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RESUMO

A administracdo de uma proteina soldvel por via oral € um dos meios mais efetivos de induzir
a supressdo da resposta imune sistémica a antigenos protéicos, conhecida como tolerancia oral ou
de mucosas. No presente estudo, a tolerdncia oral a ovalbumina (OVA) foi analisada em
camundongos BALB/c, selvagens e transgénicos (DO11.10), jovens, adultos, de meia-idade e
velhos, utilizando-se protocolos de ingestdao forcada (gavagem) ou voluntéria (adicionada a dgua
de beber) da proteina, aplicados por tempos variados. Tanto a gavagem como a ingestio
voluntdria de OVA induziram a tolerincia sistémica em camundongos BALB/c selvagens, de
todas as faixas etdrias avaliadas, de modo dose-dependente, conforme constatado pela producao
reduzida de anticorpos séricos especificos, apds o desafio antigénico por via parenteral.
Entretanto, o tratamento oral com OVA ndo produziu o mesmo efeito nos camundongos
transgénicos DO11.10, de qualquer das idades examinadas, muito embora esses animais tenham
apresentado uma redugdo significativa no nimero de células do clonotipo KJ1-26, observada
tanto no bago quanto no sangue periférico, apds a ingestdo da proteina. Nos camundongos
BALB/c, o esquema de imunizacdo parenteral com OVA, utilizando o hidréxido de aluminio
como adjuvante, gerou preferencialmente a produgdo de anticorpos da classe IgG1, dependentes
de linfécitos Th2, cujos niveis foram significativamente reduzidos pelo pré-tratamento oral com
OVA. Nos camundongos transgénicos DO11.10, o0 mesmo esquema de imuniza¢ido induziu uma
resposta humoral mista, com a produ¢do de anticorpos IgG2a e IgG1, dependentes das citocinas
produzidas por linfécitos Thl e Th2, respectivamente, cujos niveis ndo foram afetados pela prévia
ingestdio de OVA. Uma vez que camundongos BALB/c jovens tornaram-se tolerantes pela
ingestdo voluntdria de OVA (4mg/mL, por 7 dias consecutivos), esse estado foi mantido por mais
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de 44 semanas e pdde ser revertido pela transferéncia adotiva de 6x10° células esplénicas naive,
isoladas de camundongos jovens da linhagem selvagem. Entretanto, nos camundongos
transgénicos DO11.10, a transferéncia adotiva do mesmo numero de células esplénicas da
linhagem selvagem, seguida por novo tratamento oral com OVA por ingestdo voluntdria, resultou
em niveis ainda mais elevados de anticorpos séricos especificos. As células dendriticas (DCs) de
camundongos BALB/c jovens tolerantes a OVA foram menos eficientes em sustentar a
proliferacdo in vitro de células T naive, isoladas tanto de camundongos selvagens como
transgénicos, do que as DCs de camundongos BALB/c imunizados apenas por via intraperitoneal
(i.p.). As co-culturas de células T naive e DCs de camundongos tolerantes apresentaram niveis
significativamente menores de citocinas liberadas por células com perfil Thl (IL-2 e IFN-y) e Th2
(IL-4 e IL-10) do que as culturas realizadas na presenca de DCs obtidas de camundongos
BALB/c imunizados com OV A por via i.p. Por outro lado, as DCs de camundongos transgénicos
DOI11.10, alimentados ou ndo com OVA e desatiados com o antigeno por via i.p., foram
igualmente eficientes em induzir a proliferacdo de células T especificas, assim como a secre¢ao
das citocinas IL-2, IFN-v, IL-4 e IL-10. Entretanto, a secre¢do de TGF-P foi significativamente
mais elevada nos sobrenadantes de cultura de células T naive co-cultivadas com as DCs de
camundongos BALB/c tolerantes do que com as DCs de camundongos DO11.10 ou dos BALB/c
imunizados por via parenteral. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que, em um
sistema imune integro, a tolerancia as proteinas da dieta se estabelece as custas das interagdes
entre células apresentadoras de antigeno e células T, nas quais as proporc¢des celulares e as
moléculas estimuladoras resultantes estdo em delicado equilibrio. Alteragdes nesse balanco podem

provocar, como observado no camundongo DO11.10, o desencadeamento de respostas imunes
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dirigidas contra o antigeno relacionado com a populacdo linfocitdria predominante, podendo
resultar em doengas inflamatérias e alérgicas. Estudos mais aprofundados sdo necessarios para
entender a dindmica dessas populagdes celulares na inducdo e manutencdo da tolerancia, para
eventualmente utilizar esse conhecimento na reversio de manifestagdes autoimunes ou de

hipersensibilidades ou ainda na prevencdo da rejeicdao de transplantes.
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ABSTRACT

The oral administration of soluble protein is one of the most effective ways of inducing the
suppression of the systemic immune response to proteic antigens, otherwise known as oral
tolerance. In this study, oral tolerance to ovalbumin (OVA) was analyzed in wild type BALB/c
and DO11.10 transgenic mice of four ages: young, young adult, middle-aged and old, using
protocols of forced ingestion (gavage) and continuous feeding (OVA added to the drinking
water). Both gavage and voluntary ingestion (continuous feeding) of OVA induced dose-
dependent systemic tolerance in the BALB/c mice of all ages evaluated, as indicated by reduced
production of specific antibodies in the sera after antigenic challenge. However, neither treatment
affected the DO11.10 transgenic mice, since these present a significant reduction in the number of
clonotype KJ1-26 cells after the ingestion of the protein, as observed in the spleen and peripheral
blood. In BALB/c mice, a schedule of parenteral immunization with OVA using alumen as
adjuvant preferentially leads to IgGl antibody production, which is dependent on Th2
lymphocytes, with levels significantly reduced by oral pre-treatment with OVA. In DO11.10
transgenic mice, however, the same immunization schedule induced not only the production of the
IgG1 antibodies related to cytokines produced by Th2 lymphocytes, but also IgG2a, related to
Th1-producing cytokines, which had not been affected in the BALB/c mice. Once young BALB/c
mice became tolerant by voluntary ingestion of OVA (4mg/mL, for 7 consecutive days), the state
of tolerance was maintained for more than 44 weeks, although reversed by adoptive transference
of 6 x 10° naive spleen cells, isolated from young wild type mice However, in the DO11.10
transgenic mice, the adoptive transfer of the same number of BALB/c spleen cells had to be
followed by a new oral treatment with OV A by continuous feeding; this resulted in higher specific
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antibody levels in the sera. The dendritic cells (DCs) from tolerant young BALB/c mice were less
efficient in supporting in vitro proliferation of isolated naive T cells (whether from BALB/c or
DO11.10 mice) than were the DCs from BALB/c mice immunized intraperitoneally (i.p.). Co-
cultures of naive T cells and DCs from tolerant BALB/c mice revealed lower levels of cytokines
from Thl (IL-2 and IFN -) and Th2 (IL-4 and IL-10) than did those including DCs from i.p.
immunized individuals. On the other hand, the DCs from DO11.10 transgenic mice, whether or
not they had been fed with OVA, challenged intraperitoneally with the antigen were all equally
efficient in the induction of the proliferation of specific T cells, as well as the secretion of 1L-2,
IFN -y, IL-4 and IL-10. However, TGF-[3 secretion was significantly higher in the supernatants of
T cell cultures from naive BALB/c mice co-cultivated with DCs from tolerant BALB/c mice than
in the presence of DCs from DOI11.10 or immunized BALB/c mice. The results indicate that
tolerance to dietary proteins is dependent of interactions between antigen presenting cells and T
cells, with the ratio of these cells and the resultant stimulatory molecules in delicate balance. As
observed in DO11.10 mice, alterations in this balance can cause immune responses against the
antigen and generate inflammatory and allergic illnesses. Other studies are necessary to
understand the dynamics of these cell populations in the induction and maintenance of tolerance,
in the hopes that autoimmune and hypersensitivity manifestations can be reversed and transplant

rejection prevented.
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I -INTRODUCAO



O sistema imune presente nas mucosas do trato gastrointestinal coexiste com os antigenos da
dieta e as bactérias da flora intestinal, além de diferenciar o que € préprio e nao préprio [Appud.
MAYER 2004]. Assim, as respostas imunes geradas nesse ambiente podem apresentar
caracteristicas diversas, que vao desde a eliminagdo de agentes patogénicos até a tolerancia local
ou sistémica para antigenos ingeridos na dieta [Appud. ALPNA, 2001]. A tolerancia oral que se
segue a ingestdo de proteinas provavelmente desempenha o papel vital de impedir as reacOes de
hipersensibilidade aos alimentos [HAYDAY & VINEY, 2000]. Dessa forma, € licito pensar que
os antigenos consumidos na dieta também possam interferir no curso de doengas autoimunes,
tornando de grande interesse o entendimento dos mecanismos de tolerdncia oral
[WAKABAYASHI et al.; 1999; FARIA et al., 2003].

Os dois principais protocolos experimentais usados para induzir a tolerancia sistémica pela
via oral sdo a gavagem e a administracdo ad libitum de proteina misturada a dgua de beber,
geralmente denominada de ingestdo voluntdria. Entretanto, as variagdes nas doses e na duracio
da exposicdo aos antigenos pela via oral t€ém gerado uma quantidade considerdvel de dados
divergentes relatados na literatura [MOUREAU & GABORIAU-ROUTHIAU, 1996; FARIA et
al., 1998-b; WAKABAYASHI et al., 1999].

E sabido que o envelhecimento pode afetar negativamente a susceptibilidade 2 indugio ou a
manuten¢do da tolerancia oral [MOUREAU & GABORIAU-ROUTHIAU, 1996; FARIA et al.,
1998-B; WAKABAYASHI et al., 1999; VERDOLIN et al.,, 2001] A literatura cita que a
susceptibilidade a tolerancia oral em camundongos BALB/c velhos ndo foi alterada pela
transferéncia adotiva de células do baco de camundongos jovens [LAHMANN et al.,1992].

Entretanto, a susceptibilidade de camundongos CS57BL/6 velhos a tolerancia oral pode ser



restaurada pela transferéncia adotiva de células do baco de animais jovens [LAHMANN et al.,
1992], indicando que o envelhecimento leva a modificagdes na dinamica das populacdes celulares
que compdem o circuito imune. Porém, € possivel que as deficiéncias observadas nas respostas de
individuos velhos tanto a imuniza¢do como a tolerizacdo possam estar também relacionadas com
alteracdes na capacidade de processamento e/ou de apresentacio antigénica de células dendriticas
(DCs).

As DCs s@o consideradas apresentadoras profissionais de antigeno para as células T naive,
estimulando respostas imunes ou tolerogénicas. Trabalhos recentes t€ém sugerido o uso dessas
células como ferramenta na imunoterapia do cancer, de doengas autoimunes, de alergias, assim
como em processos de vacinagdo [Appud. LEGGE et al., 2002; ARDAVIN, 2003; STEINMAN
et al., 2003]. Entretanto, existem poucos dados na literatura sobre as caracteristicas fenotipicas e
funcionais das DCs que atuam em uma resposta tolerogénica ou imunogénica, no decorrer do
envelhecimento. H4, porém, relatos de que DCs derivadas do sangue periférico de humanos, de
diferentes faixas etdrias, ndo apresentam alteracdes significativas nos seus marcadores de
superficie e nem na sua capacidade de ativar linfécitos T previamente estimulados in vitro com
toxina tetanica [STEGER et al., 1996].

A producido diferenciada de sinais quimicos por células apresentadoras de antigeno também
pode ser um dos fatores determinantes de uma resposta imunogé€nica ou tolerogénica. Por
exemplo, a IL-1 derivada de DCs e de outros tipos celulares é considerada um dos mais
importantes sinais requeridos para ativacdo de células T e para a produgdo de IL-2 por essas
células em uma resposta imunogénica [MARTH et al., 2000; THORSTENSON & KHORTUTS,
2001].

Além das DCs, atribui-se também um papel importante as células regulatdrias na indugdo e



manuten¢do da tolerancia, seja pelo contato célula a célula ou através de citocinas secretadas, tais
como IL-10 e TGF-B [NAKAMURA, 2001; THORSTENSON & KHORTUTS, 2001; JEGO &
PALUCKA, 2003;, RAMSDELL, 2003].

Recentemente, os modelos experimentais desenvolvidos para estudar a tolerancia central t€ém
sido usados para investigar a tolerancia oral, particularmente os camundongos transgénicos
DO11.10, nos quais a maioria das células T periféricas carregam um TCR especifico para a
ovalbumina (OVA) [MURPHY er al., 1990; NAGLER-ANDERSON, 2001]. Estudos realizados
com os camundongos DO11.10 tém mostrado que a ingestdo da proteina nativa ou do peptideo
tolerogénico OVA323-339 (ISQAVHAAHAEINEAGR) resulta em tolerancia, como detectado
através da reducdo da proliferacdo de células T antigeno-especificas e produgdo de citocinas
[LAHMANN et al., 1992; HAWIGER et al., 2001; JONULEIT et al., 2001; BELZ et al., 2002;
STEINMAN et al. 2003]. Entretanto, os efeitos da administracdo oral da proteina nativa ou de
seu peptideo sobre a producio de anticorpos especificos nos camundongos DO11.10 permanecem
pouco explorados.

