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RESUMO

Tuas llmhaaans de camundengor egtido em pr
seleCdc para susceptibilidade (linhagem 2T)Y e recg:
(linhager ET) & t0l63urC1a oral. 0Os acasalamento se
inlcrarar de uma populagdc Fo, enelicamente he
originada do intercruzamentc de oito linhagens
escolhidas por suas origens distintas: 3, DBA,, P, EWR, 8JL,
CRA, Ealhk/o e CL7Blg. Sete dias apds administracio
intragastrica de 5 mg/0,2 ml de proteina soluvel, camundongos
de 2 & 3 meses de i1dacde foram imunizadeos intraperitonsalmente
(ip) com 100 pg/0,2 m) dos antigencs correspondentes. Os
titulos vidusis de anticorpo, EXPressos como logy Cda mais
aite dil : nde una reagdo pesitiva, foram medidos
pelo  te: naciko passiva 14 e 28 dias apds a
imunlizaci:

Ds fendtipos extremeos correspondendo acs maiores e
menores titulos foram escolhidos e, os camundengos acaszlados
@vihandomse: & unido entre irmdcs. A segunda prele de cada

azal fol usades como controle e, imunizada apenas por via ip
para avaliagdo de imunocompeténcia dd geraglc correspondente
e, pare evitar a gelegio de canundongos nio-respondedores,

Puas proteinas heterélogas, albunmina de ove de

galin (OVR) 2 soro-albumina bovina {(BZ2), foram alternadas
e g Zep consecutivas de fcrme a evitar a interfsréncia de
antic op ftransmitidos maternalmente. Uma distribuigic nermal
de titules de anticorpoes foi observada na populagido V@ pré-
trat & imunizada com C» . 08 titulos aglutinantes oscilaran
de 4 = 14 logo, com uma media (X} de 10,12 e variéncia (V) de
4,67, Diferengas interlinhegens altamente significantes foram
observadas nos descendentes Fy, com X = 9,50 & 2,08 para ST e
¥ = 13,02 * 2,92 para RT. 0Og valores de herdabilidade média
(hz) forarm 10% e 23% para as linhagens 8T e RT respectiva-
mente. I importante enfatizar gue ndo hd diferenca significan-
te ne sezunda pralw controle, entre azs linhagens 8T & RT.
Tetes resultados indicam contrcole poligénico da ifolerincis e
indican & viabd l dade de ums experiéncia de selegdo.
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ABSTRACT

Two lines of mice are in the process of selection
for gusceptibility (TS line} and resistance (TR line) to oral
tolerance. The selective breeding was started from a highly
genetically heterogeneous Fg population consisting of the
balanced intercrossing of eight inbred lines chosen for this
distinct crigin: A, DBA,, P, SWR, S8JL, CBA, Balb/c e C57Blg.
seven days after intragastric administration of 5 mg/0,2 ml
solute protein, 2-3 months old mice were immunized
intraperitoneally {ip) with 100 pg/0,2 ml of the corresponding
antigen. The individual antibeody titers, expressed as logy of
the highest serum dilution giving a positive reaction, were
measured by the passive hemagglutination test 14 and ZE8 days
after immunizaftion.

The highest and lowest extreme phenotypes were
chosen and mice were bred avoiding brother x sister meetings.
The second coffspring of each couple were used as control and
only immunized ip to evaluate the immunocompetence of the
corresponding generation and %o ascertain the non-selection of
non-responder mice.

Two non-cross-reacting heteroclogous proteins, hen
ovalbumin (OVA) and bovine serum albumin (BS&), were
alternated in consecutive even and other generations 1in order
to avoid the interference of maternally transmitted
antibodies. A normal distribution of antibody titers was
observed in the Fpy population pretreated and immunized with
OVA. The zgglutinin titers ranged from 4 to 14 logyp, with a
mean (%) of 10,12 and 4,67 variance (V). Highly significant
interline differences were observed in the F, descendents,
with a ¥ = 9,85 + 2,68 for T8 and X = 13,03 * 2,92 for TR
line. The mean herdability (hz) values were 10% and 23% for
the TS arnd TR lines, respectively. It should be stressed that
there wae no significant difference in the control second
offspring between the TS and TR lines. These results indicate
polvgenic control and predict the feasibility of a selection
experiment .
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1 - INTRODUGAO

A wvariacéc genética & A caracteriztica  mais
importante das populag¢les e, a base sobre a gual atua a
selec&o natural. SBegundo Darwin "em um mundo de recursos
finitos, algung organismos fardc uso mals eficiente destes
recursos para preoduzirem sua progenie e, deixar&o mais descen-
dentes Jgue seus parentes menos eficientes". Esta definicdo
enfatiza a probabkilidade de sobrevivéncia (viabilidade) desde
a concepgdo até a i1dade reprodutiva, como um componente da
capacidade adaptativa do indiviéuo a um determinado ambiente,
asgim comc sua habilidade reprodutiva.

A base genética inicial para se compreender a agao
da selegdo natural fol dada por Mendel, gue colocou é&nfase nas
variagdes entre os individuos de uma mesma familia e, ideali-
zou suas lels estudando caracteres em classes fenotipicas dis-
tintas onde a2 substituicic de um alelo por outro leva a uma
grande mudan¢a fenotipica (distribuic¢do descontinua). Estas
grandes diferengas fenotipicas, tornam pouco importantes a
participac¢ic do ambiente e de peguenas diferencas genéticas
entre os individuos e, toda variagdo &€ vista como exclusiva-
mente genética.

A selecdo natural atua através da sobrevivéncia e
reproduc@o dos individuos {valor adaptativo). 8e a&s diferencas
de wvaler adaptativo estd3oc de alguma forma associadas com a3
presenge cu ausdneia de um gene particular nco genétipo do
individuo, entdo a selegdc opera naguele gene. Assim, um gene

que aumeéente o valor adaptative meédio dos individucs gue ©



carregam provocara o aumento de sus préopria freqidnecias na

Este € o tipo de selegdo ascunide por Darwin como &

principal ceusa de evolugs
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mundo bioldgico. Por
cutre lado, se um gene reduz a aptidic dos individuos devido
ac seu efeito deletério na viabilidade ou fertilidade, ele
tende a ser eliminado. Entretanto, estes genes que aumentamn ou
diminver a aptididco, ndo atuarm discociadamente dos  outros
genes . Desta forma, a viabllidade de um gendiipo € uma

propriedade da populagic. Uma medida eficlente do valor

adaptative de  um  dedo  gendtipe, exige um  coniunte de

n

individunos homorzigotos em relagio ao respectlivo locus, mas com

distribuicis a0 acaso dog outros genes, a fim de gue seja
testadn a sua contribuicio & adaptabilidade, em combinag¢ic com
todos os outros genes do patrimbnioc genético da espécie, o que
¢ impossivel.

FPor ouitro lado, o obieto da mudanga evelutiva sao
exatamente agueles caracterss para 05 guals & substituicio
gé&nica individual permite apenas leves diferencas no fendtipo.

Francise Galton tentou construir um modelce de heranga

13

,D,
s
1)

sesdo no ¢grau de gemelhangs entre o

e
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filhos e seus pais. A

el de Galteorn de "Regressdc Filial' da énfase ao fato de gque

-t

ows filhos de pais com fendtipos extremos ifendem a refornar a
média da geragdo parentel. O esguema de Galton depende

intelramente da re
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heranca de Galton sdo continuas e se devem muito provavelmente
& peguenas mudangas no fendtipoe come censeglinoia do acumulo
do peguens efeitc de variocs genes 2 da agfc ambiental. Nestes
CRAEOE, ¢ impossivel <caracterizar os individuos por seu
fendtipo, 3& que diferentes gendtipos produzem fendtipos
superpostes, 1sto é, os gendtipos particulares néc podem ser
identificsdos.

Os modelos genéticos utilizados para explicar a
variagdo guantitativa, levam em conta a existéncia de um
grande numero de genes. F assumido gque muitos genesg

olimérficos presentes na populagdc afetem © carater e, gue

cada alelo relevante em varios loci inderendentes, tem efeito
aditivo. & variacio fenotipica de individuos portadores de um
mesmo gendtipe é considerada como sendc devida a efeito
ambiental. O somatérico do efeito de cada alelo relevante,
associade aco efeito ambiental, é responsédvel pela expressic do
fendtipo individual e, a variagido total depende entd3c dos
efeitos dos alelos, de suas fregiifncias na populacdo e, da

magnitude do efelto ambiental.
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e organismes superiores somente sob circunstlncias especiais
come linhagers com genoma uniforme, ou de andlise fenotipica a
nivel &c produto do gene. A descrigido de gue os fendtipos de
uma carzcteristica guentitativa s&o consegléncis apenas do

efeiteo aditive de genes isclades, na verdade se utiliza do
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Foi proposte por FISHER (1830) gue a selecdo natural
poderia faverecer a ligagdo de dois genes influenciandoe o
mesno polimorfieme. Desta forme, lovl contiguos poderiam for-
mar blocos de alelos em segmentos cromossdmicos gue poderiam
incluir bracos cromessdmicos ou  Ccromossomos inteiros. A
selecdac natural favoreceria a ligagéo entre eles, dificultando

o surgimentoe de recombinantes e, assim seriam preservados

certzs ecombinacles oBnicas polimérfzcas, possuldoras de uma
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ncia potencial do valor adasptetive (LEWONTIN, 1974). Em
resumo, genes nas populacgdes ndo existem em combinacdes com-
pletamente ac acaso com outros genes (exemplo: o complexo
principal de histocompatibilidade - MEC). 0Os alelos em m
locus segregam em um contexto gque inclul uma grande quantidade
de correlac3c com a segregacidc de outros genes em locid
vizinhos. Segmentos cromossdmicos raelevantes podem ser
tornados homozigotos com distribuigdo ao acasc dos  genes
restantes, e o efelto destes segmentos pode ser mensuravel. Um
modelo de heranga guantitativa teria tambem que levér em conta
a ligagdc entre genes polimdriicos constituindo grupos
poligénicos de grande valor adaptativo.

Como as caracteristicas bioldgicas gerais envolven

vadrice trago

mn

., um organismo bem adaptado & um dado amblente,
segurndo FISHER (1930) reguer o ajustamento simulténeo destes

trzcos,. As diferengas genéticas er todos c¢s loci, como
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relativa de cada tra¢o para o valor adaptativoe, a pressio

seletive scobre cada um desteps tragos & conflitante e,

s

selegio natural atua no sentido de manter a integracido entre

1

os sistemas poligénicos. Comeo enfatizado por Darwin, a pressio
aplicada a um carédter tem necessariamente efelto gendtico
gobre outros.

Como  consegiéncia da complexidade dos  sictemas
bhiclégicos, cgrande parte da informagZo relevanite de caracteres
quantitativos nédo pode ser mensurada. A uUnica informagéo
obtida de imediatc em uma populac&c consiste de mudancas
feriotipicas individuais de uma ou mais gerag¢des e das relagdes
de parentesco entyre seus membros.

Para o estude do contrele genético de caracteristi-
cas gquantitativas, o pontoe de partida € & descrig¢io da sua
variacdo bioldgica e a tentativa de caracterizag¢fo de seus
componerntes, a saber genético e ndc-genético (VF = VG + VE). A
“contribuicdc ndo-genética (variagdo ambiental, VE)} inclul toda
fonte de vwvariacgdo, exceto aguela originada pelas diferengas
genotipicas entre os individuos.

b varifincia genética (VG) pode ser fracionada
levando-se em conta o efeitc aditivo dosg geneg relevantes
(VvA), da relag¢lBo de domindncia entre os alelos (VD) e da
intera¢dc epistdtica entre og diferentes loci (VI}, dal:

VF = VA + VD + VI + VE.
L varid@nociaz aditiva no entanto, € o uUnico componente da

varifncis gendtica gue pode ser estimado diretamente dasg
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bacicamente a propriedade do gene enquanto gue dominédncia e
epistasia sdc propriedades das relatfes entre aleles de um
mesme locus e de logl diferentes. Come o5 individuos parsntails
contribuen com gencmas hapléides para a constituigdo génica da
geragdc seguinte, as combinagBes epistaticas, assim Ccomo
aquelas envolvendo relagdes de dominéncia, s8o desfeitas
durante a reprodugic para seren refeitas em diferentes
combinacfes na populacgidc de genétipos na geraglBo filial.

ssim, contribul essencialmente para ¢ progresso sob selegdo,
o parental com valor fenotipico superior & meédia de sua
geracdo, como consegliBncia do efeito aditive de seus genes,
embora, come visto acima, outros mecanismos genéticos possam
contribuir para a variabilidade.

