumas células auto-reativas
escapam para a periferia, onde podem gerar doengas autoimunes. A atuacdo de células e
moléculas supressoras ou reguladoras da atividade desses clones marca o estabelecimento da
tolerancia periférica. Assim, a tolerancia periférica pode ser definida como a supressdo ativa das
respostas imunes especificas a um antigeno.

Além da tolerancia ao proprio que ocorre de forma fisioldgica na maturagdo de linfécitos
e na regulacdo periférica de clones auto-reativos, esse fenomeno pode ser induzido por antigenos
exdgenos (SCHWARTZ e DAMESHEK, 1959; SIMIONI et al., 2004). Alguns fatores propiciam
a indugdo de tolerancia e incluem a origem e complexidade do antigeno exdgeno - neste caso
denominado de toler6geno -, a via de entrada no organismo e o microambiente em que é
capturado e processado (FRIEDMAN e WEINER, 1994; WEINER ef al., 1994). A via das
mucosas € a mais empregada para a indugdo de tolerancia a antigenos exdgenos. A mucosa do

trato gastrointestinal estd em contato constante com antigenos de diversos tipos, incluindo desde
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0s microrganismos patogénicos, que devem ser eliminados, até os componentes da microbiota
normal e as proteinas da dieta, que devem ser tolerados. Quando ingerido, o antigeno é exposto
ao sistema imune de mucosa em um contexto que resulta em resposta imune de tolerancia ao
invés de eliminagao.

As respostas imunes iniciadas pela via oral levam a um estado de baixa resposta efetora
sistémica dirigida aos antigenos ingeridos quando estes sdo posteriormente apresentados por
outra via (FRIEDMAN e WEINER, 1994; WORBS e al., 2006). De maneira geral, esse
fendmeno se caracteriza pelo baixo nivel de anticorpos especificos séricos e baixa proliferacdo de
linfécitos T antigeno-especificos in vitro (SIMIONI et al., 2004). A regulacdo das respostas
imunes contra antigenos tolerados € alcancada pela induc¢do de anergia, delecdo clonal e a
supressdo ativa de células reativas pela acdo de células e moléculas com funcio
imunomoduladora. Porém, outros fatores, como a origem do antigeno e o envelhecimento,
influenciam a habilidade tolerogénica do sistema imune. J4 foi verificado que o envelhecimento
acarreta mudancas no perfil de citocinas secretadas e na ativacdo de células imunocompetentes
(SIMIONI et al., 2007). Camundongos velhos apresentam menor secre¢do de anticorpos
especificos e proliferacdo antigeno-especifica a antigenos novos quando comparados com
animais jovens (FRANCESCHI et al., 2000). Assim, o envelhecimento dificulta tanto o
estabelecimento de tolerdncia a neoantigenos como a eliminacdo de células transformadas e
agentes infecciosos.

A supressdo das respostas imunes é obtida gracas a atuacdo de células T reguladoras
(Tregs) e DCs com perfil tolerogénico presentes nos tecidos linféides associados a mucosa
(MALT). Quando ativadas, as Tregs exercem seu papel imunossupressor por diversas vias, dentre

as quais se destacam a secre¢do de citocinas antiinflamatoérias, a supressdo por contato e a
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liberacdo de granulos de perforina e granzima contra células T efetoras (SAKAGUCHI et al.,
2008).

As Tregs apresentam potencial terapéutico que vem sendo atualmente mais explorado no
tratamento experimental de autoimunidades, transplantes e alergias (TANG et al, 2004;
BRENNAN et al., 2011; DI IANNI et al., 2011; MA et al., 2011). Embora sejam importantes na
regulacdo de respostas indesejadas, verificou-se que um dos mecanismos pelo qual células
tumorais evadem a resposta imune efetora € através da expansdo de Tregs no sitio da inflamacgao
(WOLF et al., 2003; CURIEL, 2007; GAO et al., 2007). Nesse sentido, a elimina¢do de células T
reguladoras pelo uso de um conjugado recombinante de IL-2 e toxina diftérica (DAB389IL-2) se
mostrou importante para a destruicdo eficiente de células transformadas (DANNULL et al.,
2005).

Outras células com papel importante na tolerancia de mucosa sdo as células dendriticas,
capazes de induzir tanto tolerancia a bactérias comensais, aos alimentos e aos antigenos proprios
quanto imunidade a organismos virulentos e toxinas.

Embora mais dificil de ser obtido, o reestabelecimento da tolerancia a proteinas préprias
ja foi demonstrado experimentalmente (FARIA e WEINER, 2006). A severidade da artrite
induzida em camundongos foi reduzida quando os animais ingeriram o coldgeno tipo II antes ou
depois dos desafios antigénicos (KIM et al., 2002; MIN et al., 2004). De forma semelhante, o
quadro clinico de encefalomielite experimental autoimune (EAE), modelo experimental da
esclerose multipla, foi significativamente atenuado em animais alimentados com peptideos
derivados da proteina basica de mielina (PERON et al., 2010). Contudo, o aproveitamento desse
tipo de tratamento € sempre mais dificil em situacdes onde a resposta inflamatéria ja estda

estabelecida.
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Além da tolerizacdo ativa, verificou-se que a transferéncia de células dendriticas
tolerogénicas € capaz de estabelecer o fendmeno em animais de forma passiva (OCHANDO et

al., 2006; LU et al., 2011).

CELULAS DENDRITICAS NA INDUCAO DE TOLERANCIA

As células dendriticas sdo heterogéneas e compostas por subpopulacdes que diferem entre
si pela expressdo de TLR e fungdes bioldgicas exercidas. Células dendriticas imaturas (iDCs)
residem em diversos tecidos ndo linfoides tais como a pele ou mucosas do trato respiratorio, onde
sdo expostas a grande quantidade e variedade de alérgenos, patdgenos e substincias quimicas
(BANCHEREAU et al., 2000). Recentemente, demonstrou-se que imunoadjuvantes como LPS,
forskolin e curdlan ativam DCs de modo peculiar, isto €, dependente de subpopulacdo, e induzem
a expansdo de células TH1, TH2 e THI17, respectivamente, sendo por esta razdo designados
adjuvantes de Th1/Th2/Th17 (MATSUSHITA et al., 2011).

Com base em caracteristicas fenotipico-funcionais, as DCs podem ser divididas em dois
subgrupos principais: DCs plasmocitéides (pDCs) e DCs convencionais (cDCs). A subpopulagdo
pDC sdo CD11c"B220" e se distingue do subgrupo ¢cDC (CD11¢"B220") pelo repertério limitado
de TLR (possuem exclusivamente TLR7 e TLR9) e por produzir grandes quantidades de IFNs
tipo I quando infectadas por virus, especialmente IFN-o (HOSHINO e KAISHO, 2008). Além de
T7/9, outros receptores de padrdes moleculares de patdgenos presentes nessas células, como
RIGI (retinoic acid-inducible gene I)-like receptors (RLRs) e MDA-5 (melanoma differentiation-

associated gene 5), sdo fundamentais nas respostas a infeccdo viral por detectarem acidos

nucleicos virais (HAYDEN e GHOSH, 2004).
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As ¢DCs esplénicas de camundongos podem ainda ser subdivididas em CD4"CDS8’, CD4"
CD8" e CD4'CDS8". Células de medula 6ssea também podem dar origem a pDC e ¢cDC quando
cultivadas in vitro na presenca de FIt3L (Fms-like tyrosine kinase 3 ligand). Essas cDCs se
dividem em dois subgrupos: cDCs CD11b"" e ¢cDCs CD24"". As ¢cDCs CD24"" sdo similares
as ¢cDCs esplénicas CD4°8" no que diz respeito ao perfil de expressio génica e em fungdes tais
como a habilidade de internalizar células apoptéticas; a internalizacdo de células apoptdticas é
evento importante para a crosspresentation de antigenos virais e de tumores. Além de TLR7/9, as
cDCs CD24"" ¢ as ¢DCs esplénicas CD4 CD8" expressam altos niveis de TLR-3, um receptor
solivel envolvido na detec¢do de dcidos nucleicos virais e na consequente producao de IL12p40
e IFN-a. Na presenca de GM-CSF, por outro lado, células da medula déssea dao origem
exclusivamente 2 c¢DCs CD11b"e", que também expressam TLR7/9 além de outros TLR
(HOSHINO e KAISHO, 2008).

Em condig¢des especiais, como nos processos inflamatdrios massivos, dcidos nucleicos do
proprio hospedeiro podem ser carreados para o interior de pDCs, via vactiolos endossdmicos,
apos a ligacao desses dcidos nucleicos a anticorpos ou a certas proteinas expressas na superficie
celular; TLR7/9 migram do reticulo endoplasmaético para o endossoma onde podem se ligar aos
acidos nucleicos internalizados. Apos essa interagdo, as pDCs também geram grandes
quantidades de IFNs tipo I, que contribuem para as manifestacoes da autoimunidade
(MATSUSHITA et al., 2011).

Ao entrar em contato com antigenos, as DCs os capturam e realizam o processamento
proteolitico. Em seguida, as DCs migram para os 6rgaos linfoides secundarios, onde apresentam

os peptideos resultantes para linfécitos T naive. A ativagdo especifica de células T em repouso
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requer trés sinais distintos para ocorrer. Esses sinais sdo a presenca de peptideos antigénicos
associado a moléculas de classe II do MHC, ligacdo entre moléculas co-estimuladoras presentes
nas APCs e linfécitos T e a secrecdo de citocinas pelas DCs (BANCHEREAU et al., 2000). Foi
demonstrado que DCs de MALT induzem, preferencialmente, a expansdo de células T
reguladoras especificas, e sdo importantes no estabelecimento da tolerancia quando o antigeno é
administrado por via oral (VINEY et al., 1998). De fato, se verificou que células dendriticas
presentes no trato digestorio desempenham papéis distintos na resposta imune de acordo com os
estimulos que recebem (KOSCIELNY et al., 2006; SILVA et al., 2006; IWASAKI, 2007;
LASKARIN et al., 2007). A modulacdo das respostas de linfécitos T ocorre no momento da
apresentacdo antigénica quando as DCs variam os sinais emitidos (GUERMONPREZ et al.,
2002). Nesse sentido, foi demonstrado acimulo de DCs, expressando niveis aumentados de
moléculas co-estimuladoras necessdrias a uma resposta imune efetora, na muscular intestinal nas
placas de Peyer e linfonodos mesentéricos em modelo experimental de injdria intestinal, isto €, a
obstrugdo cirdrgica do esvaziamento gastrico, e injecao de LPS (KOSCIELNY et al., 2006).

