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RESUMO  

Trabalhos anteriores de nosso laboratório mostraram que camundongos transgênicos 

DO11.10, cuja maioria dos linfócitos T expressam TCR específico para ovalbumina 

(OVA) no contexto de I-Ad, não são sensíveis à tolerância oral a essa proteína. Dados 

de literatura mostram que a administração intraperitoneal de OVA ou do fragmento 

peptídico 323-339 de OVA (OVA323-339) leva à deleção de timócitos imaturos 

(CD4+CD8+TCRlow) e à drástica redução de timócitos maduros (CD4+CD8-TCRhigh) no 

timo de camundongos DO11.10. No entanto, os efeitos da administração oral de OVA 

sobre as células T da mucosa intestinal desses animais são desconhecidos. Neste 

trabalho, investigamos os efeitos da ingestão de OVA sobre a modulação dos diferentes 

subgrupos células T e expressão de mRNA de citocinas em linfócitos intraepiteliais 

(IELs) de camundongos transgênicos DO11.10 (TGN) e camundongos selvagens 

BALB/c. Para isso, os animais das duas linhagens foram tratados com OVA por via oral 

por sete dias consecutivos e em seguida parte de cada grupo foi desafiada com OVA 

por via intraperitoneal (ip). Camundongos naïve e imunizados com OVA apenas por via 

i.p. constituíram os grupos controles. Segmentos de intestino delgado (jejuno) desses 

animais foram processados para análise histológica, isolamento e fenotipagem de IELs 

e avaliação da expressão de citocinas em IELs isoladas. Observamos que a 

histoarquitetura do intestino delgado de camundongos BALB/c e DO11.10 apresentava 

diferenças pronunciadas na sua organização. Enquanto o intestino de camundongos 

BALB/c mostrava-se bem preservado e inalterado pelos tratamentos com OVA, o de 

camundongos DO11.10 apresentava expressiva redução da túnica muscular, bem 

como discretas mas bem definidas alterações histológicas de vilosidades e da lâmina 
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própria (LP), condições que foram acentuadas pela administração de OVA por via oral 

e/ou ip. A ingestão de OVA induziu acentuada redução no número de IELS no intestino 

delgado do TGN, mas não alterou a freqüência de células TCD8 + e TCD4+. 

Administração de OVA via oral + ip aumentou a freqüência de células CD103+ entre os 

IELs CD4+ de ambos os tipos de camundongos BALB / c e TGN e elevou a expressão 

de CD103 em IELs CD8β+ de TGN. A freqüência de células Foxp3+ aumentou em todos 

os subconjuntos de IELS de BALB/c tratados com OVA; em IELS de TGN, a frequência 

de células Foxp3+ aumentou apenas no subconjunto CD25+. IELS de camundongos 

BALB/c tolerantes à OVA apresentaram menor expressão de todas as citocinas 

estudadas, enquanto que os de TGN que ingeriram OVA apresentaram elevada 

expressão de citocinas inflamatórias, especialmente de IFN-γ, TGF-β e TNF-α. 

Tomados em conjunto, nossos resultados sugerem que a inabilidade de camundongos 

transgênicos DO11.10 se tornarem tolerantes à OVA pode estar relacionada com a 

desorganização e com as alterações nas proporções de células T 

inflamatórias/reguladoras na mucosa intestinal.  
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ABSTRACT 

 

Previous work from our laboratory showed that DO11.10 transgenic mice, in 

which the most of T lymphocytes express TCR specific for ovalbumin (OVA) in the 

context of I-Ad, are not sensitive to oral tolerance to this protein. Literature data show 

that intraperitoneal administration of OVA or OVA peptide fragment 323-339 (OVA323-

339) leads to the deletion of immature thymocytes (CD4+ CD8+ TCRlo) and the drastic 

reduction of mature thymocytes (CD4+ CD8-TCRhigh) in the thymus of DO11.10 mice. 

However, the effects of oral administration of OVA on T cells of the intestinal mucosa of 

these animals are unknown. In this study, we investigated the effects of ingestion of 

OVA on the cellular profile and the expression of cytokines in intraepithelial T 

lymphocytes (IELs) of transgenic mice (TGN) and wild-type mice BALB/c. For this, mice 

were treated with OVA orally for seven consecutive days, and then challenged 

intraperitoneally (ip). Segments of small intestine (jejunum) from naïve mice or mice 

treated with OVA orally and/or ip were processed for histological analysis, extraction and 

phenotyping IELS and evaluation of the expression of cytokines in isolated IELS. We 

observed that the histoarchitecture of the small intestine of mice BALB/c and DO11.10 

showed pronounced differences in their organization. While the jejunum of BALB/c mice 

showed an well-preserved structure that was unaltered by treatment with OVA, the small 

intestine of DO11.10 mice showed significant reduction of the muscular tunica and 

discrete but well-defined histological changes of lamina propria (LP) villous, conditions 

which were accentuated by the administration of OVA orally and/or ip. The ingestion of 
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OVA induced a reduction in the number of IELs in small intestines of TGN, but it did not 

change the frequencies of CD8+ and CD4+ T cell subsets. Administration of OVA via oral 

+ ip increased the frequency of CD103+ cells in CD4+ T cell subset in IELs of both 

BALB/c and TGN mice and elevated its expression in CD8β+ T cell subset in IELs of 

TGN. The frequency of Foxp3+ cells increased in all subsets in IELs of BALB/c treated 

with OVA; in IELs of TGN, it increased only in CD25+ subset. IELs from BALB/c tolerant 

mice had lower expression of all cytokines studied, whereas those from TGN showed 

high expression of inflammatory cytokines, especially of IFN-γ, TGF-β, and TNF-α. 

Overall, our results suggest that the inability of TGN to become tolerant may be related 

to disorganization and altered proportions of inflammatory/regulatory T cells in its 

intestinal mucosa.   
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As mucosas constituem interfaces entre organismo e ambiente e representam as 

principais portas de entrada para os antígenos estranhos que adentram o organismo 

pelas vias respiratórias, geniturinária e gastrointestinal. Para vencer esse desafio, mais 

de 60% do tecido linfoide periférico humano está localizado nas mucosas, mesmo que a 

maioria dos antígenos presentes na região não seja nociva. Mais de 100 quilogramas 

de antígenos presentes nos alimentos são processados a cada ano pela mucosa 

gastrointestinal. As reações adversas a esses antígenos são evitadas porque o sistema 

imune das mucosas é capaz de responder de modo diferenciado aos antígenos da dieta 

/ organismos comensais e aos agentes infecciosos / moléculas nocivas. Uma falha no 

equilíbrio desse sistema pode levar a reações de hipersensibilidade como nas 

enteropatias ou a doenças severas causadas por agentes patogênicos. A compreensão 

dos mecanismos empregados pelo sistema imune das mucosas permanece como o 

principal desafio para o desenvolvimento de vacinas e tratamentos de doenças 

inflamatórias, alergias e doenças autoimunes (WIEDERMANN, 2003; ANJUÈRE & 

CZERKINSKY, 2007).  

O sistema imune do trato intestinal compreende as placas de Peyer (PP), os 

agregados linfoides do intestino delgado, grosso e apêndice e os linfonodos 

mesentéricos (MLNs), além de linfócitos T e B, plasmócitos, macrófagos, mastócitos, 

eosinófilos e células dendríticas (DCs) dispersos na lâmina própria (LP) e os linfócitos 

intraepiteliais (IELs) dispostos entre as células do epitélio intestinal. As respostas 

imunes ou de tolerância desencadeadas no intestino são iniciadas pelas populações 
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celulares desses tecidos linfoides, dotadas de mecanismos efetores ou reguladores 

(CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004).  

Os linfócitos intraepiteliais do intestino representam a maior coleção de linfócitos 

do organismo e, somados às células T presentes na lâmina própria, constituem a 

primeira e principal barreira imunológica para os antígenos liberados nas mucosas. Os 

IELs também têm sido caracterizados como células com função reguladora do sistema 

imune (LEFRANCOIS, 1991a; CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004). 

Os IELs localizam-se justapostos às células do epitélio das mucosas, na 

proporção de um IEL para cada cinco a dez enterócitos, ao longo de suas faces laterais 

(HERSHBERG & MAYER, 2000) e possuem fenótipo de célula ativada ou de células de 

memória efetora (SHIRES et al., 2001; WANG et al., 2002, WANG et al., 2004). Essas 

células apresentam alta expressão da integrina Eβ7 que interage com a E-caderina 

expressa pelas células epiteliais, em interação que permite a retenção dos IELs no 

epitélio intestinal (CEPEK et al., 1994). O tráfico de IELs pelo organismo já foi 

considerado insignificante. No entanto, estudos recentes demonstram que mesmo 

associadas ao epitélio, os IELs podem sofrer expansão clonal e voltar à recircular pelo 

corpo, contribuindo para a manutenção do pool de células do organismo, principalmente 

os IELs com TCR  (STANKOVIC et al., 2007). 

Os IELs presentes na mucosa do intestino delgado compreendem uma 

população bastante heterogênea de linfócitos. Normalmente são classificados como 

linfócitos convencionais e não convencionais. Os IELs convencionais apresentam TCR 
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β e moléculas co-receptoras convencionais CD4 ou CD8β. Os IELs não 

convencionais podem ter TCR β ou TCR  e expressar o homodímero CD8 ou 

ainda serem células duplo-positivas CD8+CD4+ ou duplo-negativas CD8-CD4- 

(LEFRANCOIS, 1991b; HAYDAY, 2001). 

As células dendríticas (DCs) dispersas na lâmina própria do intestino constituem 

uma população não usual que se caracteriza pela produção preferencial de IL-10, 

capaz de polarizar as células T para um fenótipo regulador, isto é, produtoras de IL-4, 

IL-10 e TGF (transforming growth factor)-. Desta forma, o microambiente das mucosas 

favorece a tolerância local e sistêmica ao prevenir o desenvolvimento de respostas 

imunes efetoras contra os antígenos inócuos que adentram o organismo (MOWAT, 

2003; SAMSOM et al., 2005).  

Células T reguladoras também estão presentes na lâmina própria e se 

caracterizam pela expressão das moléculas CD25 e Foxp3 (linfócitos TCD25+Foxp3+) e 

estão diretamente envolvidas no processo de indução de tolerância pela via das 

mucosas. Protocolos para a indução de células T reguladoras têm sido sugeridos como 

estratégia no tratamento de doenças alérgicas (WINKLER et al., 2006) e inflamatórias 

do intestino (KRAUS & MAYER, 2005). 

A administração oral de antígenos exógenos também leva à supressão da 

imunidade sistêmica específica em um fenômeno conhecido como tolerância oral. 

Embora não sejam totalmente conhecidos, postula-se que deleção clonal, anergia e 

supressão ativa da resposta imune sistêmica sejam os principais mecanismos 
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envolvidos no estabelecimento da tolerância oral (FRIEDMAN & WEINER, 1994). A 

deleção de células T antígeno específica na mucosa é observada quando altas doses 

do antígeno proteico são administradas, muitas vezes em condições não fisiológicas 

(CHEN; INOBE; MARKS, 1995). A anergia também foi observada após administração 

oral de antígeno em altas doses e se dá em virtude da inativação funcional de células T 

antígeno-específicas. Já a supressão é mais comumente observada após a 

administração contínua de baixas doses de antígeno. Os dados experimentais sugerem 

que a imunossupressão é mediada por citocinas reguladoras como o TGF-β, IL-10 e IL-

4 (LEE & BARRET, 2000).  

Em trabalhos anteriores de nosso laboratório verificamos que, diferentemente de 

sua contraparte selvagem, o camundongo transgênico DO11.10 - um animal com 

background genético de BALB/c, que expressa TCR transgênico derivado do hibridoma 

DO11.10, específico para o peptídeo OVA323-339 no contexto de I-Ad (MURPHY; 

HEIMBERGER; LOH, 1990) - não se torna tolerante à OVA administrada por via oral. 

Nesses transgênicos, o desafio intraperitoneal que se segue à administração oral de 

OVA é sempre acompanhado de elevação dos níveis séricos de anticorpos específicos 

e aumento da atividade proliferativa de linfócitos esplênicos (SIMIONI et al., 2004). 

No presente trabalho, avaliamos a estrutura do intestino delgado e a distribuição 

das diversas populações de IELs em camundongos selvagens da linhagem BALB/c 

tornados tolerantes por ingestão voluntária de OVA, bem como de camundongos 

transgênicos DO11.10 submetidos ao mesmo tratamento oral e desafio parenteral. A 

expressão de mRNA de citocinas pró- e anti-inflamatórias em IELs isolados de animais 
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das duas linhagens também foi investigada. Nossas observações mostraram a 

ocorrência de alterações significativas na organização do intestino delgado do 

camundongo DO11.10 em comparação com os camundongos selvagens BALB/c. 