L mais importante propriedade de um carater métrico,
denominada herdabilidade {hz}, a gual &€ a proporgioc da varién-
cia total gue € atribuida aos efeitcs médics dos genes, é
definida entdc come a fracdo da varidncia total na populagéc
gque & devida a diferencgas genéticas aditivas.

O estudo genético de uma caracteristice gquantitativa
«é pode ser felito por selegdo direcional. Darwin postulou a
existdncia deste tipe de selegdc, para explicar mudancas
evolutivas na natureza. A seleg¢fo direcional na natureza, é
restrita a cituagbes em que uma espécie enfrenta o impacto
brusce de um novo ambiente.

Um programa de selecdc direcional artificial permite
a cbtencio de informacBes nuitce Utelsg sobre caracteristicas
adaptativamente importantes. Este tipo de seleclo artificizl &

f R P, &1
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do fenétipos semelhantes. A finalidade deste tipo de acasala-
mento & modificar a fregléncis oérnice da populacglo inicial,

relo aumsntoe da probabilidaeds de acasalamentos dos fer

o

Ctipos
extremos. Desta formz € poesivel o actmuleo das caracteristicas
deseidveis pelo aumento da homozigose apds varias geracgles de
selecdc. Os genes nado ligados aocs alelos zob sele¢do permane-
cerfo, em suUas maloria, segregando, sem alteracio sensivel de
suas freqilfncias génicasg. T possivel ent&o, diferente dos
animals isogénicos, a analise individual de segregantes Fop e
retrocruzados que reproduzenm as populag¢des naturais, permitin-
do assgim o estude comparative entre populacgdes geneticamente
homogéness e heterogéness.

J& as linhagens isogénicas, com modificagdes conhe-

cidass, embora extremamente esclarecedoras en relag8c ao efeito

Qs
[

e alguns genes sobre as caracteristicas estudadas, € limitan-
te na medida em gue estas nac abarcam a amplitude de variagao
observada numa populagdc natural e, conseglentemente, nio
permitem um estudo global do cardter e seu controle genético

(MOUTON et al., 1985; MOUTON et &l., 1%88).
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;30 genética da resposta

imune ten sido realizada nas duas formas de expressido:

[}

gualitativa, a nivel do  individuo, pela utilizagdo de

linhagers igogénicas e, gquantitativa, & nivel de populagles
hetercgéneas e de linhacens geneticamente selecionadas.

2 utilizacic de  linhegeng isogdnicas permitiu  a
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B, controlam o reconhecimento especifico de poelipeptideocs

sintéticos de heterogeneidasde limitada, proteinas neturais

3

ompleras administradas em doses limitrofes de estimul o

i

m

{onde somente o determinante mails potente € imunogénico) e
aloantigenos que diferem do propric somente por detalhes na
estrutura molecular. Controlam, portanto, a resposta humoral
ou celular a um unico ou a poucos epitopos. Eles determinam
entdc, o carater regpondedor ou ndc respondedor do animal
ipunizado {LEVINE et al., 1963; McDEVITT & SELA, 1965; VAZ &
LEVINE, 1970; SACHS et al., 1877).

o estude da regulacio geral e gquantitativa da
resposta imune tem side possivel através da produgdo de
linhagens de camundongos beas e méds respondedoras a imundégencs
naturais complexos administrados em doses Sdtimas, condigles na
qual a fase de reconhecimento a epitopos imunodominantes nao &
restritiva.

Estas linhagens foram obtidas por acasalamentos
seletivos bidirecionais, a partir de populagdes de camundongos

geneticamente heterogéneas, tendo comc carater fenotipico

m
i

zelecionader a producio maxima ou minima de anticorpos em
resposta aos antigenos escolhidos em condigles de imunizagdoc
previamente estabelecidas (BICZZI et al., 187%a).

Og laboratériocs de Imunclogia do Institutoe Bioldgico
de S30 Paulc e Imunogenética do Institutce Curie de Paris, tra-
hzlhando coniuntamente, obiiveram cinco selegfes independen-

tes, usando diferentes antigenos: eritrdcitos heterdlogo
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{gelecio I- BIOCZT et al., 1974; selesdo II - FEINGOLD et al.,
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cdou 11T e IV - SIQUEIRA et al., 1976) e proteinas heterdlogas

{gelegan V - PAEEOD et zl 1977

P loe

A hetercgeneidade genétics, configureda na distri-

buicdc normal do carater, das populagbes originais (Fe)

o

jo N
o

&
cince selecdes foi medida através da variéncia fenotipica (VF)
e de seus componentes genético (VG) e ambiental (VE). A
varifncia genética das populagdes 1inicials (VGFp) fol conse-

a digtribuicdoc alesatdria dos alelos de alts e baiza

ﬁ‘\}i
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gliénciza
produgic de anticorpos.

L divergBncia progressiva entre as linhagens de boa
(HY e mé& resposta (L) em cada uma das sele¢des, ao lado do
derréscime de suas varidncias fenotipicas, evidenciaram =
poligenia do carédter. Quando a separacgfo mdxzima interlinhagem
fai obtide, a continuidade dos cruzamentos nfc altercu mais a
divergéncia e, a varifincia fenotipica se manteve constante.
Neste ponto, atingilu-se ¢ limite de selegfc, ou seja, as
linhagens foram consideradas homozilgotas para todos os loci
reguladores do cardter (BIOZZI et al., 197%a).

As cincce selecfes mostraram similaridade nos varios
pardmetros genéticos, tals ceme valores semelhantes para as
herdabilidades realizadas (h2 = 0,20) e varifncias genética e
ambiental ao redor de 50%. A estimativa do nimero de loci (n},
feita 5 partir da andlise das médias e varifincias dos titulos

de anticorpos das linhagens parentais, de hibridos Fq, segre-

cantes Fo e retrocruzados, confirmou gue a caracteristica
"minteoe guantitative de gnticorpos” estd submet ida z
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varics locil independentes (BIOZZI et al., 19%7%x; RIOZZI et
al., 1980, SANT'ANKHA et &1., 1982,

Er cada selecdo, o= titulos de anticorpos produzidos
contra o imundgencs selecionadores gdo gempre muiio mais
elevados nas linhagens H do gue nas L. Esse efeito opers
também em diferentes graus, conforme & selecdc e o antigeno
analisado, na resposta humoral contra muitos oultros IMUNGGEnos
naturais (efeito multiespecifico).

Apesar da modifica¢do induzida nestas linhagens ter
cororrids aon nivel de regulagdc da producgdo guantitativa de

anticerpos, a amplitude varidvel desse efelto e do numero de

ft

loci estimados sugere gUe grupos génicos néc eguivalentes

S

tenham side afetados pelos Varios processos seletivos,
pogsivelmente em fung¢doc do antigeno selecionadcr e do proce-
dimento ds imunizagdo utilizado durante o procecso seletivo
(SIQUEIRA et al., 1977; BIOZZI et al. 197%a; BIOZZI et al..
198%2; SANT'ANNA, 1979; SANT'ANNA et al., 198Z).

kR investigacdo da regulac¢do genética da tolerdncia

imuncldégica tem sido realizada apenas em  seug aspectos

)]

gualitativ & ser definids como

O

. A tolerdncia imuncldégica po
a capacidade dos organismos em desenvelver um estado ativo de
impedimento da regposta imune humoral ou celular. Assim, ©

egtade tolerante nic significaria incapacidade para responder

)

imunoleogicamente. Normalmente doils grupcs s8o distinguidos: os

gusceptivels e os resistentes & toleréncis.
Eoosuvsceptibilidede ou  resisgténcia & toleréncia

TwmuirtolAoion & tamibéem influene 2 ST gerios lioacos ao MHEO

it oG iTa & Uonbem Lrniluenclada pol gelledb L203006E8 0 Mnhy,



E conhecido gue os genes de resposta imune (Ig)
ligadog ao MHC exercem seu efeito via meléculas de classe 17,
as Qguals $a0 ewpresgas nas células apresentadoras do antigeno
(APCY, provendo assim o contexto para o reconhecimento de
antigenos pelas células T (ROSENTHAL & SHEVACH, 1975; YANO et
al., 1977). Né@o apenas a ativacgdo de células Th € restrita ao
MHC, como também a ativagac de células Tg depende da
apresentac¢ic do antigeno no contexto de moléculas de classe II
({TARDA et al., 1976). No entanto, células Th reconhecem ©
antigenc no contexto de moléculas produzidas pela regidoc I-A
do H-Z, e ceélulas Tg o0 reconhecem nco contexto de moleculas da
regifo I-E {BAXAVANIS et al., 1982). Os autores mostraram gue
a expressdo de moléculas EX ¢ necessdria para gerar células Ts
especificas pare o antigeno LDH-B, &as guals suprimem a
proliferac¢do de células Th em camundongo naco-respondedor B1O-A
{2R). Ao utilizarem anticorpo moncclonal conira moléculas EX
"in vitro" e "in vivo" eles descobriram gue a ndo-resposta
poderia ser desta forma convertida, confirmande assim a
restrigdo MHC na indug¢do de células Tg. Estes resultados, como
aqueles de DEBRE et al., 1975; TANIGUSHI et al., 197¢;
WALTENRANG et al., 1876 e MIZUNO et al., 1988, permitiram
postular a existéncia de gene de imunossupressdc (Ig) que
codifical(m) moléculas de classe II, gue atuam come moléculas
de restrigdo na inducgdc de células Tg pela BRPC e, tambem
regulalm! a resposta imune. Assim como a respostae controlads
pelo gene Ip € dominante sobre a ndo-resposta, & supressio &

dominante sobre & ndo-supressio,.
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Qutros genes asscociados & tolerdncia, porém néo
ligados ao MHC, tém sido descritos. Um  destes geneg,
denominado Tol-1 contreols a registéncla e & susceptibilidade a
toler8ncia aoc antigeno gama-globulina bovina (BGG). Sugere-se
gque ele afete a fungdo de macréfagos (LUKIC et al., 1975b).