A confirmac¢do do papel modulador desempenhado por células dendriticas nas respostas
adaptativas foi possivel apds varios estudos conduzidos in vitro. Hoje, ¢ amplamente conhecido
que a apresentacdo antigénica realizada na auséncia de moléculas co-estimuladoras leva os
linfécitos a um estado de anergia, enquanto que a apresentacdo realizada por DCs secretoras de
IL-10 induz a diferenciacdo de células TCD25" de ocorréncia natural em células TCD25"
reguladoras que expressam Foxp3 (Treg) (MAHNKE et al., 2007). Também se observou a
diferenciacdo em células Treg mediada por subpopulacdes de DCs produtoras de TGF-B em de
humanos e animais portadores de tumores (ENK et al., 1997; GHIRINGHELLI et al., 2005). A

imunossupressio decorrente da expansio de Treg costuma ser catastréfica para o paciente e esta
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diretamente relacionada a um mau prognéstico (BUDHU et al., 2006). Além de DCs, outras
APCs tolerogénicas como os macréfagos tem sido localizados no espago peritumoral em exames
histopatoldgicos da massa tumoral (KUANG et al., 2009), onde inibem localmente a atividade de
linfécitos TCD8" e TCD4". Ainda assim, € indiscutivel o potencial terapéutico da utilizacdo de
DCs no controle de manifestagdes inflamatdrias e testes experimentais sugerem a sua eficicia.
Nesse sentido, a administracdo oral de um peptideo derivado de CII bovino foi capaz de aumentar
a concentra¢do de DCs CD11c* CD11b" secretoras de altos niveis de IL-10 e TGFB em placas de
Peyer, promovendo a expansdo de células Treg e resultando em melhora do quadro clinico de
CIA em camundongos (MIN et al., 2006; CHO et al., 2007).

O estdgio de maturacao de células dendriticas também influencia o seu papel nas respostas
imunes adaptativas. Quando atingem a maturidade, as DCs expressam elevados niveis de
moléculas co-estimuladoras e MHC-I e MHC-II e geralmente desencadeiam respostas efetoras de
carater inflamatério (LEVIN et al., 1993; BANCHEREAU et al., 2000). Por outro lado, DCs
imaturas favorecem a criacdo de um microambiente imunossupressor, através da secrecao de IL-
10 e auséncia de moléculas co-estimuladoras (STEINMAN et al., 2003). Outros fatores garantem
o perfil tolerogénico em células dendriticas. Um deles € a expressao da enzima Indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) que cataboliza o triptofano, aminodcido essencial para a proliferacdo de
linfécitos, resultando na inativacdo dessas células ou morte pelo aumento na concentracdo de
quinureninas (PALAFOX et al., 2010). DCs expressando IDO sdo encontradas em grande
quantidade na interface materno-fetal, e vem sendo responsabilizadas pela tolerdncia ao feto
(LASKARIN et al., 2007).

O conjunto de evidéncias apresentadas sugere o potencial terapéutico de manipulacdes

envolvendo a transferéncia adotiva de DCs tolerogénicas no controle de quadros inflamatdrios.



REVISAO BIBLIOGRAFICA 30

As células dendriticas podem ser obtidas por isolamento direto dos tecidos onde residem
ou diferenciadas in vitro a partir de precursores presentes no sangue periférico e na medula éssea
(BOWERS e BERKOWITZ, 1986; O'DOHERTY et al., 1993). Mesmo quando isoladas de
tecidos de animais naive, as DCs sao principalmente maduras, com elevada expressao de CDS86,
ao passo que as células diferenciadas in vitro podem ser moduladas para fenétipos ativadores ou
tolerogénicos através da adi¢do de estimulos pré-inflamatérios (LPS+IFNY) ou anti-inflamatdrios
(IL-10, IL-4), respectivamente (LUTZ et al., 2000; MULLER et al., 2002). A vantagem em
utilizar DCs diferenciadas in vitro é a elevada concentragcdo celular obtida e a possibilidade de
modular seu perfil de ativacdo. DCs isoladas diretamente dos tecidos refletem o papel que
desempenham in vivo. Por exemplo, a transferéncia de DCs de animais portadores de diabetes
(LO et al., 1993), artrite (LEUNG et al., 2002), encefalomielite experimental (DITTEL et al.,
1999) e outras doencas autoimunes inflige o aparecimento da moléstia nos animais recipientes
através da ativacdo de linfocitos T naive em células efetoras. Todavia, a transferéncia de DCs
moduladas é capaz de atenuar o quadro inflamatério em diversos modelos experimentais. Nesse
sentido, DCs exibindo perfil tolerogénico por acdo de drogas anti-inflamatérias inibidoras de
maturacdo foram capazes de modular inflamacdes experimentais apds transferéncia adotiva
(MOSER et al., 1995; MULLER et al., 2002).

A molécula quimérica CTLA4-Ig, produzida no final da década de 1990, tem atraido
bastante atengdo pela sua capacidade de reduzir processos inflamatérios instalados, como na
psoriase vulgar em humanos (ABRAMS er al.,, 1999), e de promover a sobrevivéncia de
transplantes cardiacos alograficos em ratos (STELL et al., 2003). O sucesso de sua utilizacdo em
pacientes com artrite juvenil também foi relatada mais recentemente (RUPERTO et al., 2008).

Embora os mecanismos de acdo ndo estejam completamente esclarecidos, foi demonstrado que a
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administracdo de CTLA-4-Ig induz alteracdes importantes em células dendriticas que se tornam
supressoras € promovem a expansio de células T reguladoras CD4'CD25 Foxp3*
(COQUERELLE et al., 2009; KO et al., 2009). Outros efeitos observados apds o uso da CTLA-
4-Ig dizem respeito a secrecdo de moléculas imunossupressoras como HLA-G (BAHRI et al.,
2009) e ativagdo de IDO (MELLOR et al., 2004). DCs esplénicas isoladas de camundongos
artriticos tratadas com CTLA4-Ig foram capazes de inibir o desenvolvimento da CIA em animais
naive apOs transferéncia adotiva (KO et al., 2009). De forma semelhante, DCs tratadas com
CTLAA4-Ig inibem o desenvolvimento de asma experimental (YING et al., 2011).

A administragdo de DCs provenientes de camundongos tolerantes ao CII também foi
capaz de transferir a tolerancia para camundongos naive e prevenir o desenvolvimento de CIA. A
andlise das DCs transferidas mostrou elevada expressdao de IDO e secrecdo de IL-10 (PARK et
al., 2008). De fato, tem sido demonstrado que a administracdo de antigenos por via oral da
origem a uma populagdo de DCs secretoras de IL-10 e IL-27, que expandem células Treg
antigeno-especificas capazes de modular processos inflamatérios em curso (PARK et al., 2008;
SHIOKAWA et al., 2009).

Embora o tratamento de quadros inflamatérios com células dendriticas tolerogé€nicas
desenvolvidas durante um resposta antigeno-especifica esteja amplamente descrito, ndo ha relatos
dos efeitos da utilizacdo de DCs tolerogénicas desenvolvidas em resposta a um antigeno nao

relacionado sobre doengas autoimunes experimentais.
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Embasado no exposto, foi objetivo deste trabalho verificar a possibilidade de modulagdo
da CIA em camundongos BALB/c pela tolerancia a ovalbumina induzida de forma ativa, pela

tolerancia oral, ou passiva, pela transferéncia adotiva de célula dendriticas.
As seguintes etapas foram cumpridas para este fim:

e Inducdo de artrite em camundongos BALB/c machos pela administracdo de

CII+OVA

Aplicacdo de ClII+OVA em CFA via s.c.

)l\ Sacrificio

o \ +

A
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Dias
(BALB/C) 21 45 60
(camundongos naive e artriticos)
Tomadada Analise Dosagem de Proliferagao
espessura das histopatoldgica anticorpos anti- antigeno-
patas das patas Cll especifica
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Avaliacdo do efeito da ingestdo voluntdria de OVA sobre o desenvolvimento da

artrite experimental em camundongos BALB/c.
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OVA oral + CIA
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e Avaliagcdo do possivel papel modulador desempenhado por células dendriticas de

animais tolerantes a OV A sobre linfocitos T de animais artriticos.

Camundongos
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e Avaliagdo do efeito da transferéncia adotiva de células dendriticas tolerogénicas

sobre o desenvolvimento da artrite experimental em camundongos BALB/c.

Q@

r . . (naive ou OVA oral)
-

(BALB/c)
Aplicacao de CII+OVA em CFA via s.c.
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1. Animais.

Camundongos BALB/c machos, de oito semanas procedentes do Centro Multidisciplinar para
Investigacio Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP),
foram mantidos em condicdes S.P.F. (specific-pathogen free) com 4gua e ra¢do autoclavados ad
libitum, em temperatura e fotoperiodo em ciclos de 12 horas controlados durante todo o
experimento. Os grupos (ou sub-grupos) experimentais foram: grupo naive ndo tratado; grupo
tratado oralmente com OVA; grupo de animais no qual foi induzida a artrite (CIA); grupo tratado
oralmente com OVA e depois induzida a artrite por coldgeno (OV A oral+CIA); grupo no qual foi
induzida artrite e depois a administracdo oral de OVA (CIA+OVA oral); grupo recipiente de
células dendriticas esplénicas de camundongos tolerantes a OVA antes da inducdo de artrite
(DCo+CIA); grupo recipiente de células dendriticas esplénicas de camundongos naive antes da
inducdo de artrite (DCn+CIA); grupo imunizado com OV A apenas por via intraperitoneal (i.p.).
Cada grupo era constituido por seis camundongos. Ao todo foram oito grupos. Os protocolos
envolvendo o uso de animais de laboratério foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de

Animais da UNICAMP, sob protocolo n® 1759-1.

2. Inducao de artrite por colageno e tolerancia oral a Ovalbumina.

2.1. Inducio de tolerancia a OVA.

A inducdo de tolerancia oral 8 OVA seguiu protocolo descrito anteriormente em nosso
laboratério (SIMIONI et al., 2004). Brevemente, a OVA (4mg/mL; Sigma) foi adicionada ao
suprimento de dgua dos animais por uma semana. Apds esse periodo, o suprimento de dgua foi
trocado por &agua esterilizada por autoclavacdo. Decorrida uma semana da interrupcdo do

tratamento, dois grupos-testemunha, constituidos por cinco animais tratados oralmente com OVA
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ou por cinco animais naive, foram desafiados com 10 pg da proteina combinada com hidréxido
de aluminio (Img/mL) em solucdo salina 0,15M, por via i.p. Quatorze dias depois, esses
camundongos receberam uma segunda dose i.p. de 10 pug de OVA, sem hidréxido de aluminio.
Sete dias apds a ultima injecdo ip, o sangue foi coletado individualmente do plexo retro-orbital e
a tolerancia foi averiguada pela quantificacdo de anticorpos séricos anti-OV A através de reacdes

de ELISA.