Dessa forma, foram objetivos desse estudo analisar a resposta imune humoral de
camundongos BALB/c, selvagens e transgénicos (DO11.10), de diferentes faixas etarias, tratados
oralmente com OVA e a expressdo de moléculas de superficie (CD80/86) de DCs obtidas de
camundongos tolerizados ou ndo, bem como a capacidade dessas células de sustentar a

proliferacdo e a secrecdo de citocinas por células T de camundongos naive.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

CONSIDERACOES GERAIS

A tolerizac@o de linfécitos T CD4" pode resultar na inibi¢do da resposta imune humoral e/ou
celular, uma vez que essa célula é o elemento critico no controle de ambos os tipos de resposta
aos antigenos protéicos [MILLER & MORAHAN, 1992].

A inducdo de tolerancia em linfécitos B € determinada, em parte, pelo grau de ligacdo do
antigeno ao receptor e pela disponibilidade de células T helper. Entretanto, a tolerancia
imunoldgica parece mais facilmente induzida em células T do que em células B, por requerer
menores quantidades de tolerégeno. (FAZEKAS et al., 1997, FULCHER & BASTEN, 1997).

Diferentes formas de exposicdo ao antigeno podem induzir a tolerancia em células T, por
exemplo, a administragcdo sist€mica de altas doses de proteinas soliiveis na auséncia de adjuvantes
(tolerancia de alta dose), a administracdo oral de antigenos protéicos (tolerancia oral) ou a
administracdo repetida de baixas doses de antigeno protéico na auséncia de adjuvante (tolerancia
de baixa dose) [MILLER & MORAHAN, 1992; WEINER, 1997].

Diversos fatores parecem estar envolvidos no estabelecimento da tolerancia periférica de
células T. Dentre eles destacam-se a auséncia de expressdao de moléculas co-estimulatdrias pelas
APCs, a sinalizacdo negativa ou inibitéria por parte de certas APCs, a afinidade de
reconhecimento do antigeno pelas células T e o microambiente onde os linfocitos T reconhecem e

respondem aos antigenos [MILLER & MORAHAN, 1992].



Acredita-se ainda que os mesmos mecanismos responsaveis pela inducdo de tolerancia
imunoldgica aos antigenos proprios sejam também responsaveis pela tolerancia aos antigenos
exdgenos, isto €, a delecdao clonal de linfdcitos, a anergia clonal e a supressdo da atividade de
células efetoras por células regulatérias [MILLER & MORAHAN, 1992]. Os mecanismos
envolvidos na fun¢do inibitéria das células T regulatérias podem estar relacionados com as
citocinas IL-10 e TGF-B, ou ainda com a sinalizagdo via CTLA4 ou via TGF-§ de membrana, no

contato célula a célula [NAKAMURA, 2001; CHEN, 2002].

A TOLERANCIA ORAL

Virias pesquisas conduzidas na década de 1970 demonstraram que o sistema imune
associado as mucosas do trato gastrointestinal, além de gerar respostas imunes cldssicas, com a
producdo de anticorpos protetores contra microrganismos patogénicos ou contra outros
antigenos misturados a adjuvantes, também podia iniciar um tipo peculiar de resposta imune
mediada por células T, caracterizado pela supressao da produgdo de anticorpos especificos contra
antigenos protéicos introduzidos pela via intragastrica [VAZ et al., 1977, HANSON et al., 1978;
RICHMAN et al., 1978]. Esses trabalhos mostraram que a exposicdo a doses moderadas de
proteina pela via digestiva levava ao desenvolvimento de um estado tolerante especifico e de
longa duragdo, que podia ser transferido adotivamente de animal tolerante para animal normal ou
irradiado, através da inoculacdo de células esplénicas totais ou purificadas por 1a de nylon. Esse
estado era abolido pelo tratamento com soro anti-linfcitos e complemento. Esses trabalhos

pioneiros mostraram ainda que a administracdo de proteina pela via entérica resultava em



supressao da proliferacdo de linfocitos T de linfonodos, atribuida a um tipo particular de célula
supressora ndo identificada.

Como discutido por VAZ & VARELLA [1978], o aparente paradoxo das respostas imunes
desenvolvidas nas mucosas do trato digestivo pode ser conciliado pela idéia de um sistema imune
centrado no reconhecimento de seus préprios componentes, mas capaz de integrar certos
elementos vindos do meio externo, como o0s antigenos da dieta e os microrganismos da flora
normal, e de excluir outros elementos como 0s patégenos.

Cerca de duas décadas depois da publicacdo desses primeiros trabalhos, as pesquisas sobre a
tolerancia imunoldgica induzida pela administracdo intragastrica de proteinas, ou tolerancia oral,
como o fendmeno ficou sendo conhecido, ganharam novo impulso gracgas a possibilidade de se
utilizar esses conhecimentos no tratamento das alergias e das doengas autoimunes.

Os resultados experimentais até agora acumulados permitiram avangar no conhecimento de
importantes aspectos da tolerancia oral. Por exemplo, os mecanismos que operam na tolerancia
imune a antigenos da dieta parecem ser os mesmos que induzem a tolerancia a antigenos proprios
no nivel central e/ou periférico, quais sejam, a delecdo e a anergia clonal. Acredita-se que, na
tolerancia oral, uma tnica dose de proteina possa levar a anergia ou dele¢do de células T. J4 na
tolerancia induzida por multiplas doses de baixas quantidades de antigeno, a supressdo da
resposta imune pode ser atribuida a expansao de células regulatérias que secretam citocinas como
a IL-4, IL-10 e/ou TGF-3 [Appud. WEINER, 1997; WU et al., 1998; SUN et al., 1999].

Tem-se buscado, sem éxito, reverter o estado tolerogénico, isto €, quebrar a tolerancia ja
estabelecida, através de imunizacdes sucessivas com o antigeno misturado a poderosos
adjuvantes, como relatado por BARONE et al. [2000]. Apenas a administragdo por via oral de

uma preparagdo de proteina encapsulada em um polimero acrilico, resistente a degradagdao por pH



baixos, proporcionou algum sucesso na quebra da tolerancia, manifesto por aumento significativo
de resposta proliferativa e humoral [BARONE et al., 2000].

Trabalhos recentes tém abordado o papel das células T CD4"CD25" na tolerincia central
[WALKER et al, 2003; WOOD & SAKAGUSHI, 2003]. KAWAHATA et al. [2002]
demonstraram que parte das c€lulas T autoreativas, portando TCR com afinidade suficiente para
sofrerem dele¢do clonal, podem ser selecionadas positivamente no timo como células T CD4"
CD25". Relatos recentes apontam para um importante papel regulatério exercido por células
TCD4"CD25" no fendmeno de tolerincia a antigenos introduzidos pela via oral [THORTENSON
& KHORUTS, 2001; ZHANG et al., 2001; DUBOIS et al., 2003]. Utilizando o modelo
transgénico DO11.10, ZHANG et al. [2001] demonstraram que a ingestdo de OV A resulta em
um aumento no nimero de células T CD4"CD25" expressando CTLA-4, capazes de secretar
grandes quantidades de IL-10 e TGF-B; quando estimuladas in vitro com anti-CD3.
Coerentemente, a transferéncia adotiva de células esplénicas de camundongos transgénicos
DO11.10 para camundongos BALB/c, seguida de administracdo oral de OVA, resultou em
aumento do nimero de células T CD4"CD25" originadas do animal transgénico [THORTENSON
& KHORUTS, 2001]. Ainda, WALKER et al. [2003] demonstraram que as c€lulas T regulatdrias
CD4" CD25" de camundongos transgénicos DO11.10 imunizados com a OVA sdo capazes de
proliferar in vivo, diferentemente das células T CD25, que sdo deletadas apds estimulacio

antigénica.



AS CELULAS DENDRITICAS

Dentre as APCs, células dendriticas sdo consideradas os principais tipos celulares envolvidos
no priming dos linfécitos T [STEINMAN, 1991; STEINMAN et al.,, 1983]. As DCs sao
especializadas na apresentacdo de antigenos para células T naive ou quiescentes, desempenhando
um papel fundamental na indu¢do da imunidade de células T e B. [STEINMAN, 1991; INGULLI
et al., 1997, BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; KAPSENBERG, 2003]. Essas células
também participam do desenvolvimento dos linfécitos no timo, 6rgdo onde é gerado o repertdrio
de células T.

As DCs se localizam na maioria dos tecidos, capturam e processam o antigeno € o
apresentam em sua superficie, associados a moléculas de MHC [STEINMAN, 1991; KOCH et
al., 1995]. As DCs migram dos tecidos para os 6rgaos linféides periféricos - bago e linfonodos -
onde ativam células T especificas para o antigeno [BANCHEREAU & STEINMAN, 1998].

As células dendriticas se originam na medula dssea através da diferenciacdo de precursores
mieldides ou linféides, podendo desempenhar papéis distintos na imunidade ou na tolerancia
[STEINMAN, 1991; SHORTMAN & LIU, 2002; ARDAVIN, 2003]. ARDAVIN et al. [2003]
reportam que as DCs expressando a molécula CD8 (DC CD8") tem menor capacidade fagocitica
e endocitica que as DCs que ndo expressam essa molécula na superficie celular. As DCs CD§
induzem preferencialmente a diferencia¢do do subgrupo de linfocitos Th2, enquanto as DCs CD8"
induzem Thl, por secretarem IL-12. Entretanto, essa divisdo pode ser alterada pelos fatores que
modulam a funcdo das DCs, em particular a capacidade de produzir IL-12. Esses fatores incluem
o status de ativacdo das DCs, a natureza do antigeno, a concentracdo do antigeno, o tipo de

receptor responsavel pelo processamento do antigeno, bem como a producdo de citocinas



especificas, como IL-10 e IFN-y. Como exemplo, tem sido demonstrado que as DCs CDS§,
cultivadas na auséncia de IL-10 ou ativadas por CD40, produzem IL-12 e induzem a secrecio de
citocinas Thl. Ja as DCs CD8", na presenca de baixas concentra¢des de antigeno, induzem a

secrecdo de citocinas Th2.

AS CELULAS DENDRITICAS NA INDUCAO DE TOLERANCIA

Inicialmente, a maior parte dos estudos sobre a tolerancia se detinha, quase exclusivamente,
no papel desempenhado pelos linfécitos nesse fendmeno. Mais recentemente, tem-se atribuido um
papel importante as células apresentadoras de antigeno (APC) na indu¢do e na manutencido da
tolerancia central e periférica [FINKELMAN et al., 1996; BANCHEREAU & STEINMAN,
1998; NAGLER-ANDERSON et al., 2001; BELZ et al., 2003; KAPSENBERG, 2003]. As DCs
podem ativar ou suprimir respostas imunolédgicas, dependendo dos sinais que recebem de outras
células. As DCs podem participar de diferentes mecanismos envolvidos na inducio da tolerancia
de células T, tais como: delecdo clonal, anergia clonal e inducdo de células T regulatérias
[STEINMAN et al., 2003].

A tolerancia central das células T no timo é mediada pelas DCs, que induzem a morte por
apoptose dos linfécitos T auto-reativos [SHORTMAN & LIU, 2002]. Na periferia, as DCs
quiescentes sdo suficientemente maduras para expressar moderados niveis de MHC de classe Il e
moléculas co-estimulatdrias; porém, por ndo estarem completamente ativadas, ao interagirem com
os linfécitos T, induzem um estado de tolerancia sistémico. As DCs imaturas capturam células

apoptéticas e induzem tolerancia por delecao de células T antigeno-especificas [INABA, 1990].
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Ha evidéncias do envolvimento de DCs na inducdo de tolerdncia periférica e de respostas
imunes a patdgenos. Trabalho recente indica que além da apresentacdo de antigeno e de sinais co-
estimulatérios, as DCs também estdo preparadas para emitir um sinal adicional, denominado sinal
trés, relacionado com a secre¢do diferenciada de citocinas, que contribuiria para modular a
diferenciacio de células T naive em células Thl ou Th2 [KALINSKI ez al., 1999].

Doses baixas de antigenos soliveis podem induzir tolerincia quando encontram as DCs em
estado quiescente [BELZ et al., 2002, STEINMAN et al., 2003]. Entretanto, os diversos subtipos
de DCs podem se envolver na tolerancia de forma distinta. H4 dados de literatura indicativos de
que DCs imaturas participem da modulacio da tolerancia por induzir a diferenciacdo de células T
regulatérias. H4 também, evidéncias de que algumas popula¢des de DCs, como DCs imaturas
moduladas por IL-10, DCs derivadas do figado ou DCs linféides, sejam capazes de regular
negativamente a resposta imune por inibir a proliferacdo de célula T [HAWIGER et al., 2001;
JONULEIT et al., 2001].

BANCHEREAU & STEINMAN [1998] sugerem que DCs originadas de diferentes
progenitores podem estar envolvidas em diferentes tarefas, isto é, DCs residentes de origem
linféide podem estar relacionadas com a indug@o de tolerdncia ao préprio, enquanto c€lulas de
origem mieldide, incluindo as células de Langerhans, s@o ativadas por antigenos estranhos na
periferia € migram para os oOrgdos linféides para iniciar uma resposta imunolégica. SUSS &
SHORTMAN, [1996] sugerem que as células envolvidas na indug¢do de tolerdncia sejam
qualitativamente diferentes daquelas responsdveis por uma resposta imune, possivelmente pela
expressao de moléculas de superficie distintas.