As primeiras observagdes demonstrando a interagdo
entre o efeito de genes associados ao MHC com aqueles ndo-
acsociados foram descritas por RICH et al. (1977} e RANGES &
AZAR (197%). O primeiro autor postula a existéncia de genes
nio-H-2 controlande a expressdo ou fungdo de moléculas supres-
soras da resposta proliferativa da reagdo mista de leucécitos
(MLR), cuja estrutura ¢ codificada pela sub-regido I-C do H-2.
A linhagem de camundongos C57 BL/6J, assim como a linhagem
congénica B6.CwH~2d, falham em produzir o fator supressor
ativo, implicando assim na existéncia de um ou mals genes nao-
H-2, compartilhados pelas duas linhagens. No entanto, ambas
s3o capazes de responder aos fatores supressores ativos
derivados de linhagens com as quails compartilham os genes H-2.
Desta forma, a agic dos genes ndo-H-2 ndo afeta a expressdo do
receptor para as moléculas supresscras. Nos animais hibridos
F1 da linhagem B6 com as linhagens BALB/c e CBA {estas
carregam genes relevantes ndo-H-2 funcionais), o0s guais
exprecsam de forma codominante as moléculas supressoras
especificas de cada linhagem parental, as moléculas
supressoras B6 8o funcionails. Tudo se pagsa COmO S€ 0f denes
nic-H-2 do parental Balb/c cu CBA atuem preenchendc a fungéo

requerida para a expressio des moléculas supressoras B6. O

RS

egunde  autor descreve genes H-Z e nic H-Z controlando a
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toleréncis a gama-globulina humanag {HS3) comparando um painel
de linhagens congénicas, Fl entre sengivels & reglstentes &
seus retrocoruzados. Seus resultados sugerem trés mecanlsemos
genéticoy: um onde genes H-2Z admiten gque genes ndo-H-Z

confiram resisténcia ou susceptibilidade a tolerdncia; outro

oende um mecanisme controlado por genes ligades ao B-Z 0 é

r

mediado  por células  T-supressoras {Tg); e um tercelirc

controlede por genes naco-H-2, que os agultores sgugerem ectarem
associzdos ao processamento de antigencs, como acontece com ©

gene Tol-1l gque € aparentemente expresso em macrofagos,

conferindo resisténecia ao camundongo Balb/c, cu na resisténcia

ar
an

tolerancia em SJL gue parece envoelver macrédfagos eficientes.
0 controle genédtico da susceptibilidade a toleréncia

<

4

al foi estudadc por VAZ et al. (21%87) em camundongos
igogdnicos adultos que ingeriram ovalbumina (OVA) previamente
a0 tratamento intraperitoneal Com OVE ern adjuvante.
camundongos bons respondedores quande imunizados com altas ou

hbaixas doses de antigeno em adjuvante, tinham suas respostas

significativamente suprimidas por ingestéo prévia de doses

+
L

[
[te}
i
"

b9

o

acima de & mg do enc correspondente. Utilizando um painel
de linhagens isog8nicas de camundongos, 05 aulores sugerem que

as diferencas entre as linhagens sejam controladas por genes

sk
t“‘
jto]
8

h
[
L€
i
£

¥-2 djuntamente com genes ndc-H-2Z. 0 interegsante &

13

cue os animais apresentaram uma flutuacio de 1% (8JL e A7)

-

até 46% (BP10.A) de resposta humoral encontrada nosg grupos

N S e P = : . SR
controlies gue N0 lndgelrlram Vs,

* e - P = o o o - oy VT O A o
L) selecicnados para a resposta imune g=ral guantitative a



antigenos de Salmonellas {(selegdo II1 e IVa) foram tratados com

OVE por via digestivae e postericrmente amunizados com BTT en
e Al ey - T o - R R o e 2 s a py R, - ¢ -
zdiuvarte. Agueles dag linhagens mé-rezpondedoras {l-:7 &

Lyyg,) forvam farilmente telerados. Animaic bons respondsicres
da linhagem Hyyy néo tiveram suz resposta suprimids pelo
tratamentc intragdstrico; Jé& aqueles da linhagem Hypyy tiveram

sua rezposta anticorpe aumentada por este tratamentoe (RICE et

et s

1

., 1988, Sugere-se necte Casc gue: ou eles g

[&D

o lncapazes de
dezenvolver os mecanismos de tolerénela ou, estes mecanismog
230 estimulados, sendoe porém incapazes de ultrapassar a

expresz&c dos genes selecicnadces para a elevada resposta irmune

gers
A tolerf@ncia  imunoldgica € 0 um carater gus  ge
expressa de forma guantitativa gquando medida a nivel de

produgdn de anticorpos. A observag

Wy
O
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de linhagens
isogénicas tratadas de forma tolerogénica por VAL et al.
(1987}, permite observar gque alem da varidncia intra-linhagem
gue deccrre de influéncia ambiental, ocorre uma variéncila

inter-linhagen bastante alta, o que
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O estudo de um nurerc maior de linhagens l1sogénicas,
poderé mostrar gque a variagdo do carater ¢ continua e
provavelmente distribuida normalmente.

Da mesma forma como & chbtengdc de linhagens boas e
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contyclia z tolerdnocis &, diferencas ohzervadar entre



linhagens lisogénicas, & tolerédncia medida pela supressio da

sintese de antilcorpeos €& ume caracteristica guantitative ogue

deve ser estudada utilizando-se os métodos ds genética de
populagdes.

A tolerfncia induzida Do via digestiva com

antigencs naturais complexcs soluvels ou particulados, é

determinada Doy VAT 108 meranismncs scpecificos & nac-

esperiflicos agsociados  ao glstema imune & grandemente

influenciada por fatores agsociados a fisiclogia e penetracio
das proteinas na circulagdo variando desde pegquenos peptideos

até estruturas com peso molecular idéntico as da proteina

Peguenaszs guantidade de proteinas administreadas
oralments escapam & digestio enzimétice ne intestino e gdo
abzsorvida como  moléculas antigenicamente intactas. Estas
moléculas entram em contato c¢om  as  células linfdides
asscciadas ao intestine €, cerca de 0,01% a 0,1% s30
encontradas na circulagdc como antigenos potenciais. Como

consegiiérncia, uma respesta pode se desenvolver no intestine ou

L

gilstem

ou ainde grorrer & supressio da resposta imune
em tecidog linfdides afastados do intestince, tais como hago e
linfonodeos periféricos {WALZER, 1927; CLARK, 195%; CRREBE &
HEREMANS, 1966; STRANNECGARD & YURCHIEION, 1969).

Vérizs observacfes foram publicadas demonstrande gue

um dade inundgeno

h
9]
o
e
&)
=3
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m

& imunizeglo com o antigenc em

I 5 - o o e Pl S

utilizados foram: extratcos de

Ty ety ~ 4 - [ T o -
11 (OVEY eritrdcitoe e gama-



globulinas heterdlogas (DAVID, 1975; VAI et al., 1977; NGAN &
VIND, 1678; RICHMAN et =al., 1978, MATTINGLY & WAKEMAN, 197&;
VIVES et al., 1980,

F demonstrado gue ecste estado de toleréncia sze deve
ac surgimento de c¢élulas T supresscras  (Tg) gque inibem
ativamente a respostas imune, podende inciusive transferir a
toleréncis adotivamente para animais ndo tratades previamente
(NGAN & KIND, 1978; RICHMAN et al., 16785

O controle mediado por celulas T supressoras parece
ser O mecanismo mais comum no caso da toleréncia induzida por

proteinas soliveis como OVA e HE

o

, por  haptencs cComo
trinitroclorchenzeno ou por aloantigenos come proteina basice
de mielira (RICHMAN et al., 1978; CHACUAT, 1978, HANEON et
al., 197%; VIVES et al., 1980; LIDER et al., 198%; GARUTRM et

télulas T supressoras especificas inibem & resposta
humeral e celular, incluindec inibi¢do da hipersensibilidade no
intestinc. Estas células capazes de transferir a tolerdncia
adcotivemente, Tém sido ericontradas nos linfoncdes
mesentéricos, placas de Pever e bagoe de animails que ingsriram
antigenoc (THOMAS & PARROT, 1974; PARREKEZ et al. 1978;
CHALLACOMBT & TOMASI, 1980; VIVES et al., 1980; MOWAT &

PERGUSON, 19582; MOWAT, 198¢6).

. 4 -~ P L - 4 w o

TADE et &2 (198¢Y coms aJueless ecpecilalizadas em suprimiy a
.. - - - - o e T . o -~ =

resposta MU e nZo ectande incluidas 21 B BURPTE&sSsEI DoX
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artividacs e nem através da producio de lirnfccinas




como IL-4, conhecid

;._4
i
O
[
£
o
o

atividade auxiliar da supressio

(ASANC et &)., 1%£0; TOWELL & STREILEIN, 19907,

o

Aresar da atividade das celulas T

bew documentada, sabe-ge gue em  aloumas  situsgles estas
células parecem apenas temporariamente associadas com 0 estado
tolerante, 1sto &, a tclerdncia pode ser mantida na sua

ausdncois. Isto tem side observado para antigencs como HGE e

Hy!

("2

den oy e e
=ity G yeii

me & sugerido gues mecanismos intrinsecos

ou aborto clonzl de células

[&e)
~
[

leg8o funcicrnal

T auxiliar (Th} ou regulacdo idiotipica seriam
responsévels por ests Qissociagdo entre toler&ncia e atividade
Te (DOYLE et al., 187¢6¢; BENIAMIN, 219772 e 1977h; PARKE et

21., 197%; GREEN et al.,

tp
L)
e

Células T supressoras inibem a atividade das células
Th gue auxiliam células B O{BENJAMIN, 1975), =2 atividade de
células Th gue induzem células supresscras (GREEN et al.,
1681; MacDONALD, 1982), e a atividade de células B diretamente
{FELDMAN, 1974) através de fatores soluveils.

Supressic da atividade de cél

o
s
Q
o

Th por
célulag T  SUIIEssOras sEir  descritas  eny varics modelos
eyperimentals. Doges sub-imuncgénicas de antigenos como HEG,

BSE e fago fd, induzem células Ts especificas gue atuam sobre

células Th gue auxiliam células B (RENJAMIN, 1%77a; KOLSCH et
2l., 187%: HEUEER et =1., 198Z; DEGWERT et al., 1%87:. Injecio
de numerc  erxponencialimente  aumentado de células  tumeorais
imunngénicss  leve &  ativagdoc de  celulas Tg, gque atuar

rentevente Iinativands Células Tho o ooue azuxniilanm celulgz T
mid et Ay o (HAUBRECK & KOLSCH 19872, HRAUBEDN et a1, 182D ur



cutre exemnplo vem da regpostaz & antigenocs timo-independentes.

Camundonges Ralb/c convencionals responden a all--»3) dextran

com a produsidc de IgM. Camundongos Balb/o nu/nu e livres de

germes por outro lade, meostram vigorosa resposte IoG. Esta

o

capacidade reduzida de camundongos Balb/c convencionals de

produzir ¢ disdtipo IgG para o antigeno Dextran, € devida a

células Ts {SCHULER et al., 1822 1induzida poy  contato
neonatzl con antigencs bacterianos.

Eztas células Teg sgio 1dictipo especificas (STRE et
al., 199C) e asseguram uma imunidade antibacteriana efetiva,
zo evitarem z producgdo de IgG, gue € potencialmente danosa na

autoimunidcade. Estas

I}

cédlulas, alén de regularem a eXpressio
igotipica de anticorpos anti-dextran, estimulam células B gue
permanecen em repousc no hospedelro original, mas podem ser
expandidas e ativadas por transferéncia adotlva.

Supressdc de IgGé por doses baixas de fago fd
(toleridncia a baixa-dose) sem influéncia na produgac de IgM
fri descrita por WEBER & KOLSCH (1§72), que sugeriram gque

+oleréncie a baixa dose de antigenc af

('E‘

ta o "switch'” de IgM
para 149G

A ingestdo de trinltroclicrobenzeno {THNCB) poT
camundongos (3H/Hen, induz celulas Ts Lyt2t que regulam o
desenvolvimento de sencibilidade de contacic sist@mica. Ho

entanto, & inibicdoc de geracic de célulss T citotdxicas enm

- T~ - - ~ - Y 2~ o - R e B
camundonoeos olerados oralmente, £ da inativacids
£ow i o S o Ty . 4 "t sl i E R _— SNETIMOR Y 'S5 e e .
funcionel de céluies Ty {citado em  GRUTEN,  1820) Fatas
o - g P - ~ Ao PRI 4y o
RaemoolhertaE EUCeren U riC controle dag duas




regpostas mediadas

e

por células para o mesme hapteno, guando 2

tolervEncia ¢ induzids por via aintragactrica.

roinducic de tolerdnciea cmunologice para produgac
cisténica de anticorpos e respoota medlada por células, tambem

parecem ser controladas por mecanismos diferentes. A resposta

mediada por células parece ser mals genzivel a indugéc de

Glf
ﬂ
[N
£

tolerdy dc que a resposte humoral {HEPPELL & FILSHAM, 1987
LAVENAST et al., 1975). Camundongos ingerinde 2 mg de OVA
suprimenr preferencialmente a resposta celular, enquanto gque &
ingestdo de 25 mg suprime ambos os tipos de resposta [(MOWAT et
=1., 1982). R supresgdo das resp postas celular e humoral como
cnseqiiéneia  da  ingestlo de ovy foi demonstrada  estar
relacionads a sub-populag¢Bec distintas de células Ts {WHISBLER
s @TORD, 1°76: WHISLER & STOBC, 1978).
celulas T Lytl™, 1-3% derivadas do¢ bage de camundon-
gos resistentes & 1indugéc de tolerincia oral a SRBC (C3H/Hel)
s830 capazes de reverter a rolerincia sistémica de camundongos
C3H/HeN por transferéncia adotiva. Estas células sZo desenvol-

-

vidas no camurdongo C3H/HeJ comente apos ingestdo de BSRBC.