2.2. Inducio de artrite por colageno.

A inducdo de artrite por coldgeno seguiu o protocolo descrito anteriormente
(BACKSTROM e DAHLGREN, 2007). Brevemente, coldgeno do tipo II de galinha (Chondrex)
foi solubilizado em 4cido acético a 0,1M por 18 horas, e depois dissolvido em PBS (solugdo de
NaCl 0,15M, contendo tampao fosfato 0,02M, pH 7,4) para concentracdo de 4mg/mL. Uma
solugdo de OVA purificada (Sigma) foi preparada em PBS pH 7,4 na concentragdo de 4mg/mL.
Cada animal recebeu uma dose dos antigenos constituida pela mistura de 100ug de cada proteina
— coldgeno tipo I e OVA — emulsionadas em solu¢do de adjuvante completo de Freund (ACF) a
50% (v:v), por via subcutanea, na base da cauda. Doses de reforco preparadas da mesma forma
foram aplicadas trés e seis semanas apds a primeira. Para avaliar o estabelecimento da artrite, a
espessura das patas foi tomada individualmente trés vezes por semana a partir do vigésimo
primeiro dia apds a primeira administracdo dos antigenos de inducdo. Aos 60 dias apds a primeira
dose de antigenos, os animais foram sacrificados e suas patas traseiras retiradas, dissecadas,
fixadas e descalcificadas em solucdo de Acido férmico 5% e formaldeido 15%, cortadas em

micrétomos (cortes de 7um) e coradas em H/E e Sirius Red, para anélise histopatoldgica.
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3. Avaliacao dos niveis séricos de anticorpos anti-OVA e anti-Colageno.

Os niveis de anticorpos séricos anti-OVA foram determinados por ELISA, de acordo com
protocolo descrito anteriormente (SIMIONI et al., 2004). Brevemente, placas de microtitulagao
de 96 pocos receberam 50ul de solugdo de OVA (20ug/mL em tampdo carbonato/bicarbonato,
0,05M, pH 9,2) por pogo e foram incubadas a 37°C por 1 hora e, em seguida, a 4°C por 18 horas.
O excesso de antigeno foi removido por lavagens com PBS Tween20 a 0,05%. O bloqueio dos
sitios reativos foi realizado pela adicao de PBS contendo leite desnatado a 5% por 1 hora a 37°C.
ApOs lavagens, os soros normais e imunes foram adicionados em dilui¢do seriada de 1:100 a
1:12.800, preparados em PBS contendo leite desnatado a 2%. As placas foram incubadas por 1
hora a 37°C. Apéds lavagem com PBS Tween20, 50ul de uma solucdo contendo IgG de coelho
anti-Ig murino conjugada com HRPO (preparados em nosso Laboratério), na dilui¢do de 1:1000,
foram adicionados a cada pogo e as placas incubadas por sessenta minutos a 37°C. Os reagentes
foram removidos das placas por lavagens e 50uL do substrato (H,O, 0,03% e orto-
fenilenodiamina [OPD] 0,4mg/mL em tampao citrato/fosfato 0,05M pHS5,0) foram adicionados a
cada poco. As placas permaneceram no escuro por trinta minutos, quando 25uL. de H,SO4 4N
foram adicionados a cada poco para parar a reacdo. As absorbancias foram lidas a 492nm em um
leitor de ELISA (Labsystem, Finlandia). A quantificacdo dos niveis de anticorpos séricos anti-
coldgeno tipo II seguiu o protocolo acima descrito, com as seguintes modificacdes propostas
anteriormente (ZHU et al., 2007): as placas foram cobertas por coldgeno tipo II (20ug/mL,
Chondrex) e incubadas por dezoito horas a 4°C. Os resultados dos ELISAs para deteccao de
anticorpos anti-OVA e anti-coldgeno tipo II foram expressos como somatéria das absorbancias +

Erro Padrao da Média (E.P.M.) em cada grupo experimental.
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4. Avaliacao da proliferacao especifica anti-OVA e anti-Colageno tipo II.

Para avaliar a proliferacdo especifica de linfécitos frente 8 OVA e coldgeno tipo II, os
camundongos foram sacrificados em camara de CO2 para remocdo asséptica do bago e preparo
de suspensdes celulares em PBS. Apds lavagens, os esplendcitos foram ressuspensos em PBS
contendo CFSE (2,5uM), na densidade de 1,25)(106 esplendcitos/mL, e entdo incubados a 37°C
por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se o meio RPMI com 10% de soro bovino fetal (meio
completo) e as suspensdes foram incubadas por 5 minutos no gelo. Na sequéncia, as células
foram lavadas com meio completo por centrifugacdo a 300g, por 10 minutos. Os sedimentos de
células foram ressuspensos no volume original com meio completo contendo S0ug/mL de OVA
ou de CII, e distribuidas em placas de cultura de 96 pocos (200uL/pogo). Antes da adi¢do dos
antigenos, foi efetuada a andlise de uma aliquota das células marcadas com CFSE por citometria
de fluxo FACS Aria (BD Pharmingen), para definir o valor maximo de incorporacdo da sonda.
As placas de cultura foram incubadas em estufa de CO2 5% a 37°C por 96 horas. Na sequéncia,
os sobrenadantes foram coletados e estocados a -80° C para dosagens de citocinas e as células em
cada poco foram fixadas com PBS contendo 1% de formaldeido, transferidas para tubos
apropriados, e analisadas em citometro de fluxo. Os dados individuais foram analisados em
software especifico (FACSDIVA, BD Pharmingem), e os graficos com os valores de frequéncias
celulares obtidas de cada grupo foram elaborados em GraphPad Prism (GraphPad). Em alguns
experimentos, a proliferacdo de linfécitos foi medida pela técnica do MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5 bromidio difeniltetrazolio). Para isso, aliquotas de 10uL do MTT (5mg/mL) foram
adicionadas a cada pogo de cultura, 4 horas antes da interrupcdo do crescimento. A seguir, os

cristais de formazan originados nas células que incorporaram o MTT foram solubilizados pela
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adi¢do de édlcool isopropilico acidificado (0.04N), seguindo-se leitura espectrofotométrica das

placas, a 540nm, em leitora de ELISA. Esses testes foram realizados em sextuplicata.

5. Caracterizacao dos niveis de citocinas secretadas in vitro.
A caracterizacdo dos niveis de citocinas secretadas in vitro foi realizada empregando-se kits
comerciais, de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foram analisadas as citocinas IL-17,

IFN-y, IL-6, IL-10, IL-4 e TGF-f (e-Bioscience) e também IL-12 e TNF-a (BD Pharmingen).

6. Isolamento de células dendriticas, co-cultura com linfocitos T e transferéncia
adotiva.
6.1. Isolamento de células dendriticas esplénicas.

Suspensdes de células esplénicas foram enriquecidas em células dendriticas por
centrifugacdo em gradiente de BSA (Albumina Bovina, Sigma; d=1,08 g/mL), a partir de
suspensoes de células esplénicas de camundongos que ingeriram ou ndo OVA, de acordo com
indicacdes anteriores (STEINMAN et al., 1983; LEVIN et al., 1993; NUNEZ, 1999). Em seguida
as DCs foram marcadas com esferas magnéticas recobertas com anti-CD11c e isoladas por
passagem em coluna em campo magnético, seguindo as recomendacdes do fabricante (Miltenyi
Biotec, Alemanha). Brevemente: Os bagcos dos camundongos foram removidos e incubados em
meio HBSS livre de célcio e magnésio, contendo 1mg/mL de colagenase (tipo IA — Sigma), por
20 minutos, a 4° C. Em seguida, os 6rgidos foram homogeneizados e as suspensdes celulares
lavadas duas vezes por centrifugacdo a 200g por 10 min. Os sedimentos obtidos foram

ressuspensos na solucdo de BSA e centrifugados a 250g, a 4° C, por 40 minutos. As células da
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interface meio/BSA foram coletadas, lavadas, incubadas com esferas magnéticas recobertas com
anti-CD11c (Miltenyi Biotec, Alemanha) e separadas seguindo as recomendag¢des do fabricante.

As células dendriticas isoladas foram postas em cultura na presenca de OVA (Conalbumina,
50pug/mL, Sigma) e incubadas a 37° C, e 5% de CO2, por 18 horas. Para avaliar a frequéncia de
células expressando proteinas de superficie tipica de células dendriticas, uma aliquota das células
pulsadas foi marcada com os seguintes anticorpos conjugados com fluorocromos: 1) anticorpo
anti-CD11c de camundongo conjugado com aloficocianina (clone-HL-3/APC; PharMingen, BD
PharMingen, San Diego, CA, USA); 3) anti-MHC de classe II conjugado com PE, preparado em
nosso laboratdrio (clone TIB229); 4) anti-CD205 de camundongo conjugado com FITC (clone
NLDC-145; Diagnostics Inc, Flanders, NJ, USA). Para avaliacio da presenca de linfécitos T na
preparacdo de DCs, as células foram marcadas com o anticorpo anti-CD3/PE-Cy7 (clone 145-
2C11). Observamos que as suspensdes continham aproximadamente 70% de células CD11c+ e
90% de células MHC classe II+; a frequéncia de células CD3+ foi proxima a 5%. As leituras
foram realizadas em citdmetro de fluxo localizado no Hemocentro da UNICAMP (FACS-Aria,
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A amplificacdo e compensac¢do 6timas foram
determinadas pelo exame de células ndo marcadas e as andlises foram realizadas pelo aplicativo

FCSExpress (DeNovo Software).

6.2. Enriquecimento de linfocitos T esplénicos.

O enriquecimento de linfécitos T esplénicos com colunas de algodao de nylon seguiu o
protocolo indicado anteriormente (SIMIONI ef al., 2004). Para prepara¢ao das colunas, 0,8
gramas de 13 de nylon foram pesados, desfiados e inseridos em seringa de 20 mL. A 1a foi

umedecida com dgua destilada e o conjunto foi esterilizado em autoclave. Em fluxo laminar, a
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coluna foi equilibrada com meio RPMI completo aquecido a 37°C, pressionando-se a 1a para
liberar as bolhas de ar. Apds drenagem do excesso de meio, adicionaram-se as células esplénicas,
provenientes de animais naive e artriticos, ressuspensas em meio completo. Em seguida, mais
3mL do meio foram adicionados para evitar ressecamento. A coluna foi coberta com papel
aluminio estéril e incubada por 30 minutos a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2. Em seguida, a
coluna foi alimentada com meio completo para a eluicdo dos linfécitos; os primeiros 15 mL
drenados correspondem a fracdo rica em linfocitos T. A fracdo rica em linfécitos foi centrifugada
a 300g por 6 minutos e o pellet ressuspenso em meio completo. A viabilidade celular foi
verificada e a suspensdo foi ajustada para 1,25x10° células/mL, Uma aliquota foi retirada para
marcacao de proteinas de superficie e analisadas por citometria de fluxo em equipamento FACS
Aria (BD Pharmingen); as células restantes foram marcadas com a sonda CFSE como descrito

acima.