Certas citocinas produzidas por DCs, como IL-1, sdo fundamentais para a ativagdo de células
T e a produgdo de IL-2. Esta citocina exerce um efeito inibitdrio sobre a induc¢do de tolerancia e

11



sua adi¢cdo reverte a tolerancia pré-estabelecida. O fato de células T anérgicas re-estimuladas in
vitro nao produzirem IL-2 corrobora para essa idéia [MILLER & MORAHAN, 1992]. Por outro
lado, a inducdo de tolerancia parece ser também um atributo da IL-10. A IL-10 inibe o
desenvolvimento de DCs e atua de modo a converter as DCs imaturas em cé€lulas apresentadoras
tolerogénicas [STEINBRINK et al., 1997].

A ligacdo de CD2/CD58 desempenha um papel importante na interacdo de células T e NK
com DCs e na iniciacdo da resposta imune inata e adaptativa. A interferéncia na ligacdo de CD2 a
CD58 leva ao decréscimo da proliferacdo de células T CD4 naive. As DCs obtidas diretamente do
sangue periférico (DCs primarias) exibem CD2 na superficie. A ativagdo das DCs desencadeada
por anticorpos monoclonais especificos para CD2, resulta em aumento significativo da expressao
de MHC de classe II, de moléculas co-estimulatérias (CD40, CD80 e CD86), de moléculas de
adesdo (CD54 e CD58) e de CCR7. Entretanto, pouca ou nenhuma dessas mudangas foram
observadas em DCs maturadas in vitro pela acdo de GM-CSF/IL4 e TNFa, células que ja
apresentam expressdao maxima dessas moléculas. Entretanto, ambos os tipos de DCs liberam IL-

1B e IL-12 apés ligagdo de CD2 [CRAWFORD et al. 2003].

MARCADORES DE SUPERFICIE DE CELULAS DENDRITICAS

A ocorréncia de varios marcadores de superficie celular tem sido demonstrada em DCs,
muito embora existam poucos marcadores especificos dessas células. Entre os marcadores
especificos de DCs de camundongos destaca-se o antigeno 33D1, reconhecido por um anticorpo

monoclonal de mesma designacdo. Esse anticorpo marca cerca de 18,5 a 35,5% da fracdo
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enriquecida com DCs obtidas de baco de camundongos [NUSSENZWEIG et al., 1982;
CROWLEY et al., 1989].

Os marcadores CD80 e CD86 (B7.1 e B7.2) sdao considerados marcadores de ativacdo de
APCs. Entretanto, VINEY et al. [1998] sugeriram que apds a interacdo do receptor CTLA4 de
alta afinidade de células T naive com os receptores CD80/86 pouco expressos em DCs, os
linfécitos T liberariam estimulos capazes de provocar o aumento de expressdo da molécula
CD80/86 em APCs. A ligacao de um grande nimero de moléculas CD80/86 a receptores CTLA4
do linfécito, ao invés da interacio com CD28, induziria a tolerizagdo da célula T. A baixa
expressdo de moléculas co-estimulatérias nas APCs, como B7.2, leva a tolerancia, neste caso,
especificamente devido a supressdo de respostas Th2 [LIU et al., 1999].

Estudos realizados com DCs obtidas do trato gastrointestinal de camundongos mostram que
essas APCs expressam CD80/86 em niveis suficientes para apresentar antigenos de uma forma
tolerogénica a linfocitos T locais [VINEY et al., 1998]. Entretanto, a natureza das APCs ou os

eventos indutores envolvidos na tolerancia oral ainda nao estdo bem definidos.

O MODELO TRANSGENICO DO11.10

Algumas linhagens transgénicas foram geradas para estudar os mecanismos envolvidos na
tolerdncia central. Dentre elas inclui-se a linhagem denominada DO11.10, constituida por
camundongos com background BALB/c portando um transgene para as cadeias o e B de um
TCR que reconhece o peptideo 323-339 da ovalbumina (OVA), apresentado pelo MHC II-IA".
Os linfécitos que expressam tal TCR podem ser rastreados pela reacdo com um anticorpo
monoclonal especifico (KJ 1-26) para esse clone de linfécitos T [MURPHY et al., 1990].
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Os camundongos DO11.10 também s3o muito utilizados em estudos de tolerancia oral a
OVA. Neles tem-se observado que a ingestdo de OVA nativa ou do peptideo OVA 323-339
provoca redugdo da proliferacdo de célula T e da secre¢do de citocinas [MARTH et al., 1996;
VAN HOUTEN & BLAKE, 1996; WU et al., 1998; MARTH et al., 2000; THORSTENSON &
KHORUTS, 2001; ZHANG et al., 2001; SUN et al., 2002; FARIA et al., 2003].

Diversos estudos que utilizam a transferéncia adotiva de células T TCR-OVA especificas de
camundongos DO11.10 buscam investigar a localizacdo e a quantidade de linfocitos T presentes
em diferentes 6rgaos e tecidos linféides apds a administracdo do antigeno por via oral. Relata-se
que a administracdo oral do antigeno € seguida de acimulo de células T nos linfonodos
periféricos, locais e mesentéricos, nas placas de Peyer e na lamina prépria [SUN et al., 1999,
SMITH et al., 2002-A, SMITH et al., 2002-B]. Entretanto, os animais receptores das células T
dos camundongos DO11.10 apresentaram uma menor quantidade de células T em divisdo apds a
ingestdo de OVA do que apds a imunizacdo por via parenteral [SMITH et al., 2002-B]. Além
disso, apds a ingestdo de OVA, os animais receptores ndo foram capazes de estimular os
linfécitos B a secretarem anticorpos. Entretanto, pouco € sabido sobre producdo in vivo de

anticorpos nos camundongos DO11.10 apds a ingestao de OVA.

O ENVELHECIMENTO E A SUSCEPTIBILIDADE A TOLERANCIA

Alguns estudos tém mostrado que o envelhecimento afeta a susceptibilidade a inducdo de
tolerancia oral. Em modelos experimentais murinos, animais das faixas etarias mais avancadas t€ém
se mostrado menos susceptiveis a indugdo de tolerancia pela administracdo oral de ovalbumina do
que animais mais jovens [FARIA et al., 1998-A; FARIA et al., 1998-B; WABAYASHI et al.,
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1999]. LAHMANN et al. [1992] mostraram que, além da idade, a susceptibilidade a indugdo de
tolerancia a proteinas administradas por via oral é dependente do background genético dos
animais experimentais. Esses autores mostraram também que a transferéncia adotiva de células
esplénicas de animais jovens de linhagem susceptivel a tolerancia oral induzida pela OVA € capaz
de restituir essa caracteristica aos camundongos velhos ou de linhagem refrataria a tolerizacdo.

WAKABAYASHI et al. [1999] relataram ainda que camundongos C57BL/6 velhos eram
menos susceptiveis do que os jovens a inducdo de tolerdncia a hemdcias de carneiro,
administradas tanto pela via oral como pela via intraperitoneal.

O envelhecimento também acarreta um declinio da imunidade a antigenos introduzidos por
via parenteral. Nesse sentido, nds e outros autores temos verificado que camundongos velhos sdo
menos susceptiveis a imunizagdo por via parenteral, associada a adjuvantes, do que camundongos
jovens [CALLARD & BASTEN, 1978; KISHIMOTO et al., 1976; SEGRE & SEGRE, 1976A e
SEGRE & SEGRE, 1976B, UCELLI, 1998]. Entretanto, os mecanismos responsdveis pelas
alteracdes observadas no sistema imune de camundongos velhos sdo pouco conhecidos. Com base
nas deficiéncias observadas nos camundongos idosos, tanto na imuniza¢do como na tolerizacao,
pode-se sugerir que os defeitos estejam no processamento e/ou apresentacdo antigénica pelas

células dendriticas (DCs).
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Desta forma, era de nosso interesse investigar os efeitos de diferentes regimes de ingestdo de
OVA na resposta imune humoral de camundongos DO11.10 e de camundongos BALB/c com o
avanco da idade, observando os niveis de anticorpos no soro de camundongos jovens, adultos e
idosos de ambas as linhagens. Além disso, também nos interessava investigar a capacidade de
DCs de camundongos tolerantes e ndo-tolerantes de estimular a proliferacdo de células T naive,

assim como a secrecao de citocinas.
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II - OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS
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O objetivo do presente trabalho foi avancar no entendimento da tolerancia periférica,
induzida pela administracdo oral de antigeno em camundongos e estudar o papel das células

dendriticas nesse processo.

O trabalho teve como objetivos especificos:

- Analisar a resposta imune humoral em camundongos jovens da linhagem BALB/c e da
linhagem transgénica DO.11.10, submetidos a diferentes protocolos de ingestdo de ovalbumina,
voluntdria ou forcada, seguido pelo desafio antigénico com o0 mesmo antigeno, por via

imunizante, visando determinar o melhor protocolo de indu¢do de tolerancia.

- Analisar a resposta humoral de camundongos BALB/c e transgénicos DO.11.10, jovens
(entre 4 e 12 semanas de idade), adultos jovens (16 a 24 semanas de idade), de meia idade (32 a
48 semanas de idade) e idosos (acima de 60 semanas) tratados oralmente com OVA, através um

protocolo previamente estabelecido como tolerogénico para camundongos BALB/c jovens.

- Observar os efeitos da transferéncia adotiva de células naive de camundongos BALB/c

jovens para os camundongos tratados oralmente com OVA.

- Analisar a expressdo dos marcadores de ativacdo celular CD80/86 na superficie de DCs

isoladas de camundongos tratados oralmente com OVA, e seus controles, através de ensaios de

citometria de fluxo.
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- Analisar a funcdo apresentadora de antigenos de células dendriticas isoladas de
camundongos tratados oralmente com OVA, e seus controles, através de ensaios de proliferacio

de células T naive.

- Verificar a produgdo das citocinas IL-1, IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y e TGF-PB, nos

sobrenadantes das co-culturas de linfocitos T naive e DCs obtidas dos camundongos que

ingeriram ou ndo a OVA e seus controles.
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III - MATERIAIS E METODOS
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1. ANIMAIS

As matrizes dos camundongos transgénicos DO11.10, com background genético de BALB/c,
cujos linfécitos T portam o TCR especifico para OVA de camundongos C57BL/6 [MURPHY et
al., 1990], e camundongos isogénicos BALB/c foram obtidas do Laboratério Jackson ( Bar
Harbor, Maine, EUA). Estes camundongos BALB/c e transgénicos DO11.10, assim como
camundongos C57BL/6, machos e fémeas, com quatro semanas de idades, foram fornecidos pelo
CEMIB (Centro de Investigacdes Bioldgicas da UNICAMP, Campinas, SP). Os camundongos
foram mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de
Biologia, UNICAMP, em ambiente com temperatura e fotoperiodo controlados, em isoladores
[TREXLER, 1959], com 4gua e racdo autoclavados em livre demanda, até o momento dos
ensaios.

Os grupos utilizados nas experimenta¢des foram constituidos por um nimero minimo de
cinco camundongos. Para andlises e discussdes futuras, foi realizada uma classificacdo dos
camundongos em funcdo da idade, sendo essa: camundongos jovens (4 a 8 semanas), adultos
jovens (16 a 24 semanas), de meia idade (32 a 48 semanas) e velhos (60 a 72 semanas).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da UNICAMP

(Processo no. 594-1- Anexo 1).
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2. REAGENTES

Soro albumina bovina do tipo V (BSA), solu¢cdo a 35%, e ovalbumina do tipo VI (OVA,
Conalbumina) foram adquiridos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A ovalbumina
para tolerancia oral foi adquirida da Rhoster (Comércio e Industria Rhoster. Ltda., Vargem
Grande Paulista, SP, Brasil). Os anticorpos de coelho anti-camundongo e anticorpos Ig de
carneiro anti-coelho foram preparados e conjugados com peroxidase tipo IV (HRPO, Sigma) em

nosso laboratorio.

3. INDUCAO DE TOLERANCIA ORAL

Para a inducdo de tolerancia oral, concentracdes diferentes de OVA (Rhoster) foram
adicionadas a dgua de beber oferecida aos camundongos BALB/c e DO11.10, sendo essa sua
unica fonte de bebida durante periodos varidveis de tempo [FARIA, 1998-B]. Foram utilizadas
doses didrias totais de OVA de: 5 e 20 mg, administradas por 7 dias, 0,5 mg, administrada por 14
dias e 10mg, administrada por 30 dias. Os camundongos controle receberam apenas dgua. Sete
dias apds a interrup¢do do tratamento oral, todos os camundongos foram desafiados com uma
injecdo intraperitoneal (i.p.) de 10 pg do antigeno OVA emulsionado em 1 mg de hidréxido de
aluminio em 1,0 mL de solu¢do salina (NaCl 0,15M). Quatorze dias apds a administracdo da
primeira dose, os camundongos receberam uma dose de reforco de 10 pg do antigeno em solucio

salina. Os camundongos foram sangrados pelo plexo retro-orbital sete dias apds da administragao
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da udltima dose de ovalbumina i.p. € os soros assim obtidos foram empregados para dosagem de
anticorpos [LAHMANN et al., 1992; FARIA et al., 1998-B; VERDOLIN et al., 2001].

No protocolo de indu¢@o de tolerdncia por gavagem, camundongos BALB/c e DO11.10 de
oito semanas de idade receberam 1 mL de solu¢do de OVA (0,05; 0,5 ou 5 mg/mL) por gavagem,
durante 14 dias consecutivos. Os camundongos do grupo controle receberam solucdo salina
(NaCl 0,15N) por gavagem. Em seguida, todos os camundongos receberam desafio com o

antigeno por via 1.p. e foi realizada a coleta de soro, como acima descrito.