Tetas células Lytl®, diferente das células auxiliares sio

aderentes a lectina de Vicis wvillosa, e tem &s

9!

cticas

ns

caracter

Ge célula T contrassupresscra (GREEN & 9t. MARTIN, 1983;

Outreos mecanismos tem side propostos CoOmo respons &~

vels pela induglo e/ou manulengac 4z tolerdncia oral.

T P Fmnr R . " "
ARNDERES et al 1978 wropfe dQu imunooomplercs CLICU
k| o - g “ o 5 T o o LT = - S
1 o contenco  anticorpos da clzsse Ivhk se¢  capapes e
-~ - ~ 3 M Sl . 1 "
) cividede de células B




A participagdo de macréfages na tolerfncia oral foi
propesta  por MATTINGLY & WAKSEMAN (1978} gque observaram
eliminagdoc parcilal da supressic por SRBC, apds tratamento "in
vitro™ de células supressoras do bago com cerragenina. Eles
sugerem gue celulas T supressoras especificas induzidas por
rota oral podem trabalhar em conjunto com nacréfagos
esplénicos. Esteg resultados diferem das observacBes de LUKIC
et al., (1%7%5a) que foram capazes de diminuir a resisténciaz a
tolerdncia de camundongos Balb/c a BCG ip ultracentrifugada,
por tratamento com carragenina. Por cutro lado, eles reduziram
a susceptibilidade da linhagem DRBA/2 (sensivel a tolerdncia)
por estimularem seu sistema fagocitico com BCG.

Estes resultados estdo de acordo com a proposta de
GOLUR & WEIGLE (1969) de que as diferengas entre as linhagens
na 1indugdo de tolerdncia estdo relacionadas & capacidade do
sistema mononuclear fagocitico em "processar" o antigeno.

Células B com atividade supresscora na tolerincia
oral feram descritas por ASHERSON et al. (1977). Ao estudarem
a indug¢dc da tolerdncia oral a agentes causadores de
senzibilidade de contacto, chservaram & presenga de células B
supressoras predominantemente nas placas de Peyer e linfonodos
mesentéricos de camundongos, apdés uma UOnica 1ingestdo de
cloreto de picrila ou oxzazolona e, no bago e linfonodos
periféricos apds trés tratamentos orais. Sua presenga mascara

a atividade das células T efetoras gue transferem passivamente

z sensibilidade de contacto.
L participacie de fatcores soluvels na tolerfincia
cral fol  proposts inicielwente por  KAGRNOFF {1978 en



camundongos BDFy. Eles descrevem um fator inibidor da resposta
IgM em camundongos ingerindce SEEC. Pelo seu peso molecular e
pela presenga de imunoglobulina no fator supressor ele sugere

o seja mediada por anticorpos., CHALON et al.

an

gue a sSupress
{1479) descrevem um fator supressor em camundongos Ralb/c
tratados oralmente com SRBC. O fator era removivel por
absorglo con BRBC e anti-I1g6.

MATTINGLY et al. (1980} demonstraram a presenga de
dois fatores supresscres distintos derivados de células T do
bhaco de camundongos CH7BL/6 gue ingeriram SRBC. 0 fator I é
antigeno especifico e supressor da resposta primaria "in
vitro". Néo & restrito aos genes do  MHC cu  genes
imunoglobulina e, atua aumentando a atividade supresscra de
células Lyt2t. 0 fator II é também especifico, mas tem efeito
dual na resposta "in vitre'. Este fator é capaz de estimular
células formadoras de anticorpo (PFC) gquande adicionado a
culturas de células de bago nas primeiras 72 horas ou suprimi-
la quandc adicionade apdés 120 horas. Ele atua por ativar
células Lytit. Este é o fendtipo de células Th e células T
indutoras de SURYessdo.

Embora as  células Ts  sejam  apontadas comoe ©
principal mecanismo responsédvel pela indugidc e/cu manutencéo
da tolerincisz oral a antigenos naturais complexos, em linha-

.

vEnicas, wvarios mecanismes imuncldgicos podem estar

5

s lEo

1]
[43]

e

atuends em condunto neste tipe de resposta em individuos de
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vopulacles geneticamente hetercgénezs. leote, por s1, & 1ndlca-
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A tolerdncia amunclégica indurida por wvia digestiva

4

tem zido demonstrada depender nido apenag d

légicos. Uma relagic intima destes CCOm 05 MECARISMUE E5E80C
dos a fisiclogia digestiva também & observada.

Exicte uma série de "barreliras" capazes de impedir a
entrada da malor parte do material antigenicamente intacio no
crganismo. Estag "barreiras" devem ter evoluldo como conse-
glifricia da erxposigdc constante de parasitos, bactérias e seus
produtcs téxicos, wvirus e proteinas alimentares. Este contato
conetante de parasitas, virug e bactérias seria prejudicial

diretamente a tode o organismo. Como consegliéncia, © gue vemos

igtems imune

1

cd0 estas "parreirzs" atuandc em conjungdo com ©
com © obiletivo de manter a integridade do organisme. Dentre
cestesz mecanismos estd a produgdc de muco pelas celulas

. [ S
caliciform

m

8.

O muco nac atua apenas comoc uma barreira fisica, jé
que foi detectada a presenga de carboidratos similares aqueles
dos componentes glicoproteicos da superficie microvilosa,
provavelmente interferindo com a ligagic de microrganismos €
antigenos sollveis na superficie celular (SCHREIBER & WALKER,
1888). Sua producdo pode ser modificada por influéncia imuno-
légica além de fisicas e quimicas. Agentes como acetilcolina,
prostaglandinas, somatostatina, histamina liberada por masté-
citos sensibilizades por Ig9E e compleyos 1mMunes humorals com o

igsotips IgRr aumentam & produgic de mucina (WALKER et al.

1472: BOTTER et al., 1978, SNYDER & WALKER, 1987, SCHREIBER &



Além do muco, a saliva, a acidez gastrica, o0

peristaltismo € a proteslice (atividade de enzamas proteoliti-

ks

cas no intestino) podem atuar para impedir & entrads de
macromoléculas intactas no organismo (WALKER, 1987; SCHREIROER
& WARLKER, 1988), B prépria membrana epitelial microvilosa atua
como uma karreira a entrada de macromoléculas integras ou
clivadas pelc tratamento enzimatico-digestive no estdmage e
intestino. As células epiteliais (enterdcitos; migram para o
topo &o villus durante cada 48 horas, podends esta mudanga
afetar a ligaglo do antigeno ou fragmentos a4 membrana
epitelial. Mudang¢as npa composigdc da membrana celular intesti-

ral ocorrem também com a idade (QUARONI et al., 1980; BREBSON

2]

Os antigencs capazes de se ligar a membrana das
células epiteliais no 1Umen, s&o absorvidos, 1isto &€, sio
transportados por invaginag8c da membrana dos entergcitos
(pinocitose) através de vactolos digestivos, "processados" e
depositados no espag¢o intraepitelial (CLARK, 1959; SCHREIEBER &
WALKER, 1¢38).

Cs enterdécitos envolvidos no transporte de
nutrientes apresentam constitutivamente em sua membrana
moléculas de classe II do MHC. Estes enterdcitos sao capazes
de apresentar OVA e HGG especificamente a linfécites T com
fenétipo ciltotdmico-supressor e toxdide tetinico a células T

supressoras inespecificas (BLAND & WARREN, 1986b

; MEYER &

SHLIEN, 1987; BLAND, 198%8).
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dguele dog macréfagos. O Vprocessamenito' pelos enferdcitos
talver dependa do tretamento antericr gue a wacromoléculs

recebeu ne estdrege € no lumen intestinal (BLAND, 1988).

BRRUCE & FERGUSON (1986} demonstraram gue a absorgdo
de OVA pelo intestine produz uma forma "tolercgénica" que é
consegiéncla de uma sutil alteracic e, nic uma mera desagre-
gagdo do anticgenc. Esta forma tolerogénica tem o pesc molecu-
ico o an da OVA ndo proceszada e, o autor nido descarta
a possibilidade desta forma ser um fragmentc tolerogénico,
associado com antigenog Ia presentes no epitélio intestinal.

Patas observacdes sobre a possivel participagdo dos
enterdcitos na resposta imune, suportam a hipitese de que 0
antigenocs absorvidos de forma seletiva passariam através dos
enterdcitos em endossomos e, Seriam reeXpresscs com Ia na
memhrana por exocitose. ¢ complexo antigenc-molecula Ia serla
reconhecido por receptores de células T intraepiteliais, que
migrariam para a l&mina propria e para sitlos extramucosails,

impedindo a resposta imune a antigenos absorvidos (BLAND &

WAREEN, 198€a). Tudo isto, sugere a participacdc do epitélio
intestinal CoOmo um elemento de restrigio, controladoe

L

gereticamente, na regulagdc imune local sistémica.
Durante sua passagem através do espago interepite-

s

1ial, o antigenc abs

]

rvido pode entrar em contacto com células




intraepitelial, os antigencos passar por estruturas compostas

s}

principalmente de células B secretande principalmente 1Igk,

mestdécitcs, células dendriticas Ia’, macrdfagos, alguns poucos
neutrafiles, eosindfilos e ¢élulss T expressandoe & forma
weterodimérica off do receptor TCR-1, porém com o fendétipo CD4T

T

helper/indutor da supressio (ERNST et al., 1985, VAK DER

HEIJDEN & STOK, 19%87; TREJDOSIEWICZ et &l., 1889; PAVLI et

Algumas observacgles sugeren gue ¢ tecido linfdéide na

l&mina prépria € também importante na gera¢do de respostas
mediadas por linfdcitos T para antigenos atravessandoe a mucosa
{ENDERE et &al., 1986; PAVLI et al., 1990

A maior importincia entretanto no estude da imunida-
de e tolerincia a antigenos cruzando & barreira ilntestinal tem
sido dada as placas de Peyer. Uma das razdes € gue o epitelioc

cobrindo as placas de Peyer, corntem células especializadas,

- £, o H - t o a AR LI . - : -
~hamadas oflulazsg M {"microfold cell), capszes de Ingerir

antigeno soltvel e particuladoe ridirecicnalmente, para dentro

e para fora do lumen e, coleocé-leos em contacto direto com ©

tecido linfdéide das placas de Peyer (OWEN, 1977; BIENENSTOCK &
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intestine, enguanto gue a absor¢do através dos enterdcitos

parece sey & mais comum para antigenos soluveis.
Tnseridos entre ap células M, encontram-ge macrofa-

gos capazes de fagocitar antigencs luminals como Salmeonella.

Ao outras células encontradas sdc células B e linfocitos T com
ferétipos CD4% e CD8Y guese gue na mesma proporgdo. Células Ts
CDeT podern ser induzidas nas placas do Peyer e si&o associads
& tolerinczz oral.

0 guadro posgivel de ser montado com estas informa-
¢cBes é dz gue o sistema imune atua intimamente associado ao
sistemsz digestive {e &z mucosas), no sentide de impedlr a
penetracic de material antigenicamente intacto na circulagio,

ceja de origem alimentar ou microblana., A reagfo do sistema

r

imune & penetragdc destas estruturas, serla a de Im

reaces danosas

I

de hipersenszikilidade a nivel do intestino e,
de auto-imunidade como conseqglidneia da formaglo constante de
IMUnNCCoONp LER0S .,

0 fendmeno de tcoler&ncia oral teria desta forma, im-

porténcia na modificagdoe do valor adaptative de um individuo.
Umz selecio dirscional para modificar a2 frequéncia

ekl

de genes 4o sistema imune associados tolerfncia oral, podera
rambém modificar a freglidncia de genes ndo-assoclados ao

gistema inmune, mas gue tém imporitincia para & caracteristica,

i gue ¢ a-ustamento simultineo deptes caracteres pode  ger
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grupos poligénicos distintose controlando este tipo de resposta
imune.