Nesse sentido, os intestinos delgados dos TGN naïve apresentavam expressiva 

redução da túnica muscular bem como alterações de celularidade nas vilosidades e 

lâmina própria (LP), que se acentuaram após os tratamentos com OVA. Vimos também 

que camundongos DO11.10 e BALB/c diferiam na distribuição das diferentes 

populações de IELs do intestino delgado e que essas diferenças se acentuaram após 

tratamento oral com OVA. As alterações mais significativas na frequência de IELs em 

DO11.10 tratados com OVA foram: redução de células CD8+, aumento de  células 

CD4+/CD8+ e a redução da expressão de CD103+ em todas as subpopulações de IELs. 

Em BALB/c, as alterações decorrentes do tratamento oral com OVA foram: aumento de 

células CD8+ e da expressão de CD103+ em todas as subpopulações de IELs. Em 

ambas as linhagens, a ingestão de OVA resultou em aumento da frequência de IELs 

Foxp3+ e IELS CD8β+/CD25+. Contudo, o tratamento oral com OVA resultou em 

aumento da expressão de mRNA de citocinas com perfil inflamatório (IL-6, TGF-β, IL-

17, IFN- e TNF-) em IELs isoladas de camundongos DO11.10. Em conjunto, nossos 

resultados indicam que a inabilidade de camundongos transgênicos DO11.10 se 

tornarem tolerantes à OVA pode estar relacionada com a desorganização e com as 

alterações nas proporções de células T inflamatórias/reguladoras de sua mucosa 

intestinal. 
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2.1. Tolerância oral  

Os mecanismos que levam à tolerância central estão relacionados com a 

eliminação de células T que passaram por uma seleção positiva no córtex tímico, mas 

que apresentam uma forte avidez para os complexos peptídeo-MHC (MHC, do inglês 

Major Histocompatibility Complex) exibidos por células apresentadoras de antígenos 

(APCs) medulares do timo (MURPHY et al., 1990, MONDINO et al., 1996, KLEIN & 

KYEWSKI 2000, TOUSSIROT, 2002). Experimentos empregando camundongos 

transgênicos para o receptor de célula T (TCR) têm demonstrado que a deleção clonal 

pode ocorrer no início da diferenciação das células T no córtex, com as células T no 

estágio duplo positivo (linfócitos T CD4+CD8+) ou então mais tarde, na medula tímica, 

quando as células já se encontram no estágio simples positivo (linfócitos T CD4+CD8- 

ou T CD8+CD4-) (MURPHY et al., 1990). Embora grande parte dos clones autoreativos 

seja eliminada no timo, trabalhos mais recentes têm mostrado que alguns desses 

clones adquirem a expressão de CD25 e se tornam células T reguladoras naturais, e 

como tal são exportadas para a perifieria (JORDAN et al, 2001; FONTENOT et al., 2005). 

Os linfócitos T autoreativos que não foram eliminados pelos processos de 

seleção tímica poderiam, em princípio, ser ativados na periferia. Geralmente isso não 

ocorre porque faltam os níveis de co-estimulação necessários para a sua completa 

ativação na periferia, o que leva essas células T à anergia (MONDINO et al.,1996). 

Outros mecanismos que garantem a tolerância ao próprio na periferia incluem a 

supressão de células T naïve por células T reguladoras e a morte de células T efetoras 

por apoptose (CHEN; INOBE; MARKS, 1995; KLEIN & KYEWSKI 2000; LIPSCOMB & 
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MASTEN, 2002). 

Embora os fatores específicos que levam à quebra da tolerância periférica a 

antígenos próprios ainda não tenham sido totalmente esclarecidos, o conhecimento 

acumulado nas últimas décadas tem contribuído para o entendimento dos mecanismos 

envolvidos em diversas doenças autoimunes, como a diabetes, a artrite reumatóide, a 

esclerose múltipla e as alergias, e para a proposição de algumas intervenções 

terapêuticas (WEINER et al.,1994; MONDINO et al.,1996; KLEIN & KYEWSKI 2000; 

TOUSSIROT, 2002; LIPSCOMB & MASTEN, 2002; MAUL & DUCHMANN, 2008).  

O contato com antígenos exógenos também pode resultar em tolerância imune, 

que pode se desenvolver tanto de forma natural quanto experimental. Entre as formas 

mais estudadas de tolerância natural a antígenos exógenos destaca-se a tolerância oral 

ou de mucosas.  

 As mucosas dos tratos gastrointestinal, respiratório e urogenital representam a 

primeira porta de entrada para a maioria dos patógenos que invadem o organismo, 

sendo alvo de intensa proteção e controle por parte do sistema imunológico. A 

presença de patógenos nas mucosas geralmente desencadeia respostas locais e 

sistêmicas que resultam na sua eliminação, enquanto microrganismos comensais e 

antígenos proteicos da dieta são “assimilados” pelo sistema imune. Esse fenômeno é 

designado como tolerância oral ou de mucosas (HOGAN & ROTHENBERG, 2008; 

ARTIS, 2008; ROUND & MAZMANIAN, 2009). De fato, as respostas imunes que se 

iniciam nas mucosas diferem bastante da imunidade desenvolvida a partir de um 



Revisão Bibliográfica 

10 

contato com o antígeno por via parenteral, apresentando efeitos muitas vezes opostos 

aos observados em outros sítios (DU PRÉ & SAMSOM, 2011). 

  
Sabe-se, no entanto, que o contato com antígenos pela via digestiva pode 

resultar no desenvolvimento de severas reações de hipersensibilidade em indivíduos 

alérgicos e que esta via pode ser utilizada para a administração de vacinas de grande 

valor profilático (MESTECKY et al., 2007). Por isso, o entendimento do funcionamento 

do sistema imune associados às mucosas, em particular na tolerância oral, é de 

fundamental importância para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas e 

profiláticas de manifestações clínicas diversas (BURKS et al., 2008).  

A tolerância oral é uma forma de tolerância periférica na qual os linfócitos 

maduros de indivíduos que ingeriram previamente o antígeno não respondem ou 

respondem fracamente a desafio parenteral subsequente com o mesmo antígeno. Esse 

fenômeno imunológico descrito pela primeira vez em 1911 por Wells, em modelo animal 

de anafilaxia, requer a ativa participação do tecido linfóide associado ao intestino, como 

as placas de Peyer, os folículos linfoides e as células M (OGRA, 2003). As células M 

localizadas no epitélio intestinal que recobre os folículos linfoides e placas de Peyer são 

responsáveis pela captura de antígenos do lúmen intestinal e sua entrega para células 

apresentadoras de antígenos profissionais (TOUSSIROT, 2002). 

Vários estudos têm demonstrado que, a depender da dose e frequência de 

administração, antígenos proteicos introduzidos pela via digestiva podem induzir um 

estado duradouro e específico de tolerância imunológica (WEINER, 1994; FRIEDMAN & 
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WEINER, 1994; MARTH et al., 2000). Altas doses de antígeno administradas pela via 

oral podem levar a anergia ou a deleção clonal das células T, enquanto repetidas doses 

de pequenas quantidades de antígeno levam a uma ativação e expansão de células T 

produtoras de citocinas supressoras, particularmente TGF- e IL-10 (CHEN; INOBE; 

MARKS, 1995; MARTH et al.,1996; MARTH et al., 2000). Em modelos transgênicos, a 

tolerância oral por ingestão de proteína nativa ou de peptídeo tolerogênico também tem 

sido relacionada com a anergia das células T pelo aumento da expressão de CTLA-4 

("Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4") após a ativação e proliferação de células T 

antígenos específicas (SUN et al.,1999). 

As células dendríticas (DCs) maduras são as mais importantes apresentadoras 

de antígenos para células T virgens. DCs imaturas estão presentes na pele, no epitélio 

gastrointestinal e no sistema respiratório (STEINMAN, ADAMS, COHN, 1975; 

STEINMAN & BANCHEREAU, 2007). As DCs imaturas - cuja função principal é 

capturar e transportar antígenos para os linfonodos - expressam inicialmente baixos 

níveis de moléculas de superfície envolvidas na ativação de linfócitos T. Durante a 

migração para os linfonodos, as DCs maturam e passam a expressar moléculas de 

MHC de classe II e moléculas co-estimulatórias (B7-1 e ICAM-l), além de vários 

receptores para citocinas e quimiocinas, receptores de Fc e receptores de manose 

(MR), tomando-se eficientes apresentadoras de antígenos para células T virgens. 

Células dendríticas maduras residem em regiões ricas em linfócitos T nos linfonodos e 

interstícios de vários órgãos (CELLA et al.,1997) 

DCs também parecem desempenhar um papel importante na tolerância. Estudos 
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recentes têm demonstrado que células T que reconhecem complexos peptídeos-MHCII 

com baixa afinidade, sem receber nenhuma co-estimulação pelas células dendríticas, 

tomam-se anérgicas ou sofrem apoptose. As moléculas co-estimulatórias expressas na 

superfície das APCs exercem um papel primordial na ativação das células T virgens, 

fornecendo o segundo sinal necessário ao processo de ativação (MULLER et al.,1989). 

A ausência de moléculas co-estimuladoras B7 na superfície das APCs, pode induzir a 

tolerância de linfócitos T antígeno-específico por favorecer a interação entre moléculas 

CD28 e CTLA-4 (KRUMMEL & ALLISON, 1995). O papel da CD40 e de outras 

moléculas co-estimulatórias expressas em células dendríticas também tem sido 

investigado na tolerância, porém com resultados contraditórios (HAASE et al., 2004; 

CHUNG et al., 2004). O tratamento de camundongos normais e transgênicos DO11.10 

com antígeno e com anticorpo anti-CD40, um agonista da molécula co-estimulatória  de 

DCs, não foi capaz de interferir com a tolerância induzida pela administração oral de 

OVA (CHUNG et al., 2004). Por outro lado, o tratamento com anticorpos bloqueadores 

anti-D40-L garantiu a sobrevivência do enxerto em indivíduos transplantados sem a 

necessidade de tratamento com imunossupressores (GRACA et al.,2003). Células 

dendríticas imaturas tratadas com IL-10 não passam pelos processos de maturação, 

isto é, não expressam níveis significativos das moléculas co-estimulatórias em sua 

superfície e como resultado induzem a anergia nas células imunocompetentes 

(LIPSCOMB & MASTEN, 2002). Uma vez geradas, as células T anérgicas podem 

suprimir o desenvolvimento de uma resposta imune através da inibição da expressão 

de MHC de classe II, CD 80 e CD86 (B7-1 / B7-2, respectivamente) na superfície das 

células dendríticas (VENDETTI et al.,2000, STEINMAN & BANCHEREAU, 2007).  
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Outro aspecto importante na indução da tolerância é a diferenciação de células T 

reguladoras (Treg). As células Treg secretam fatores de supressão como a IL-10, TGF-

, CTLA-4 e inibem a proliferação de células T efetoras antígeno-específicas 

(SALOMON et al.,2000; KRISTEN & KHORUTS, 2001; WALKER et al.,2003; 

KOHYAMA et al.,2004).  

A estimulação das células reguladoras pelas células dendríticas vem sendo 

amplamente discutida na literatura (VON BOEHMER, 2003, YAMAZAKI et al.,2003). No 

ambiente das mucosas as células dendríticas desempenham um papel fundamental na 

manutenção da homeostase. Essencialmente, as DCs CD103+ no ambiente intestinal 

podem dirigir a diferenciação de células T para um fenótipo regulador (Treg Foxp3+) ou 

efetor (TH17, secretoras de IL-17), além de atuarem na troca de isotipo de IgM para IgA 

em células B secretoras de anticorpos. DCs produtoras de ácido retinóico - um produto 

da degradação metabólica da vitamina A - parecem ser responsáveis pela 

transformação de células T naïve em células Treg produtoras de TGF-β e sua migração 

para o intestino (COOMBES et al., 2007; MUCIDA et al., 2007; VON BOEHMER, 2007; 

RESCIGNO & DI SABATINO, 2009). DCs isoladas das mucosas e cultivadas in vitro, no 

entanto, parecem perder sua capacidade reguladora se tornando altamente 

imunogênicas, demostrando assim o importante papel do microambiente na modulação 

funcional dessas células (RESCIGNO & DI SABATINO, 2009). 
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2.2. Mucosa gastrintestinal 

As superfícies das mucosas possuem organização complexa, constituída por 

componentes celulares e não celulares que formam uma barreira à disseminação de 

patógenos vindos do ambiente externo. 

A mucosa do trato digestório é recoberta por uma espessa camada de muco 

produzido pelas células caliciformes do epitélio e por uma grande quantidade da 

proteína imunoglobulina A (IgA). Estima-se que 40mg de IgA / Kg de massa corporal 

seja secretada diariamente, especialmente no trato gastrointestinal dos seres humanos 

(OGRA, 2003).  

Pesquisas recentes têm demonstrado que microrganismos da microbiota normal 

humana estimulam o sistema imune de mucosas a produzir IgA, mas de um modo 

peculiar. De fato, tem sido observado que esses antígenos induzem a produção 

oligômeros de IgA2 de baixa afinidade e resistentes a protease de microrganismos, 

provavelmente a partir de células B IgM de memória localizadas na lâmina própria 

(CERUTTI, 2008). A IgA2 produzida nas mucosas favorece a retenção de 

microrganismos comensais na superfície luminal do intestino, protegendo o organismo 

contra a penetração microbiana nos tecidos do hospedeiro, bem como inibindo o 

crescimento de uma flora patogênica no intestino (STECHER, 2007; VAISHNAVA et al., 

2008).  