4. ENSAIO DE DETECCAO DE ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA OVA

Os niveis de anticorpos anti-OVA foram determinados por ELISA, utilizando-se leitor
automatico de placas de ELISA (Multiskan II, MS, Labsystem, Helsinki, Finland). Placas de
ELISA (Falcon, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) foram sensibilizadas com 50uL de
uma solucao de OV A (Sigma) a 20pug/mL (em tampao carbonato/bicarbonato de sédio, pH 9,6) e
mantidas por 1 hora a 37°C e, em seguida, por 18 horas a 4°C. Apés a incubagdo, os pogos foram
lavados com solucdo salina tamponada (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). Em
seguida, os sitios livres de reacdo foram bloqueados pela adicdo de PBS contendo 5% de leite
desnatado (Nestlé) e as placas foram novamente incubadas por 1 hora a 37°C.

Apds novo ciclo de trés lavagens, as amostras de soros de camundongos imunizados,
tratados ou ndo tratados com OVA, foram adicionadas aos pogos da placa, em diluicdes seriadas
de 1/100 a 1/12.800. Ap6s 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). Sessenta minutos mais tarde, os reagentes foram removidos por lavagem e
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a reacdo foi revelada pela adicdo do 50 pl substrato/cromégeno, (H,O, 0,03% (Merck) e
ortofenilenodiamina 0,04% (OPD) (Sigma), em tampdo acido citrico/fosfato di-sédio, pH 5,5).
Ap6s 30 minutos no escuro, 25 puL de 4cido sulfirico (H>SO4) 4N foram adicionados aos pogos
da placa, para o bloqueio das reacdes.

As absorbancias foram obtidas através de leitura em espectrofotdmetro, a 492nm. Os valores
dos ELISA foram calculados através das somas das densidades 6pticas obtidas em cada ponto das
dilui¢des dos soros (1:100 até 1:12.800) dos camundongos, e foram expressos como a média e
erro padrio da média (EPM) de cada grupo experimental. A andlise estatistica detalhada
demonstrou que essa forma de representacdo foi significativamente mais confidvel que dados
baseados em um Unico valor, seja esse ponto ou titulo [CARVALHO et al., 1994; FARIA et al.,

1998-A; FARIA et al., 1998-B; VERDOLIN et al., 2001; FARIA et al., 2003].

5. ENSAIO DE DETECCAO DAS SUBCLASSES IgG1 E IgG2A DOS ANTICORPOS

ESPECIFICOS PARA OVA

Para determinar as subclasses de anticorpos especificos para OVA, contidos nos soros de
camundongos tratados com OV A via oral, apds a adi¢do das amostras de soro dos camundongos,
as placas de 96 pocos foram incubadas com anticorpos anti-IgG1 de camundongo ou anti-IgG2a
de camundongo, produzidos em coelho (Isotyping Kit, Pierce, Rockford, IL, USA). Em seguida,
foi realizado novo ciclo de incubag¢do por 1 hora a 37°C. Apds as lavagens com PBS-T, foi
adicionada a cada po¢o imunoglobulina de carneiro anti-imunoglobulina de coelho conjugada com

HRPO (250 ng/mL). A reacao foi revelada como descrito no item 4.
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6. TRANSFERENCIA ADOTIVA

A transferéncia de células de baco de camundongos BALB/c naive foi realizada segundo
descricdo de LAHMANN et al [1992], com modificacdes. Em resumo, células esplénicas foram
coletadas de trés camundongos BALB/c naive, reunidas em um pool e em seguida, 2x10° células
foram injetadas pelo plexo retro-orbital de camundongos tolerantes ou ndo tolerantes a OVA,
duas semanas apds o ultimo desafio i.p. com o antigeno. As injecdes de células foram repetidas
duas vezes, em dias alternados. Trés dias apds a ultima injecdo, camundongos tolerantes foram
novamente desafiados com OVA por via ip., como acima descrito, ¢ camundongos nao-
tolerantes foram submetidos a um novo protocolo de inducdo de tolerancia, seguido pelo desafio
Lp. com o antigeno. Os niveis de anticorpos nos soros dos camundongos foram testados por

ELISA como descrito no item 4.

7. ENSAIO DE ATIVACAO DE CELULAS T ANTIGENO ESPECIFICAS

Para os ensaios de ativacdo de células T antigeno-especificas por células dendriticas de

camundongos, tratados ou ndo com OVA por via oral, e desafiados com o antigeno pela via i.p.,

foi necessdria a obtencdo de fracdes celulares enriquecidas com células dendriticas e com células

T.
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7.1- ENRIQUECIMENTO DA POPULACAO DE CELULAS DENDRITICAS

Bacos de camundongos das faixas etdrias selecionadas, que ingeriram ou nao OVA, foram
utilizados para a obtencdo das DCs [HUNT, 1987; , LEVIN et al., 1993; NUNEZ, 1999]. Foi
realizada a separacdo dessa fracdo celular de baixa densidade, através da centrifugacdo em
gradiente de BSA (Albumina Bovina, solucdo 35%, Sigma) e através da propriedade dessas
células de aderir ao suporte de cultivo nas primeiras horas de incubacdo e soltar-se
espontaneamente apds periodos mais extensos de cultura. [STEINMAN et al., 1983; HUNT,
1987]. Brevemente: Os bagcos dos camundongos foram removidos e incubados em meio HBSS
livre de cdlcio e magnésio, contendo 1 mg/mL de colagenase (tipo IA — Sigma), por 20 minutos, a
4°C. Em seguida, os bagos foram homogeneizados com auxilio de uma peneira e as suspensoes
celulares foram lavadas duas vezes por centrifugacdo a 200g por 10 min. Os sedimentos obtidos
foram ressuspendidos em uma solu¢do de BSA, cuja densidade foi ajustada para 1,08 g/mL, e
centrifugados por 40 minutos a 250g, a 4°C. As células da interface, sobre a camada de BSA,
foram coletadas, lavadas, ressuspendidas em meio de RPMI com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Cultilab, Campinas, SP, Brasil), e colocadas em cultura, para adesdo a superficie pldstica, por 90
minutos, a 37°C. Apés remocédo das células ndo aderentes, a cultura foi mantida por 18 horas a
37°C, na presenga de OVA (Conalbumina, 500ug/mL, Sigma), em estufa com 5% de CO,. As
DCs se desprendem espontaneamente apds esse periodo de cultura. O enriquecimento foi
acompanhado por ensaio de fluorescéncia em citdmetro de fluxo (FACScalibur, Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) localizado no Hemocentro da UNICAMP, usando os
seguintes marcadores celulares: clone 33D1 (anticorpo anti-células dendriticas de baco de
camundongo conjugado com fluoresceina (FITC), Leinco Technologies, Inc., St. Louis, MO,
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USA); clone-HL-3 (anticorpo anti-CD11c de camundongo conjugado com ficoeritrina (PE);
PharMingen, BD PharMingen, San Diego, CA, USA); clone TIB229 (anti-MHC de classe 11
conjugado com FITC, preparado em nosso laboratério); e clone NLDC-145 (anti-CD205 de
camundongo conjugado com FITC; Diagnostics Inc, Flanders, NJ, USA). [STEINMAN et al.,
1983; VINEY et al., 1998; CROWLEY, et al., 1989; METLAY, et al., 1990; SCHULER et al.,
1999; STEINMAN et al., 2003]. A amplificacdo e compensa¢do 6timas foram determinadas pelo
exame de células ndo marcadas e as andlises foram realizadas através do software Cell Quest
(Becton-Dickinson) [MANSON et al., 1987]. Preparagdes enriquecidas de DCs contiveram
aproximadamente 80% de células expressando o marcador de classe II MHC, 60% expressando o
marcador CD11c, 30% expressando o marcador 33D1 e 13% expressando o marcador CD205.

Os anticorpos monoclonais contra marcadores de superficie de DCs murinas, CD80 (clone
16-10A1) e CD86 (clone GL1), ligados a fluoresceina (PharMingen, BD PharMingen), foram
utilizados para analisar a ativacao dessa populagdo celular.

Preparacdes de células esplénicas obtidas dos camundongos DO11.10 que ingeriram OVA e
seus controles foram analisadas por citometria de fluxo, apds a lise de hemdcias, empregando-se
os anticorpos anti-CD3- FITC (clone 145-2C11), anti-CD4-FITC (clone GKI1.5) e anti-

DO11.10-PE (clone KJ1-26).

7.2- ENRIQUECIMENTO DA POPULACAO DE CELULAS T

Os bagos de camundongos BALB/c ou transgénicos DO11.10, de oito semanas de idade,
foram utilizados para obtencdo de células T naive, por separacdao em la de nylon [HENRY ez al.,
1980]. Brevemente, os bacos foram removidos em condi¢gdes assépticas e, apos lise de hemécias,
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1x10° células esplénicas foram adicionadas 2 coluna contendo 1d de nylon, previamente
equilibrada com RPMI. Células B, células plasmiticas e células acessérias aderem
preferencialmente a 1a de nylon, enquanto muitas células T passam livremente através da coluna.
Ap6s incubagio por 30 minutos a 37°C, as colunas foram lavadas com 20mL de meio RPMI para
coleta da fracdo contendo células T. O processo de enriquecimento de cé€lula foi acompanhado
por ensaio de fluorescéncia em citdmetro de fluxo [MANSON et al., 1987], usando os anticorpos
anti-CD3-FITC/PE (clone 145-2C11), anti-DO11.10-PE (clone KJ1-26) e anti-CD4-FITC (clone
GK1.5) (PharMingen, Diego de Sao, CA, USA). As suspensOes celulares obtidas contiveram
aproximadamente 75% de células expressando o marcador CD3 e 50% expressando CD4. Oitenta
a noventa por cento das células CD4" obtidas de camundongos naive DO11.10 expressaram o

marcador KJ1-26.

7.3. ENSAIO DE ATIVACAO ANTIGENO-ESPECIFICA DE CELULAS T

Os ensaios de proliferacdo de células T foram executados como descrito previamente [HUNT
et al., 1987; LEVIN et al., 1993; NUNEZ, 1999], com modificacdes. As fracdes enriquecidas
com células T, obtidas como acima descrito, foram adicionadas a placas de 96 pocos (Corning) na
concentragio de 5x10° células T por poco em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, Campinas, SP). As células T foram co-cultivadas com fracdes enriquecidas de células
dendriticas obtidas de camundongos que ingeriram ou nio OVA, na quantidade de 2 x 10* células
por pogo, na presenga de antigeno (Conalbumina, 1.000ug/ml, Sigma, USA). Apds quatro dias de
incubagdo, a 37°C e em atmosfera de CO,, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a —

80°C para dosagem de citocinas. A proliferacdo celular foi acompanhada através da adicdo do
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corante 4,5-(Dimetil-2 tiazolil)-2,5difenil-2H-brometo de tetrazolio (MTT; Smg/mL, 10ul por
poco) as culturas. Apds quatro horas de incubagdo, os cristais de formazan precipitados nas
células vidveis que incorporaram o MTT foram solubilizados pela adi¢do de dlcool isopropilico
acidificado (0,04N), seguindo-se a leitura das placas em espectrofotometro, a 540 nm. Todos os

testes foram conduzidos em sextuplicata.

8. DOSAGEM DE CITOCINAS

Os niveis de IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-vy; foram medidos, através de anticorpos e reagentes
para ELISA (ELISA sets, PharMingen), em sobrenadantes de cultura de células T co-cultivadas
com células dendriticas.

Par a sensibilizacao das placas de 96 pocos (Falcon), foram utilizados 100uL. de cada solucao
de anticorpo de captura e de anticorpo de deteccdo, nas diluicdes recomendadas pelo fabricante.
As curvas padrdo para o ensaio de IL-2, variaram de 3,125 pg/mL até 200 pg/mL, para IL-4, de
7,8125 pg/mL até 500 pg/mL , para IL-10, de 31,25 pg/mL até 2.000 pg/mL e, para IFN-y, de
31,25 pg/mL até 2.000 pg/mL.

Os ensaios para detec¢do de IL-1-a ¢ TGF- em sobrenadantes de cultura foram realizados
através de kits especificos de ELISA (PharMingen). Foram utilizados 100uL de cada solucao de
anticorpo de deteccdo. Concentragdes de IL-1a variando de 4,69 pg/mL a 300 pg/mL e de TGF-
B, variando de 31,25 pg/mL a 2.000 pg/mL foram detectadas. Todos os procedimentos foram

realizados seguindo-se as indicagdes descritas pelo fabricante.
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Para todos os ensaios de deteccdo de citocinas, cem microlitros de cada sobrenadante a ser
dosado, obtido ap6s 96 h de cultura, foram utilizados em triplicata. As absorbancias foram lidas
no comprimento de onda de 450 nm, utilizando o comprimento de 540nm para correcdo
(Multiskan II, MS, Labsystem, Helsinki, Finland). As concentracdes das citocinas nas amostras

testadas foram calculadas através da equacdo da reta, obtida com os dados da curva-padrao.

9. ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos resultados obtidos foi realizada através do teste de t de Student bi-caudal para

as comparacdes entre os grupos. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05.
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IV - RESULTADOS
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1. OS EFEITOS DA INGESTAO DE OVA SOBRE A PRODUCAO DE

ANTICORPOS ESPECIFICOS EM CAMUNDONGOS

Buscando estabelecer um protocolo experimental capaz de induzir um estado duradouro de
tolerancia sist€émica a ovalbumina (OVA), camundongos jovens (oito semanas de idade) da
linhagem BALB/c, normais ou transgénicos DO11.10, receberam doses variadas da proteina
misturada na dgua de beber (ingestdo voluntdria) ou por gavagem (ingestdo forcada), por
diferentes periodos. Os animais foram, entdo, desafiados com o mesmo antigeno por via i.p. A
eficiéncia dos protocolos de ingestdo voluntaria ou forcada de OV A foi avaliada pela reducdo da
producdo de anticorpos especificos nos soros dos camundongos tratados com a proteina por via
oral, em compara¢do com os controles imunizados.

Os resultados dos ensaios de inducdo de tolerancia por ingestdo voluntdria estio mostrados
em Figura 1. Os camundongos BALB/c e DO11.10 receberam OV A adicionada a dgua de beber,
nas seguintes quantidades: 0,5 mg por dia, por 14 dias; 5 mg ou 20 mg por dia, por 7 dias e 10
mg por dia, por 30 dias.

Os camundongos BALB/c que foram continuamente alimentados com OVA tornaram-se
tolerantes ao antigeno, em quaisquer das doses orais utilizadas, com niveis séricos de anticorpos
significativamente menores do que os encontrados nos camundongos do grupo que recebeu OVA

1.p. (Painel A).
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Figura 1: Efeito da ingestdo voluntiria de OVA sobre a producio de anticorpos em
camundongos BALB/c e DO11.10. As barras sélidas representam os niveis de anticorpos especificos nos
soros de camundongos BALB/c (Painel A) e transgénicos DO11.10 (Painel B), de oito semanas de idade,
apos a ingestdo voluntdria de OVA, nas seguintes quantidades: 0,5 mg por dia, por 14 dias; 5 mg ou 20 mg
por dia, por 7 dias; 10 mg por dia, por 30 dias. Os camundongos do grupo controle consumiram apenas
agua livre de proteinas (barras achuriadas). Uma semana apds a interrup¢do da administracdo oral de
OVA, os soros dos camundongos de todos os grupos experimentais foram coletados individualmente e os
camundongos foram desafiados com OVA por via i.p (duas doses). Sete dias apds o tltimo desafio
antigénico, os camundongos foram sangrados e os niveis de anticorpos especificos nos soros imunes e pré-
imunes foram medidos por ELISA. Cada barra representa a média £ E.P.M. da somatdria das densidades
opticas (D.O.) encontradas quando os soros foram diluidos de 1:100 até 1:12.800. Cada grupo foi
constituido por 5 camundongos e os dados apresentados sdo representativos de trés ensaios separados (*
p<0,05 e **p<0,001).
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Camundongos transgénicos DO11.10 submetidos aos mesmos tratamentos, ao serem
desafiados com OVA 1ip., apresentaram niveis altos de anticorpos anti-OVA em seus soros
(Painel B), indicando que a ingestdao de OV A imunizou os animais, ao invés de toleriza-los, como
observado nos camundongos BALB/c ndo transgénicos. Observou-se ainda que, antes do desafio,
ja eram detectados anticorpos especificos nos soros dos camundongos DO11.10 que receberam a
proteina por via oral, fato ndo verificado nos camundongos BALB/c (Painel B, lado esquerdo).

Dentre os camundongos BALB/c que receberam o antigeno por gavagem, ingerindo
diferentes doses de OVA por 14 dias, tornaram-se tolerantes apenas os que receberam a dose
mais elevada de OVA (Smg ao dia) (Figura 2, Painel A). J4 os camundongos da linhagem
DO11.10 ndo se tornaram tolerantes ao antigeno administrado por gavagem, independentemente

da dose administrada (Figura 2, Painel B).

2. A MANUTENCAO DA TOLERANCIA EM CAMUNDONGOS BALB/c E C57BL/6

Uma vez que a ingestdo voluntidria de OVA foi eficaz em induzir a tolerancia oral em
camundongos BALB/c (H2-K%) jovens, o mesmo tratamento foi usado para acompanhar, ao
longo do tempo, a tolerincia estabelecida em camundongos dessa linhagem. A inducgdo e

manutencgo da tolerancia também foi analisada em camundongos C57BL/6, de haplétipo H2-K".
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Figura 2: Efeito da gavagem com OVA sobre a producio de anticorpos em camundongos
BALB/c e DO11.10. As barras representam os niveis de anticorpos especificos, medidos por ELISA, nos
soros de camundongos BALB/c (Painel A) e transgénicos DO11.10 (Painel B), de oito semanas de idade,
apos a ingestdo forcada de OVA (barras sélidas), nas quantidades de 0,05 mg, 0,5 mg ou 5 mg por dia, por
14 dias. As barras achuriadas representam os niveis de anticorpos nos soros de camundongos que
receberam apenas salina por gavagem. Os camundongos de todos os grupos representados foram
desafiados com OVA (duas doses) por via i.p. € os soros foram coletados para a determinag¢do dos niveis
de anticorpos sete dias apds o desafio antigénico. Cada barra representa a média £ E.P.M. da somatdria
das densidades Opticas (D.O.) encontradas quando os soros foram diluidos de 1:100 até 1:12.800. Cada
grupo foi constituido por 5 camundongos e os dados apresentados sdo representativos de trés ensaios
separados (* p<0,05 e **p<0,001).
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Camundongos das duas linhagens foram tratados oralmente com OVA diluida na dgua de
beber, na concentracdo de 4 mg/mL, durante sete dias consecutivos, presumindo-se uma ingestao
total de cerca de 140 mg de OVA por animal. Sete dias apds a interrup¢do do tratamento oral,
todos os camundongos foram imunizados com OVA por via i.p., incluindo os camundongos
controle de cada linhagem que ndo ingeriram OV A. Para o seguimento da producao de anticorpos
especificos, os soros desses camundongos foram coletados vinte € um dias apds o primeiro
desafio antigénico e em outras duas ocasides, isto é, na 26" ¢ na 44" semana apds a primeira dose
Lp. do antigeno, sempre precedidas de um novo desafio antigénico por via intraperitoneal. Os
soros foram ensaiados individualmente e a figura 3 resume os resultados obtidos.

Verifica-se que a tolerancia induzida em camundongos jovens da linhagem BALB/c (Painel
A) foi mantida por um longo periodo de tempo, correspondente a metade do periodo estimado de
vida desses camundongos. No painel B estdo representados os resultados do experimento
conduzido com camundongos da linhagem C57BL/6. Da mesma forma que os BALB/c, os
C57BL/6 foram tolerizados pela ingestdao de OVA e este estado de tolerancia também foi mantido

por todo o tempo de observacdo, isto €, até 44 semanas apds o primeiro desafio antigénico.
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Figura 3: Manutencio de tolerancia a OVA induzida em camundongos BALB/c e C57BL/6. As
barras representam os niveis de anticorpos especificos nos soros de camundongos BALB/c (Painel A) e
C57BL/6 (Painel B), de oito semanas de idade no inicio do experimento, apds ingestio (barras sélidas) ou
ndo (barras achuriadas) de uma solucdo de OVA (4 mg/mL), por sete dias consecutivos. Uma semana apds
a interrupcao da administra¢do oral de OVA, todos os camundongos foram desafiados com a protefna por
via i.p. Duas, vinte e cinco e quarenta e trés semanas apds a primeira injecdo i.p., os camundongos
receberam novo desafio antigénico pela mesma via. Uma semana apds cada desafio i.p., os camundongos
foram sangrados e os niveis de anticorpos especificos nos soros imunes foram medidos por ELISA. Cada
barra representa a média + E.P.M. da somatdria das densidades Opticas (D.O.) encontradas quando os
soros foram diluidos de 1:100 até 1:12.800. Cada grupo foi constituido por 5 camundongos e os dados
apresentados sdo representativos de trés ensaios separados (* p<0,05 e **p<0,001).
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3. EFEITOS DA ADMINISTRACAO ORAL DE OVA E DA TRANSFERENCIA
ADOTIVA DE CELULAS ESPLENICAS A CAMUNDONGOS BALB/c E

TRANSGENICOS DO11.10 DE IDADE AVANCADA

Avaliou-se o efeito de ingestdo de OVA na resposta imune de camundongos da linhagem
BALB/c de distintas faixas etdrias. Camundongos com 20, 40 e 60 semanas de idade foram
tratados oralmente com OVA (4 mg/mL, por 7 sete dias) e desafiados por via intraperitoneal com
OVA e hidréxido de aluminio. O soros foram coletados uma semana apds o desafio e ensaiados
para a deteccdo de anticorpos especificos por ELISA indireto.

A figura 4 mostra que os camundongos BALB/c do grupo controle de cada uma das idades
avaliadas, imunizados apenas por via i.p., responderam a OV A produzindo anticorpos séricos em
niveis significativamente mais elevados que os encontrados no soro pré-imune (dados ndo
mostrados). Com o avango da idade, houve um significativo declinio da capacidade de resposta
ao desafio antigénico. A despeito disso, foi possivel verificar que os camundongos dos grupos
pré-tratados oralmente com OVA tornaram-se tolerantes a proteina, produzindo niveis ainda mais

reduzidos de anticorpos séricos especificos.
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Figura 4: Efeito da ingestdo voluntaria de OVA sobre a producio de anticorpos por
camundongos BALB/c de diferentes faixas etarias. Camundongos BALB/c de 20, 40 e 60 semanas de
idade foram utilizados nos ensaios de indu¢do de tolerancia. As barras representam os niveis de anticorpos
especificos nos soros de camundongos que ingeriram (barras sélidas) ou ndo ingeriram (barras achuriadas)
uma solucdo de OVA (4 mg/mL) por sete dias consecutivos. Os camundongos de todos os grupos
representados foram desafiados com OVA (duas doses) por via i.p. € os niveis de anticorpos nos soros,
coletados sete dias ap6s o ultimo desafio antigénico, foram medidos por ELISA. Cada barra representa a
média = E.P.M. da somatdria das densidades 6pticas (D.O.) encontradas quando os soros foram diluidos de
1:100 até 1:12.800. Cada grupo foi constituido por 5 camundongos e os dados apresentados sdo
representativos de trés ensaios separados (* p<0,05 e **p<0,001).

Em experimento subseqiiente, a producdo de anticorpos especificos foi comparada em
camundongos BALB/c e DO11.10 de 8, 36 e 72 semanas de idade. Os animais foram tratados
oralmente com OVA 4 mg/mL por 7 sete dias consecutivos e desafiados com o antigeno por via
1.p. A Figura 5 mostra que os camundongos BALB/c de todas as idades avaliadas tornaram-se

tolerantes a OVA apés a ingestdo voluntaria da proteina (Figura 5A, barras pretas), enquanto que

39



os camundongos DO11.10 ndo foram tolerizados (Figura 5B, barras pretas). De fato, a ingestao
de OVA por camundongos transgénicos de qualquer das idades testadas resultou em producio
aumentada de anticorpos especificos para a OVA. Entre esses animais transgénicos, também se
observa uma dréstica redu¢do dos niveis séricos de anticorpos anti-OVA com o envelhecimento,
que ocorre tanto nos animais que ingeriram OVA como nos grupos que receberam apenas o
desafio 1.p. Ainda assim, a ingestdo de OV A resultou invariavelmente em inducdo e nao supressao
da resposta imune.

Para investigar o efeito de transferéncia adotiva de linfécitos naive em uma resposta imune
previamente estabelecida, cada camundongo BALB/c e DO11.10 que havia ingerido a OVA
recebeu uma injecio contendo 2 x 10° células esplénicas de camundongos BALB/c jovens, um
mes apds o ultimo desafio antigénico pela via i.p. As injecoes de células esplénicas foram
repetidas por mais duas vezes, em dias alternados. Como mostrado na Figura 5, a transferéncia
adotiva de células esplénicas naive foi eficiente em abolir a tolerancia previamente estabelecida
em camundongos BALB/c, uma vez que eles responderam a OVA apds uma nova injecao i.p. do
antigeno (Figura 5, Painel A, barras brancas). A transferéncia adotiva ndo alterou a maneira como
camundongos transgénicos respondem a OVA, mesmo apds uma segunda tentativa de inducio de

tolerancia por administracio oral do antigeno (figura 5, Painel A, barras brancas).
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Figura 5: Efeito da transferéncia adotiva de células esplénicas naive de camundongos com o
avanco da idade. Painel A: Camundongos BALB/c. Painel B: Camundongos transgénicos DO11.10. Os
camundongos tinham 8, 36 e 72 semanas de idade no inicio dos ensaios. As barras representam os niveis de
anticorpos anti-OVA nos soros de camundongos que ingeriram (barras solidas) ou ndo ingeriram (barras
brancas) uma solu¢ido de OVA (4 mg/mL) por sete dias consecutivos. Os camundongos de todos os grupos
experimentais foram desafiados com OVA (duas doses) por via i.p. e os niveis de anticorpos nos soros,
coletados sete dias apds o ultimo desafio antigénico, foram medidos por ELISA. Um més apds o ultimo
desafio, os camundongos receberam injecdes de 2 x 10° células de baco de camundongos BALB/c jovens,
por trés dias alternados. Subseqgiientemente, camundongos BALB/c foram desafiados com o antigeno por
via i.p., e os soros foram coletados sete dias apds a segunda dose do antigeno (barras brancas). Os
camundongos DO11.10 foram novamente tratados com OVA por via oral e entdo desafiados com o
antigeno por via i.p. e os soros foram coletados sete dias apds a segunda dose do antigeno (barras brancas).
Os niveis de anticorpos nos soros foram medidos por ELISA. Cada barra representa a média £ E.P.M. da
somatéria das densidades Opticas (D.O.) encontradas quando os soros foram diluidos de 1:100 até

1:12.800. Cada grupo foi constituido por 5 camundongos e os dados apresentados sdo representativos de
trés ensaios separados (* p<0,05 e **p<0,001).
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4. SUBCLASSES DE IMUNOGLOBULINAS PRODUZIDAS POR CAMUNDONGOS

TRATADOS OU NAO COM OVA

As subclasses de imunoglobulina associadas com os eixos de resposta Thl e Th2 (IgG2a e
IgG1, respectivamente) foram analisadas nos soros dos mesmos camundongos cujos experimentos
foram descritos na figura 6. Os anticorpos especificos para OVA da subclasse IgG1l foram
encontrados em quantidades significativamente reduzidas nos soros de camundongos BALB/c que
haviam ingerido OV A, independentemente da idade (Figura 6, Painel A). Anticorpos especificos
da subclasse 1gG2a, entretanto, ndo foram detectados em quaisquer dos grupos de camundongos
BALB/c (Figura 6, Painel B). Em camundongos transgénicos DO11.10 jovens e adultos,
anticorpos especificos das subclasses IgGl e IgG2a foram encontrados nos soros de
camundongos que consumiram ou ndo a OVA (Figura 6, painéis C e D). Camundongos
transgénicos idosos produziram quantidades detectdveis de anticorpos 1gGl, e ndo IgG2a,

especificos para OVA (Figura 6, Painel C).