6.3. Co-culturas

As células dendriticas (DC) e os linfécitos T (T) foram semeadas em placas de cultura de 96
pogos na propor¢do de 1 DC:10 T, em meio completo suplementado com os antigenos OVA ou
CII a 50ug/mL, e incubadas a 37°C, por 96 horas em estufa de CO2 5%. Em seguida, as células
em cada poco foram fixadas com PBS contendo 1% de formaldeido, transferidas para tubos
apropriados, e analisadas em citdmetro de fluxo. Os sobrenadantes das culturas foram coletados e
estocados a -80°C até sua utilizacdo em reacdes de ELISA para quantificagdo de citocinas como

descrito acima.
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6.4. Transferéncia adotiva de células dendriticas.

Camundongos naive e tolerantes a OVA foram sacrificados e seus bacos retirados para o
preparo de suspensdes celulares. As células dendriticas esplénicas foram isoladas por selecao
positiva empregando-se esferas magnéticas recobertas com anti-CD11c, seguindo o protocolo
descrito acima. Trés doses de 5x10° DCs purificadas foram transferidas adotivamente para
camundongos dos grupos experimentais previstos (item 1) aos 6, 4 e 2 dias antes da imunizacio

com coldgeno + OVA, por via endovenosa pelo plexo retro-orbital

7. Citometria de fluxo.

As células T esplénicas nas culturas foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados
com fluorocromos para andlise por citometria de fluxo. Foram utilizados os seguintes anticorpos:
anti-CD3 (Clone 2C11, marcado com Percp-Cy3.5), anti-CD4 (clone GKI1.5, IgG2b de rato
marcado com PECy7), anti-CD25 (clone PC61.5, marcado com PE) e seus respectivos controles
isotipicos. As marcagdes intracelulares seguiram o protocolo proposto pelo fabricante, utilizando-
se os seguintes anticorpos anti-FOXP3 (clone FJK-16s, marcado com APC), anti-IL-17 (clone
eBIO17B7, marcado com APC ou PE), anti-IFN-y (clone XMG1.2, marcado com APC ou PE) e
anti-IL-10 (clone JES5-16E3, marcado com PE) e seus respectivos controles isotipicos, todos
adquiridos da eBiosciense (San Diego, CA). As preparagdes foram analisadas em citometro de

fluxo FACS-Aria (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).
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8. Dosagem de proteinas pelo método de Lowry modificado.
As dosagens de proteinas nas amostras foram realizadas de acordo com o método de Lowry,
modificado por Hartree (HARTREE, 1972), empregando-se como padrio solu¢des de albumina

bovina altamente purificada (BSA; Sigma), em concentragdes que variaram de 20 a 100 pg/mL.

9. Analise estatistica.
Os resultados foram analisados pelo teste t de “Student”, determinando-se como
estatisticamente significativas as diferencas com valores de p<0,05. Para a elaboracdo dessas

andlises, foi utilizado o Software GraphPad Prism.
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Ingestdo de OVA por via oral reduz os niveis de anticorpos em animais desafiados por via

parenteral.

Conforme ilustrado na figura 1, a administracdo de OVA na dgua de beber (4mg/ml), por
sete dias consecutivos, foi capaz de reduzir significativamente a secrecdo de anticorpos séricos
especificos em camundongos BALB/c desafiados com OVA por via intraperitoneal. E possivel
observar ainda que a ingestdo de OVA ndo desencadeou a produgdo de anticorpos séricos

especificos em niveis detectaveis nos animais tratados com o antigeno pela via oral.

A administracao de CII+OVA induz alteragoes inflamatorias em articulacoes de camundongos
BALB/c

Para estabelecer o modelo de artrite induzida por colageno tipo II de galinha (CII) + OVA
em BALB/c, camundongos machos foram imunizados por via subcutinea com trés doses de
100pug de cada antigeno, emulsionados em adjuvante completo de Freund (ACF). Com esse
protocolo, foi possivel observar o estabelecimento de sinais de artrite, representados pelo edema
de pata, mensurado pela tomada de espessura das patas (Figura 2), e alteracdes histologicas do
tecido articular dos joelhos (Figura 3).
Como ilustrado na Figura 2, a partir da administracdo da segunda dose de antigeno, aos 22 dias,
ja € possivel observar aumento significativo na espessura das patas dos animais imunizados em
relacdo a média do grupo controle. O edema de pata nos animais artriticos se mantém de forma
significativa durante todo o periodo de observagdo, que em alguns experimentos foi medida até o

103° dia.
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As andlises histoldgicas ilustradas na figura 3 também revelam altera¢des importantes
ocorrendo nas articulagdes sinoviais dos joelhos de camundongos imunizados com CI+OVA.
Em contraposicdo ao aspecto histolégico normal encontrado na cartilagem sinovial de animais
controles (Naive), observa-se nos tecidos sinoviais de camundongos imunizados (CIA) uma
hiperplasia e hipertrofia de condrdcitos na regido da cartilagem, bem como sinais de erosdo
Ossea. A presenca de condrocitos hipertrofiados, que provavelmente perderam sua funcio
primordial de produzir elementos da matriz extracelular e permitir o crescimento normal da
cartilagem, indica a instalacdo de um quadro de artrite. Ndo foram encontrados infiltrados de

células inflamatdrias nas articulagdes sinoviais avaliadas.
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Figura 1 — Efeito da ingestao de OVA sobre os niveis de anticorpos séricos especificos.
Camundongos BALB/c foram alimentados com solucio de OVA 4mg/mL, por 7 dias
consecutivos e a seguir foram desafiados por via intraperitoneal (i.p.). com duas doses de 10ug de
OVA administradas em intervalos de 14 dias. Os soros foram coletados 7 dias apds a segunda
dose parenteral. Como controles negativos foram usados camundongos nao imunizados (Naive) e
como controles positivos foram empregados camundongos imunizados apenas por via i.p. (OVA
1.p.). Os soros foram coletados 14 dias apds ultima dose de antigeno por via parenteral a
ensaiados individualmente nas diluigdes de 1:100 até 1:12800 para avaliacdo dos niveis de
anticorpos anti-OVA por ELISA. Os resultados foram expressos como média + SEM da
somatdria de densidades Opticas obtidas nas diferentes diluicdes dos soros. Cada grupo foi
composto por cinco camundongos e os dados sdo representativos de dois experimentos distintos

(*P<0.05).
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Figura 2 — Progressio da artrite em camundongos BALB/c. Camundongos da
linhagem BALB/c foram imunizados com trés doses da mistura de CIl e OVA, 100 pg de cada
antigeno, emulsionados em adjuvante completo de Freund (ACF), administradas em intervalos de
21 dias. Camundongos naive foram usados como controles. Os resultados representam a
espessura média das patas = E.P.M., cuja medicao foi iniciada no 22° dia apds aplicacdo da
primeira dose de antigenos para indugdo de CIA. (*) P<0,05 no teste de t de Student, na

comparacdo com o grupo controle. Dados representativos de trés experimentos distintos.
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Figura 3 — Analise histologica das articulacoes de camundongos imunizados com CII+OVA.

Camundongos da linhagem BALB/c foram imunizados com trés doses da mistura de CII e OVA,
100 pg de cada antigeno, emulsionados em adjuvante completo de Freund (ACF), administradas
em intervalos de 21 dias. Camundongos naive foram usados como controles. Aos sessenta dias
ap0s a primeira dose da mistura de antigenos CII+OVA, os animais de cada grupo, naive e CIA,
foram sacrificados e tiveram suas patas dissecadas e descalcificadas para processamento
histolégico. Os cortes de Sum foram corados com H/E. CP: Camada de Proliferacdo, CC:

Camada de Calcificagdao, CO: Camada Ossea.
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Camundongos BALB/c artriticos apresentam elevados niveis séricos de anticorpos anti-CII e
intensa proliferagdo celular especifica in vitro

A imunizacdo de camundongos BALB/c com CII+OVA também resultou na elevacdo
significativa dos niveis de anticorpos séricos especificos para ambos os antigenos, conforme
ilustrado na Figura 4. Da mesma forma, células esplénicas de camundongos imunizados com
CII+OVA proliferaram de modo significativo em culturas conduzidas na presenca de CII (Figura
5, Painel A) ou OVA (Figura 5, Painel B).

O status imunoldgico dos camundongos BALB/c ilustrados nas figuras 4 e 5, juntamente
com os sinais clinicos e histopatolégicos apresentados nas figuras 2 e 3 nos leva a concluir que a
imunizacdo com CI[+OVA induziu o conjunto de elementos que devem estar presentes para se

considerar o sucesso da instalacdo do quadro de artrite.



RESULTADOS

>

*kk

[0 4]
1

Anti-Cll (£D.0O.492nm)

0 T T

‘@\\‘2’ "

Anti-OVA (£D.O.4920m)

10+ *kk
—r=
8_
6
4
2H
0 T T
7]
V\‘é}\\ C}?‘

54

Figura 4 — Niveis de anticorpos especificos em soros de camundongos imunizados com

CII+OVA. Os niveis de anticorpos especificos para OVA e CII foram medidos por ELISA nos

soros de camundongos machos da linhagem BALB/c imunizados com a mistura de CII+OVA

(100pg/mL de cada antigeno). Como controles foram usados os soros de camundongos naive.

Todos os soros foram coletados 53 dias apds o inicio da imunizacdo e ensaiados individualmente

nas diluigoes de 1:100 até 1:12800. As barras representam a média + SEM da somatéria de

densidade Optica obtida nas diferentes das diluicdes dos soros. Cada grupo consistiu de cinco

camundongos e os dados sdo representativos de quatro experimentos distintos (***p<0.005,

comparativamente ao naive).
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Figura 5 — Proliferacio especifica de células esplénicas de camundongos BALB/c artriticos.
Decorridos 60 dias da inoculagdo da primeira dose subcutdnea da mistura de CII+OVA
(100pg/mL de cada antigeno), os animais foram sacrificados e tiveram seus bacos retirados
assepticamente para o preparo de suspensdes celulares individuais, que foram cultivadas em
triplicata por 96 horas na presenca de 50 pg de CII ou OVA. Ao final do periodo, as células
vidveis foram marcadas com MTT e os cristais de formazan dissolvidos com solu¢do de SDS a
5% acidificado. Cada barra representa a média + EPM da densidade Optica obtida nas diferentes
culturas. Cada grupo foi composto por cinco camundongos € os dados sdo representativos de

quatro experimentos distintos (**P<0.01, comparativamente ao naive).
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Alimentagcdo com OVA modula a artrite em camundongos BALB/c

O conjunto de experimentos descritos a seguir teve por finalidade avaliar o papel
desempenhado pelo segundo imundgeno no estabelecimento e na manutencdo do quadro de
artrite. Para isso, camundongos BALB/c tornados artriticos pela inoculagdo de CII+OVA, isto é,
que exibiam edema de pata, niveis séricos aumentados de anticorpos e resposta linfo-proliferativa
especifica para CII, foram alimentados com OV A, no intuito de reestabelecer a tolerancia a CII.
Por outro lado, camundongos naive foram previamente alimentados com OVA e em seguida
desafiados com CII+OVA por via parenteral, para avaliar o efeito protetor da tolerancia oral