Sob a camada de muco encontram-se as células epiteliais do intestino, 

fortemente unidas no ápice e na base por junções de adesão e oclusão (“tight 
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junctions”). Esse tipo de organização funciona como uma eficiente barreira física contra 

os patógenos e os diversos antígenos que adentram o organismo, pois só permitem a 

passagem de pequenas moléculas de até 2 kDa. Em locais inflamados e durante o 

parto, no entanto, essas junções se tornam menos adesivas e permitem a passagem de 

macromoléculas para a lâmina própria (OGRA, 2003; ANDERSON, 2001). As células 

epiteliais do intestino, ou enterócitos, apresentam uma borda contendo 

microvilosidades, conhecida como borda em escova, e são recobertas pelo glicocálix, 

que contém grandes quantidades de anticorpos IgA, enzimas e peptídeos anti-

microbianos (MAYER, 2003).  

Os linfócitos estão presentes em três regiões essenciais do GALT (Gut 

Associated Lymphoid Tissue), isto é, distribuídos na camada epitelial (IELs), espalhados 

pela lâmina própria (LP) ou localizados nos folículos linfoides e placas de Peyer (PP) 

(CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004).  

As placas de Peyer são agregadas de folículos linfoides, semelhantes aos 

nódulos linfoides, distribuídos pelo intestino delgado, particularmente no íleo. 

Aproximadamente 30 a 40 placas ocorrem no intestino delgado de um indivíduo, e elas 

aparecem como áreas de espessamento alongadas, nas quais faltam as vilosidades 

típicas do epitélio intestinal. Entre as células epiteliais que recobrem as regiões das 

placas de Peyer encontram-se células altamente especializadas denominadas células 

M. As células M endocitam antígenos proteicos e peptídicos do lúmen intestinal, e os 

transportam sem digeri-los até os macrófagos e células dendríticas situados nas 

camadas mais profundas do intestino (CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004; 
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MOWAT, 2003; BAUMGART & DIGNASS, 2003). Por outro lado, as células dendríticas 

presentes na mucosa intestinal são capazes de estender seus processos 

citoplasmáticos através das junções de adesão do epitélio e capturar antígenos 

diretamente do lúmen intestinal (RESCIGNO et al.,2001). A integridade da barreira é 

mantida durante esse processo porque as junções de adesão são refeitas por proteínas 

que são expressas pelas células do epitélio e pelas próprias células dendríticas 

(ANDERSON, 2001; BURKS et al.,2008; ARTIS, 2008). 

As células epiteliais do intestino (IECs) também têm sido associadas com a 

iniciação da resposta imunológica nas mucosas (ANDERSON, 2001; MAYER, 2003; 

ILIEV et al.,2009). Após infecções bacterianas, as células epiteliais passam a produzir, 

via ativação do Fator Nuclear kappa B (NF-B), citocinas e quimiocinas como 

interleucina-8 (IL-8), MIP2 e MIP3 e outras moléculas que ativam ou recrutam células 

efetoras para o local da infecção (HAYDAY & VINEY, 2000). As IECs também secretam 

citocinas como a IL-7 e IL-15 que determinam o desenvolvimento dos linfócitos 

residentes no intestino (IELs) aos quais estão justapostas (HAYDAY & VINEY, 2000), 

além de poderem funcionar como células apresentadoras de antígenos não 

profissionais (BLUMBERG et al.,1999; HERSHBERG & MAYER, 2000; ARTIS, 2008). 

Os linfócitos intraepiteliais do intestino, particularmente os linfócitos T , podem 

reconhecer sinais de estresse liberado pelas IECs, por uma via não clássica de 

apresentação antigênica envolvendo as moléculas MICA e MICB (GROH, et al.,1996; 

SHAO et al., 2005). Recentemente, demonstrou-se a indução de fenótipo tolerogênico 

em DCs isoladas de linfonodos mesentéricos e cultivadas na presença de meio 
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condicionado de IECs obtidos de indivíduos saudáveis. Sob a ação do ácido retinóico e 

de TGF-, as DCs tolerogênicas aumentaram a expressão de CD103+ e foram capazes 

de induzir a diferenciação de células Treg Foxp3+. IECs de indivíduos portadores de 

doença de Crohn falharam em produzir o mesmo efeito (ILIEV et al.,2009).  

 

2.3. Linfócitos Intraepiteliais 

Os linfócitos intraepiteliais (IELs) são primariamente células T (>90% CD3+) que 

estão dispersas individualmente entre a camada de células epiteliais dos vilos da 

mucosa intestinal numa proporção de, aproximadamente, um IELs para cada cinco a 

dez células epiteliais do intestino (Figura 1). Dada a imensa área de cobertura do 

epitélio intestinal, os IELs residentes constituem uma fração substancial do total de 

células T do organismo (HAYDAY, 2001).  

 

 
 
 

Figura 1.1. Microscopia eletrônica de transmissão (A) e microscopia 
eletrônica de varredura (B) mostrando os linfócitos intraepiteliais IELs e 
o epitélio da mucosa do intestino delgado (FOTO: ISHIKAWA et al., 2007) 
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A controvérsia sobre a origem dos linfócitos intraepiteliais da mucosa do intestino 

delgado parece ter chegado ao fim com o advento de novas tecnologias, como a 

utilização da proteína verde fluorescente (gfp, green fluorescent protein), que 

permitiram o mapeamento dessas células no intestino (EBERL & LITTMAN, 2004). 

Também contribuíram para isso, as descobertas recentes de que, no período perinatal, 

muitos IELs migram do timo para o intestino em um estágio imaturo, antes de passar 

pela seleção tímica. Essas células são consideradas “precursoras comprometidas” 

derivadas de células triplo-positivas (TP, células duplo-positivas que expressam o 

homodímero CD8) que terminam seu processo de maturação nos vilos da mucosa 

intestinal (LAMBOLEZ et al.,2006; HAYDAY & GIBBONS, 2008). O local exato de 

diferenciação dos IELs na mucosa intestinal ainda não foi determinado. Porém, 

acredita-se que as criptas intestinais, onde estão presentes as células troncos que dão 

origem às células epiteliais, seja o local de maturação e diferenciação dos IELs (SAITO, 

1998; ISHIKAWA et al.,2007). A presença de células T de origem extratímica em 

camundongos atímicos ou timectomizados, também confirmaram a existência de uma 

população discreta de linfócitos no intestino, remanescente do desenvolvimento 

embrionário, oriunda de outros tecidos (GUY-GRAND et al.,2003; LOCKE et al.,2006; 

HAYDAY & GIBBONS, 2008 ).  

Os IELs têm sido divididos em dois grandes grupos celulares: o primeiro grupo 

denominado de células “Tipo a” consiste de IELs TCR+ restritos ao MHC de classe II 

(linfócitos TCD4+) ou ao MHC de classe I (linfócitos CD8+), semelhantes às células T 
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convencionais selecionadas no timo encontradas no sangue, baço e outros órgãos 

linfóides secundários. Após a ativação em resposta ao seu antígeno cognato 

encontrado nos locais de indução na periferia, essas células T ativadas migram para o 

local efetor do intestino, onde residem permanecendo como células T efetoras e de 

memória. O segundo grupo, que é referido como "Tipo b", pode expressar tanto o 

TCR quanto o TCR. Esses linfócitos frequentemente expressam o homodímero 

CD8 e não expressam as moléculas coreceptoras típicas CD4 ou CD8αβ (HAYDAY, 

et al, 2001). 

A distribuição das populações de linfócitos T  e  é bastante distinta nos 

diversos microambientes da mucosa intestinal (epitélio versus lâmina própria; intestino 

delgado versus intestino grosso) e sua distribuição em roedores depende da idade, da 

linhagem e das condições do biotério onde são criados (STATON et al.,2006; Van WIJK 

& CHEROUTRE, 2009). 

Os linfócitos T presentes no baço, no sangue periférico e linfonodos são em sua 

maioria células Tαβ CD4+ e em menor proporção células Tαβ CD8+. Já no epitélio 

intestinal a maior parte dos IELs (>70%) são células T CD8+ (LEFRANÇOIS, 1991; 

BHARHANI et al., 2007). As células T CD8+ da mucosa intestinal apresentam grânulos 

citotóxicos e são predominantemente células que expressam o homodímero CD8. A 

grande quantidade de linfócitos citotóxicos nas mucosas garante o rápido 

reconhecimento e eliminação das células epiteliais infectadas (HAYDAY et al., 2001; 

BAUMGART & DIGNASS, 2003, MASOPUST et al., 2006, ISAKOV et al., 2009).  
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Em camundongos, os linfócitos intraepiteliais do intestino delgado são 

constituídos por células T  e  na proporção de 20 a 35% e 65 a 80%, 

respectivamente. No intestino grosso murino, a maioria dos linfócitos intraepiteliais são 

T CD4+ (CAMERINI et al.,1993). No intestino delgado humano, a proporção de IELs 

portadores de TCR  é relativamente menor, isto é, cerca de 10% do total de IELs 

(FAURE et al.,1988). Na lâmina própria do intestino de murinos, a proporção 

assemelha-se àquela encontrada no sangue periférico, que é de 95% de células T  e 

de 1 a 5% de células T  (BAUMGART & DIGNASS, 2003).  

O papel dos linfócitos T  do MALT ainda não está totalmente esclarecido. 

Alguns estudos, no entanto, mostram a participação dessas células no controle da 

resposta imune local, através da secreção de citocinas que impedem a entrada de 

células T efetoras da imunidade sistêmica (HAYDAY, 2001). Camundongos deficientes 

em células T  apresentam uma resposta imune exacerbada às infecções bacterianas 

e por protozoários (ROBERTS et al.,1996; WEINTRAUB et al.,1997;  HAMADA et al., 

2008) e também parecem ser mais susceptíveis à inflamações no epitélio intestinal  

(INAGAKI-OHARA et al.,2004). 

Embora as propriedades antiinflamatórias dos linfócitos intraepiteliais tenham 

sido sugeridas há 25 anos, pouco é conhecido acerca das interações entre as 

diferentes populações de IELs com o epitélio das mucosas e com os tecidos linfóides 

circundantes, como as placas de Peyer e a lâmina própria. Essas interações parecem 
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contribuir de maneira direta para o desenvolvimento de células com características 

reguladoras (KUNISAWA, 2007).  

Os IELs situam-se entre as células do epitélio das mucosas e a membrana basal 

e, mesmo não formando um tecido linfoide fechado e organizado, estão entre as 

primeiras células do sistema imune a encontrar os antígenos de patógenos que 

adentram o organismo pelas vias aéreas ou por via oral (KUNISAWA et al.,2007). Essas 

células participam diretamente do reconhecimento e início de uma resposta imune de 

defesa e também da regulação dessa resposta (CARDING & EGAN, 2000; 

ANDERSON, 2001). Também desempenham um importante papel na manutenção da 

homeostase das mucosas através de um estado fisiológico de tolerância (IWEALA & 

NAGLER, 2006), inibindo as respostas imunes geradas contra antígenos da dieta e 

revertendo as respostas alérgicas iniciadas no MALT, além de promover a renovação 

da camada epitelial (CHEROUTRE & MADAKAMUTIL, 2004). Tais funções dos IELs 

têm sido atribuídas à secreção de TGF- e IL-10, citocinas envolvidas na supressão da 

resposta imune (KAPP et al.,2004).  

Linfócitos intraepiteliais da mucosa do intestino, pulmão e pele que expressam 

constitutivamente E7 têm sido identificados com uma população de IELs com 

características reguladoras (PARKER et al.,1992; LEHMANN et al.,2002; KANG et 

al.,2009). A integrina E7 (CD103), que tem como função reter os linfócitos dentro de 

compartimentos epiteliais, foi descrita como marcador para duas populações de IELs: 

células T E
+ CD4+ CD25+ que expressam CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4), 

descritas inicialmente como células T reguladoras (SAKAGUCHI, 2005) e células T E
+ 
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CD4+ CD25- que também exibem atividade reguladora. A transferência adotiva de 

células T E
+ inibiu o desenvolvimento de colite em camundongos SCID (severe 

combined immunodeficient) (LEHMANN et al., 2002). Células T CD103high CD8 

(E
high) também foram capazes de inibir o crescimento de linfócitos T CD4+ in vitro e 

apresentaram um papel regulador in vivo durante o desenvolvimento da ileíte crônica 

em modelo animal (HO et al.,2008). Dados da literatura clínica e experimental apontam 

a diminuição ou ausência de células com função reguladora/supressora, principalmente 

IELs CD8+, como causa principal das doenças inflamatórias do intestino, seja em 

manifestações de caráter autoimune ou alérgico (BRIMNES et al., 2005; VIGHI et al., 

2008), (VON HERRATH & HARRISON, 2003; KRAUS & MAYER, 2005; VIGHI et al., 

2008; BIZARRO & TONUTTI, 2008). A ausência de regulação permite o acúmulo de 

células inflamatórias como células de padrão Th1 (secretoras da interleucina IFN-) 

(NIESS et al.,2008) e células Th17 (secretoras de interleucina IL-17) (TARGAN & 

KARP, 2005; ROVEDATTI, 2009) que causam dano tecidual. Resultados clínicos têm 

demonstrado a importância do monitoramento constante dos linfócitos intraepiteliais nas 

inflamações crônicas da mucosa intestinal (FORSBERG, 2007; VIDALI et al., 2010; LIU 

et al., 2010).  