42



IgG1 lgG2a

4 4 N OVA i.p.
T |A E |B B OVA oral+OVA i.p.
] o
2 g,
¥ 34 e
O O
a . * a
R 2o,
2 o 2 BALB/c
g g
8 1 . 3 1
= c
C
< <C

01 T —— e — — —

o
~ 4 ~ 4
E |C E |D
[aV) (Y]
2 4 g .
o O
o o
W S
g S . . DO11.10
o o
o o
3 1 3 M
c c

<C

< 04 i = i ——

o

8 36 72 8 36 72
Idade (semanas) Idade (semanas)

Figura 6: Determinacio das subclasses de anticorpos séricos de camundongos BALB/c e
transgénicos DO11.10 tratados com OVA pela via oral. Os dados representam os niveis de anticorpos
especificos, das subclasses IgG1 (Painéis A e C) e IgG2a (Painéis B e D) nos soros de camundongos de 8,
36 e 72 semanas de idade, que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA
(4 mg/mL) por sete dias consecutivos e subseqiientemente desafiados por via i.p. Painéis A e B:
Camundongos BALB/c. Painéis C e D: Camundongos transgénicos DO11.10. Os niveis de anticorpos nos
soros foram medidos por ELISA. Cada barra representa a média + E.P.M. da somatdria das densidades
opticas (D.O.) encontradas quando os soros foram diluidos de 1:100 até 1:12.800. Cada grupo foi
constituido por 5 camundongos e os dados apresentados sdo representativos de trés ensaios separados (*
p<0,05).

43



5. MARCADORES DE SUPERFICIE DE LINFOCITOS T DE CAMUNDONGOS

DO11.10 TRATADOS COM OVA

Preparacdes de células esplénicas e sanguineas de camundongos DO11.10 naive e
imunizados com OVA por via i.p e/ou via oral foram analisadas por citometria de fluxo para a
presenca das moléculas CD3, CD4 e o clonotipo KJ1-26. Os resultados desses ensaios estdo
resumidos na figura 7. Nas preparacOes de células esplénicas de animais naive, cerca de 30%
foram marcadas com o anticorpo para o clonotipo KJ1-26. No animal imunizado com OVA por
via 1.p. (duas doses de 10 pg por animal), a propor¢cdo de células definidas pelo anticorpo
monoclonal KJ1-26 ndo se alterou significativamente (25%). Entretanto, é possivel observar que
a ingestdo de OVA (140mg por camundongo) levou a reduc@o significativa de células T CD4" do
clonotipo KJ1-26, que passou a representar cerca de 15% do total de células esplénicas. Dados
semelhantes foram obtidos nos ensaios realizados com células do sangue periférico. Entre as
células esplénicas com fendtipo CD3", a propor¢do de células marcadas com anti-KJ1-26 caiu de
80% nos camundongos naive para 59% nos camundongos tratados oralmente com OVA. O

mesmo resultado foi encontrado quando se analisou a propor¢do de células KJ1-26"/ CD4".
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Figura 7: Expressio do marcador de superficie anti clonotipo KJ1-26 nos linfécitos de
camundongos DO11.10. A porcentagem de células esplénicas e sanguineas totais (Painel A), células
esplénicas CD3" (Painel B) e células esplénicas CD4" (Painel C) expressando o marcador do TCR-OVA
especifico foi analisada utilizando-se o anticorpo KJ1-26. As células foram isoladas de camundongos
jovens DO11.10 naive (naive), que ingeriram OVA (OVA oral), que ingeriram OVA e foram desafiados
por via i.p. (OVA oral+OVA i.p.) ou que foram apenas imunizados pela via i.p. (OVA i.p.). As suspensdes
celulares, livre de hemdcias, foram marcadas com os anticorpos especificos KJ1-26-PE, (clone DO11.10)
anti-CD3- FITC (clone 145-2C11) e anti CD4 FITC (clone GK1.5) e, em seguida, as propor¢des foram

determinadas através de ensaio de citometria de fluxo. Cada grupo foi constituido por 5 camundongos (*
p<0,05).
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6. PROLIFERACAO DE LINFOCITOS T ATIVADOS POR CELULAS

DENDRITICAS

Nos experimentos descritos a seguir, analisamos a capacidade de células dendriticas, isoladas
de camundongos BALB/c normais imunizados, em sustentar a proliferacdo in vitro de células T
naive antigeno-especificas.

Preparacdes de células esplénicas enriquecidas em DCs foram obtidas empregando-se dois
protocolos de separacdo. No primeiro, as células esplénicas foram semeadas sobre superficie
plastica e incubadas por 90 minutos para adesdo. Apds a remoc¢do das células ndo aderentes, as
células que permaneceram adsorvidas a superficie do pldstico foram incubadas por mais 18 horas
para permitir que as DCs se soltassem espontaneamente e fossem coletadas. No segundo
protocolo, as células esplénicas de baixa densidade foram previamente separadas através de
gradiente de BSA (d = 1,08) e entdo submetidas aos procedimentos de aderéncia e descolamento
do plastico descritos acima (Anexo 2).

Para a preparacdo das suspensdes enriquecidas em células T, células esplénicas foram
passadas através de coluna contendo 1a de nylon e as células T foram coletadas na fracdo de
eluicdo livre. As células T foram cultivadas na presenca de DCs e Img/mL do antigeno, visando-
se estabelecer as condi¢des 6timas para os ensaios de apresentacdo antigénica.

Na figura 8, painel A, € possivel observar que a adi¢do de células dendriticas as preparagdes
de linfécitos T resultou em proliferacdo significativamente mais elevada das células OVA-
especificas do que a observada nas culturas nas quais as c€lulas T foram incubadas apenas na
presenca do antigeno. Além disso, o enriquecimento de DCs através do uso do gradiente de BSA

associado a aderéncia e descolamento do pldstico resultou em apresentacdo mais eficiente do
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antigeno as células T. Somente quantidades iguais ou superiores a 2 x10° DCs/mL foram
eficientes em induzir a proliferacdo antigeno-especifica (dados ndao mostrados). Utilizaram-se
preparagdes de células T contendo 0,5 a 1,0 x 107 células/mL, faixa de concentracdo celular para
a ocorréncia de proliferacdo antigeno-especifica, analisada pelo método do MTT (Figura 8, Painel
B e Anexos 2, 3 e 4).

Como estimulador inespecifico dos linfécitos T foi utilizada a Concanavalina A (ConA). As
culturas estimuladas com ConA apresentaram {indices de proliferacio elevados quando
comparados as culturas de células T estimuladas apenas com OVA e foram utilizadas como um

controle positivo da capacidade proliferativa dos linfécitos T.

6.1 EFEITO DA INGESTAO DE OVA SOBRE A CAPACIDADE DE
APRESENTACAO ANTIGENICA E EXPRESSAO DE MARCADORES DE ATIVACAO

DE CELULAS DENDRITICAS

A capacidade das DCs de apresentar o antigeno a linfocitos T naive foi investigada em
ensaios de proliferacdo celular. Como fonte de DCs foram utilizadas células esplénicas de
camundongos BALB/c e DO11.10 de diferentes faixas etarias que ingeriram OVA (4mg/mL,
durante 7 dias consecutivos) e/ou foram imunizados por via i.p. Preparacdes de células T foram
obtidas por enriquecimento por adesdao a 1a de nylon, a partir de células esplénicas de

camundongos BALB/c ou DO11.10 naive jovens.
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Figura 8: Ativacido de células T naive por preparacdes enriquecidas de DCs de camundongos
BALB/c. Painel A: As barras representam as médias £ E.P.M. das absorbancias obtidas nas culturas de
células T de camundongos BALB/c (0,5x10” células/mL), separadas em 13 de nylon, na presenga de uma
fracdo enriquecida com DCs (2x10° células/mL) através de um protocolo de adesio a superficie plastica,
seguido por descolamento e incubagdo com o antigeno (OVA 500 pg/mL) por 18 horas (DCs 1 etapa) ou
de uma fracdo enriquecida através de um protocolo de separacdo em gradiente de BSA (d = 1,08)
combinado com o de adesdo ao plastico e descolamento (DCs 2 etapas). Painel B: As barras representam
as médias das absorbincias * E.P.M. obtidas nas culturas de células T naive (0,5x10" e 1x10’ células
/mL) de camundongos BALB/c jovens na presenca de uma fracio enriquecida de DCs (2x10° células/mL),
obtida pela separacdo em gradiente de BSA combinada com adesdo ao plastico. As DCs foram obtidas de
camundongos BALB/c desafiados com OVA por via i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de
OVA. As barras brancas representam a proliferacdo de células T na auséncia de DCs. As culturas de
linfécitos T estimuladas inespecificamente por ConA estdo representadas pelas barras sélidas. A
proliferacio foi medida pela incorporacdo do corante MTT e expressa como D.O.synm. Os ensaios foram
realizados em triplicata, com DCs reunidas a partir de bagos de cinco camundongos. (* p <0,05 e
*#p<0,001 vs OVA).
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A figura 9 mostra que as DCs coletadas de camundongos BALB/c jovens que ingeriram
OVA antes da imunizacdo por via i.p. foram menos eficientes em promover a proliferacdo de
células T obtidas de camundongos BALB/c normais (Painel A) ou transgénicos DO11.10 (Painel
B) em comparacdo a células dendriticas obtidas de camundongos BALB/c que foram apenas
imunizados. As DCs obtidas de camundongos DO11.10 que ingeriram ou ndo OVA foram
igualmente eficientes em induzir a proliferacdo de células T obtidas de ambas as linhagens de
camundongos, BALB/c (Painel C) e DO11.10 (Painel D).

A figura 10 resume os resultados obtidos quando as culturas de linfcitos T foram realizadas
na presenga de DCs provenientes de camundongos BALB/c adultos (20 e 40 semanas de idade) e
velhos (60 ou mais semanas de idade), tratados ou ndo com OVA pela via oral. E possivel
observar que as DCs coletadas de camundongos BALB/c adultos que ingeriram a OV A antes da
imunizacao tiveram menor capacidade de induzir a proliferacdo de linfocitos T de camundongos
BALB/c (Painel A) e de transgénicos DO11.10 (Painel B) do que as DCs provenientes dos
camundongos ndo tratados oralmente com OVA. Por outro lado, a proliferacdo de células T
OV A-especificas ndo foi significativamente afetada pela adicdo de DCs coletadas de
camundongos velhos que ingeriram OV A antes do desafio i.p. quando comparada com a induzida
por DCs provenientes dos camundongos apenas imunizados. Em resumo, DCs obtidas de
camundongos BALB/c jovens e adultos, que ingeriram OVA, foram menos eficientes em

promover a proliferacdo de células T que as DCs de camundongos imunizados pela via i.p.
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Figura 9: Influéncia do status imunolégico das DCs sobre a proliferacao de células T. As barras
representam as médias = E.P.M. das absorbancias obtidas nas culturas de células T naive (0,5x10’
células/mL) de camundongos BALB/c (Painéis A e C) ou transgénicos DO11.10 (Painéis B e D) realizadas
na presenca de DCs (2x10° células/mL) de camundongos BALB/c (Painéis A e B) ou DO11.10 (Painéis C
e D) que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA (4mg/mL) e foram
desafiados com OVA i.p. As barras brancas representam a proliferagdo de células T cultivadas na presenca
de DCs de camundongos nio imunizados. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha
basal representa as absorbancias obtidas quando as células T foram cultivadas na auséncia de DCs. A
proliferacio foi medida pela incorpora¢ao do corante MTT. Os ensaios foram realizados em triplicata, com
DCs reunidas a partir de bacos de cinco camundongos. Os dados sdo representativos de trés ensaios
separados. (* p<0,05 e **p<0,001).
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Figura 10: Influéncia da idade sobre a capacidade apresentadora de antigeno das DCs. As barras
representam as médias = E.P.M. das absorbancias obtidas nas culturas de células T naive (0,5x10’
células/mL) de camundongos jovens BALB/c (Painel A) ou transgénicos DO11.10 (Painel B) na presenca
de DCs de camundongos BALB/c com 20, 40 e 60 semanas de idade que ingeriram (barras sélidas) ou nio
(barras achuriadas) uma solucdo de OVA (4mg/mL) e foram desafiados com OVA i.p. As culturas foram
estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal representa as absorbancias obtidas quando as células T
foram cultivadas na auséncia de DCs. A proliferacio foi medida pela incorporacdo do corante MTT. Os
ensaios foram realizados em triplicata, com DCs reunidas a partir de bacos de cinco camundongos. (* p
<0,05 e **p<0,001 vs OVA i.p.).
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As analises por citometria de fluxo dos marcadores CD80 e CD86 das DCs estdo resumidas
na Figura 11 e 12, respectivamente. As DCs obtidas de camundongos BALB/c tornados
tolerantes pela ingestdo de OVA apresentaram expressdo reduzida de CD86, mas nio do
marcador CD80. No entanto, as DCs obtidas de camundongos transgénicos DO11.10 que
ingeriram OV A, mas que ndo se tornaram tolerantes, apresentaram uma reducao na expressao de
ambas as moléculas, CD80 e CD86, em comparacdo com as DCs de camundongos apenas
imunizados por via 1.p. Resultados similares foram obtidos quando utilizadas células esplénicas

obtidas de camundongos BALB/c de diferentes faixas etérias (Anexo 5 e 6).