O estudo geneético de caracteristicas guantitativas €
feito por sele¢dc bdbidirecicnal. 2 vantagem deste tipo de
experiéncia, €& gue ela permite ¢ actmulo de genes localizados
em varios locl independentes, gue interagem e determinam o
fenétipo geral para o trago sob selegdo. Tragamos entdo como

ohjetivos:

1 - Demonstrar a distribuicdoc continua dos fendtipos de tole-
r8ncia expressos por individuos em uma populac¢doc hetercgé-

nea.
2 - Demonstrar a exegiiibilidade da selegdo para ¢ estudo gené-
tico e para obtengdo de linhagens divergentes em sua

resposta aoc tratamento prévio por via intragéastrica.

3 - Dererminar a herdabilidade do carater.



Materiais e Métodos
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2 - MATERIAIS E METODOS

1 -~ Animais

Utilizameos uma populagdo heterogénea obtida através
do cruzamento balanceado de § {oite) linhagens isogénicas:
A/T, DBA/ZT, P/J, BWER, CBA, BALB/c, 8JL e CET7B1/6J, de acordo

com © seguinte esquema:

PARENTAIS SJL x CBA BALB/c x C57BL/6
Fi: hibridos A by B C % I
F2: segregantes E (1% familias) ® F {15 familias}
Fi:. segregantes G (30 familias)
¥4: segregantes H

Os animais nos foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Guido Biozzi do Imstituto Curie de Paris, na geragdc Fp.

A geragdo Fop fol obtida da formagdo de vdrios casails
de animais da F4 (A x B, B x A e C x D, D x C}. Dos
segregantes F5, foram escolhidos animals ao acasc para
formac¢do de novos casalis (machos de 15 familias E x fémeas de
15 familias F e vice-versa) que produziram a gera¢do Fg. Desta
populagéo Fa, ochtivemos uma populacdo hetercgénes Fg.
proveniente de cruzamentos enire animais ndco-irmi3ce de 30
diferentes familias da Fg. Estes animais da geragdo Fy

correspondem z geracdc Fo de onde se iniciou & selecdo.
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2 - Antigenos

Ovoalbuming de galinhe {(OVA) cinco vegzes crictaliza-
da ({(SERVA, FEINEIQCHEMICA - Heidelberg, New York) e soro
albumina bovina (BSA) {2IGMA, CHEMICAL Co. - 8t.Louis, MO}
foram utilizados em  geragles alternadas para evitar a

inteferénciae de anticorpos transmitides maternalmente.

3 - Adjuvante

O gel de Al{OH), fol preparado como descrito per VAZ
& LEVINE (1971) a saber: a cada 1mg de alimen de ambnia
LAlNHQ{SCé)E,IEHZO} dissolvido em 12 ml de agua destilada, foi
adicionads 50 ml de hidroxide de sédic (NaOH} 1 N gota a gota.
A mistura foi deixadz precipitar por 30 nin, a tempsratura
ambiente. Apds este tempo, o precipitado fol lavadeo 4 vezes
com agua destilada, ressuspensc em um volume final de 20 ml.

~

Apds avaliacles do peso seco fol conservada a 4 ©C para uso.

4 - Imunizac8o Intragdstrica (IG)

O camundongss foram tratadeos por via intragdstrica

A

cor antigeno solGvel proteiceo, de acorde com o protecolo de

[

<rT, P T z oo m o o e . X .
VEE et &l {1977). ok levs anestesla, & ronita de uma sonda de
a . P - - PP AR S o p . oy b -y

aeyrit Tragusal para Criangas recen-Nasr idas (n:k 3131,
*y - T e we e e L ey £ - 3 BT T £ ! P ol - . .
Bard-Fzruer Rutherford, NI fo. introduzida nc , &
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0,2 ml de gclugdo iscténica contendo 5 mg de proteina (OVRE ou
Bery fo: ainjetadz por meio de uma geringa acopleda & outra
extremidade. 0z grupos confroles receberaw 0,2 ml da solucio
isotdnice sem proteina, através do mesme tratamento.

Este procedimento se realiza em menos de 15 segundos
e & atraumidtico.

Oz animais foram mantidos com alimentacido normal “ad

Tibitum" imedistamente anteg e apdés intubagio.

5 - Imunizagdo Intraperitonesl (IF)

Os camundongos tratados intragastricaments COm

proteina, assim come agqueles tratados com salina, foram

[N
6]

imunizados, sete dias apds, com uma Unica dose de 0,2 ml
uma solucdo contendo 100 pg de proteina adscrvidos em 1 mg de
Al{OH)j3.

Quatorze e vinte e c¢ito dias apés a imunizacgio, fo-

ram coletadag amcstras de sangue através de puncdo retroorbi-

tal, e o soros individusmis estocades & -Z0°C pars posterior
dosager dos anticorpos.
& - Conjugacdo de proteina & hemdclas de carneiro (SREC)

- oy [ e ™ A F - -
prevaraldcs (1UES 0,4 ml de pap:s
- i - T Pa— e, s - T Fa—
i hie tas {BRE previamente lavads =3 salina, foa
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ressubpelsa

3

T

em 10 ml de tampioc fozfistoe 0,15 M e pH 7,2,

contendoe 20 wog de proteina {(OVA 2u BSAY. Um mililitro de

solugde de glutaraldeide {glutardozldaehydes sol. for elecror
microscepy, 25%, E.Merck, Damstadt; preparada a 2,0% er Agua

destilada, fol gotejada lentamente sob agitag¢do suave. A mis-
tura foi deixada aglitar por 1 h & temperatura ambiente. Apds
este tempo, © coenjugado ESRBC-PROTEINE foi lavadoe 3 wezes Ccom
PRS por 1000 rpm durante 7 minutc:z, diluido para um volume

ral e 80 ml & estccado & 4°C pars uso 2 a 3 dias apods. O

n

conjugados feoram sempre testades previamente as dosagens com

o padric para comparagéo entre az varias preparagfes.

7 - Determinacido do titulo méximo aglutinante

Os titulos individuais de aglutininas foram
Geterminados por hemaglutinagdo passiva com o conjugado SRBC--
proteina preparado conforme descrito acima.

Nz moros foram diluidcs: em série em placas de

i

I TUS .
MLCTCUIoULasyas, &

H

sobes desencadeadas pela adicao

)

e

{.
o
3

[

1ik

I3

igual volume da suspensdc do conjugado na concentragdo de 10¢
eritrécitos por ml. Como diluente foi empregade PBS contendo
0,1% Qe gelatina.

Ls placzas ervam deixadas duzs horas & temperatura am-

- . - < ~ - - % - - - xx
Nlente, ap0s az gualg era feita & ! a segulr, delxa-
e A ™ pe P £ - o - R R - -
das & £°C parya confirmagio da leiturs na manhid seguinte
) t t A - F o} e e e A ey e p gy ey e ) b 5 A
.. ITULD T3 Chiz L OeIda omo reflprodts e LG [o¥=]
)
- — R, .- o o . iy g S V- kel .
RS - GLIULTAO aprezentancs Teacal POBITIVa Foran



determinados o titulos de scrog de 14C e 280 diaz, sends gue
o meis oalto titulo individuzl ers considerado come o titulo

5wy P N e A
mayaimo aglutinante,

¢ - Determinaci&o do titulo de anticorpos anafilaticos

!-gj

ars detecgdo e titulasg8s  do  anticorpo Tgk,

utilizames ¢ teste de anafilaxiaz cut@nez passiva (PCR) em

ratos, tal come descrito por MOTR & WONG (19€9). Os animails

receptores foram levemente anesteslados com éter e raspados no

fa¥ 4

4 h

2

dorss conoum depilader elétrico, pslo menog “rag antes do

I's

teste.
vatos foram injetadcs intradermicamente com C,1 ml
de @diluigfes do antisoro a ser testado, de cada lade da linha
média do dorsco, usando-se geringas tuberculinicas de 1 ml.
Para leitura da atividade IgE, o8 ratos foranm

injetados intravenosamente, 24 horas apés a sensibillizacgdo,

com 1 my da roteina utilizads na teolerizagio/imunizacdo,
Aiiuids em 1 ml de szul de Evans a (,%% [Evans BRBlus for

Microscopy; E.Merck; Dermstadt).

Vinte a trinta minutos apds o desencadeamento, osg

animaic eram mortos, a pele invertida, e a magnitude da reagaoc
de PCOA zveliade usando-se uma @scals erbitriris de intencidade
¢ difmetros variando de 0 & 4 {VAI & OVAEY, 1968

Ne vitulos Ge PCR frorewm detrerrpinsdos como a relipro-
~a e 1oc. de omwais gits diluigiEc dando reagles limliares



g - Critérios utilizados para seleg¢do

L experiéneia de selecgdo foi iniciada a partir de
uma populagdo geneticamente heterogénea (Fp) tratada com OVA
por via intragéstrica e posteriormente i1munizada com O MESMO
antigeno por via intraperitoneal.

Uma segunda populacio heterogénea tendo a mesma ori-
gem da populagdc acima (neste caso utilizamos as segundas
ninhadas dos mesmos casals que originaram a populagdo Fg) foi
utilizada como controle, sendo tratada com salina por via in-
tragédstrica e posteriormente imunizada com o antigeno corres-
pondente por via 1ntraperitoneal. Esta popula¢adc sServe Como
indicadora da imunccompeténcia dos animais selecionados na po-
pulacdo tratads com proteins por via intragédstrica. Desta for-
ma s6 eram selecionados aqueles animais com fendtipos extremos
na populagdo experimental, cuja familia fosse comprovadamente
respondedora, segundo as observagdes da populagdo contrcle.

Cada animal era caracterizado de acordo com © seu
titulo méximo aglutinante.

Para obterncdo da linhagem sensivel a toleréncia (8ST)
foram escolhidos os animais com os menores titulos. No caso de
dois animails com o mesmo titulo, era escolhido aguele com a
menor diferenca entre os titules aglutinantes observadas nos
soros de 140 e 289 dias (aproximadamente 2 logg).

Para obtencdc da linhagem resistente a toler@ncia
(RT) foram escolhidos os animals com 08 maiores titulos. Ko

caso de dois animais com o mesmoe titule, era escolhido agquele



com a malor diferenga entre.os tituleos aglutinantes dos soros
de 149 e 280 dias {acima de 2 logo ).

Os  acasalamentos dos animais selecionados para
constituirem as respectivas linhagens eram feitos evitando-se

consangiiinidade.

10 ~ Anédlise Genética

Og métodos para andlise dos resultadeos da selegio
830 agueles descritos por BIOZZI et al. {1¢7%9b).

A média e a varifncia de cada peopulacio sdc nmedidas
dos tituleos ma&ximes individuals de anticorpos aglutinantes em
logy, mnos scros obtidos nos 140 e 280 dias apds imunizagéo
intraperitoneal.

A resposta & selegdo (R) é medida pela diferenca
entre meédias dos titulos aglutinantes a cada gerac¢ao
consecutiva e pode considerar uma ou ambas as linhagens.

A resposta & selecdo & também uma medida da diver-
génecia interlinhagens {XRT - XST) das gera¢des corresponden-
tes, A resposta & selegdc medida desta forma permite a
eliminag¢ioc dos efeitos ambientais afetandc as linhagens na
mesma direcdo {FALCONER, 1%81}.