Os camundongos transgênicos DO11.10 (MURPHY et al.,1990; YAMAZAKI et 

al., 2003) têm sido usados para elucidar diversos aspectos da tolerância central e 

periférica. Contudo, resultados obtidos no nosso laboratório mostraram que esses 

animais desenvolvem resposta imune humoral específica após a ingestão de 

ovalbumina nativa (OVA), enquanto os camundongos BALB/c (linhagem “background” 

http://gut.bmj.com/search?author1=L+Rovedatti&sortspec=date&submit=Submit
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dos camundongos transgênicos) tornam-se tolerantes à OVA pela aplicação do mesmo 

regime. A proliferação celular e a secreção de citocinas em culturas de células T virgens 

conduzidas na presença de DCs do baço de camundongos BALB/c tolerantes à OVA 

foram sempre significativamente mais baixas do que em culturas realizadas na 

presença de DCs coletadas de BALB/c imunizados por via i.p. ou de DO11.10 tratados 

com OVA por via oral ou i.p. Os camundongos DO11.10 imunizados por via i.p. bem 

como os que ingeriram OVA, apresentaram um padrão de resposta imune humoral 

influenciado por Th1 e Th2, produzindo tanto anticorpos IgG1 como IgG2a específicos 

para OVA. O mesmo protocolo de imunização levou os camundongos BALB/c a 

produzir apenas anticorpos IgG1 OVA-específicos, cujos níveis foram significativamente 

mais reduzidos nos grupos pré-tratados com OVA por via oral. Após a ingestão do 

antígeno, foi possível verificar que os camundongos DO11.10 apresentaram uma 

redução significativa no número de células definidas pelo anticorpo KJ1-26 (anti-TCR 

OVA específico), tanto no baço como no sangue periférico. No entanto, as células T 

remanescentes foram bastante eficazes em montar uma resposta imune humoral OVA-

específica nos camundongos transgênicos. As células dendríticas dos camundongos 

DO11.10 tratados ou não com OVA foram igualmente capazes de estimular a produção 

das citocinas IL-2, INF-, IL-4 e IL-10 em co-culturas de células T naïve. Entretanto, os 

níveis de TGF- produzidos foram significativamente mais reduzidos nessas culturas 

em comparação com as conduzidas na presença de DCs de camundongos BALB/c 

tolerantes (SIMIONI et al.,2004).  

Para compreendermos melhor as diferenças descritas acima entre as linhagens 
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de camundongos BALB/c e DO11.10, nos propusemos estudar as populações de IELs 

presentes na mucosa do intestino delgado dos grupos de animais submetidos ao 

protocolo de ingestão voluntária de ovalbumina, bem como a avaliar localmente as 

respostas imunológicas que ocorrem após a absorção da proteína.  
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Avaliar os efeitos da ingestão e/ou da imunização parenteral com OVA sobre o fenótipo 

de linfócitos da mucosa intestinal e sobre a expressão de citocinas em IELs de 

camundongos transgênicos DO11.10 e camundongos selvagens BALB/c.  
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5.1 Animais 

Camundongos das linhagens BALB/c e D011.10, cujas matrizes foram adquiridas 

dos Laboratórios Jackons (Bar Harbor, ME, E.U.A), foram reproduzidos no Centro 

Multinstitucional de Investigacões Biológicas (CEMIB) da UNICAMP. Com 4 semanas 

de idade, os camundongos foram transferidos para o Biotério da área de Imunologia do 

Departamento de Genética, Evolução e Bioagentes do Instituto de Biologia, UNICAMP, 

onde foram mantidos em microisoladores, em ambiente com temperatura e fotoperíodo 

controlados, com água e ração esterilizados em livre demanda. Os grupos usados nos 

experimentos foram constituídos por cinco animais. Este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP, sob o protocolo No. 736-2. 

 

5.2 Indução da tolerância e desafio com a proteína ovalbumina 

 Camundongos, machos e fêmeas com 6 a 8 semanas de idade, foram tratados 

com OVA (Rhoster Indústria e Comércio Ltda., Vargem Grande Paulista, SP, Brazil) 

para indução de tolerância oral e/ou imunizações parenterais, conforme descrito 

anteriormente por SIMIONI e colaboradores (2004). Os grupos experimentais foram 

assim constituídos: 1) Grupo OVA oral. Os camundongos foram alimentados com OVA 

dissolvida na água de beber (4mg/mL), por sete dias consecutivos; 2) Grupo OVA ip. Os 

camundongos foram imunizados com duas doses de OVA por via ip, em intervalo de 

sete dias entre cada dose. A primeira dose foi constituída por 10g de OVA e 1mg de 

adjuvante hidróxido de alumínio [Al(OH)3] diluída em solução salina (NaCl 0,15M). A 
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segunda dose continha 10g de OVA em solução salina; 3) Grupo OVA oral + ip. Os 

camundongos receberam OVA na água de beber como o grupo 1. Sete dias após a 

interrupção da dieta com OVA, os animais foram desafiados com a proteína por via ip 

conforme descrito para o grupo 2; 4) Grupo controle naïve. Os camundongos não 

receberam qualquer tratamento com OVA. Quinze dias após a última dose de antígeno 

administrada por via ip, os animais de todos os grupos foram sacrificados.   

Antes de qualquer tratamento, os camundongos foram sangrados pelo plexo 

retro-orbital para a obtenção do soro pré-imune. No dia do sacrifício, o sangue venoso 

foi colhido de todos os animais por punção cardíaca e deixado coagular. Os soros 

obtidos por centrifugação foram armazenados -20oC até o momento do uso. 

 

5.3  Ensaios de ELISA para detecção de anticorpos específicos contra a proteína 

ovalbumina (OVA). 

Os níveis de anticorpos anti-OVA foram determinados por ELISA segundo o 

protocolo descrito anteriormente por SIMIONI e colaboradores (2004). Brevemente, 

placas de ELISA (Falcon, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) foram 

sensibilizadas com 50L de uma solução de OVA (Sigma) a 20μg/mL (em tampão 

carbonato/bicarbonato de sódio, pH 9,6) e mantidas por 1 hora à 37oC e, em seguida, 

por 18 horas à 4oC. Após a incubação, os poços foram lavados com solução salina 

tamponada (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). Em seguida, os sítios livres 

de reação foram bloqueados pela adição de PBS contendo 5% de leite desnatado 
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(Nestlé) e as placas foram novamente incubadas por 1 hora a 37oC. Após novo ciclo de 

três lavagens, as amostras de soros de camundongos imunizados, tratados ou não 

tratados com OVA, foram adicionadas aos poços da placa, em diluições seriadas de 

1/100 a 1/12.800. Após mais um ciclo de lavagens com PBS-T, as placas foram 

incubadas com imunoglobulina de coelho anti-imunoglobulina de camundongo 

conjugada com peroxidase (HRPO) (275 ng/mL). Após 1 hora de incubação, os 

reagentes foram removidos por lavagem e a reação foi revelada pela adição de 50 L 

do substrato/cromógeno, (H2O2 0,03% (Merck) e ortofenilenodiamina 0,04% (OPD) 

(Sigma), em tampão ácido cítrico/fosfato bibásico de Sódio, pH 5,5). Após 30 minutos 

no escuro, 25 L de ácido sulfúrico (H2SO4) 4N foram adicionados aos poços da placa, 

para o bloqueio das reações. As placas foram lidas utilizando-se o leitor automático de 

placas de ELISA (Multiskan II, MS, Labsystem, Helsinki, Finland), a 492nm. Os valores 

dos ELISA foram calculados através das somas das densidades ópticas obtidas em 

cada ponto das diluições dos soros (1:100 até 1:12.800) dos camundongos, e foram 

expressos como a média e erro padrão da média (EPM) de cada grupo experimental. 

 

5.4 Isolamento e purificação dos linfócitos intraepiteliais  

Os linfócitos intraepiteliais (IELs) foram extraídos do intestino delgado dos 

camundongos BALB/c e DO.11.10 segundo o protocolo descrito previamente por 

MONTUFAR-SOLIS & KLEIN (2006), sem modificações. Brevemente, os intestinos 

delgados foram removidos com o auxílio de pinça e tesoura estéreis, o corte foi feito 
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após o estômago e nas proximidades do ceco. Foram então lavados com PBS livre de 

Ca2+/Mg2+ contendo antibiótico gentamicina (GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, 

PA, USA) na concentração de 20g/mL, com o auxílio de uma seringa de 20mL 

acoplada a uma ponteira de 100L, para a retirada do conteúdo interno.  

Após a lavagem, fez-se a remoção cuidadosa das placas de Peyer e das 

gorduras do mesentério. Os fragmentos de intestino foram colocados em uma placa de 

petri contendo meio RPMI (Sigma-Aldrich) completo, isto é, meio RPMI contendo 10% 

de soro bovino fetal (SBF, Nutricell, Campinas, SP, Brazil), e gentamicina na 

concentração de 20g/mL. Os fragmentos de intestino foram abertos longitudinalmente 

e, em seguida, cortados em pedaços de 1,0 a 1,5 cm. Os pedaços foram transferidos 

para tubos estéreis e lavados com PBS contendo 2% de SBF e 20g/mL de 

gentamicina, sendo revolvidos com o auxílio de uma pipeta de 10 mL. O líquido foi 

removido e adicionado nova alíquota de PBS/SFB/Gentamicina; este procedimento foi 

repetido por 4 vezes. Para a extração dos linfócitos do tecido epitelial, os pedaços 

lavados de intestino foram colocados em um erlenmeyer contendo 50mL de tampão 

PBS, contendo 70g/mL de DTT (ditiotritol, Calbiochem; Cleveland’s reagent; Merck 

KGaA, Darmstadt, Germany), 5 mM de EDTA (Sigma-Aldrich) e 20g/mL de 

gentamicina, e incubados por 30 a 35 minutos a 37ºC em banho maria (Dubnoff - 

MARCONI), sob agitação constante. Os fragmentos foram colhidos em peneira de aço 

sobre uma placa de Petri e então descartados. As células extraídas no tampão foram 

filtradas em coluna de lã de nylon (130mg de lã/ seringa de 20 mL), previamente lavada 

com PBS/Gentamicina. As células eluídas da coluna foram sedimentadas por 



Material e Métodos 

34 

centrifugação a 200g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. As células foram 

ressuspensas em 3 mL de PBS e misturada a igual volume de uma solução isotônica 

de Percoll (Amersham and Sigma-Aldrich) preparada com 9 partes de Percoll 100% 

[1.130 g/ml] e 1 parte de solução 1,5M de NaCl. A suspensão de células em 45% de 

Percoll foi depositada gentilmente (com o auxílio de uma pipeta Pasteur) sobre uma 

camada de 4 mL de Percoll a 70%,  em um tubo de centrífuga de vidro de 15mL, e 

então centrifugadas a 600 g, a 20ºC, por 20 minutos. As células no anel formado na 

interface do gradiente foram coletadas cuidadosamente, transferidas para outro tubo de 

centrífuga contendo meio RPMI completo (20mL) e submetidas à centrifugação a 200g, 

por 10 minutos. Após descarte do sobrenadante, as células foram novamente 

ressuspensas em 2-5 mL de RPMI completo e uma alíquota foi retirada e corada em 

azul de Trypan para a contagem de células em câmara de Neubauer. Os IELs de 

camundongos BALB/c foram adicionalmente purificados por passagem em colunas de 

separação de células contendo microesferas imunomagnéticas conjugadas com o 

anticorpo monoclonal anti-CD90 (Thy 1.2) (Miltenyi Biotec, Bergisch-GladBach, 

Germany), seguindo-se as recomendações do fabricante. 