7. A SECRECAO DE CITOCINAS EM CO-CULTURAS DE LINFOCITOS T E DCs

Os niveis das citocinas IL-2 (Figura 13, Painéis A e B), IFN-y (Figura 13, Painéis C e D), IL-
4 (Figura 14, Painéis A e B), IL-10 (Figura 14, Painéis C e D) e TGF-f (Figura 15) foram
medidos nos sobrenadantes de cultura de células T, obtidas de camundongos BALB/c ou
transgénicos DO11.10 jovens, estimuladas com DCs obtidas de camundongos BALB/c ou
transgénicos DO11.10 jovens, que ingeriram ou nao ovalbumina (OVA 4mg/mL, durante 7 dias).
A liberacdo de IL-1 nos sobrenadantes das co-culturas também foi acompanhada (dados ndo

mostrados).
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Figura 11: Freqiiéncia do marcador de ativacio CD80 nas DCs de camundongos BALB/c e
DO11.10. A porcentagem de DCs expressando o marcador CD80 foi analisada por citometria de fluxo,
utilizando o anticorpo especifico (clone 16-10A1) marcado com FITC. As DCs foram enriquecidas, através
de protocolo de gradiente de BSA combinado com o de adesdo e descolamento, a partir do pool de células
esplénicas de camundongos jovens BALB/c e DO11.10 (n=5) naive (Naive), que ingeriram OVA e foram
desafiados por via i.p. (OVA oral) ou foram apenas imunizados pela via i.p. (OVA i.p.). Com excecdo das
células nao viaveis, as demais foram incluidas na analise.
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Figura 12: Freqiiéncia do marcador de ativacio CD86 nas DCs de camundongos BALB/c e
DO11.10. A porcentagem de DCs expressando o marcador CD86 foi analisada por citometria de fluxo,
utilizando o anticorpo especifico (clone GL1) marcado com FITC. As DCs foram enriquecidas, através de
protocolo de gradiente de BSA combinado com o de adesdo e descolamento, a partir do pool de células
esplénicas de camundongos jovens BALB/c e DO11.10 (n=5) naive (Naive), que ingeriram OVA e foram
desafiados por via i.p. (OVA oral) ou foram apenas imunizados pela via i.p. (OVA i.p.). Com excecdo das
células nao viaveis, as demais foram incluidas na analise.
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A producgdo de IL-1 ndo variou significativamente nas culturas, qualquer que tenha sido a
fonte de DCs empregada, isto é, se as células esplénicas eram provenientes de camundongos
tolerantes ou ndo-tolerantes (dados ndo mostrados). Os niveis de 1L-2, 1L-4, IL-10 e IFN-y foram
significativamente mais reduzidos nos sobrenadantes das culturas de T naive que foram co-
cultivadas com DCs de camundongos BALB/c tolerantes, em comparacio com DCs de
camundongos imunizados por via intraperitoneal. As DCs de camundongos transgénicos, que
ingeriram ou ndo OV A, foram igualmente eficientes em induzir a secrecdo de citocinas Thl e Th2
em culturas de célula T. Por outro lado, a secre¢do de TFG-P foi reduzida nos sobrenadantes de
cultura de células T estimuladas por DCs de camundongos transgénicos DO11.10 tratados com
OVA e foi aumentada nos sobrenadantes de cultura de célula T cultivadas na presenca de DCs de

camundongos BALB/c tolerantes.
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Figura 13: Perfil de citocinas Thl em sobrenadantes de culturas de células T estimuladas por
DCs de camundongos jovens BALB/c ou transgénicos DO11.10. Os niveis de IL-2 (Painéis A e B) e
IFN-y (Painéis C e D) foram medidos nos sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T de camundongos
BALB/c (Painéis A e C) ou transgénicos DO11.10 (Painéis B e D) e DCs obtidas de camundongos jovens
BALB/c ou DO11.10 que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA a 4
mg/mL antes do desafio i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal
representa a producdo de citocinas por células T cultivadas na auséncia de DCs. Os ensaios foram
realizados em triplicata, a partir de DCs e células T isoladas dos bacgos de cinco camundongos. As barras

representam médias = E.P.M. das leituras das absorbancias a 540nm. Os dados sdo representativos de trés
ensaios separados (* p<0,05).
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Figura 14: Perfil de citocinas Th2 em sobrenadantes de culturas de células T estimuladas por
DCs de camundongos jovens BALB/c ou transgénicos DO11.10. Os niveis de IL.-4 (Painéis A e B) e IL-
10 (Painéis C e D) foram medidos nos sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T de camundongos
BALB/c (Painéis A e C) ou transgénicos DO11.10 (Painéis B e D) e DCs obtidas de camundongos jovens
BALB/c ou DO11.10 que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA a 4
mg/mL antes do desafio i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal
representa a producdo de citocinas por células T cultivadas na auséncia de DCs. As barras representam
médias = E.P.M. das leituras das absorbancias a 540nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, a
partir de DCs e células T isoladas dos bacos de cinco camundongos. Os dados sdo representativos de trés
ensaios separados (* p<0,05 e **p<0,001).
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Figura 15: Produciio de TGF-beta em sobrenadantes de culturas de células T estimuladas por
DCs de camundongos jovens BALB/c ou transgénicos DO11.10. Os niveis de TGF-B foram medidos
nos sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T de camundongos BALB/c (Painel A) ou transgénicos
DO11.10 (Painel B) e DCs obtidas de camundongos jovens BALB/c ou DO11.10 que ingeriram (barras
s6lidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢cdo de OVA a 4 mg/mL antes do desafio i.p. As culturas
foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal representa a producido de TGF-§ por células T
cultivadas na auséncia de DCs. As barras representam médias = E.P.M. das leituras das absorbancias a
540nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, a partir de DCs e células T isoladas dos bagos de cinco
camundongos. Os dados sdo representativos de trés ensaios separados (* p<0,05 e **p<0,001).
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Os niveis de IL-1, IL-2, IEN-y, IL-4, IL-10 e TGF-f liberados nos sobrenadantes de
linfécitos T cultivados na presenca de DCs obtidas de camundongos BALB/c de diferentes faixas
etérias, tolerantes ou ndo a OVA estdo ilustrados nas Figuras 16 a 19.

Um aumento idade-dependente pode ser observado com relagdo aos niveis de IL-1 nas
culturas de células T e DCs, sendo as DCs provenientes de camundongos tratados ou nao
tratados com OVA por via oral (Figura 16).

Pode ser observada uma reducdo nos niveis de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) nos
sobrenadantes de cultura de células T co-cultivadas com células dendriticas de camundongos
BALB/c adultos jovens (20 semanas) que ingeriram OVA, em comparacdo as culturas
estimuladas por DCs de camundongos apenas imunizados. Entretanto, os niveis de citocinas Thl
nao foram significativamente diferentes nos sobrenadantes de cultura de células T cultivadas com
DCs obtidas de camundongos mais velhos (idade igual ou superior a 40 semanas), tratados ou nao
com OVA (Figura 17). Os niveis das citocinas de Th2 (IL-4 e IL-10) foram significativamente
mais reduzidos nos sobrenadantes de células T co-cultivadas com DCs de camundongos BALB/c,
de todas as faixas etdrias ensaiadas, que ingeriram OVA, do que nos sobrenadantes das culturas
de células T com DCs de camundongos apenas imunizados (Figura 18).

A secre¢do de TFG-P foi aumentada nos sobrenadantes de cultura de células T estimuladas
por DCs de camundongos BALB/c tolerantes, jovens (Figura 15) e adultos jovens (Figura 19),
mas nao nas culturas realizadas na presenga de DCs coletadas de camundongos mais velhos

(Figura 19).
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Figura 16: Producao de IL-1 em co-culturas de células T e DCs. Os niveis de IL-1 foram medidos
nos sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T naive de camundongos jovens BALB/c (Painel A) ou
transgénicos DO11.10 (Painel B) e DCs obtidas de camundongos BALB/c de 20, 40 e 60 semanas de idade
que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA a 4 mg/mL antes do
desafio i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal representa a producdo de
IL-1 nos sobrenadantes de células T cultivadas na auséncia de DCs. As barras representam médias £
E.P.M. das leituras das absorbancias a 540nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, a partir de DCs
e células T isoladas dos bacos de cinco camundongos. Os dados sdo representativos de trés ensaios
separados.
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Figura 17: Producido de citocinas Thl em culturas de células T estimuladas por DCs de
camundongos BALB/c de diferentes faixas etarias. Os niveis de IL-2 (Painéis A e B) e IFN-y (Painéis C
e D) foram medidos nos sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T de camundongos BALB/c (Painéis A
e C) ou transgénicos DO11.10 (Painéis B e D) e DCs obtidas de camundongos jovens BALB/c de 20, 40 e
60 semanas de idade que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA a
4mg/mL antes do desafio i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal
representa a producdo das citocinas por células T cultivadas na auséncia de DCs. As barras representam
médias + E.P.M. das leituras das absorbéncias a 540nm.Os ensaios foram realizados em triplicata, a partir
de DCs e células T isoladas dos bagos de cinco camundongos. Os dados sdo representativos de trés ensaios
separados (* p<0,05).
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Figura 18: Producido de citocinas Th2 em culturas de células T estimuladas por DCs de
camundongos BALB/c de diferentes faixas etarias. Os niveis de IL-4 (Painéis A e B) e IL-10 (Painéis C
e D) foram medidos nos sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T de camundongos BALB/c (Painéis A
e C) ou transgénicos DO11.10 (Painéis B e D) e DCs obtidas de camundongos jovens BALB/c de 20, 40 e
60 semanas de idade que ingeriram (barras sélidas) ou ndo (barras achuriadas) uma solu¢do de OVA a 4
mg/mL antes do desafio i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal
representa a producdo das citocinas por células T cultivadas na auséncia de DCs. As barras representam
médias + E.P.M. das leituras das absorbancias a 540nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, a partir
de DCs e células T isoladas dos bagos de cinco camundongos. Os dados sdo representativos de trés ensaios
separados (* p<0,05).
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Figura 19: Producio de TGF-beta em culturas de células T estimuladas por DCs de
camundongos BALB/c de diferentes faixas etarias. Os niveis de TGF-f foram medidos nos
sobrenadantes de co-culturas de linfécitos T de camundongos BALB/c (Painel A) ou transgénicos
DO11.10 (Painel B) e DCs obtidas de camundongos jovens BALB/c de 20, 40 e 60 semanas de idade que
ingeriram (barras sélidas) ou nio (barras achuriadas) uma solucdo de OVA a 4 mg/mL antes do desafio
i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. A linha basal representa a producdo do TGF-§
por células T cultivadas na auséncia de DCs. As barras representam médias = E.P.M. das leituras das
absorbancias a 540nm. Os ensaios foram realizados em triplicata, a partir de DCs e células T isoladas dos
bacos de cinco camundongos. Os dados sdo representativos de trés ensaios separados (* p<0,05).
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VII- DISCUSSAO
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O contato do aparelho digestivo com antigenos € um meio importante de prevenir reacdes de
hipersensibilidade a proteinas da dieta. Este estado, conhecido como tolerancia oral, é de grande
relevancia para o desenvolvimento de vacinas administradas através das mucosas, assim como
para o tratamento de doengas inflamatorias autoimunes [revisado em WEINER, 1997, RUSSO et
al, 2001, CHUNG et al, 2002, FARIA et al., 2003, JONULEIT et al., 2001].

A delecao clonal de linfécitos expressando receptores de alta afinidade parece ser o
mecanismo principal de tolerdncia central no sistema imune adaptativo e pode explicar a
prevencao de linfécitos auto-reativos [MURPHY et al., 1990].