OVA sobre a resposta imune a CII. Os resultados obtidos estdo sumarizados nas Figuras 6 a 11.

a- Prevengdo do desenvolvimento de edema de pata

A alimentacdo de camundongos BALB/c com OVA antes do desafio parenteral com a
mistura CII+OVA preveniu o surgimento do edema de pata caracteristico do quadro clinico de
artrite nesses animais (Figura 6, Painel A). Da mesma forma, a alimentacdo com OVA apds
imunizacdo com CII+OV A reduziu de modo significativo o edema ja exibido pelos camundongos
artriticos, que voltaram a apresentar espessura de patas compardveis as de camundongos

controles naive.
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Figura 6 — Efeitos da administraciao oral de OVA sobre os sinais clinicos da artrite. A artrite
foi induzida em camundongos BALB/c machos como descrito previamente. Uma parte dos
animais foi previamente tratada com OVA por via oral 14 dias antes da indu¢do da artrite (grupo
OVA oral + CIA, painel A) ou 28 dias apds a primeira dose de antigeno (grupo CII+OVA, painel
B). Os grupos controles foram formados por animais normais (Naive) e animais artriticos sem
tratamento (CIA). A espessura das patas foi medida rotineiramente para acompanhar o edema
resultante da inflamacdo nas articulacOes apds imunizacdo parenteral dos camundongos. Os
resultados representam a espessura média +E.P.M. dos grupos avaliados nos respectivos dias. (*)
estatisticamente significativos, com P<0,05 na comparacdo pelo teste de t de Student com o

grupo CIA.
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b- Restauracdo da integridade dos tecidos articulares

Os efeitos da administracdo de OV A por via oral sobre os processos histolégicos tipicos
da artrite induzida por CII+OVA estdo resumidos na Figura 7. Em microscopia Optica
convencional, os tecidos articulares dos camundongos naive (Figura 7, Painel A) e dos
previamente tratados com OVA por via oral (Figura 7, Painel D) apresentam a mesma
organizagdo, isto é, recobrindo o 0sso, observam-se cartilagem articular constituida mais
externamente por células em multiplicacdo (condroblastos) seguida de uma camada interna
formada por condrécitos, células diferenciadas produtoras de coldgeno e proteoglicanos. Nas
preparacdes articulares de camundongos artriticos, a camada externa da cartilagem articular
encontra-se bastante reduzida em comparagdo com o controle naive (Figura 7, Painel B),
enquanto que se observa uma restauracdo parcial das caracteristicas histologicas da cartilagem
articular, ainda que hipertréfica e hiperplédsica, em tecidos articulares de camundongos que
ingeriram OV A ap0s a indugdo do quadro de artrite (Figura 7, Painel C).

Em microscopia de luz polarizada, observa-se nos tecidos afetados pela artrite (Figura 7,
Paineis F e G) quantidade elevada de material do tipo coldgeno (corado em vermelho pelo Sirius
red) infiltrando a drea de multiplicacdo de condrdcitos. Essa imagem ndo € vista nos tecidos de
camundongos naive (Figura 7, Painel E) e nem nos de camundongos que foram alimentados com
OVA antes da indugdo de artrite (Figura 7, Painel H), nos quais a maior concentragdo de

coldgeno se localiza préximo ao 0sso.
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Figura 7 — Analise histolégica das patas dos animais artriticos tratados com OVA por via
oral. Aos sessenta dias apds a primeira dose parenteral da mistura de CII+OVA (100pg/mL de
cada antigeno), os animais foram sacrificados e tiveram suas patas traseiras retiradas,
descalcificadas, incluidas em parafina e cortadas em micrétomo (cortes de Sum de espessura). Os
cortes foram corados com Sirius Red para evidenciar as fibras de coldgeno sob luz polarizada. Os
painéis sdo representativos dos resultados obtidos em dois experimentos independentes com o0s
grupos: controle (Naive), artritico (CIA), artriticos e posteriormente alimentados com OVA

(CIA+OVA oral) e previamente alimentados com OVA e tornados artriticos (OVA oral+CIA).
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c- Queda dos niveis séricos de anticorpos anti-CII
Conforme ilustrado na Figura 8, tanto o tratamento prévio quanto o pds-tratamento oral
com OVA reduziu discreta, mas significativamente, a produ¢do de anticorpos IgG anti-CII em

animais desafiados com a mistura de antigenos CII+OV A usada para inducdo de artrite.

d- Reducdo da linfoproliferacdo antigeno-especifica e da produgdo de citocinas em

cultura de células esplénicas e expansdo de células T supressoras/reguladoras

Conforme ilustrado na Figura 9, as respostas in vitro de linfdcitos T esplénicos cultivados
na presenca de CII também foram significativamente mais reduzidas em animais que receberam a
OVA por via oral, antes e depois da imunizagdo parenteral com CII+OV A para indugdo de artrite,
muito embora a linfoproliferacdo tenha sido significativamente mais reduzida nas culturas de
linfdcitos obtidos de camundongos previamente tratados com OV A por via oral.

Entre os linfécitos antigeno-especificos que proliferaram nas culturas, observa-se um
aumento significativo na frequéncia de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ e de células TCD4 IL-
10" (Figura 10, Painéis A e B, respectivamente), bem como a reducio significativa na frequéncia
de células TCD4'IL17" e TCD4 IFN-y* (Figura 10, painéis C e D, respectivamente), em culturas
conduzidas com células esplénicas de camundongos tratados com OVA por via oral, antes ou
depois da inducdo de artrite.

A produgdo de citocinas pro-inflamatorias IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-17, bem como de IL-
12, nas culturas de células esplénicas obtidas de camundongos tratados com OVA por via oral,
antes ou depois da inducdo de artrite, foi significativamente mais reduzida do que no grupo

artritico, com algumas das citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-17) chegando aos niveis observados nas
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culturas de linfécitos do grupo naive (Figura 11, Painéis A-E). Em contrapartida, as citocinas
anti-inflamatérias como IL-10, IL-4 e TGF- foram encontradas em niveis mais elevados nos
sobrenadantes de culturas de esplendcitos de camundongos alimentados com OVA, antes ou
depois da indugdo de artrite, embora apenas o incremento de IL-10 tenha sido estatisticamente
significativo nas culturas dos dois grupos tratados oralmente com OV A (Figura 11, Painel F) e o
de IL-4 e TGF- nas culturas de esplendcitos de camundongos que ingeriram OVA depois de

induzida a artrite (Figura 11, Painéis Ge H, respectivamente).
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Figura 8 — Efeitos da administracao de OVA por via oral sobre a producido de anticorpos
em camundongos BALB/c artriticos. Camundongos BALB/c foram tratados com OV A por via
oral antes ou depois da imunizacdo com CII+OVA por via subcutanea para estabelecimento da
CIA. Sessenta dias apds primeira dose parenteral de antigenos, os camundongos de cada grupo
indicado na figura foram sangrados para a separacdo de soros, que foram ensaiados
individualmente nas dilui¢cdes de 1:100 até 1:12800 para avaliacdo dos niveis de anticorpos por
ELISA. Os dados representam os niveis séricos de anticorpos anti-CII. Cada barra representa a
média + E.P.M. da somatéria das densidades Opticas obtidas nas diferentes das diluicdes dos
soros. Cada grupo consistiu de cinco camundongos e os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes. (*) estatisticamente significativo com valores de P<0,05, na

comparacao pelo teste t de Student com o grupo CIA.



RESULTADOS 63

N
o
]

-
(6]
1

*kk

o
o
1

Proliferagcéo (Fold Change)
>
1

©
o

] Naive 1 CIA @R CIA+OVA oral HEE OVA oral+CIA

Figura 9 — Efeito do tratamento oral com OVA sobre a proliferacao especifica de
linfécitos T esplénicos de animais artriticos. Camundongos BALB/c foram tratados com OVA
por via oral antes ou depois da imunizagdo com CII+OVA por via sc para estabelecimento da
CIA. Aos sessenta dias apds o desafio antigénico, os bacos foram removidos e as células
esplénicas marcadas com a sonda CFSE foram cultivadas na presenca de CII (50ug/mL). A
proliferagdo foi avaliada pelo decaimento da fluorescéncia da sonda na gate de células CD3".
Barras representam a média + E.P.M. de quantas vezes houve aumento da multiplicacdo celular
com base na proliferagdo de células de animais naive. (***) valores de P<0,005 na comparagio

#iHE

pelo teste t de Student com o grupo CIA. (") valores de p<0,005 na comparacdo pelo teste t de

Student com o grupo CIA+OVA oral. Dados representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 10 — Avaliacdo do perfil das células em proliferacdo. Camundongos BALB/c foram
tratados com OV A por via oral antes ou depois da imunizacdo com CII+OVA por via sc para
estabelecimento da CIA. Aos sessenta dias apds o desafio antigénico, os bacos foram removidos
e as células esplénicas foram cultivadas na presenca de CII (50pug/mL) por 96h. As células foram
marcadas ao final do periodo para avaliagdo da frequéncia de Tregs (painel A), células TCD4+
produtoras de IL-10 (painel B), IL-17 (painel C) e IFNy (painel D). Barras representam a média +
E.P.M. das frequéncias observadas. Os valores de P<0,05, p<0,01 e P<0,005 (¥, **, ***
respectivamente) foram considerados significativos na comparacao pelo teste t de Student com o

grupo CIA. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 11 — Efeito do tratamento oral com OVA sobre a producao de citocinas em
culturas de esplendcitos de camundongos artriticos. Dosagem das citocinas IFNy, IL-6, IL-10,
TGFB, TNFa, IL-17, IL-4 e IL-12p40 (painéis A-H, respectivamente) em sobrenadantes de
cultura, empregando Kits de ELISA (e-Bioscience). Os valores de P<0,05, P<0,01 e P<0,005 (*,
*kowkE | respectivamente) foram considerados significativos na comparagdo pelo teste t de

Student com o grupo CIA. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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Alimentacdo com OVA induz células dendriticas capazes de modular as respostas imunes in
vitro a CIl

Os experimentos de co-culturas de linfécitos T e DCs descritos a seguir tiveram por
finalidade avaliar o papel desempenhado por DCs nas alteragdes das respostas imunes observadas
no reestabelecimento de tolerancia a CII induzida pela ingestao de OVA. Para isso, camundongas
BALB/c foram tornadas tolerantes a OVA, de acordo com o protocolo padrdo empregado em
nosso laboratorio e descrito em Material e Métodos. DCs de animais naive e tolerantes a OVA
foram isoladas por selecdo positiva, empregando-se contas magnéticas recobertas com anticorpos
anti-CD11c. Por outro lado, o quadro de artrite foi induzido em camundongos BALB/c machos e
suspensoes enriquecidas em linfécitos T foram preparadas por passagens de suas células
esplénicas em coluna de 1a de nylon. Células T de camundongos naive foram usadas como

controles.