 

5.5 Análises fenotípicas por citometria de fluxo 

Os IELs obtidos foram incubadas com sobrenadante de cultura contendo o 

anticorpo anti-CD16/32 (clone 2.4G2) por 45 minutos, a 4°C, para bloquear a possível 

ligação dos anticorpos específicos a receptores Fc presentes em linfócitos. Em seguida, 
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as suspensões celulares (5x 105 a 1x 106/células) foram incubadas com os anticorpos 

monoclonais especificados abaixo, durante 30 minutos, a 4°C, ao abrigo da luz. Para 

retirar o excesso de anticorpos, as células foram lavadas com 2,5 mL de tampão para 

citometria (PBS contendo 2% de SBF) por centrifugação a 200g, por 10 minutos e 

posteriormente ressuspensas em 300 L de PBS contendo 1% de formaldeído (Sigma-

Aldrich). Os seguintes anticorpos adquiridos da BD-PharMingen foram utilizados: anti-

CD3 (clone 145-2C11)-PerCP Cy5.5 ou FITC; anti-CD4 (clone GK1.5)-FITC, PE ou PE-

Cy7; anti-CD4 (clone RM4-5)-PE-Cy7; anti-CD8 (clone 53-6.7)-FITC ou PE; anti-CD8β 

(clone 53-5.8)-FITC; anti-TCR (clone H57-597)-PE; anti-TCR (clone GL3)-FITC ou 

PE; anti-CD152 (CTLA-4) (clone UC10-4F10-11)-PE; anti-CD25 (clone 7D4)-FITC ou 

PE; anti-CD103 ( IEL) (clone  M290)-PE; anti-OVA TCR (clone KJ1-26)-PE. Anticorpos 

anti-Foxp 3 (clone FJK-16s)-PE ou FITC foram comprados da  eBioscience (San Diego, 

CA, USA). As células foram examinadas em citômetro de fluxo FACSAria (Becton and 

Dickinson). As análises foram feitas com o software FCS express V3. Também foram 

feitas as análises dos respectivos controles isotípicos de cada uma das moléculas de 

superfície estudadas. Tais controles foram utilizados para traçar os quadrantes nas 

análises do Dot Blot e são apresentados em conjunto com as moléculas de interesse 

nos resultados das análises apresentados como histrogramas. 
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5.6 Análises Histológicas  

Para as análises por imunofluorescência indireta, fragmentos de 

aproximadamente 0,5cm de intestino delgado (porções do jejuno) de camundongos dos 

diferentes grupos experimentais foram congelados em meio OCT (LEICA) e mantidos a 

-70ºC até o dia do processamento. As secções transversais do intestino foram feitas por 

crio-secção (criostato, Microm HM 505 E) e fixadas em acetona (Merck) por 10 minutos 

a 4ºC. A marcação dos linfócitos intraepiteliais foi feita com 1,2g/L anti-CD3 (clone 

2C11) conjugado à fluoresceína diluído em PBS/BSA 1% (Albumina Bovina fração V, 

Alamar Técnico-Científica LTDA, INLAB). O tecido epitelial foi contra-corado com 

0,5g/L de Faloidina conjugada com TRITC [isotiocianato de tetrametil rodamina B 

(Sigma-Aldrich)] diluida em PBS. As lâminas foram montadas com Vectashield H-1000 

(Mounting Médium for fluorescence) e a análises e fotos foram feitas no microscópio 

Eclipse E-800 (NIKON, Tókio Japan) usando programa de captura das imagens (Image 

Pró-Plus). 

Para as análises histológicas, as peças de intestino delgado (porção do jejuno), 

foram fixadas em solução de paraformaldeído 4% (Sigma-Aldrich) diluído volume a 

volume em solução de PBS pH7,2. Após lavagem com solução de PBS contendo 1% 

de Glicina (JT Baker, Mallinckrodt Baker, Phillipsburg, NJ, E.U.A.), as peças foram 

incluídas em parafina. Secções 5 m (cortes transversais) feitas no micrótomo (LEICA) 

foram coradas com hematotoxilina/eoxina (H/E, Sigma-Aldrich). As lâminas foram 

observadas em microscópio óptico (microscópio Eclipse E-800, NIKON, Tokio Japão). A 

captura de imagens e as fotos foram feitas utilizando o software Image Pro-plus.  
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5.7 Ensaios para detecção de citocinas por análise quantitativa do RNA 

mensageiro (mRNA) através da reação em cadeia da polimerase em tempo real 

(Real Time qPCR). 

 

 O RNA total foi extraído do IELs dos grupos de camundongos BALB/c e 

DO11.10, purificados conforme descrito no item 2.2, usando-se o kit reagente 

PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen, Brazil, LTDA), de 

acordo com as instruções do fabricante.  As transcrições reversas (cDNA) foram feitas 

usando-se os reagentes do kit SuperScript III First-Strand Syntesis Supermix 

(Invitrogen), com hexâmeros randômicos. Os ensaios para detecção das citocinas IL-2, 

IL-4, IL-10, IL-6, IL-17, IFN-, TGF-β e TNF- por reação em cadeia da polimerase em 

tempo real, foram feitos em quadruplicatas usando-se a sonda (probe) presente no 

reagente 2x TaMan Master Mix (Applied Biosystems) e as sequências iniciadoras 

(primers) presentes no reagente TaqMan Gene Expression Assays Assay-on-Demand 

(Applied Biosystems). Os ensaios foram realizados no equipamento 7500 FAST – Real 

Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). O primer 18S RNA ribossomal (18S 

rRNA) foi usado como controle endógeno. Todos os primers foram adquiridos como 

Inventoried Assays – sequências iniciadoras pré definidas e pré fabricadas disponíveis 

sob os códigos: IL-2 (Mm00434256_m1); IL-4 (Mm00445259_m1); IL-10 

(Mm00439614_m1); TGF-beta 1 (Mm00441729_g1); TNF- (Mm00443258_m1); IL-6 

(Mm00446190_m1); IFN- (Mm01168134_m1); IL-17 (Mm00439618_m1); 18S rRNA 

(Hs03928990_g1). As amostras experimentais e controles foram feitas em 
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quadruplicatas. A expressão relativa do RNA mensageiro foi calculada usando o 

método comparativo 2(-Delta Delta C(T)) descrito por LIVAK & SCHMITTGEN (2001).  

Brevemente, os valores Delta CT (DCT) para cada citocina foram calculados 

subtraindo-se a média dos sinais de PCR encontrados nas amostras do grupo 

experimental da média encontrada nas amostras de controle endógeno (18S rRNA). 

Desta forma, DCT = CT(citocina) - CT(18S rRNA), onde CT se refere ao comparative 

threshold cycle. O DCT de cada citocina nos diferentes grupos experimentais foi então 

subtraído dos respectivos DCT obtidos na amostra de referência (grupo controle naïve) 

para gerar o Delta Delta CT (DDCT). Desta forma, DDCT = DCT da amostra 

experimental – DCT da amostra de referência. O valor de DDCT assim obtido foi usado 

para calcular a expressão relativa dos genes das citocinas em comparação à amostra 

de referência. Para a normalização, atribuiu-se o valor arbitrário de 1 aos mRNA de 

citocinas em IELs do grupo controle. Os mRNA nos grupos experimentais foram 

plotadas em gráfico em relação ao  valor atribuído ao controle.  

 

5.8 Estatística 

 

Para comparações entre os grupos controles e experimentais utilizou-se a análise de 

variância ANOVA (One-way e Two-way) seguida pelo teste de comparação múltipla de 

Bonferroni. Foram considerados significativos os valores de p  0,05. 
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6.1 Efeito da ingestão de OVA sobre a resposta imune humoral sistêmica de 

camundongos BALB/c e DO11.10 

 

Os efeitos da ingestão de ovalbumina sobre a resposta imune humoral específica 

foi avaliada em camundongos transgênicos DO11.10 e sua contraparte selvagem, o 

camundongo BALB/c. Para isso, os camundongos foram alimentados durante sete dias 

consecutivos com solução de OVA (4mg/mL), além de ração em livre demanda. Duas 

semanas após a interrupção do tratamento oral com a proteína, parte do grupo foi 

desafiada com duas doses 10g de OVA/1mg de Al(OH)3 administradas por via 

intraperitoneal, em intervalo de sete dias. Uma semana após a última dose ip, os níveis 

de anticorpos séricos específicos foram examinados por ensaios imunoenzimáticos do 

tipo ELISA indireto. A Figura 6.1 ilustra os resultados obtidos em três experimentos 

independentes. Conforme se pode observar, camundongos BALB/c tratados 

previamente com OVA por via oral e depois desafiados por via parenteral apresentaram 

níveis séricos de anticorpos específicos significativamente mais reduzidos (p0,001) do 

que os camundongos controles imunizados apenas por via ip (Figura 6.1A).  Em 

camundongos DO11.10, no entanto, o tratamento oral com OVA não inibiu a produção 

de anticorpos séricos anti-OVA. Ao contrário, o consumo de OVA parece ter funcionado 

como via sensibilizante, uma vez que níveis significativamente mais elevados de 

anticorpos específicos foram observados em soros de transgênicos que receberam 

OVA por via oral + ip, em comparação aos controles imunizados apenas por via ip 

(p0,001) (Figura 6.1B).  
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Figura 6.1. Níveis de anticorpos séricos em camundongos BALB/c e DO11.10 imunizados com 
OVA. Camundongos BALB/c (Painel A) e DO11.10 (Painel B) receberam 4mg/mL de OVA dissolvida na 
água de beber, durante sete dias consecutivos (OVA oral). Os grupos controles receberam água livre de 
proteínas. Quatorze dias depois da interrupção do tratamento oral, a metade dos animais em cada grupo 
foi desfiado por via ip com uma dose de 10g de OVA em solução salina contendo 1mg de Al(OH)3. Sete 
dias depois foi realizado novo desafio ip com a mesma dose do antígeno em solução salina por via ip. As 
barras representam as médias das somatórias () das densidades ópticas (Dos) obtidas quando os soros 
imunes foram testados nas diluições de 1:100 até 1:12.8000 por ELISA contra OVA. As comparações 
entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way ANOVA utilizando-se o teste a 
posteriori de Bonferroni. (**) e (***) indicam os valores de p. 
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6.2 Análise histológica de segmentos de intestino delgado e avaliação da 

distribuição dos linfócitos intraepiteliais (IELS) na mucosa intestinal de 

camundongos BALB/c e DO11.10 tratados com ovalbumina 

Após a interrupção dos tratamentos com OVA, os intestinos de camundongos 

BALB/c e DO11.10 foram removidos assepticamente e segmentos da região do jejuno 

foram processados para a avaliação histológica em cortes ultrafinos corados com H&E. 

A avaliação in situ de linfócitos T foi realizada em criosecções coradas com anticorpo 

anti-CD3 conjugado com FITC. Os segmentos de intestino delgado também foram 

empregados para o isolamento de IELs utilizados nas avaliações da distribuição desses 

tipos celulares nos dois tipos de camundongos submetidos aos diferentes tratamentos 

com OVA. As Figuras 6.2, 6.3, 6.4 e a Tabela 6.1 ilustram o conjunto de resultados 

obtidos em três experimentos independentes.  

É possível observar na Figura 6.2 que a camada muscular da mucosa do 

intestino delgado de camundongos DO11.10 apresentava-se mais fina do que a de 

camundongos BALB/c, mesmo em animais do grupo controle. Observa-se também, que 

o epitélio intestinal dos camundongos DO11.10 apresenta uma estrutura mais frouxa e 

com menos células do que os vilos do epitélio intestinal dos camundongos BALB/c. 

Após os tratamentos com OVA as diferenças se acentuaram entre as duas linhagens, 

com os vilos intestinais de camundongos transgênicos DO11.10 mostrando um edema 

discreto na lâmina própria (LP), não observável no respectivo grupo de camundongos 

BALB/c. De fato, o tratamento com OVA não resultou em qualquer alteração na mucosa 

intestinal de camundongos BALB/c. 
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Após os tratamentos com OVA, a incidência de células CD3 positivas diminuiu 

substancialmente nas vilosidades intestinais de camundongos transgênicos DO11.10, 

mas não nas de camundongos BALB/c (Figura 6.3). A análise por citometria de fluxo 

confirmou esses resultados (Figura 6.4A), mostrando redução de 65% para menos de 

20% do clonotipo OVA-específico (células KJ1-26+) entre as IELs isoladas dos 

camundongos transgênicos controles e alimentados com OVA, respectivamente (Figura 

6.4B).  