A resposta & selecgdo resulta da pressdc seletiva
aplicada pela escolha dos parentalg. Esta pressic € tantoe

maior gquanto mais extremos s8¢ oz valores dog parentails

o

selecionados  em relacidc & médla da gerag¢io & gual eles

b

D

pertencern. Esta diferenga entrs & m

r

»diz  dos  parentails
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selecionados & & média de sua geragdc € a medida do

Pevide ao diferente numero de filho

s, cada par

selecionadoe influencla

7

iferentemente a compozigdo da geragao
seguinte e, por esta razdo, no calculo de S, o valor medio
ponderado do titule aglutinante (Tp) de cada casal, considera

o numero de filhos participantes desta geragio pela fdérmula:

]

média dos titulcos do casal;

seu numerce de filhotes e;

NT < ntmerc total de animais produzido por todos o0s
pares selecionados.

pran
F;—_‘Rj
I s
[@ B}

Oz valores de R e § foram acumulados em geragdes
sucessivas para cdlculo do valor da herdabilidade realizada
{hz) durante a selec¢do dentrce de cada linhagem. O valor hz,
definido pela razdc R/S, representa a proporgdc do valor
fenotipice parental qgue é herdado pela progenie, € €& eXPresso
comoe  um  valer médio realizado durante as geragdes de
aczsalamento geletivo. Ele pode ser medido para cada linhagem
independentemente, calculando-se a relacio R/E & cada geragioc

ou pode ser medide da divergéncia de resposta entre as

=

linhagens pelsa regressio linear de R/S acumulados.



Resultados
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3 -~ RESULTADOS

1 - Imunizag8oc intraperitonezl com diferentes doses de QVA

Réplicas da Fp constituidads de 12 camundongos por
grupe foram imunizados intraperitonealmente com diferentes
doses de ovalbumina (1, 10, 100 e 1000 pg) em gel de hidréxido
de aluminio. A Figura 1 mostre a meédia em logs dos titulos
maximos aglutinantes obtidos acs 14¢ ou 2820 dias. Os titulos
médios correspondentes a cada dcose gado 2,9 + 1,2;
7,8 £ 2,1, 9,6 + 1,9 e 9,7 + 1,2, respectivamente. A dose de

100 pg por animal foi escolhida como & melhor dose imunizante.
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Figura 1 =~ Resposta & 1imuniza¢do por via 1intraperitoneal com

diferentes doses de OVA.
Média # desvio padrio dos titulos méximos aglutinantes de 12 individuos

por grupo, imunizados com OVA em Al{OH)-



2 - Imunlzacao intragdstrice com diferentes doses de OVA

- . 1M - : \ - - RN I g .
Grupes de 10 camundonwos foram treatados por via

intragidstrica respectivamente com: galimna, 2 mg, 5 mg, 10 mg e

i

20 mg de OVA por animal 7 dias antes da imunilzagao ip. com OVA

4

em BL{0OH'.. Wo scrce normzl, obtide um dia antes do primelro

. g ey . - .. » P, S o~ . N . - N
comtato com antigeno, néc foram detectados anticorpos antl-
OVAE .

As médias dos titulos méximos aglutinantes de cada
grupo foram: 11,9 % 4,1; 11,85 & 2,8, 9,1 * 3,1} 11,4 £ 4,3 e

0,07 4 3,7

respeciivamente {Tabelaz I). As diferencgas

i

N

observadas nas médias dos grupos preé-tratadoes com 5 e ZU mg,

1

quando comparadas com agquela do grupo controle, nédc se mostram
ectatisticamente significante, pelo teste de Mann-Whitney com
aproximacio feita pela curva normal, com p=0,07 e 0,30
~espectivamente (Siegel, 1675},

Tabela I - Resposta & imunizagio por via 1ip de animais
previamente tratados com diferentes doses de OVA.

TREATANLENTO I TRAGASTRIICCO

Namero (’ié- ...................................................................................
Animais Salinas E
(1) i Zmg OVA Zme OVA ! Home OVa i 20me OVA

1 13 14 [43¢] 0y 10

2 10 14 o7 11 13

3 16 09 11 10 02

4 o3 H 11 13 o7

5 Z 1z [ 0% 07

G iz 14 i1 17 11

7 15 1K ¢ {1 1z

£ 1 14 1e 14 13

G 17 14 1z 17 14

16 s - 10




3 - Ané&lise da populagdo Fp

Cento e cinglenta e oito camundengos de ambos 08 ge-
yoe constituiram a populacdo inilcial da selecio (populacdo
Foi. Oz animais foram tretados com 5 mg de OVA 1g. e imuniza-

doe por via ip. 7 dias aple, COm 100 pg de OVA em RI1(CH)sy.

Lo

[N

wimeoe aglutinantes fol de

N

e dos titulocs m

B mél

‘vri1z de 4,66, Esta alta varidncisa

an

10,12 + 2,16, COm uma Varil
zutoriza a dose de Smg de OV2 ICG comc adequads para O processo

eletivo, J& gue permite um alto diferencial de selegdo. O

i

histograma da distribuigdoc dos titulecs desta populagldo €
apresentado na Figura 2 € comparadce com agquele da populacao
controle pré-tratada com galina por via IG. Os tratamentos
foram simultineos para as duas populacdes.

2 populagdo controle foi composta de 120 camundongos
de ambos o0s sexog, € apresentou a média de 11,56 2 1,77 com
uma varidncia de 3,16, que é significativamente menor do que a
varisncia da populagdco pré-tratada por via ig (F=1,47;
p<0,08). A diferenga entre as médias das populagles € tambénm
sltamente significante pelo teste t (p<0,C01}.

Os individuocs COm fendtipos aYtremcs foram
escolhidos da populaglc tratada com OVA ig. para constituirem
oz parentais da gerag¢fo I das linhagens ST e RT {Tabela II).

0 estudo do perfil de populagdes heterogéneas ac
tratamerta con BEE foi feito utilizando-se 171 camundongog de
ambor oF sevos, pré-tratades com BSR 1g. e 101 camundonucs

- B N S e w - " [ A X I - 4
penas imunizados por via 1. (pré-tratados com salinael,
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Titulos de aglutininas (log,)
Figura 2 - Distribuigdo dos titulos maximos aglutinantes de

camundongos pré-tratados com OVA ou salina IG:

- 158 camundongos de ambos os sexos tratades com 5 mg de OVA ig. e
imunizados 7 dias apds com 100 pg OVA em AI(OH), ip. (x = 10,12 #* Z,16).
Esta € a populagio Fy da qual foram escolhidos os parentais da geragdo 1.

- 120 camundongos de ambos os sexos (controles) tratados com salina ig

e imunizados 7 dias apdés com 100 pg de OVA em Al(OH}3, 1ip.
{x = 11,56 * 1,77) constituem & populagdc controle Fy.

2 populagdo tratada com BSA ig. apresentou a média
de 9,73 * 2,36 e variéncia de 5,6. A sua populacdoc controle
apresentou a média de 10,94 + 2,32 e wvarilncia de 5,41. A
diferenca entre &s peopulagdes €  altamente significante
(@{G,Gﬁlp pelo Teste t.

Og resultados podem ser observados graficamente na
Figura 3. Observa-se gues as curvas sdo homélogas aguelas

obtidas com as populacles hetercgéneazs tratadas com OVA,
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35 | BE BsA 1G o X=10,94+2,32
J T salins IG X=9 732,36
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Titules de aglutininas (log2y)

Figura 3 - Distribuigdo dos titulos maximos aglutinantes de
camundongos pré-tratados com BSA cu salina IG:

- 171 camundongos de ambos os sexos tratsdes com 5 mg de BEA ig. e
imunizados 7 dias apés com 100 pg BSA em AL(OH)g ip. {x = 9,73 % 2,36).

- 101 camundongos de ambos os sexos tratados com salina ig e imunizados
7 dias apds com 100 pg de BSA em ALl{OH}g, ip. (x = 10,94 % 2,32).
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Separacgao Interlinhagem

A Figura 4R mostra & divergéncia progressiva inter-
linhagens produzida pelo acasalamente seletivo. Diferencgas
significantes foram j& observadas na geracdo Fop; na geragao Fy
ocorreu uma dissociacho ainda mais nitida entre RT e 8T (3,5
log 23, isto representa uma diferencga malor do gue & vezesg
(p<0,001 pelo Teste t). Esta diferen¢a 3,5 log Z € maiocr do
que o desvic padrac fenctipico observadc na populagdc inicial
(2,16 log 2). A diferenca entre as duas linhagens, € uma
medida geral da resposta a selecg@o. Em relagdo & varidncia
fenotipica inicial, ela é da ordem de 3,5/2,16 = 1,6 desvios-
radrdoc. Podemos observar ainda, gue as oscilagdes das médias
das gera¢bes, afetam igualmente os deis grupos (imunizados e
tolerados) de ambas as linhagens. A divergéncia entre os
grupos controle imunizados RT e ST (Figura 4B) embora menor, €
significante pelo Teste t (p<0,08)}. Um outro aspecto
interessante proveniente da andlise da Figura 4A, €& que as
taxas de resposta sd8c diferentes em dire¢bes opostas. As
respostas sdo consideradas assimétricas. Isto pode ser também
observado nas colunas titules de aglutininas e diferencial de
celegdc da Tabela II. O progresso da linhagem RT sob selecdo
pode ser visto guando sua geragdo Fy € comparada a geragdoc Fp
{p<0,001), enguantc gue o de linhagem 8T € mais lento quando a
geragBo Fyg & comparada a Fp (diferenga Fy-Fgp nac significati-

vVa .
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Figura ¢4 - Divergsncis progressiva interlinhagem. Meédias das
diferentes geragbes. A - populagles previamente tratadas com ©
antigeno por via intragdstrica. B - populag¢des controle pre-
viamente tratadas com salina por via intragédstrica.
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A Figure € é um histograma comparativoe da distribui-
¢do da fregliéncia dos titulog aglutinantes entre RT e ST na
geragio Fy. Esta diferen¢a como Jja& wvimos, & altamente
significante (p<0,001; Teste t), apesar da SUperposl1¢do entre
as distribuigdes. Bs Figuras 7A e 7B comparam as &istribuigées
das {freqléncias de ambas as linhagens com seus respectivos
grupos controles. Na linhagem 8T, a populac¢io tratada de forma
tolerogénica apresenta média de 9,55 * 2,68 com uma varifncia
de 7,2 e, sua populag¢do controle uma média de 12,07 + 2,9 com
varif@ncia de 8,4 (diferenca altamente significante - p<0,001;
Teste t). Na linhagem RT, os valores s#c: para a populacgic
tratada de forma tclerogénica, a média é de 13,03 + 2,92, com
varifncia de 8,5 e, a média de 13,35 + 2,58 com varifncia de
6,6 para sua populagéo controle, nédo havendo diferenca
significativa (pelo Teste t) entre as duas populac¢des.

Os resultados completos da selecglo bidireciconal sé&o
encontrados na Tabela Il e as médias dos titulos das popula-

gOes-controle. a cada geracdo na Tabela IIT.
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Tabele 111 - Resposta das geracdes & imunizacio intraperitone-

al com og antigencs utilizados na selegdc {populaches-
ot led

controle)

RC de
Linhagem | Geragio | Antigeno | Animais [ X % 5D (logg)

8T FO OVE 11¢ 1,86 2 1,17
Fi BSA 20 10,20 £ 2,16
F2 OvE &2 10,80 £ 1,98
Fi ESE 22 g,64 + 1,97
¥4 OV 40 12, 2,90

RT Fo Ova 19 11,56
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Figura 7 - Distribuigdo comparativa dos titulos aglutinantes
anti-0OVA das linhagens na geragdo Fy com seus controles res-
sectivos. A - linhagem 37 tolerizada comparada com Jrupo con-
Frole imunizado da mesma linhagem (p<2,001). B - linhagem RT

arizada comparada com grupo controle imunizado da mesma

1 :
ayem {(diferenca nio significanta),



Herdabilidade realizada

Mo cdlculo da herdsbhilidade levamcs em conta os
valeres de P e & ohtidos e acumulados nas geragdes sucesslivas
{Tabela II). Para isto, se torna necessiério gue os diferentes
antigencs utilizados em geragdes alternadas produzam respostas
aglutininas egquivalentec.

Embora ainda nic¢ possamos comparar as respostas das

1

fu
w

eracbes pares com aguelas das gerag¢bes Impares por termos
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setudado poucas geregdes, podemecs no entanto confirmar que as
regpostas induzidas por OVA se mestram egquivalentes aquelas
induzidas wpor BSE observande as curvas respectivas para
populacdes heterogdneas (Figuras 2 e 3). Ests preccupag¢idc €
rrocedente, porgue flutuagfes muitoc bruscas nas médias das
geragbes dificultardoc a medids da herdabilidade, Jj& que &
resposta & selegdo € medida pela diferenga entre as médias de
gera¢des consecutlivas e a herdabilldade estid sendo obtida pela
expressic da resposta CoOmoc uma pProporgac do diferencial 4de
selegan.