a- Caracterizagdo das células dendriticas CD11c" isoladas de baco
Os perfis fenotipicos das DCs esplénicas, levando-se em conta os marcadores MHC classe
II, CD40, DEC 205, CD80 e CD86, estdo ilustrados na Figura 12. Embora as células CD11c"
representem apenas cerca de 50% nas preparacdes de DCs em ambos os grupos, naive e artritico,
a frequéncia de células TCD3" (linfécitos) foi em torno de 3,5%. Cerca de 100% das DCs
isoladas eram MHCII" e em torno de 85% eram duplo positivas para CD11c e MHCII. Cerca de

40 a 50% das células expressavam CD80 e CD86, respectivamente.
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Figura 12 — Avaliacdo fenotipica de células dendriticas esplénicas isoladas de

camundongas tolerantes a OVA. Células dendriticas esplénicas foram isoladas por contas

magnéticas recobertas com anti-CD11c, de acordo com as recomendagdes do fabricante (Miltenyi

Biotech Inc.). As células foram avaliadas por citometria de fluxo para marcagdo de proteinas de

superficie (FACSAria). As andlise foram realizadas utilizando software FCSExpress (De Novo

Software). Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes. Foram considerados

significativos os valores de P<0,05 (*) na comparagao pelo teste t de Student em relacdo ao grupo

naive.
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b- Enriquecimento de linfocitos T esplénicos
Como é possivel observar no Painel A da Figura 13, cerca de 90% das células recuperadas
apds a passagem das suspensdes de células esplénicas em coluna de 12 de nylon apresentavam
caracteristicas de tamanho e granulosidade tipicas de linfécitos. Cerca de 80% das células dentro
desta gate marcaram com o anticorpo anti-CD3 especifico para linfécitos T (Figura 13, painel B),

dos quais 51% eram CD4" (Figura 13, Painel C).

c- Reducgdo da proliferagcdo de linfocitos TCIll-especificos em co-culturas conduzidas na
presenca de células dendriticas de camundongos tolerantes a OVA

Linfécitos T esplénicos de camundongos naive e artriticos foram cultivados na presenca de
DCs de camundongos naive, tolerantes ou imunizados com OVA, pulsadas previamente por 18
horas com 50ug/ml de CII de galinha, que também foi incluido durante o cultivo. Os resultados
obtidos nesses ensaios estdo ilustrados na Figura 14. Nao se observou diferencga significativa na
proliferacao de linfécitos T naive cultivados na presenca de DCs isoladas de camundongos
tolerantes ou naive, ao contrdrio de culturas conduzidas com DCs isoladas de camundongos
imunizados com OVA por via parenteral, que foram capazes de induzir crescimento significativo
de linfécitos T naive (Figura 14, Painel A). DCs isoladas tanto de camundongos tolerantes quanto
de camundongos imunizados por via i.p. induziram crescimento das células T isoladas de
camundongos artriticos, embora as co-culturas conduzidas na presenca de DCs de animais
tolerantes tivesse sido significativamente menor do que as que continham DCs de camundongos

imunizados (Figura 14, Painel B).
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Figura 13 — Enriquecimento de linfécitos T esplénicos. Brevemente, bacos de camundongos
naive e artriticos foram coletados assepticamente e empregados para o isolamento de fracdo
enriquecida em linfécitos T por coluna de 12 de nylon. As células marcadas com anticorpos
fluorescentes para moléculas de superficie foram analisadas por citometria de fluxo. (A)
Delimitacao da populacdo de interesse por suas caracteristicas de tamanho e granulosidade. (B)
Células CD3" na populacio total. (C) Células CD3*CD4" presentes na gate de CD3". As
avaliacdes foram realizadas em FACS-Aria, e as andlises foram realizadas com o aplicativo

FCSExpress (De Novo Software).
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Figura 14 — Avaliacdo da proliferacao de linfocitos T na presenca de células dendriticas.
Linfécitos T esplénicos isolados de camundongos naive (painel A) ou artritico (painel B) foram
marcados com a sonda CFSE e postos em cultura juntamente com DCs provenientes de
camundongos naive (DCn), tolerantes (DCo) ou imunizados (DCip) com OVA, na presenca de
CII (50pug/mL). A proliferagcdo foi avaliada pelo decaimento da fluorescéncia da sonda dentro da
gate de células CD3" ap6s 96 h de cultivo. Barras representam a média + E.P.M. de quantas vezes
houve aumento da multiplicacdo celular com base na proliferacao de células em auséncia de DCs.
Os valores de P<0,05 (*) e P<0,005 (***) foram considerados significativos na comparacao pelo
teste t de Student com as culturas conduzidas na presenga de DCs naive. Os valores de P<0,05 (#)
foram considerados significativos na comparagdo pelo teste t de Student com as culturas

conduzidas na presenca de DCip. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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d- Expansdo de células T supressoras/reguladoras Cll-especificas em co-culturas com
células dendpriticas de camundongos tolerantes OVA
Entre os linfécitos T naive Cll-especificos que proliferaram nas co-culturas conduzidas na
presenca de DCs de animais tolerantes, observa-se um aumento significativo na frequéncia de
células Treg CD4+CD25+Foxp3+ e de células TCD4 IL-10" em comparagio com as conduzidas
na presenca de DCs naive (Figura 15, Painéis A e B, respectivamente). A mesma tendéncia foi
observada nas culturas conduzidas com linfécitos T de animais artriticos € DCs de camundongos
tolerantes a OVA, embora nesse caso sO tenha sido estatisticamente significativo o aumento da
frequéncia de TCD4'IL-10" (Figura 15, Painéis E e F, respectivamente). Embora a frequéncia de
linfocitos TCD4 IFN-y* Cll-especificos tenha sido menor em co-culturas conduzidas com
linfécitos T de animais naive ou artriticos com DCs de camundongos tolerantes ou imunes a
OVA, esses resultados nido foram estatisticamente significativos (Figura 15, Painéis D e H,
respectivamente). Também nao foram observadas diferencas significativas na frequéncia de
células TCD4'IL17" Cll-especificos em co-culturas conduzidas com linfécitos T de
camundongos naive e artriticos € DCs de camundongos tolerantes ou imunes a OVA (Figura 15,

Painéis C e G, respectivamente).

e- Alteracoes na produgdo de citocinas em co-culturas de células T Cll-especificas com

células dendriticas de camundongos tolerantes OVA

Como € possivel observar na Figura 17, o cultivo de células T naive ClI-especificas com

DCs de camundongos tolerantes a OVA resultou na reducdo significativa da producio de IL-6
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(Figura 16, Painel C) e aumento da producdo de IL-10 e IL-4 (Figura 16, Painéis F e G). O
mesmo padrdo se repetiu no cultivo de células T artriticas Cll-especificas com DCs de
camundongos tolerantes a OV A, cujos resultados estdo ilustrados nos Painéis K (reducdo de IL-
6), N e O (aumento de IL-10 e IL-4, respectivamente) da Figura 17. A IL-12 sé foi
significativamente mais elevada nas co-culturas entre linfécitos T Cll-especificos de
camundongos naive ou artriticos com DCs de camundongos imunizados com OVA por via

parenteral.
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Figura 15 — Avaliacdo do perfil das células em proliferacdo. Linf6citos T esplénicos isolados
de camundongos naive ou artritico foram marcados com a sonda CFSE e postos em cultura
juntamente com DCs provenientes de camundongos naive (DCn), tolerantes (DCo) ou
imunizados (DCip) com OVA, na presenca de CII (50ug/mL) por 96h. As células foram
marcadas ao final do periodo para avaliacdo da frequéncia de TCD4+ produtoras de IL-17
(painéis A, E), IFNy (painéis B, F), IL-10 (painéis D, H) e Tregs Foxp3™ (painéis C, G). As barras
representam a média + E.P.M. das frequéncias celulares observadas. Os valores de P<0,05,
P<0,01 e P<0,005 (* e **, respectivamente) foram considerados significativos na comparacao
pelo teste t de Student com as culturas conduzidas na presenca de DCn. Os dados ilustrados s@o

representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 16 — Dosagens de citocinas em sobrenadantes de cultura de linfécitos T CII-
especificos. Os sobrenadantes das co-culturas de células T esplénicas e DCs de camundongos
naive, tolerantes e imunizados com OV A, conduzidas na presenca de na CII, por 96 horas, foram
coletados e ensaiados por ELISA de captura para a dosagem das citocinas IFNy, IL-17, IL-6,
TNFa, IL-10, IL-4, IL-12p40 e TGFp, empregando kit comercial (eBioscience). As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste nao pareado de t de Student onde os valores de P<0,05 (*),
P<0,01 (**) e P<0,005 (***) foram considerados significativos na comparagcdo com as culturas
conduzidas na presenca de DCs provenientes de camundongos naive, e os valores de P<0,05,
P<0,01 e P<0,005 (*, ™ e " respectivamente) foram considerados significativos na comparagio
com as culturas conduzidas na presenca de DCip. Os dados representativos de dois experimentos

independentes.
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A transferéncia adotiva de células dendriticas modula a severidade da artrite experimental

Os experimentos relatados a seguir tiveram por objetivo avaliar o papel de células
dendriticas desenvolvidas em resposta imune de tolerancia oral a antigeno ndo préprio (OVA)
sobre o curso da artrite induzida em camundongos BALB/c pela administracdo de CII+OVA.
Para isso, células dendriticas de camundongos naive, imunizados e tolerantes a8 OVA foram
purificadas por selecdo positiva, empregando esferas magnéticas ligadas a anticorpos anti-
CDllc, e entdo transferidas adotivamente para camundongos naive nos dias 6, 4 e 2 antes da
inoculagdo da primeira dose da mistura de antigenos indutores de artrite. Os resultados obtidos

estdo sumarizados nas Figuras 17 a 21.

a- Prevengdo do desenvolvimento de edema de pata

A Figura 17 mostra que a transferéncia passiva de DCs tolerantes para camundongos
naive preveniu o edema de pata que normalmente se observa no quadro de artrite exibido por esse
modelo (Figura 17, painel B). A transferéncia adotiva de DCs naive ndo teve o mesmo efeito

protetor (Figura 17, Painel A).

b- Restauracdo da integridade dos tecidos articulares

Da mesma forma, a transferéncia passiva de DCs tolerantes para camundongos naive
(Figura 18, Painel B e D) preveniu a instalagdo das alteracdes histolégicas que se observa nas
cartilagens articulares de camundongos BALB/c artriticos que receberam as DCs naive (Figura