Conforme resumido na Tabela 6.1, o número total de IELs isolados do intestino 

delgado de camundongos DO11.10 foi sempre menor do que o obtido de camundongos 

BALB/c, mesmo nos grupos controles sem tratamento. Além disso, observou-se que os 

tratamentos com OVA levaram a acentuada redução no número de células recuperadas 

de intestinos de camundongos transgênicos, o que não ocorreu nos grupos de 

camundongos BALB/c.  
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Figura 6.2. Análise histológica de cortes transversais do intestino delgado de camundongos 
BALB/c e DO11.10 após tratamentos com OVA. Os camundongos receberam OVA misturada à água 
de beber, durante sete dias (OVA oral). Quatorze dias após a interrupção do tratamento oral, metade dos 
animais foi desfiado com duas dose de 10g de OVA em solução salina contendo 1mg de Al(OH)3 pela 
via ip em intervalo de sete dias. Um grupo de camundongos recebeu OVA apenas por via intraperitoneal 
(OVA ip). Os animais do grupo controle não foram imunizados e receberam água livre de proteínas. 
Amostras do intestino delgado (jejuno) foram coletadas, fixadas em formol tamponado e então incluídas 
em parafina. Secções de 5m foram coradas com Eosina e Hematoxilina. As cabeças de seta indicam a 
região da túnica muscular; as setas indicam regiões da lâmina própria com edema. Os achados 
histológicos são representativos de 3experimentos independentes. (N=5). As barras nas figuras 
correspondem a 100m. 
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Figura 6.3. Análise por imunofluorescência da distribuição de linfócitos em cortes transversais do 
intestino delgado de camundongos BALB/c e DO11.10 após tratamentos com OVA. Para evidenciar 
os linfócitos, criosecções de intestino delgado (jejuno) de camundongos DO11.10 e BALB/c tratados ou 
não com OVA foram fixadas em acetona, corados com anti-CD3conjugado com  FITC (clone 2C11; 
coloração verde) diluído 1:200 em PBS/BSA 1%. Para evidenciar os vilos e as células epiteliais, as 
secções foram contra coradas com Faloidina conjugada com TRITC (coloração vermelha) na 
concentração de 0,5g/L. (N=5). Barra = 100m. 
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Figura 6.4. Frequência de IELs OVA-específicos isolados do intestino delgado de camundongos 
DO11.10, após tratamentos com OVA. IELs isolados de segmentos de intestino delgado de 
camundongos DO11.10 foram analisados por citomertria de fluxo (FACSAria; Becton & Dickinson) para o 
marcador clonotípico KJ1-26+ expresso pelas células T transgênicas. (Painel A): Dot plots de frequência 
das células KJ1-26+ nos diferentes tratamentos. (Painel B) Gráficos de barras representando as análises 
estatísticas das frequências médias de células KJ1-26+  E.P.M. obtidas em três experimentos 
independentes. As comparações entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way 
ANOVA utilizando-se o teste a posteriori de Bonferroni. (*) e (**) indicam os valores de p ≤0,05 e p ≤0,01, 
respectivamente (N=5). 
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TABELA 6.1. Número de células recuperadas do intestino delgado de camundongos DO11.10 e 
BALB/c tratados ou não com ovalbumina. 

 

a Média  EPM do número de células x 107; b Os dados forma obtidos de três (DO11.10) e quatro (BALB/c) 
experimentos independentes; (*), p0,05; (**) p0,01. 
 

 BALB/C DO11.10 

TRATAMENTOS     

CONTROLE 7,07 2,05 4,27 1,51 

OVA ORAL 6,50 1,91 1,57* 0,72 

OVA ORAL + IP 11,62 4,97 1,00* 0,29 

OVA IP 12,75 3,41 0,55** 0,08 
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6.3 Análise da frequência de IELs CD8+ e CD4+ após o tratamento com ovalbumina 

Para avaliar a frequência de IELs expressando as diferentes moléculas co-

receptoras CD8, CD8 e CD4, as células extraídas do intestino delgado de 

camundongos BALB/c e D011.10, controles e tratados com OVA por via oral e /ou via 

ip, foram marcadas com anti-CD3-PerCP, -Cy5.5 ou -FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD8-

FITC, anti-CD4-FITC, -PE ou -PE-Cy7 e analisadas em citômetro de fluxo por tripla 

marcação (CD3 / CD8 e CD8; CD3 / CD8 e CD4). Cerca de 90-97% das células 

obtidas no processo de extração preconizado para a obtenção de IELs foram marcadas 

pelo anticorpo anti-CD3, indicando a sua natureza linfocitária (Figura 6.5, painéis A e 

B). Não foram observadas diferenças significativas nas frequências de linfócitos 

CD8, CD8, CD4+ e CD4+CD8+ extraídos do intestino delgado de camundongos 

BALB/c e DO11.10, tanto dos grupos controles como dos submetidos aos diferentes 

tratamentos com OVA ( Figura 6.5, Painéis C-F).  
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Figura 6.5 (continua) 
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Figura 6.5. Frequência de células T CD4+ e CD8+ no intestino delgado de camundongos BALB/c e 
DO11.10, após os diferentes tratamentos com OVA. IELs foram isolados da mucosa do intestino 
delgado de camundongos BALB/c e DO11.10 e marcados com anticorpos anti-CD3-PerCP, -Cy5.5 ou -
FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD8-FITC, anti-CD4-FITC, -PE ou -PE-Cy7 (eBioscience). As amostras 
foram analisadas por tripla marcação em citômetro de fluxo FACSAria (Becton & Dickinson) e pelo 
software FCS Express V3. Inicialmente, as células obtidas de camundongos BALB/c (Painel A) e 
DO11.10 (Painel B) foram analisadas em relação ao marcador de superfície CD3. Subsequentemente, as 
células dentro das gates CD3 foram analisadas para os co-receptores CD4, CD8, CD8. As 
porcentagens encontradas para cada subpopulação estão apresentadas dentro dos quadrantes traçados, 
usando como referência os valores obtidos nas análises dos respectivos isotipos controles. (Painéis C - 
F) Análise estatística das frequências médias  E.P.M. obtidas em três experimentos independentes 
(N=5). As comparações entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way ANOVA.  
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6.4 Análise fenotípica de IELs após os tratamentos com ovalbumina 

 

Para avaliar os efeitos da administração de OVA sobre a frequência de IELs 

expressando TCRβ e TCR, CD103, CD25, CTLA-4 e Foxp3 dentro das 

subpopulações CD3+/CD4, CD3+/CD8 e CD3+/CD8 (Figura 6.6), as células isoladas 

do intestino delgado de camundongos BALB/c e DO11.10 foram adicionalmente 

marcadas com os anticorpos anti-TCR-PE; anti-TCR-FITC ou –PE, anti-CD152 

(CTLA-4)-PE; anti-CD25-FITC ou -PE; anti-CD103-PE e anti-Foxp 3-PE ou -FITC. As 

frequências de IELs expressando TCRβ, TCR, CD103 e CD25, estão ilustradas nas 

Figuras 6.7 a 6.9. A frequência de IEL CD25+/CTLA-4+ (Figura 6.6 D, H) foi sempre 

muito baixa (0,09 a 1,92%) e não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

diferentes tratamentos com OVA, tanto em camundongos BALB/c quanto DO11.10 

(dados não mostrados). 

 

6.4.1 Frequência de IELs CD4+ e CD8+ expressando TCR: e TCR:  

 

Conforme se pode observar na Figura 6.7, nenhuma alteração relacionada aos 

diferentes tratamentos com OVA pode ser observada nas frequências de células T e 

T isoladas de intestino delgado de ambos os camundongos BALB/c (Figura 6.7 A, C) 

e DO11.10 (Figura 6.7 B, D). 
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Figura 6.6. Avaliação das subpopulações de IELs CD4+, CD8+, CD8+ e CD25+/CTLA-4+ no intestino delgado de camundongos 
BALB/c e DO11.10 após os diferentes tratamentos com OVA. IELs foram isolados do intestino delgado dos camundongos BALB/c 
(Painéis de A-D) e DO11.10 (Painéis de E-H) e as frequências de células TCD4, TCD8, TCD8 e TCD25/CTLA-4 foram analisadas por 
citometria de fluxo em sistema de tripla marcação, em comparação com os respectivos controles isotípicos. As análises foram conduzidas 
no FACSAria e aplicação do software FCS Express V3. As frequências das subpopulações estão apresentadas dentro dos quadrantes (N= 
5). 
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Figura 6.7. Frequência de linfócitos portadores de TCR : e TCR : no intestino delgado de 
camundongos BALB/c e DO11.10, após os diferentes tratamentos com OVA. A frequência de células 
expressando TCR: e TCR : entre os IELs isolados do intestino delgado dos camundongos BALB/c 
(Painel A) e de camundongos DO11.10 (Painel B) foi avaliada por citometria de fluxo, dentro das 
subpopulações CD4+, CD8+, CD8β+ . Os histogramas em branco indicam os resultados obtidos com os 
controles isotípicos. As porcentagens de cada subpopulação estão apresentadas dentro dos histogramas. 
As análises estatística dos resultados encontrados em três experimentos independentes estão ilustradas 
nos Painéis C (BALB/c) e D (DO11.10) e representam a média das porcentagens celulares  E.P.M. As 
comparações entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way ANOVA (N= 5). 
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6.4.2 Frequência de IELs CD4+ e CD8+ expressando CD103  

 

Como é possível observar na Figura 6.8, a administração de OVA por via oral 

seguida pelo desafio parenteral resultou em elevação significativa da frequência de 

IELs expressando CD103 entre as células CD4+, tanto em camundongos BALB/c como 

DO1110 (Figura 6.8, Painéis A, B e C) sem, contudo, alterar o nível de expressão de 

CD103 nessa subpopulação (Figura 6.8, Painel D). Por outro lado, a expressão de 

CD103 aumentou significativamente nas subpopulações de IELs CD8+ e CD8β+ dos 

camundongos BALB/c tratados com OVA por quaisquer das vias de administração 

(Figura 6.8, Painéis F, H). Todavia, IELs CD8+ isolados de camundongos DO11.10 

imunizados com OVA por via ip mostraram redução significativa na expressão da 

molécula CD103 em relação ao grupo controle (Figura 6.8, Painel F).  

 

6.4.3 Frequência de IELs CD4+ e CD8+ expressando CD25  

 

Como ilustrado na Figura 9, células CD25+ estavam presentes em baixa 

frequência entre os IELs CD4+ (0,4%) e CD8+ e (0,6%) isolados do intestino delgado 

de camundongos naïve da linhagem BALB/c (Figura 6.9, Painel A) e em IELs CD8+ 

(0,4%) isolados de camundongos naïve da linhagem DO11.10 (Figura 6.9, Painel B). 

Após os tratamentos com OVA pelas via oral e/ou ip, as frequências de células CD25+ 

se elevaram, mas não significativamente, tanto em IELs isoladas tanto de 

camundongos BALB/c como DO11.10 (Figura 6.9, Painéis C, E, G). Apenas a 



Resultados 

55 

expressão de CD25 em IELs CD8+ obtidas de camundongos DO11.10 imunizados 

com OVA por via ip se elevou significativamente (Figura 6.9, Painel H). 
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Figura 6.8 (continua) 
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Figura 6.8. Frequência de células CD103+ no intestino delgado de camundongos BALB/c e 
DO11.10, após os tratamentos com OVA. A frequência de células expressando a integrina CD103 entre 
os IELs isolados do intestino delgado dos camundongos BALB/c (Painel A) e DO11.10 (Painel B) foi 
avaliada por citometria de fluxo, dentro das subpopulações CD4+, CD8+, CD8β+. Os histogramas em 
branco ilustram os resultados obtidos com os controles isotípicos. As porcentagens de cada 
subpopulação estão apresentadas dentro dos histogramas. Os gráficos de barras ilustram as análises 
estatísticas das frequências de células expressando CD103 (Painéis C, E, G) e de intensidade 
fluorescência para CD103 (Painéis D, F, H) realizadas com dados de três experimentos independentes. 
As comparações entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way ANOVA utilizando-
se o teste a posteriori de Bonferroni. (*) indicam os valores de p ≤0,05 e (**) p≤  0,01 (N=5). 
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Figura 6.9 (continua) 
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Figura 6.9. Frequência de células CD25+ no intestino delgado de camundongos BALB/c e DO11.10, 
após os tratamentos com OVA. A frequência de células CD25+ entre os IELs isolados do intestino 
delgado dos camundongos BALB/c (Painel A) e DO11.10 (Painel B) foi avaliada por citometria de fluxo 
dentro das subpopulações CD4+, CD8+ e CD8β+. Os histogramas em branco ilustram os resultados 
obtidos com os controles isotípicos. As porcentagens de cada subpopulação estão apresentadas dentro 
dos histogramas. Os gráficos de barras ilustram as análises estatísticas das frequências de células 
expressando CD25 (Painéis C, E, G) e de intensidade fluorescência para CD25 (Painéis D, F, H) 
realizadas com dados de três experimentos independentes. As comparações entre os grupos 
experimentais foram feitas através do teste One-way ANOVA utilizando-se o teste a posteriori de 
Bonferroni. (*) indicam os valores de p ≤ 0,05 (N=5). 
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6.4.4 Frequência de IELs CD4+, CD8+ e CD25+ expressando a molécula Foxp3, 

após o tratamento com a proteína ovalbumina 

 

A Figura 6.10 ilustra as frequências de células Foxp3+ entre as subpopulações 

de IELS CD4+, CD8+, CD8+ e CD25+ isoladas de camundongos BALB/c (Figura 6.10, 

Painel A) e DO11.10 (Figura 6.10, Painel B), naïve ou tratados com OVA por via oral 

e/ou ip. Em IELs de camundongos BALB/c, as análises estatísticas mostraram que a 

frequência de células Foxp3+ aumentou significativamente entre os IELs CD4+ e CD8+ 

isoladas dos animais alimentados com OVA (Figura 6.10, Painéis C, F). Por outro lado, 

a imunização parenteral de camundongos BALB/c elevou a frequência de células 

Foxp3+ em IELs CD25+, CD8+, CD8+ (Figura 6.10, Painel D-F). Em IELs de 

camundongos DO11.10, observou-se aumento na frequência de células Foxp3+ na 

subpopulação CD25+ e apenas em células coletadas de animais tratados com OVA por 

via oral seguida pelo desafio parenteral (Figura 6.10, Painel E). 