L resposta acumulada a selecdc medida pela divergén-

o
1]

cia entre as duas linhagens a cada geragdo, permite obter o
valor médic da herdabilidade de forma mails apropriada, j& que
desta forma os fatores ambientais afetando igualmente as duas

linhagens s&c eliminados. Este valor medio € apresentads na

L teys média de separacio interlinhagenm por geragdo,
de Fp & Fgu € de 1,80 2 1,2 log 2 por cervacio {(parte sUpPErICl
direilta d& Figure &) Este resposta ¢ resultado da pregsac



seletiva medida pelo S acumulado com um valor médio ds 9,5 +
4,0 log 2 por geragdo {parte inferior direita da Figura 2). A
h2 acumulada é medida da regressao linear de R/S acumulados
nas geragdes Fp a Fy @ correspondas a 0,27 (parte esquerda da
Figura 8).

Tabela IV - Cdlculo da herdabilidade através da divergéncia
entre as linhagens.

R acumulado S acumulado h {R/3)
Fq 0,77 5,26 0,15
Fa 1,68 7,83 0,22
i 1,22 10,37 G,12
Fy 3,48 14,45 0,24
X = 0,18 + 0,06
R acumulada
3 -
21}. ) - y
R acumulada o
% I ? el U
4r : g i F2 F3 4
T f Ceragies
3 .
; P ¢ = 0,59
Z L a = .0,78
; - ) b= 9,17
ir 7
o S seumuplade
5 10 15 24
S acumulado 0
8 *'
PR R R T we
Ceracios
acumulada (hey As diver
ecin (R e gl
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Titulos de IgE

Embora apenas a resposta aglutinante setia levada em
conta para a selecdo bidirecional, a produgdo individual de
IgE fcoi também investigada Jjé& que sua sintese é profundamente
afetada por tratamento intragdstrico. Na gerac¢do inicial, 6€3%
dos animais ndo produziu IgE detectavel por PCA, na populacdo
tratada por fiz intragastrica. Na populac¢Bo imunizada a taxa
de n&oc respondedores foi de 43,3%. Esta alta taxa de ndo-
recpondedores € responsdvel pelas médias baixas de 1,7 = 2,45
para a populagio tolerada € de 3,44 + 3,22 para a populacgdo
imunizada {p<0,001}). As varidncias s&o bastante altas; 6,0 e
10,36 respectivamente. Os resultados sdo similares para IgG;.
Nenhuma correlagdo foi observada entre os titulos aglutinantes
e os titulos anafildticoes.

Na geragdo Fq, as linhagens 8T e RT apresentaram
resposta IgE diferentes apds tratamento tolerogénico (Figura
9). Um grupe de cada linhagem fol imunizado sem prévio
tratamente intragdstrico. Estes grupos apregentaram resposta
idéntica & populagdo da linhagem RT tratada tolercgenicamente.
A diferen¢a entre o grupo 8T tratado tolerogenicamente e os
outros trés grupos € altamente significante pelo teste t de
Student. A diferencga entre os grupos experimentails 8T e RT foi
também analisada pelo tesgte de Mann-Whitney com aproximagido
feita pela curva normal, mostrando-ge altamente significente

(p<0,0001 ).
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Figura 9 - Distribuig¢@o dos titulos méximos individuais de
anticorpos IgE anti-OVA da geragdo Fp, medidos por anafilaxia
cuténea passiva (PCA;.

- 84 camundongos da linhagem 8T; ~ 58 camundongos da
linhagem RT.
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4 - DISCUSSAQ

As linhagens i1sogénicas de laboratdério oferecem um
modelo experimental simplificado para estudos genéticos de
caracteristicas complexas. Para alguns caracteres € possivel
encontrar linhagens com fendétipos divergentes, mno entanto
estas diferencas nic s&c td8c abrangentes como as que poderiam
ser encontradas emn populagbes naturais. Os caracteres
estudados nestas linhagens se apresentam, por isto, como se
fossem qualitativos e s8o descritos como sende controlados por
poucos genes. No entanto, a utilizacgdo de varias linhagens nos
permite observar a distribuigdc de caracteres varidveis,
sugerindo um controle poligénico. Um controle deste tipo nao
pode ser caracterizade simplesmente pelo estudo de populac¢les
hibridas Fq ou Fy entre linhagens isogénicas.

Este estudo & possivel através de selegdo genética
bidirecional, para fenétipos extremos, a partir de uma
populacdo heterog&nea €, como ocorreu , Ppor exemplo, com O©
estudo da fase produtiva da sintese de anticorpos atraves da
obtencio de linhagens boas e més respondedoras a antigenos
naturais complexos por BICZZI et al. (1979).

Os fendétipos extremos obtidos através de selegdo
artificial s&o raros em populagles naturais; no entanto, o
cruzamento entre eles permite recuperar a variabilidade
observada na populacdo inicial. Por outro lade, as linhagens
isog8nicas em sua maioria foram originadas de progenitores com

cs  fendtipos intermedidrios, que s&c os mals Ifreglientes
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(Mouton et al., 1985), ndc permitindoc assim o estuds da
variabilidade geral do cardter.

A selegdc artificial tem sido utilizada no estudo da
din8mica evolutiva de fendétipos complexos, explorando a teoria
genética da selegdo (MacARTHUR, 1949; FALCONER, 1955; LATTER &
ROBERTSON, 1962; DESJARDINS et al., 1986) e, para produzir uma
grande divergéncia em um tragoe particular, com o fim de se
estudar a genética fisicldédgica deste trage (MALIK, 1984;
SITEPU et al., 1986; PANOCKA et al., 1986). © modelo utilizado
leva em conta gque o trago € normalmente distribuido como
consegli8necia da manifestacBo de multos loci com efeito aditivo
{componente herddvel da wvariacdo) e, do efeito aditivo
ambiental, e que a resposta a selegdc é dependente de variacdo
genética pré-existente na populagdo inicial, cujo tamanho é
considerado infinito.

Para o estudo do controle genético da tolerdncia
oral, iniciamos um processo seletivo bidirecional. 1Isto
visando o acumulo gradual de genes relevantes para resisténcia
e susceptibilidade a toler@ncia oral a antigenos naturais
complexos.

A populagdo heterog@nea inicial (geragdo Fg), foi
obtida pelo acasalamento equilibrado de oito linhagens isog8-
nicas de origem diversa. A utilizag¢8c de linhagens isog@nicas,
apresentando caracteristicas definidas, como fonte para a
obten¢dc da populacdoc 1nicial, garante a reprodutibilidade
deste processo seletivo.

A escclha da dose intragdstrica adeguada aos

propésitos da selegBc artificial levou em conta gque a
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utilizacgdo de doses extremas como 2 ou 20 mg poderia mascarar
a escolha daqueles individucos mais resistentes ou mais
gsensiveis, a uma e outra dose, respectivamente. Como suporte,
existem observa¢Bes na literatura de supressdo significante do
titulo de anticorpos com doses de OVA intragastrica iguais ou
maiores do gque 5 mg (VAZ et al., 1977; MILLER & HANSON, 1979;
LAMONT et al., 1989). Esta dose intermedidria, teoricamente
impediria a superposic¢io de fendtipos intermedidrios com
aqueles de valores extremos, facilitando a sele¢do pelo mérito
individual.

A determinag¢ioc da capacidade tolerogénica em
linhagens isog&nicas, ¢ possivel pela comparagido do drupo
experimental «c¢om um grupo contrecle 1imunizado da mesma
linhagem. No nosso caso, os dois valores nadc podem ser obtidos
em um mesmo individuo. SOBEY et al. (1966) interromperam uma
experiéncia de selegdo para tolerdncia pela dificuldade em
distinguir nos individuos o fendtipo susceptivel a toler@ncia
do fendétipo baixo-respondedor. Isto impediu o progresso da
selecdo para tolerfncia por reduzir o diferencial de selegdo.
Nés resclvemos este problema usandce a segunda ninhada de cada
casal como controle. Estes individuos apenas imunizados, nos
permitem avaliar a imunocompet&ncia da geragdo correspondente
e evitar a selecdo de camundongos baixo- ou ndo-respondedores,
permitindo assim uma taxa méxima de resposta.

Proteinas soliuveis heterdélogas foram escolhidas como
antigeno, devido ndc sé ao numero relevante de informagles
concernentes a participag¢doc de vdrios genes no controle da

resposta e da tolerdncia imunolégica, como também porgue um
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Unica dose intragédstrica de proteinas como OVA é capaz de
induzir toleréncia efetiva e duradoura. Indugic de tolerfncia
com antigeno particulado como S8RRBC, requer varios tratamentos
intragastricos, © qgue aumentaria bastante © espago entre as
geragbes durante a selegdo (VAZ et al., 1971; MOWAT, 1986;
RIOS et al., 1988).

Duas proteinas (OVA e BSAR), por ndo apresentarem
reagdo cruzada, sdo utilizadas em gera¢des alternadas evitando
assim a interferéncia de anticorpos maternalmente transmiti-
dos.

A populag¢do experimental tratada com OVA ou BSA
apresentou uma curva normal, com ligeiro deslocamento guando
comparada com a popula¢do controle (Figuras 2 e 3}, o que con-
firma a eficdcia do tratamento intragédstricc para © processo
seletive. Este tipo de distribuigido sugere um controle
genetico quantitativo para a toleréncia, como j& descrito para
a sintese quantitativa de anticorpo (BIOZZI, 1979%a).

A resposta de uma populagdo heterogénea pré-tratada
com BSA, similar agquela da populagido pré-tratada com OVA,
permite gue BSA seja utilizado em gerag¢des alternadas. Uma
diferenga muito grande no padrdoco de resposta dos dois
antigenos poderia dificultar o cédlculo da herdabilidade.

Para evitarmos a perda de animais portadores de
genes importantes para o trago sob selecdo, tivemos o cuidado
de selecionar inicilialmente como parentais, também individuos
das porgbes intermediédrias da distribuic8o na faixs de unm
desvio padr8c além da média. A razic disto é gue a selecldo de

camundongos apresentando fendtipos extremos como consegli8ncia
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da ag¢do de um ou poucos genes de "grande efeito", produziria
uma grande mudanga na freqléncia génica, eguivalente a muitas
geracbes de selegdo de genes de "pegueno efeito”.

A divergéncia entre ST e RT vem ocorrendo de forma
lenta como esperado e, como observade nas selegles para boa e
m& resposta & antigenos naturals complexos. Este progresso
lento observado, é tipico em sele¢bes direcioconais para tragos
guantitativos. A resposta acumulada de 3 log 2 na geragac Fg,
assim como a diiferenga da resposta IgE Jja na geragdo F2,
medidas pela diferen¢ga entre 8T e RT demonstra gque o
acasalamento seletive bidirecional é Util para o estudo
genético da tolerdncia oral (SILVA et al., 1990; VAZ et al.,
1977; THOMAS & PARROT, 1974}.

As oscilag¢Bes observadas a cada gerag¢do nas médias
dos titulos de anticorpos, tanto na populac¢dc teclerizada como
na popula¢do controle imunizada, sdo conseqliéncia do efeito
ambiental sobre a resposta, reflexo da utilizag¢do alternada de
antigenos a cada geragdo, j& que as médias de cada linhagem
oscilam sempre na mesma direcdo (Figuras 5A e B},

Até a gerag¢idc atual ndo ocorreu divergéncia signifi-
cativa entre as respostas das populagbes controle das duas
linhagens. Ambas produzem bons titulos de anticorpos quando
imunizadas. Acreditamos gue serd possivel obter linhagem boa
respondedora altamente susceptivel a toler8ncia, assim como
linhagem boa~respondedora altamente resistente ou mesmo capa-
zes de serem sensibilizadas por via intragédstrica. Temos de-
tectadc alguns individucs da populacdc RT tratada intragastri-
camente, cujos titulos estdo acima da média de seus irmfos nido

tratados por esta via com a proteina correspondente.
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Comparande as vari8ncias dos grupocs experimentais
com seus respectivos grupos controles {Figuras &4 & B} obser-
vamos gue ambas czcilam, tendo ocorride um aumento bastante
gignificative na geragdo Fy. Estas variagles paralelas falam a
favor de influBnecia ambientel durante o processc seletivo.
Apesar de ser esperado uma diminuigdo gradual da varidncla com
o progresso da selegdc, & medida gque o0s5 genes relevantes
acumulados forem sendo fixados {(homczigose), uma cscilagdo na
varidncia a cada geracic sempre acontece nas etapas 1niciails
do processo seletivo.