18, Painel A e C).
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Figura 17 — Progressio da artrite em camundongos BALB/c recipientes de células
dendriticas. Células dendriticas esplénicas de camundongas BALB/c naive ou tolerantes a OVA
foram isoladas por selecdo positiva, usando esferas magnéticas recobertas com anti-CDl1c, e a
seguir transferidas adotivamente aos 6, 4 e 2 dias antes da aplicacdo da primeira dose de
CII+OVA para indugdo de artrite em camundongos BALB/c (N=6). Os grupos controles foram
formados por camundongos normais (Naive) e camundongos artriticos sem qualquer outro
tratamento (N=6). A espessura das patas foi medida rotineiramente para acompanhar o edema
resultante da inflamacgdo nas articulacdes apds imunizagdo parenteral. Os resultados representam
a espessura média +E.P.M. dos grupos avaliados nos respectivos dias. (*) estatisticamente

significativos, com P<0,05 na comparac¢do com o controle artritico, pelo teste de t de Student.
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Figura 18 — Anadlise histolégica das patas dos animais artriticos recipientes de células
dendriticas. Células dendriticas esplénicas de camundongas BALB/c naive ou tolerantes a OVA
foram transferidas adotivamente aos 6, 4 e 2 dias antes da aplicacdo da primeira dose de
CII+OVA para indugdo de artrite em camundongos BALB/c (N=6). Os grupos controles foram
formados por camundongos normais (Naive) e camundongos artriticos sem qualquer outro
tratamento (N=6). Aos sessenta dias apds a primeira dose parenteral dos antigenos empregados
na inducdo de artrite, os camundongos foram sacrificados e tiveram suas patas traseiras retiradas,
descalcificadas, incluidas em parafina e cortadas em micrétomo (cortes de Sum de espessura). Os
cortes foram corados com Sirius Red para evidenciar as fibras de coldgeno sob luz polarizada. Os
painéis sdo representativos dos resultados obtidos em dois experimentos independentes com 0s
grupos: controle (Naive), artritico (CIA), artriticos e posteriormente alimentados com OVA

(CIA+OVA oral) e previamente alimentados com OVA e tornados artriticos (OVA oral+CIA).
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c- Niveis séricos de anticorpos anti-CII
Nao se observou diferengas significativas na produ¢do de anticorpos séricos especificos
anti-CII nos camundongos recipientes de DCs de camundongos naive ou tolerantes a OVA, em

comparagdo com os camundongos artriticos sem outro tratamento (Figura 19).

d- Redugcdo da linfoproliferacdo antigeno-especifica, expansdo de células T
supressoras/reguladoras e producdo de citocinas inflamatorias em cultura de células
esplénicas de animais recipientes de células dendriticas tolerogénicas

Como ilustrado na Figura 20, a transferéncia adotiva de DCs de camundongos tolerantes a
OVA promoveu reducdo significativa da proliferacdo antigeno especifica de células T esplénicas
anti-CII em camundongos BALB/c imunizados com CII+OVA.

Entre as células que proliferaram na cultura, observa-se aumento significativo da
frequéncia de linfécitos Treg Foxp3+ em recipientes de DCs tolerogénicas (Figura 21, Painel A)
e de linfocitos TCD4+IL-10+ nas culturas de células esplénicas de camundongos recipientes de
DCs naive e tolerogénicas (Figura 21, Painel B).

Os niveis de citocinas inflamatérias IFN-y, TNF-, IL-6 e IL-17 estavam mais reduzidos nas
culturas de células esplénicas de camundongos recipientes de DCs tolerogénicas, embora as
diferencas ndo tenham sido significativa para a citocina IL-17 (Figura 22, Painéis A a D,
respectivamente). Por outro lado, observou-se elevacdo dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias
IL-10, IL-4, e TGF-B nas culturas de células esplénicas de camundongos recipientes de DCs
tolerogénicas e de IL-10 e IL-4 nas culturas de células esplénicas de camundongos recipientes de
DCs naive (Figura 22, Painéis F a H, respectivamente). A producdo de IL-12 foi

significativamente mais elevada nas culturas de células esplénicas de camundongos recipientes de
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DCs naive e tolerogé€nicas em comparacdo aos controles naive e artriticos sem outros tratamentos

(Figura 22, Painel E).
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Figura 19 — Efeito da transferéncia de células dendriticas sobre os niveis séricos de
anticorpos anti-CII em camundongos artriticos. Células dendriticas esplénicas de
camundongas BALB/c naive ou tolerantes a OVA foram transferidas adotivamente aos 6, 4 e 2
dias antes da aplicacdo da primeira dose de CII+OVA para inducdo de artrite em camundongos
BALB/c (N=6). Os grupos controles foram formados por camundongos normais (Naive) e
camundongos artriticos sem qualquer outro tratamento (N=6). Sessenta dias apOs primeira dose
parenteral dos antigenos empregados para a indugao de artrite, os animais de cada grupo indicado
na figura foram sangrados para a separacao de soros, que foram ensaiados individualmente nas
diluigdes de 1:100 até 1:12800 para avaliacdo dos niveis de anticorpos anti-CII por ELISA. As
barras representam a média + E.P.M. da somatdria das densidades Opticas obtidas nas diferentes

das dilui¢des dos soros. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 20 — Efeito da transferéncia de células dendriticas sobre a proliferaciao especifica de
células esplénicas de animais artriticos. Células dendriticas de camundongos naive (DCn) ou
tolerantes a OVA (DCo) foram transferidas adotivamente 6, 4 e 2 dias antes da imunizacdo com
CII+OVA por via s.c. para estabelecimento da CIA (N=6). Os grupos controles foram formados
por camundongos normais (Naive) e camundongos artriticos sem qualquer outro tratamento
(N=6). Aos sessenta dias apds o desafio antigénico, os bacos foram removidos e as células
esplénicas marcadas com a sonda CFSE foram cultivadas na presenca de CII (50pug/mL). A
proliferagdo foi avaliada pelo decaimento da fluorescéncia da sonda na gate de células CD3".
Barras representam a média + E.P.M. de quantas vezes houve aumento da multiplicacdo celular
com base na proliferacdo de células de animais naive. (**) valores de P<0,01 na comparacado pelo
teste t de Student com o grupo CIA. (**) valores de P<0,01 na comparacio pelo teste t de Student

com o grupo DCn+CIA. Dados representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 21 - Avaliacio do perfil de células em proliferacido. Células dendriticas de
camundongos naive (DCn) ou tolerantes a OVA (DCo) foram transferidas adotivamente aos 6, 4
e 2 dias antes da imunizacdo com CII+OVA por via s.c. para estabelecimento da CIA (N=6). Os
grupos controles foram formados por camundongos normais (Naive) e camundongos artriticos
sem qualquer outro tratamento (N=6). Aos sessenta dias apds o desafio antigénico, os bagos
foram removidos e as células esplénicas cultivadas na presenca de CII (50ug/mL) por 96h. As
células foram marcadas ao final do periodo para avaliagdo da frequéncia de Tregs (painel A),
células TCD4+ produtoras de IL-10 (painel B), IL-17 (painel C) e IFNy (painel D). Barras
representam a média + E.P.M. das frequéncias observadas. Os valores de P<0,05 e P<0,005 (* e
4% respectivamente) foram considerados significativos na comparagdo com o grupo CIA pelo
teste t de Student. Os valores de P<0,05 (*) foram considerados significativos na comparagdo com
o grupo DCn+CIA pelo teste t de Student. Os dados sdo representativos de dois experimentos

independentes.
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Figura 22 — Dosagens de citocinas em sobrenadantes de cultura de linfécitos T CII-
especificos. Dosagem das citocinas IFNy, IL-6, IL-10, TGFp, TNFa, IL-17, IL-4 e IL-12p40 nos
sobrenadantes de cultura de células esplénicas de camundongos naive, artriticos e recipientes de
DCs naive ou tolerogénicas conduzidas na presenca de CII (50pug/mL), por 96 horas; nos ensaios
foram empregados Kits de ELISA (e-Bioscience). Os valores de P<0,05, P<0,01 e P<0,005 (*,
ek respectivamente) foram considerados significativos na comparagdo com o grupo CIA
pelo teste t de Student. Os valores de P<0,05 (#) e P<0,01 (##) foram considerados significativos

na comparacdo com o grupo DCn+CIA. Os dados sdo representativos de dois experimentos

independentes.
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Neste trabalho mostramos que o quadro clinico de artrite desenvolvido por camundongos
BALB/c imunizados com CII+OVA pode ser modulado pela tolerancia oral a OVA, induzida
tanto de forma ativa, por ingestao do antigeno, quanto passiva, através da transferéncia adotiva de
células dendriticas tolerogénicas. Embora o camundongo BALB/c seja resistente a indug¢do de
artrite pela administracdo de CII bovino emulsionado com ACF, recentemente foi descrito o
estabelecimento de CIA nesta linhagem murina quando uma proteina exdgena ndo relacionada ao
CIl, como KLH ou OVA, ¢ adicionada a preparacio de imundgeno (BACKSTROM e
DAHLGREN, 2007). Os autores desse estudo demonstraram que a artrite em BALB/c se
caracterizava por inflamacgdo articular menos severa do que a induzida em linhagens susceptiveis,
mas nela estavam presentes a vermelhiddo (eritema) e o inchaco (edema), tipicos da doenca.

Por apresentar-se como um quadro brando, logo nas primeiras tentativas de estabelecer o
modelo de artrite em camundongos BALB/c em nosso laboratério, mudamos o método de
avaliacdo da severidade da doenca de escore clinico para mensuracdo do edema de pata,
medindo-se a espessura das patas com o auxilio de paquimetro analégico. Isso nos permitiu
acompanhar o desenvolvimento do quadro inflamatério em camundongos BALB/c, a partir da
aplicacdo da segunda dose de antigenos no vigésimo primeiro dia, o qual se manteve presente
durante todo o periodo de observacdo (60 dias) e prosseguiu até o centésimo terceiro dia depois
do primeiro desafio (dados ndo mostrados).

O exame de cortes histoldgicos da regiao do joelho de camundongos BALB/c desafiados
com CII+OVA confirmaram o desenvolvimento de um processo inflamatério articular tipico da
artrite experimental. Em preparacdes histologicas de tecido de joelhos de camundongos sadios é
possivel delimitar trés regides distintas a partir da luz sinovial: zona de cartilagem germinativa ou

em crescimento (CP), zona de cartilagem hipertréfica ou de calcificagdo (CC) e zona dssea ou de
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ossificacio (CO). As células da zona de cartilagem germinativa s3o principalmente
condroblastos, em pares ou isolados, em proliferagcdo. Na camada de calcificacdo se localizam
células hipertréficas volumosas, com reticulo endoplasmético rugoso e complexo de Golgi
desenvolvidos, refletindo a intensa produgdo e secrecdo de componentes da matriz extracelular.
Nessa regido hd aumento da deposi¢c@o de coldgeno, caracteristico do processo de calcificagcdo. A
ossificacdo observada na zona éssea € acompanhada da morte das células hipertréficas por
apoptose (WOLFF, 2007). Em cortes histolégicos de tecidos de joelhos de camundongos
BALB/c artriticos, contudo, observamos que a delimitacdo dessas zonas nao estava preservada.
Ao contrdrio, observou-se alteracdo na posicao das células hipertréficas, que invadiam a camada
proliferativa. Além das alteragdes estruturais, também observamos hiperplasia das células
presentes nas cartilagens. Dados similares aos nossos, referentes a alteracOes Osseas e
cartilaginosas em articulacdes de animais artriticos, encontram-se descritos na literatura
(OESTERGAARD et al., 2008).