Resultados 

61 

 

 
Figura 6.10 (Continua) 
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Figura 6.10. Frequência de células Foxp3+ no intestino delgado de camundongos BALB/c e 
DO11.10, após os tratamentos com OVA. A frequência de células expressando Foxp3 entre os IELs 
isolados do intestino delgado dos camundongos BALB/c (Painel A) e DO11.10 (Painel B) foi avaliada por 
citometria de fluxo, dentro das subpopulações CD4+, CD8+, CD8β+.e CD25+. As frequências das 
subpopulações estão apresentadas dentro dos quadrantes. Os gráficos de barras ilustram as análises 
estatísticas das frequências de células expressando Foxp3 realizadas com dados de três experimentos 
independentes. As comparações entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way 
ANOVA utilizando-se o teste a posteriori de Bonferroni. (*) e (**) indicam os valores de p ≤ 0,05 e             
p ≤ 0,01, respectivamente (N=5).  
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6.5 Expressão de citocinas em IELs, após os tratamentos com ovalbumina  

 

A expressão de RNA mensageiro (mRNA) para as citocinas pro- (IL-2, IFN- e IL-

6, IL-17, TNF-) e anti-inflamatórias (IL-10, IL-4 e TGF-β) foi quantificada através de 

reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), em amostras de RNA 

extraídas de pools de IELs isolados de camundongos BALB/c e DO11.10, tratados com 

OVA por via oral e/ou ip. Os resultados obtidos em três experimentos independentes 

estão resumidos na Figura 6.11, na qual é possível observar que IELs de 

camundongos BALB/c e DO11.10 tratados com OVA apresentam perfis distintos em 

relação à expressão gênica de citocinas.  

Em diferentes níveis a depender do tratamento com OVA, IELs de camundongos 

BALB/c expressaram mRNA de todas as citocinas analisadas. Em nenhuma 

circunstância, IELs de camundongos DO11.10 expressaram mRNA das citocinas IL-2, 

IL-4 e IL-10 (Figura 6.11, Painéis A, B, E).  

IELs de camundongos BALB/c tolerantes à OVA pela ingestão da proteína, 

seguida ou não pelo desafio parenteral, apresentaram níveis de mRNA inferiores de 

todas as citocinas examinadas na comparação com os exibidos pelos IELs isolados de 

camundongos imunizados por via ip. Tais diferenças, no entanto, só foram significativas 

para as citocinas IL-10, IFN-, TGF-β e TNF- (Figura 6.11, Painéis E-H).  

Por outro lado, os IELs obtidos de camundongos DO11.10 que receberam OVA 

por via oral e/ou ip mostraram níveis de citocinas mais elevados do que os exibidos por 
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IELs tratados com OVA apenas por via oral. Tais diferenças, no entanto, só foram 

significativas para as citocinas IFN-, TGF-β e TNF- de IELs provenientes dos 

transgênicos que receberam OVA por via oral+ip (Figura 6.11, Painéis F-H). 
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Figura 6.11. Análise quantitativa da expressão das citocinas em IELs do intestino delgado de 
camundongos BALB/c e DO11.10, após tratamentos com OVA. RNA total foi extraído de IELs de 
camundongos BALB/c e DO11.10 tratados com OVA por via oral e/ou ip, usando-se o kit reagente 
PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen). As transcrições reversas (cDNA) 
foram feitas usando-se os reagentes do kit SuperScript III First-Strand Syntesis Supermix (Invitrogen), 
com hexâmeros randômicos. A detecção das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-, TNF- e TGB-β 
foi feita usando-se as sequências iniciadoras adquiridas como Inventoried Assays (sequências iniciadoras 
pré definidas e pré fabricadas) e a sonda TaqMan Master Mix (Applied Biosystems). Os ensaios da 
reação em cadeia da polimerase em tempo real foram realizados em quadruplicatas no equipamento ABI 
Prism 7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems). A sequência iniciadora de RNA ribossomal 18S 
foi usada como controle endógeno. A expressão relativa de RNA mensageiro foi calculada usando o 
método comparativo 2(-Delta Delta C(T)). Para normalização, foi atribuído o valor arbitrário de 1 aos 
RNAs de IELs dos grupos controles. As análises representam a média dos valores relativos de mRNA  
E.P.M. As comparações entre os grupos experimentais foram feitas através do teste One-way ANOVA, 
utilizando-se o teste a posteriori de Bonferroni. (*), (**) e (***)  indicam os valores de p  0,05, p ≤ 0,01 e  
p ≤ 0,001, respectivamente. (#) p ≤ 0,05 indica a diferença entre camundongos DO11.10 e BALB/c para o 
mesmo tratamento.  (N=5). 
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A tolerância sistêmica para antígenos administrados oralmente é conhecida de 

longa data, mas os mecanismos envolvidos nesse fenômeno ainda são objeto de 

intensa investigação. Embora os requisitos necessários ao estabelecimento de 

tolerância oral para uma grande variedade de antígenos tenham sido demonstrados em 

modelos animais (FARIA & WEINER, 2005), os estudos em humanos mostram 

resultados controversos, tanto em relação às características do antígeno como ao tipo 

de imunidade envolvida, se celular ou humoral (HUSBY et al.,1994; KRAUS et al., 

2004).  

Embora a tolerância a antígenos da dieta seja a regra, eventuais falhas em sua 

indução podem ocorrer tanto em humanos quanto em animais de laboratório, com 

consequências deletérias para o hospedeiro. Tais falhas de tolerância parecem estar 

associadas com alterações na permeabilidade da mucosa gastrointestinal e, 

principalmente, com alterações de imunorregulação nesse ambiente (HUSBY et 

al.,1994; KRAUS et al., 2004; KUGATHASAN et al., 2007; SAURER & MUELLER, 

2009). Falhas na tolerância também podem estar relacionadas com o tipo de antígeno 

envolvido, sua pureza e quantidade liberada, ou ainda com a forma pela qual o 

antígeno é apresentado ao sistema imune nas mucosas. Misturas heterogêneas de 

antígenos são menos efetivas em induzir tolerância oral do que antígenos purificados 

(MESTECKY et al., 2007).  

Além das características associadas ao antígeno, a susceptibilidade à tolerância 

oral depende do background genético e da idade do hospedeiro humano ou animal 

(FARIA & WEINER, 2005). Resultados obtidos anteriormente em nosso laboratório 

mostraram que mesmo camundongos de background genético muito semelhante, como 
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o BALB/c e o transgênico DO11.10, podem diferir entre si na resposta imune à OVA 

administrada por via oral. Enquanto camundongos selvagens BALB/c tornaram-se 

tolerantes ao desafio com OVA após o consumo da proteína por um período 

relativamente curto (uma semana, na água de beber), o mesmo tratamento induz uma 

resposta imune humoral sistêmica nos camundongos transgênicos DO11.10, 

caracterizada por elevação significativa dos níveis inicialmente baixos de anticorpos 

específicos ao antígeno (SIMIONI et al., 2004).  

No presente estudo, investigamos as características da mucosa intestinal de 

camundongos BALB/c e DO11.10 antes e após a ingestão de OVA, com ênfase no 

perfil dos linfócitos intraepiteliais, que pudessem explicar os resultados previamente 

observados. Inicialmente, notamos que os camundongos DO11.10 apresentavam 

alterações morfológicas nos vilos intestinais e na camada muscular da mucosa antes 

mesmo do tratamento oral com a proteína. Entre as alterações mais importantes 

observadas destacam-se a desorganização da camada epitelial, com redução do 

número de enterócitos e IELs. Em sua maioria, os IELs são células com atividade 

citolítica, capazes de eliminar enterócitos infectados por patógenos intracelulares, 

promovendo assim a rápida restauração da integridade do epitélio. O reduzido número 

de IELs presente no intestino delgado do camundongo transgênico pode ser a causa 

primária das alterações estruturais observadas. Como consequência, alterações de 

permeabilidade local a macromoléculas e microorganismos podem gerar um processo 

inflamatório crônico que torna o camundongo DO11.10 incapaz de montar uma 

resposta imune de tolerância a antígenos da dieta. De fato, os tratamentos com OVA 

levaram ao aprofundamento das alterações no epitélio mucoso do intestino delgado de 
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camundongos DO11.10, condizentes com um processo inflamatório. Tais alterações 

não foram observadas no epitélio intestinal de camundongos BALB/c, que se 

apresentavam bem preservados após a ingestão de OVA.  

Dados de literatura mostraram que a administração oral de OVA em 

camundongos DO11.10 leva a uma resposta imunológica de padrão TH2, com 

produção de IgE detectável tanto no soro como na superfície de mastócitos presentes 

na lâmina própria. A administração de OVA a esses camundongos resultou em 

degranulação de mastócitos e acumulo de eosinófilos na lâmina própria, que foram 

responsabilizados pela inflamação observada nos vilos do epitélio do intestino delgado 

(NAKAJIMA-ADACHI et al., 2006). Resultados anteriores do nosso laboratório, no 

entanto, mostraram que os camundongos DO11.10 alimentados com OVA produzem 

resposta imune de padrão misto TH1/TH2 e, consequentemente, outros mecanismos 

podem estar envolvidos na inflamação observada após a ingestão de OVA (SIMIONI et 

al., 2004). WESTENDORF e colaboradores (2005) também reportaram que 

camundongos duplo-transgênicos para hemaglutinina do vírus influenza A (HA) e para o 

TCR específico (TCR-HA) apresentam processo inflamatório crônico, com infiltração 

linfocitária na lâmina própria e aumento de IELs no epitélio intestinal. Esse processo, no 

entanto, é mantido sob controle pela geração de células T reguladoras.   

Diversos estudos mostraram que a deleção de linfócitos autoreativos constitui um 

dos principais mecanismos de indução de tolerância central e periférica (LIU & LEFRAN 

ÇOIS, 2004; LEE et al., 2007; MAGNUSSON et al., 2008). Falhas na apoptose de 

linfócitos autoreativos na mucosa intestinal se correlacionam com a inflamação 

intestinal observada na doença celíaca (DI SABATINO et al., 2001; LIU & 
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LEFRANÇOIS, 2004; LEE et al., 2007, MAGNUSSON et al., 2008). O papel da deleção 

de células T antígeno-específicas no estabelecimento da tolerância oral, no entanto, 

não está claramente definido (DUBOIS et al., 2005). 

Dados de literatura mostraram que a inoculação parenteral de camundongos 

DO11.10 com OVA nativa ou com o fragmento peptídico OVA323-339 resulta em 

extensa deleção no timo de células T portadoras de TCR anti-OVA323-339, células do  

clonotipo  detectado  pelo anticorpo monoclonal K1-J26 (MURPHY et al., 1990). Em 

nossos estudos anteriores, mostramos que a administração oral de OVA também 

resultava em redução significativa do clonotipo K1-J26 no baço e sangue periférico dos 

camundongos DO11.10 que, no entanto, não impedia a montagem de resposta imune 

humoral e celular específica (SIMIONI et al., 2004).  

Uma das hipóteses iniciais do nosso estudo era que a resistência à indução de 

tolerância oral à OVA nos camundongos DO11.10 fosse decorrente de uma falha na 

deleção de IELs K1-J26+ na mucosa intestinal após a ingestão do antígeno. 

Observamos, no entanto, que o tratamento com OVA por via oral e/ou ip resultou em 

acentuada redução no número total de IELs, particularmente IELs KJ1-26+, isolados de 

camundongos transgênicos.  

Dados de literatura mostraram que parte substancial dos IELs e dos linfócitos T 

presentes na lâmina própria dos camundongos DO11.10 portam um segundo TCR não 

clonotípico, provavelmente, devido a exclusão alélica incompleta dos TCR endógenos 

durante o processo de rearranjo no timo, e parte dos TCR alternativos no transgênico 

DO11.10 parece ser dirigida a antígenos do ambiente intestinal. (HURST et al., 1997; 
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LIU & LEFRANÇOIS, 2004). Corroborando, camundongos DO11.10/SCID ou 

DO11.10/RAG2-/- não apresentam reatividade a antígenos da microbiota intestinal 

(SAPAROV et al., 1999; ZHOU et al., 2004). Desta forma, uma possível explicação para 

o escape de camundongos DO11.10 à tolerância oral, a despeito da ocorrência de 

deleção de células TCR OVA-específicas, seria a ativação de IELs portadores de TCRs 

alternativos por antígenos cognatos presente no ambiente intestinal. Tal ativação 

resultaria em resposta inflamatória crônica na mucosa, com eventual ativação de 

linfócitos T não transgênicos, portadores de TCR para outros epitopos da OVA.  