A herdabilidade, expressa a propor¢dc da variincia
total (fenctipica) gue ¢ atribuida acs efeitos médios dos
genes {que é o gque determina o grau de semelhanga entre
parentes). No entantc na pratica, ndo expressa o valor
intrinseco do cardter mas a confiabilidade dc valor fenotipico
como indicagic do valor genotipico, iste é, gqualguer mudanca
no valor fenotipico em decorréncia de circunsténcias
amhientais, influenciarid a estimativa da herdabilidade. Desta
forma, condigBes mais varidvels reduzem os valores da
herdabilidade, enguanto gque condigdes mals uniformes os
aumentam (FALCCNER, 1981). Isto &, uma mesma populagdo guandoe
emn ambientes diferentes ters valores diferentes de
herdabilidade; como s&0 valores relativos, uma maior
influéncia ambiental na vari@ncia fenotipica significa uma
mencr participacdc genotipica. O reversc acontece com &
diminuigdoc da influBncia ambiental na varidncla fenotipica.

Tem sido observado que a magnitude da herdabilidade

apresenta também elguma conexdc com a natureza dos caraclteres.
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De diferentes caracteres estudados em véarios organismos,
agueles com menor herdabilidade s&c exatamente o©s mails
intimamente relacionados 80 malior valor adaptativo, Agueles
com mais alta herdabilidade séo caracteres considerados mencs
importantes (FALCONER, 1981).

0O valor da herdabilidade realizada na selecdo para
toler8ncia oral até o momento, medido pela regressgo linear de
E/8 acumulados ¢é de 0,27, valor este similar aos valores
encontrados nas cinco selegdes obtidas para a resposta imune
guantitativa que estd em tornc de 0,20 para cada uma delas.
Este mesmo valor foi encontrado por FALCONER (1965) para o
tamanho da ninhada em camundongos, gque € um determinante
importante da aptiddo natural.

Esta homogeneidade em torno do valor de 0,20 para a
herdabilidade acumulada para producido guantitativa de
anticorpos, encontrada nas diferentes selecles submetidas a
diferentes influéncias ambientals (diferentes antigenos e
diferentes esguemas de imuniza¢8oc), inclui também valor
semelhante para a herdabilidade encontrada em outra espécie -
ho = 0,18 % 0,04 em cobaias (IBANEZ, 1979). Estes resultados
sugerem a existénecia de grupes poligénicos adaptativamente
importantes mantidos pela selegdoc natural. Estes grupos
g8nicos seriam ac mencs parclalmente c¢omuns no controle da
resposta de anticorpos a diferentes antigenos e, seriam
importantes em sua regulagdoc geral e guantitativa. Entre estes
grupcs génicos estdo provavelmente incluidos os genes de
resposta  imune nfo associados ao principal complexo de

histocompatibilidade {H-2), agsim Ccomo  alguns compleros
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secundédrios de histcocompatibilidade. GASSE (1969) descreve um
Iccus, denominado Ir-Z, leocalizado no guinto grupe de ligagdo,
gue controla 2 capacidade de linhagens ilsoygénicas de
camundongos formarem anticorpos aglutinantes para ok
aloantigenos Ea-1 encontrados nos eritrdcitos de camundongos
selvagens. Ac quintoe grupo de ligacdo estdo assoclados og loca
de histoccmpatibilidade H-3, H-6 e K-13. 0 efeito gquantitativo
do locug H-2 fol determinado pela diferenca entre as linhagens
boa e mé respondedora da selegdoc I, como sendo de 14% em um
total de 10 loci regulando a producgdo de anticorpos.

A varifncia genética aditiva, medida pela
herdabilidade em torno de 0,2, é conseglgnecia da pressic
exercida pela selegdo. Uma fonte variada de estimulos
antigénicos exige uma complexidade funcicnal do sistema imune,
onde grupos génicos independentes gque acumularam grande
gquantidade de polimorfismo genético e gue controlam diferentes
mecanismos regulatérics interagem obrigatoriamente de forma
ndc aditiva. Apenas o efeitc aditivo destes genes ndc é o
suficiente para explicar a vari8ncla observada. Este baixo
vaior de herdabilidade nos permite propdr gue a interagdo
génica € um fator importante na variagdo da toleréncia
imuncolégica medida pela produgdc de anticorpos. Desta forma
fatoreg ndo-aditivos da wvarifncisa genética tais como
domin8ncia, epistasia e desequilibric de ligagfo té&m que ser
congideradcs.

A interacgio génica, definida em termos darwinlanos,
como aguela observada pela agidc de um determinadc gene en

”

diferentes ambilentes genéticos e parte da veria

Zo fenctipica

s
Wy



descrita. Estes genes s80 selecicnados de acords com sua
contribuicdo & adaptrabilidade em combinaglo com outros genesg.
Em um ambiente genético, um determinado gene pode aumentar =
adaptabilidade do gendétipo e, em outrc, © mesme gene pode
produzir um efeito contrario. A pressic da selegdo natural
favorece a gualidade de cooperacdo e de adaptagiae dezte gene
aos demals genes do patriménic genético. No caso da regulagdo
da resposta imune, © importante para a selegdo ndo estéd ne
performance isoladade de linfécitos e fagdcitos, mas na
gqualidade de cooperag¢fic de suas atividades para determinar o
nivel de resposta dos individuos na populagdoc {coadaptagdo).
Infelizmente, a interacdo génica em caracteristicas controia-
das poligenicamente € dificil de ser mensurada, mas ¢ valor de
herdabilidade encontrado, aliado a descrigdo de diferentes
mecanismos controlandc a indugdo de toler8ncia sdo indicativos
da import8ncia da interag¢do génica neste tipo de resposta.

Um outroc aspecto importante observado na selegdo
para toler&ncia é a desigualdade da resposta a selegdo, gue
pode ser observada na figura S5A. A assimetria € um aspecto
comum en experiéncias de selegdoc divergente, porem dificil de
ser explicada (FALCONER, 1955; PASS0S et al., 1977; FALCONER,
1981).

ARlguns dados provisdérios apontam para diferencas na
taxa de fecundidade, assim como na viabilidade entre as

inhagens ST e RT, no entantc, embora estas diferengas possam
explicar ¢ menor diferencial de seleg8o na linhagem 8T (menos

fértil), J& que os individucs inférteis si&c agueles com
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fendtipos extremos, elas ndc explicam adeguadamente a menor

resposta ou o menor valor de herdabilidade ascumulads.

Jes

asgimeliria da respeosta poderia s8e originar como
consegiiéneila de relacgdo entre ¢ ponto do inicio e o limite de
selec8o. O limite tedrico da seleglo é guando todos cos alelos
relevantes foram fixados. 8e a populacgdo inicial ndoc apresenta
sua meédis exatamente entre og dolg limites no  valor
fenotipice, a resposta a sele¢dc serd maicor em uma diregis do
gue na outra. Um aspecto desta relagdc, € se a selegdoc natural
favorece ©o heterozigoto; neste casc o limite em uma diregdo
ndo & a fixagdio, mas o equilibric da frecgliéneias génica. A
selecic natural evitaria a fixa¢8o porgue os homozigotos para
um determinadce gene associado ao carédter sob selecdo 30 menos
aptos.

Uma outra explicagio para a assimefria da resposta
poderia ser a existéncia na populaglo inicial, de individuos
com O genoma em desequilibrio como donsequéncia do interacasa-
lamento dag linhagens isogénicas {muitos destes novog arranjios
genotipicos ndo seriam vidveis). Estes individuos estariam em
desvantagem em relagd8c & uma série de caracteristicas
métricas. ¥ possivel que alguns deles estejam dentre aguelas
selecionados como sensiveis & toleréncia. Neste caso, o
problems seria resclvidc com a tendéncia natural das
populagdes e dos Iindividuog & wum Dbalango o6timo de sua
compoeligic genética.

Fr.  experiféncie ndo mosgtrada, observamos gue  0OS
individucs da porcdc intermedidria da curva fenctipica da

pepulacgao  Fp apresentaram  ums melhor performance  guando



comparades com  agueles escolhidos come T e, uma leve
gsuperioridade guande comparados com agueles escolhidos come
RT, guantc a fertilidede. A populagdo originasda dos casals com
fendtipo intermedidric apresentou média e mediana homdloga
aguela dos parentais e, uma varifncia relativa bastante redu-
zida. Neste contexto poderiamcs interpretar estas observagbes
come se  peguenas diferengas aditlvas entre os  individuos
estiveszem obscurecidas pelo tamponamento fajustamento
regulatéric) encontradc em genomas egquilibrados (homeostasia
genética).

Uma forte ligagidc cromossOmica dos loci associados
ac cardter sob selegdc e agueles assoclades ao valor adapta-
tive também causaria assimetria na resposta a selegdo. Estas
liga¢Bes podem ser desfeitas com a formagdo de novog arranjos
por recombinagio.

Selegdo direcional artificial é obviamente uma forga
empenhada em mover uma populagido de sua composigdo de
equilibrio, forcando-a, embora  néo necessariamente, a
dificuldades adaptativas quando um  cardter métrice é
seleciconado. 8Segundco FALCONER (1981), asso-ciacgles entre o
cardter selecionado e ¢ valor adaptativo s8o comuns em
populagdes originadas de acasalamento entre linhagens
isogBnicas e, sdoc temporérias.

Regpostas correlacionadas causando assimetria podem
também ser devidas a pleiotropiz {correlacdc fisioldgica)., &
conhecido gue ag diferengasn entre certas linhagens seleciona-
das parae alta e hzlxa guantidade de anticorpos a antigencs

- - % v Jo—] . 4 - . - y - Dy o
naturaie complexcs poden ser devidas a diferengas na atividade
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catabdlica de macréfagos. A formag8o de fragmenteos imunogéni-
cos pelogs macrofagos, € o primeirce degrau na cadela de
interacbes levando & sintese de anticorpos, tendo assinm
importéncia nas etapas regulatérias posteriores. Oz enterdci-
tos, por exemplo, sdc capazes de produzir fragmentos
tolerog8nicos, sendo importantes nas etapas 1niciais ds
indugdo de toleréncia oral; seria esgperado gue variagdes
geneticamente determinadas na fisilclogia do intesting
contribuissem com a resposta a antigencs ingeridos. Uma
correlac¢io entre atividade absortiva dos enterdécitos e
tolerdncia oral poderia ser suspeitada neste caso, levando
como conseqlénecia & ocutras correlacbes ndc esperadas.

Neste caso, estes genes de efeito pleiotrépico
controlando o© processo de absorgidc, seriam componentes de
algum segmento polimdérfico de um cromossomc mantido como
unidade por causa de seu alto valor adaptativo.

Nio é possivel no momento distinguir entre estas
explicacdes e, s6 a continuidade da seleg8o nos permitiri
chegar a conclusdes mais concretas schre as meodificagdes

genéticas gue estdo ocorrendo.
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5 -~ CONCLUSOES

1 - Os resultados predizem a plausibilidade do processo sele-

tive para o estudo genético quantitative da tolerdncia

imunoldégica.

2 - Predizem ainda, a possibilidade de podermos dispor de um
modelc experimental Unico para estudo de caracteristicas

imuncolégicas e genéticas.

3 - A distribui¢@o normal dos titulos aglutinantes na popula-
¢do Fp e, a significante diferenga observada interlinhagem
indicam que a tolerfncia oral é um cardter controlado pelo

efeito aditivo de vérios loci independentes.
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