Corroborando os dados de BACKSTROM e colaboradores (2007), também observamos
que os camundongos BALB/c inoculados com CII+OVA apresentaram niveis elevados de
anticorpos séricos e proliferacdo in vitro de linfécitos T ClI-especificos, indicando a participacao
de respostas imunes humoral e celular contra antigenos da cartilagem articular no
desenvolvimento na artrite em camundongos BALB/c, como ocorre em outros modelos
experimentais da doenca (HOLMDAHL et al., 2002; TANAKA-WATANABE et al., 2009).

A tolerancia oral se caracteriza pela supressdo ativa de resposta imune especifica apds
contato prévio com mesmo antigeno introduzido pela via oral (WEINER et al., 1994). No
presente trabalho, mostramos que a tolerancia oral 8 OVA foi capaz de reduzir profildtica e

terapeuticamente a severidade do quadro clinico de artrite induzida em camundongos BALB/c
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pela imunizagdo com CII+OVA. Nossos resultados mostraram que a ingestdo de OVA antes da
aplicagdo da primeira dose da mistura de antigenos preveniu o aparecimento do edema de pata
que se observa no camundongo artritico. De forma similar, os camundongos BALB/c artriticos
que ingeriram OVA por uma semana entre a segunda e a terceira dose de imundgenos
apresentaram reducgdo significativa do edema de patas. Enquanto o tratamento profildtico com
OVA por via oral preveniu o aparecimento das alteragdes articulares observadas em preparagdes
de joelhos de camundongos naive subsequentemente desafiados com CII+OVA, camundongos
artriticos tratados com OV A ap0ds o estabelecimento do quadro mostraram recuperagdo parcial da
organizacao dos tecidos articulares. Observamos ainda redu¢@o da producao de anticorpos séricos
anti-CII, bem como da proliferacdo de linfécitos T CD4+ Cll-especificos nas culturas de células
esplénicas de camundongos tratados oralmente com OV A, na comparagdo com animais artriticos
sem tratamento oral. Entre os linfocitos TCD4+ Cll-especificos presentes nas culturas de células
esplénicas de camundongos alimentados com OVA observou-se a expansdo de T reguladoras
(CD4+CD25+FOXP3+) e de linfécitos T CD4+ produtores de IL-10, bem como a reducdo das
populacdes produtoras de IL-17 e IFNy. De forma semelhante, evidenciou-se aumento
significativo dos niveis de citocinas com papel anti-inflamatério (IL-10, TGFpB, IL-4) nos
sobrenadantes das culturas de esplendcitos de animais tratados oralmente com OVA em
detrimento da secrec@o de citocinas pré-inflamatorias (IFNy, IL-17, TNFa, IL-6, 1L-12). Neste
sentido, encontra-se relatado na literatura o papel essencial desempenhado por IL-17 e IFNy na
manutencao do quadro inflamatério e dano tecidual observados em doengas autoimunes humanas
e experimentais, bem como sua reducdo se associando a melhoria dos quadros clinicos
(KOTAKE et al., 1999a; KOTAKE et al., 1999b; BENNETT et al., 2003; LUBBERTS et al.,

2004; ROARK et al., 2007). A literatura mostra redu¢do do quadro de artrite em camundongos
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tornados tolerantes a CII pela ingestdo prévia da proteina encapsulada em nanoparticulas
biodegraddveis (KIM et al., 2002) ou na forma nativa (MIN et al., 2004). Da mesma forma, a
ingestdo de OVA também foi capaz de reduzir os parametros imunoldgicos da artrite induzida em
camundongos DBA/1, embora os sinais clinicos ndo tenham sido significativamente reduzidos
(BACKSTROM e DAHLGEN, 2004). Nossos resultados, contudo, mostraram que a tolerancia
oral a OVA ¢ capaz de modular de modo profildtico e terapéutico a inflamacdo observada em
cartilagens sinoviais de camundongos BALB/c artriticos, provavelmente por mecanismos
envolvendo a reducdo dos niveis de anticorpos séricos anti-CII e expansdo de células Tregs,
secretoras de citocinas anti-inflamatorias. Infelizmente, ndo pudemos determinar a(s) sub-
classe(s) de IgG que contribuiram para a reducio dos niveis de anticorpos anti-CII nos soros dos
animais tolerantes, mas € possivel que sejam da subclasse IgG2 uma vez que observamos reducdo
de citocinas do perfil TH1 associada ao quadro de melhora da artrite induzida pela tolerancia oral
a OVA. Corroborando esta hipotese, tem-se a reducdo de IgG2a observada por Bickstrom e
Dahlgren (2003) em camundongos DBA/I alimentados com OVA antes da coimunizagdo com
CII bovino e OVA.

Sabe-se que o estabelecimento da tolerancia depende da atuagdo de diversas células com
potencial regulador, dentre as quais se destacam as células dendriticas (STEINMAN e
NUSSENZWEIG, 2002; STEINMAN et al., 2003). Ha relatos indicando que as células
dendriticas também desempenham um papel importante na indu¢do e manutencdo da tolerancia
oral (WORBS et al., 2006; SHIOKAWA et al., 2009). Com base nesse pressuposto, buscamos
avaliar se DCs de animais tolerantes a OV A participavam da modulacdo da resposta especifica de
linfécitos T Cll-especificos. Nossos resultados mostraram que, embora o cultivo de linfocitos T

de animais artriticos com células dendriticas esplénicas isoladas de camundongos tolerantes a
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OVA tenha resultado em aumento da proliferacdo de linfécitos T ClI-especificos na comparagao
com DCs naive, essa proliferagdo foi menor do que a observada nos cultivos conduzidos na
presenca de DCs de camundongos imunizados com OVA por via i.p. A avaliacdo fenotipica
mostrou, contudo, maior expansdo de Treg e células produtoras de IL-10 nas culturas de
linfécitos T naive e artriticos co-cultivados com DCs de animais tolerantes, embora nio tenham
sido observadas diferencas significativas na frequéncia de células produtoras de IL-17 e IFNy
nessas culturas. As culturas conduzidas na presenca de DC tolerogé€nicas mostraram niveis mais
elevados das citocinas IL-4 e IL-10 e mais reduzidos de IL-6 e IL-12 do que as culturas
realizadas na presenca de DCs provenientes de animais naive e imunizados por via L.p.,
respectivamente. Contudo, os niveis de citocinas IL-17, IFNy, TNFa e TGFB permaneceram
inalterados nas culturas, qualquer que fosse a origem das DCs. De modo geral, os resultados
obtidos nos ensaios de apresentacdo antigénica conduzidos na presenca de DCs tolerogénicas se
assemelham aos observados nas culturas conduzidas com células esplénicas de camundongos
artriticos tornados tolerantes a OVA, particularmente aqueles relacionados a expansdo de Treg
Foxp3" e alteracdo do padrio de citocinas secretadas, e indicam que células dendriticas podem
desempenhar um papel importante na modulacdo das respostas observadas nos animais que
receberam OVA por via oral. Por essa razdo, a préxima etapa do nosso estudo foi avaliar se
transferéncia de DCs provenientes de camundongos tolerantes a OVA era capaz de modular a
artrite experimental de forma similar ao observado quando a tolerincia € induzida de forma ativa.

A transferéncia de DCs com perfil tolerogénico vem sendo utilizada em modelos
experimentais para avaliar seu papel em autoimunidades e alergias (KO et al., 2009; LU et al.,
2011). Contudo, as DCs empregadas na modulacdo da artrite induzida por coldgeno (KO et al.,

2009) e na alergia experimental (LU et al., 2011) foram isoladas de animais desafiados ou eram
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células pulsadas com o antigeno préprio desencadeador das respostas inflamatérias. Em nossos
estudos, as DCs tolerogénicas foram obtidas de camundongos isogénicos tolerantes a OVA, uma
proteina ndo relacionada quimicamente ao coldgeno tipo II. Nossos resultados mostraram que a
transferéncia de DCs tolerogénicas produzidas em resposta a OVA, mas ndo de DCs naive,
preveniu o edema de patas em camundongos imunizados subsequentemente com a mistura de
antigenos CII+OVA, e que as estruturas de suas cartilagens sinoviais encontravam-se bem
preservadas. A transferéncia de DCs tolerogénicas, no entanto, ndo afetou de modo significativo
os niveis séricos de anticorpos anti-CII entre os grupos. Resta-nos, contudo, avaliar a eventual
mudanca de isotipo dos anticorpos anti-CII ap6s a transferéncia adotiva das DCs tolerogénicas.
Por outro lado, a proliferacdo de linfécitos T esplénicos de camundongos artriticos
recipientes de DCs tolerogénicas em resposta ao CII, foi menor do que a de linfécitos T de
animais artriticos, mas com expansao significativa de linfécitos Treg Foxp3+ e células TCD4+
produtoras de IL-10 em detrimento de células produtoras de IFNy e IL-17, na comparagdo com as
culturas de células de animais artriticos ndo tratados com DCs. De forma semelhante, as citocinas
liberadas evidenciam mudanca no perfil de secrecdo, tendo havido aumento predominante de
citocinas anti-inflamatorias e redugdo das pré-inflamatérias nas culturas de células esplénicas de

camundongos artriticos recipientes de DCs tolerogénicas.

Tomados em conjunto, nossos dados mostram que a artrite experimental pode ser
modulada pela tolerancia oral a uma proteina nao relacionada, como a OVA, induzida tanto de
forma ativa (ingestdo voluntdria) quanto de forma passiva (transferéncia adotiva de células
dendriticas). O desencadeamento de artrite em animais geneticamente resistentes abriu novas

perspectivas para o entendimento de casos humanos de artrite reumatoide em individuos



DISCUSSAO 91

portadores de HLLA de classe II considerados nao susceptiveis. Do mesmo modo, a modulagdo da
CIA pelo encontro com o antigeno ndo préprio por via oral reforca a importincia da manutencio
de ambiente tolerogénico nas mucosas, como um meio de prevengdo as respostas autoimunes. A
despeito dos nossos achados confirmarem um papel para a tolerancia oral ndo especifica na
artrite, os possiveis mecanismos subjacentes ao fendmeno ainda precisam ser mais bem

estudados.
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Nossos resultados indicam que a inducao de tolerancia a uma proteina nao relacionada ao
CII proprio € capaz de modular a resposta inflamatdria da artrite experimental, e que células

dendriticas desempenham papel importante nos fenomenos observados.
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