Outra possível explicação para a resposta imune após desafio com OVA no 

transgênico que ingeriu previamente a proteína seria a ausência de um processo de 

supressão eficiente por células T reguladoras. Os IELs se assemelham às células 

efetoras e de memória efetora de outros órgãos linfóides periféricos (CHEROUTRE & 

MADAKAMUTIL, 2004), apresentando alta expressão do marcador CD103 (E7) uma  

integrina cuja ligação à E-caderina expressa pelas células epiteliais é responsável pela 

retenção dos IELs no epitélio intestinal (PARKER et al., 1992). Um subgrupo de células 

dendríticas CD103+ da mucosa intestinal parece estar envolvido com o tropismo de 

linfócitos T CD8 efetores CCR9+ e 47
+ para a mucosa intestinal (JOHANSSON-

LIMDBOM et al., 2005). A expressão da molécula CD103, tanto por linfócitos TCD4+ 

e/ou TCD8+ como por células dendríticas, vem sendo associada com a regulação da 

resposta imune que ocorre nas mucosas (LEHMANN et al., 2002; HO et al., 2008) 

quanto de (ANNACKER et al., 2005; COOMBES et al., 2007; SIDDIQUI & POWRIE, 

2008).  
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No presente trabalho, observamos aumento significativo na frequência de células 

CD103+, bem como na sua expressão, em todas as subpopulações de IELs (TCD4, 

TCD8 e TCD8β) isolados do intestino delgado de camundongos BALB/c tratados com 

OVA por via oral e/ou parenteral. Por outro lado, IELs de camundongos DO11.10 

imunizados por via oral+ip apresentaram alterações na frequência de CD103 apenas na 

população de linfócitos T CD4+. Além disso, IELs dos camundongos transgênicos 

imunizados com OVA por via parenteral mostraram acentuada redução na expressão 

de CD103 na subpopulação TCD8.  

Diversas populações de T células reguladoras têm sido descritas na tolerância 

oral, incluindo células produtoras de IL-10 denominadas de Tr1, células produtoras de 

TGF-β denominadas Th3 e células TCD4+/CD25+ (MOWAT, 2003; PICCIRILLO & 

SHEVACH, 2004; DUBOIS et al., 2005). A importância relativa de cada uma dessas 

populações no estabelecimento da tolerância oral ainda vem sendo estudada (MOTTET 

& GOLSHAYAN, 2007; SAURER & MUELLER, 2009). Mas há consenso na literatura 

que a tolerância oral se relaciona diretamente com ativação de células T reguladoras 

pelo antígeno específico ou por apresentação cruzada de antígenos provenientes dos 

enterócitos (SAURER & MUELLER, 2009; LIU & LEFRANÇOIS, 2004; LEE et al., 2007; 

RIMOLDI et al., 2005; HUIBREGTSE et al., 2007). Em IELs de camundongos BALB/c 

alimentados com OVA, observamos aumento significativo na frequência de células 

Foxp3+ nos subgrupos TCD4+, TCD8+, TCD8β+ e TCD25+, indicando que o 

estabelecimento da tolerância nesses animais parece estar diretamente associado com 

o aumento de IELs reguladoras. Por outro lado, em IELs de camundongos transgênicos 
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DO11.10 somente no subgrupo CD25+ tratados com OVA por via oral+ip se observou 

aumento significativo de células Foxp3+. Tal aumento, porém, foi insuficiente para inibir 

a inflamação na mucosa do intestino delgado dos camundongos transgênicos, que se 

acentuou após os tratamentos com a proteína.  

Dada a extensão abrangida pelas superfícies mucosas, particularmente, a do 

intestino delgado, os IELs compreendem uma considerável fração dos linfócitos 

presentes no organismo. Cerca de 1x109 IELs podem ser encontrados dispersos entre 

as células do epitélio do intestino delgado humano (HAYDAY, 2003). Os linfócitos T 

CD8 representam 70-80% dos IELs intestinais e sua reatividade aos antígenos 

endógenos da microbiota local é a principal responsável pelo fenótipo de células de 

memória efetora apresentado por essas células (MASOPUST et al., 2006). Os IELs 

CD8+ apresentam um papel importante na manutenção da homeostase do epitélio 

intestinal e as células TCD8β supressoras têm sido correlacionadas com o 

estabelecimento da tolerância oral antígeno específica (FEINBERG & SILVESTRI, 

2002; WESTENDORF et al., 2006).  Conforme destacado acima, observamos que a 

ingestão de OVA por camundongos BALB/c leva a um aumento na frequência de 

células reguladoras Foxp3+ nas subpopulações de IEL TCD8β. O mesmo não foi 

observado em IELs TCD8β de camundongos DO11.10.  

A redução de moléculas co-estimuladoras CD28 e CD40L também tem sido 

relacionada com a redução de respostas na tolerância oral (KRUMMEL & ALLISON, 

1995; HAASE et al., 2004; CHUNG et al., 2004; GRACA et al., 2003). No nosso 

trabalho, no entanto, não foram observadas alterações na frequência e/ou expressão 
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dessas moléculas em quaisquer dos tratamentos com OVA, tanto em BALB/c como em 

camundongos DO11.10 (dados não mostrados). 

Alguns estudos também ressaltam o papel dos IELs CD8+ na imunorregulação 

que ocorre na mucosa intestinal (POUSSIER et al., 2002, MAKITA et al., 2003). Em 

nosso trabalho, também pudemos observar elevação significativa na frequência de IELs 

Foxp3+ nas células TCD8+ de camundongos BALB/c alimentados com OVA e depois 

desafiados com o antígeno por via ip, mas não em IELs de camundongos DO11.10 

tratados da mesma forma.  

Devido à exposição do epitélio mucoso a uma enorme quantidade antígenos 

estranhos, as citocinas IFN- e IL-4 são regularmente produzidas pelos IELs (CAROL et 

al., 1998). Em IELs de camundongos BALB/c tolerantes à OVA (animais que ingeriram 

OVA e depois foram desafiados com a proteína por via ip), observamos uma expressão 

mais reduzida de mRNAs das citocinas IL-2, IL-10,, IFN-, TGF-β e TNF- do que em 

IELs de BALB/c imunizados apenas por via ip. Os níveis de mRNAs para IL-17 e IL-6 

também se encontravam bastante reduzidos, embora a alteração não tenha sido 

estatisticamente significativa. Ao contrário, IELs de camundongos transgênicos tratados 

com OVA por via oral+ip apresentavam síntese de RNAm das citocinas IL-6, IFN-, 

TGF-β e TNF- em níveis similares  ou mais elevados  do que os animais imunizados 

apenas por via ip.  

Citocinas pró e anti-inflamatórias são muitas vezes componentes de mesma 

resposta imunológica de modo que, além de combater a infecção, o organismo possa 

evitar o dano tecidual causado pela resposta imune. Dessa forma, as citocinas IL-10 e 
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TGF-β sempre foram relacionadas com reações anti-inflamatórias (O’GARRA et al., 

2004; DUBOIS et al., 2005, ANDO et al., 2007; LI et al., 2007; SAURER & MUELLER, 

2009). Mais recentemente, porém, essas citocinas vêm sendo associadas a reações 

inflamatórias pela ativação das vias de diferenciação de células Th17 (WYNN, 2005; LI 

et al., 2007).  

Células TCD4+ que secretam IL-17, denominadas células Th17, estão presentes 

em processos inflamatórios diversos e sua expansão ocorre em resposta às citocinas 

IL-6, TGF-beta, IL-21, IL-1 e IL-23. (WYNN et al., 2005; SUTTON et al., 2009). Estudos 

recentes têm demonstrado que a mucosa intestinal contém número significativo de 

células TCD4+ produtoras de IL-17. Embora as células Th17 sejam importantes no 

estabelecimento de uma resposta imune protetora contra bactérias intestinais 

patogênicas (HONDA & TAKEDA, 2009; MANGAN et al., 2006), no ambiente das 

mucosas e na presença das citocinas IL-6 e/ou IL-23 elas também estão envolvidas no 

agravamento de doenças inflamatórias autoimunes e no desenvolvimento de desordens 

imunológicas (MANGAN et al., 2006; KITANI & XU, 2008; HONDA & TAKEDA, 2009). 

Corroborando, a inibição da via de sinalização da IL-6 pela administração de anticorpo 

monoclonal anti-IL-6R foi capaz de inibir a diferenciação de células Th17 e a inflamação 

mediada por células T CD4 em modelo experimental de colite sem, contudo, afetar o 

número de células T reguladoras Foxp3+CD25+ in vivo (NOGUCHI et al., 2007). 

Apesar dos níveis naturalmente mais elevados de RNAm das citocinas IL-6, 

TGF-β and TNF- em IELs dos camundongos DO11.10, comparados aos de IELS de 

camundongos BALB/c, não observamos alteração significativa na expressão de RNAm 
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para a citocina IL-17 após a administração de OVA por via oral e/ou ip em ambos os 

camundongos estudados.  

Recentemente, demonstrou-se que células TCD8 podem suprimir respostas Th1 

e Th17, mas não TH2, em modelo de tolerância oral à OVA (ARNABOLDI et al., 2009). 

Desta forma, o aumento que observamos na frequência de células CD8β+Foxp3+ em 

IELs isolados de camundongos BALB/c tratados com OVA poderia explicar a ausência 

ou a reduzida expressão das citocinas IL-6, TGF-β, IFN- e TNF- nesses animais.  

Embora trabalhos recentes indiquem que o desequilíbrio entre as células 

Th17/Treg talvez seja mais importante do que o desequilíbrio Th1/Th2 nas patologias 

autoimunes de natureza inflamatória (MCGEACHY & CUA, 2007; KITANI & XU, 2008), 

as respostas imunes do tipo Th1 são consideradas mediadoras primárias da maioria 

das doenças autoimunes e de doenças inflamatórias crônicas. Respostas imunes no 

ambiente das mucosas com predomínio de citocinas de padrão Th1 podem levar a 

diversas patologias como a doença de Crohn (“ulcerative colitis and Crohn's disease”) e 

gastrites induzidas por Helicobacter pylori (FORCHIELLI & WALKER, 2005). Estudos 

recentes têm mostrado que as doenças inflamatórias do intestino, como a colite 

ulcerativa que se observa na doença de Crohn, podem estar relacionadas com a perda 

da tolerância a antígenos próprios ou da microbiota normal (MAUL & DUCHMANN, 

2008; BOIRIVANT et al, 2008). Da mesma forma, a doença celíaca se correlaciona com 

a perda da tolerância a antígeno da dieta, dependente de HLA (DE PAOLO et al., 

2011).  
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Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que a expressão elevada de 

RNAm para citocinas pro-inflamatórias em IELs dos camundongos transgênicos 

poderiam explicar, pelo menos em parte, a desordem estrutural observada nas 

vilosidades do epitélio mucoso desses animais, típicas de um processo inflamatório 

autoimune que se agrava após o tratamento oral com a OVA.  
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a exposição à OVA por via oral 

favorece a expansão de IELs com características inflamatórias no intestino delgado dos 

camundongos transgênicos DO11.10, ao passo que em camundongos BALB/c a 

ingestão do antígeno leva ao desenvolvimento de IELs com características de células 

reguladoras da resposta imune. 

Acreditamos que a tolerância oral seja seriamente prejudicada nos camundongos 

transgênicos DO11.10 devido às alterações na quantidade e nas proporções entre os 

diferentes subgrupos de linfócitos T que se desenvolvem em sua mucosa intestinal, 

desde o período embrionário, direcionando a resposta imune que ocorreria no processo 

de absorção de antígenos inócuos da dieta de um padrão tolerogênico para um padrão 

inflamatório.  
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ANEXO I – DADOS ADICIONAIS DE ANÁLISES FENOTÍPICAS  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO I- Análise fenotípica de células extraídas da mucosa do intestino delgado de 
camundongos BALB/c. Preparações enriquecidas em IELs, obtidas por extração de células da mucosa 
intestinal em tampão contendo DTT e EDTA, passagem em gradiente de Percoll e Microbeads CD90 (Thy 
1.2), foram marcadas com anti-CD3 PE (painel A), anti-CD4 FITC (painel B), anti-CD8 FITC (painel C), 
anti-TCRγδ FITC (painel D) e anti-TCRαβ PE (painel E) e com Anexina (painel F). As análises foram 
conduzidas no FACSAria com o software FACS DIVA. As porcentagens de células encontradas na 
análise por citometria de fluxo estão mostradas na tabela. 

Marcadores fenotípicos e de 

viabilidade 

% de células marcadas na 
gate 

% total de células 
marcadas 

Painel A -CD3 FITC 95,2 83,9 

Painel B -CD3 FITC/ CD4 PE 30,0 25,2 

Painel C -CD3 FITC/ CD8 PE 72,2 60,8 

Painel D -CD3 PE / TCR γδ FITC 99,4 82,2 

Painel E-CD3 FITC / TCR αβ PE 63,7 53,0 

Painel F -Anexina V 20,3 17,5 

A B C 

D E F 
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ANEXO II- PROTOCOLOCEUA/UNICAMP 
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ANEXO III – PROTOCOLO CIBio/UNICAMP 
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ANEXO IV- DECLARAÇÃO DE COMISSÕES DE ÉTICA 
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ANEXO V- ARTIGO 
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