A delecdo clonal é também um mecanismo importante para explicar a indugdo de tolerancia
periférica. A delecdo clonal extensa de linfocitos T em 6rgdos linfoides periféricos foi observada
em camundongos transgénicos DO11.10 tratados com OVA por via i.p., tanto com a proteina
nativa ou com o peptideo OVA323-339 (ISQAVHAAHAEINEAGR) [MARTH et al., 1996,
MURPHY et al., 1990]. Entretanto, os efeitos da administracdo oral da proteina nativa ou seu
peptideo na producdo de anticorpos em camundongos transgénicos permanecem pouco
explorados.

Dessa forma, foi objetivo desse estudo avaliar se a ingestdo voluntdria de OV A nativa ou a
sua administragdo por gavagem modificava a resposta imune de camundongos transgénicos e nao-
transgénicos, de diferentes faixas etdrias, como medido pela producdo de anticorpos, pela
atividade apresentadora de antigeno de APCs e pela secrecdo de citocinas.

Virios protocolos de indugdo de tolerancia foram inicialmente testados, variando-se dose,
tempo e modo de administracdo oral de OVA aos camundongos BALB/c (selvagem e
transgénicos). Doses de OVA totais superiores a 35 mg, ingeridas com a dgua de beber ao longo

de 7 a 30 dias, foram suficientes para induzir um estado duradouro de tolerdncia sistémica a

65



proteina em camundongos BALB/c normais, conforme observado pelos niveis reduzidos de
anticorpos séricos especificos. Entretanto, a administracdo de OVA por gavagem s6 foi eficiente
em induzir tolerancia nos camundongos dessa linhagem quando a proteina foi oferecida em doses
mais elevadas (doses totais acima de 70 mg, durante 14 dias), como previamente descrito por
outros autores [FARIA et al., 2003, WABABAYASHI et al., 1999]. A gavagem co doses baixas
de OVA, particularmente a dose de 0,7mg totais, parece ter favorecido a producdo de anticorpos,
que se seguiu a administragdo intraperitoneal do antigeno, indicando um processo de priming .
Em camundongos BALB/c, a administracdo intraperitoneal de OVA e hidréxido de aluminio
levou a producdo preferencial de imunoglobulinas da classe IgGl (Th2), cujos niveis foram
reduzidos significativamente nos camundongos pré-tratados oralmente com OVA.

Por outro lado, camundongos transgénicos DO11.10 ndo apresentaram redu¢do dos niveis de
anticorpos especificos quando quaisquer dos diferentes protocolos de administra¢do oral de OVA
foram aplicados previamente ao desafio antigénico. Ao contrério, a administracao oral da proteina
resultou em elevacdo dos niveis de anticorpos séricos OV A-especificos, mesmo antes do desafio
intraperitoneal com o antigeno. A administracdo oral e/ou ip de OVA aos camundongos
DO11.10 gerou a producgdo de niveis elevados de anticorpos especificos IgG1 e IgG2a, ainda que
niveis mais baixos dessa ultima classe tenham sido observados.

A literatura traz poucas informacdes sobre a resposta imune humoral de camundongos
DO11.10 tratados por via oral com OVA e desafiados subseqiientemente com o antigeno por
rotas cldssicas de imuniza¢do. Os tnicos dados disponiveis sdo aqueles de WU et al. [1998] que
observaram uma producao sustentada de anticorpos IgG totais anti-OV A, mas niveis reduzidos de
IgE antigeno-especifica em camundongos DO11.10 que ingeriram OVA. Com relagdo a produgao

de IgG pelos camundongos DO.11.10 que ingeriram OVA, nossos dados se assemelham aos
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obtidos por esses autores. Entretanto, com relagdo a produgdo de IgE, os diversos esquemas de
imunizacdo empregados no presente trabalho ndo resultaram na producio dessa subclasse de Ig
pelos camundongos BALB/c normais ou transgénicos, de modo que a comparacdo com OS
resultados desses autores fica prejudicada.

A utilizagdo de camundongos transgénicos em estudos de tolerdncia apresenta certas
desvantagens, uma vez que doses orais extremamente altas de antigeno (1750 mg/animal) sdo
necessdrias para gerar uma reducdo detectdvel da resposta imune destes camundongos, avaliada
pela proliferacdo celular e producdo de citocinas. Provavelmente isso se deve ao maior nimero de
células T antigeno-especificas que precisam ser tolerizadas, em compara¢cdo ao encontrado em
camundongos normais. Outra desvantagem mencionada por esses autores € a auséncia de resposta
imune anamnésica nos camundongos transgénicos DO11.10 apdés o desafio com o antigeno
[MARTH et al., 1996]. Entretanto, na presente investigacdo, ndo foi observado tal efeito sobre a
resposta imune humoral de camundongos DO11.10, desde que os niveis de anticorpos
aumentaram progressivamente apds cada nova dose de OVA administrada, tanto por via i.p.
quanto por via oral.

Dados da literatura mostram que a administragdo de OVA por via intraperitoneal nos
camundongos transgénicos DOI11.10 leva a uma reducdo significativa, pelo mecanismo de
delecdo, das células de fendtipo imaturo e maduro, presentes no timo. A andlise das populagdes
de células T especificas para TCR OV A na periferia, apds a administracdo da proteina ovalbumina
por via intraperitoneal, também revelou uma reducdo significativa das células expressando o
clonotipo KJ1-26 [MURPHY et al., 1990]. Além da administracdo i.p., o tratamento oral de
camundongos DO11.10 com OV A também resulta na delecdo do clonotipo KJ1-26 [MARTH et

al., 1996]. No presente trabalho, os protocolos de administracdo oral de OVA empregados

67



resultaram em redugdo significativa das células T CD3" e T CD4", portando TCR do clonotipo
KJ1-26, conforme observado por citometria de fluxo. Entretanto, as células T TCR-OVA
especificas restantes parecem ter sido suficientes para manter uma resposta imune humoral a
OVA nos transgénicos.

Camundongos C57BL/6 (H2K") também foram empregados em experimentos de indugio da
tolerancia oral, em condi¢des idénticas as testadas nos camundongos com background H2K*
(BALB/c normal e transgénicos). Em concordancia com os dados da literatura [WEINER, 1997,
FARIA et al., 1998-B, FARIA et al., 2003], também foi possivel induzir um estado duradouro
(mais de 44 semanas) de tolerdncia nos camundongos CS57BL/6 que ingeriram a proteina
misturada a dgua de beber previamente ao desafio antigénico pela via intraperitoneal.

Dessa forma, nos experimentos subseqiientes adotamos o protocolo de indu¢do de tolerancia
constituido pelo oferecimento aos camundongos da ovalbumina misturada a dgua de beber
(4mg/mL), durante 7 dias consecutivos, tendo em vista a sua praticidade. A despeito da aparente
simplicidade desse protocolo, o sucesso no estabelecimento da tolerincia oral depende de uma
cuidadosa manipulacdo do animal e de condi¢cdes ambientais favordveis, isto €, ambiente livre de
patégenos especificos com fotoperiodo e temperatura controlados. Essas condi¢des permitiram,
inclusive, abordar a tolerancia ao longo de varias etapas da vida desses camundongos.

Assim, a tolerdncia oral foi estudada em camundongos BALB/c normais e transgénicos
jovens (entre 6 e 12 semanas), adultos (20 semanas), de meia-idade (40 semanas) e velhos (acima
de 60 semanas). Como a literatura especializada € pobre em dados sobre marcadores do
envelhecimento de camundongos de experimentacdo, a divisdo dos grupos nas faixas etdrias
adotadas no presente trabalho foi baseada em resultados anteriormente obtidos em nosso

laboratério, que mostraram um declinio na producdo de anticorpos e de citocinas dependente da
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idade em camundongos imunizados [UCELLI, 1998]. Um trabalho recente mostrou que a
expressao da proteina SMP30 em células do alvéolo pulmonar, em hepatdcitos e nos rins pode ser
considerada um marcador adequado de envelhecimento em murinos [MORI et al., 2004].
Coincidentemente, as faixas etdrias dos camundongos definidas por esses autores - jovens,
adultos, de meia-idade e velhos - foram semelhantes as que adotamos para a formacao dos grupos
experimentais, visando estudar a indu¢do de tolerancia em camundongos mais velhos.

Os resultados obtidos nos ensaios com camundongos BALB/c acima de 40 semanas de idade
corroboram os dados da literatura [FARIA er al., 1998-B, WAKABAIASHI et al., 1999,
MOREAU & GABORIAU-ROUTHIAU, 1996, LAHMANN et al. , 1992] mostrando que
camundongos mais velhos sdo menos susceptiveis, mas ndo refratdrios, a indugdo de tolerancia e a
imunizacdo do que camundongos mais jovens. Os camundongos transgénicos DO11.10 adultos,
de meia-idade e velhos também ndo se tornaram tolerantes a OVA pela ingestdo da proteina.
Como observado com os camundongos jovens, a ingestdo de OV A pelos camundongos DO11.10
mais velhos resultou na producdo aumentada de anticorpos anti-OV A ao invés de tolerancia.

A literatura mostra que a tolerancia induzida pela administracdo sistémica de proteina
altamente purificada pode ser quebrada pela administracdo de leucécitos de animais normais,
coletados do timo e da medula 6ssea ( Appud. VAZ, 1973; KITAMURA et al. , 1987). No
presente trabalho, mostramos que a transferéncia adotiva de linf6citos esplénicos de animais naive
para camundongos BALB/c foi eficiente na quebra da tolerncia previamente estabelecida,
provavelmente devido a restauracdo das proporcdes normais de células no circuito imune
fisiologico. Entre as células naive transferidas, as células apresentadoras podem ter representado
uma nova chance de interacdes celulares, favordvel ao desenvolvimento de resposta imune

humoral apés a administracdo parenteral do antigeno. Entretanto, a transferéncia de células
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esplénicas de camundongos BALB/c naive para camundongos DO11.10, mesmo acompanhada
por um novo tratamento oral com OVA, ndo reduziu a produgdo de anticorpos especificos nos
transgénicos. Ao contrdrio, os niveis de anticorpos séricos aumentaram nos transgénicos,
provavelmente devido ao tamanho do pool restante de células T especificas para OV A no sistema
imune desses camundongos, apds o tratamento oral .

Células T regulatorias e supressoras sao capazes de regular as fun¢des de outras células T
CD4" e CDS8", resultando em reducdo da resposta imune. As células T regulatorias e supressoras
se caracterizam pela expressdao de CD25 na superficie e pela produgdo de citocinas inibitdrias. As
células T supressoras adquirem a expressdo de CD25 no timo e as T regulatdrias parecem adquirir
esse marcador na periferia. As células T regulatérias produzem as citocinas IL-10 e TGF-f3, que
atuam inibindo as respostas das células efetoras em modelos experimentais distintos daqueles
onde hd envolvimento de células T supressoras. Enquanto as células T regulatdrias inibem as
respostas imunes em alotransplante e certos processos infecciosos, as células T supressoras
regulam as func¢des de células envolvidas em modelos de doengas autoimunes. O comportamento
diferenciado das duas populagcdes de células T reguladoras € provavelmente determinado por
fatores do microambiente onde se desenvolvem, cabendo um papel importante as células
apresentadoras de antigeno, em particular as DCs [STEINMAN et al., 2003]. As DCs maduras
desempenham um papel crucial na imunidade adaptativa contra antigenos externos, estimulando
células T naive antigeno-especificas e favorecendo a geracdo de células de memoéria [LEVIN et
al., 1993, FINKELMAN et al., 1996, CRAWFORD et al., 2003, KAPSENBERG, 2003]. No
entanto, indmeras evidéncias apontam o envolvimento de DCs imaturas no estabelecimento da
tolerancia a antigenos estranhos, particularmente os de natureza protéica, como os da dieta
[STEINMAN et al., 2003]. Por outro lado, hd evidéncias de que mesmo DCs maduras podem
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estar envolvidas na tolerancia periférica a antigenos proprios, para os quais células T especificas
tenham escapado da selecdo negativa. No estado de equilibrio, as DCs capturam, processam e
apresentam antigenos proprios as células imunocompetentes, que proliferam e subseqiientemente
sofrem delecdo, sem gerar uma resposta imune detectdvel [HAWIGER et al., 2001]. Além da
delecdo clonal, mecanismos de regulacdo das funcdes de células T podem ser dirigidos por células
dendriticas. Nesse sentido, tem sido demonstrado que DCs imaturas de medula Jdssea
diferenciadas in vitro podem se tornar tolerogénicas apds tratamento com IL-10, inibindo assim a
proliferacdo de linfécitos T obtidos de camundongos naive ou imunizados, bem como reacdes de
hipersensibilidade tardia in vivo [STEINBRINK, 1997, MULLER et al., 2002].

Os sinais de reconhecimento molecular de patdgenos potenciais via TLR (7Toll-like receptor)
também ativam de modo eficiente as DCs, levando a iniciacdo da resposta imune adaptativa. A
sinalizacdo de DCs através de TLR pode causar aumento da apresentacdo via MHC de classe 11-
peptideos para células T, aumento da expressdo de moléculas co-estimulatdrias importantes para
a expansdo clonal de células T e da secrecdo de citocinas imunomodulatdrias, que direcionam a
diferenciacdo de células T em células efetoras. A ligacdo de TLR distintos em um certo tipo de
DCs pode iniciar a producdo diferencial de citocinas, ou diferentes citocinas podem ser
produzidas por distintos subtipos de DCs [REIS E SOUZA, 2004].

O desenvolvimento de respostas do tipo Thl e Th2 parece ser dependente da dose de
antigeno, do estado de maturacdo das DCs, tipo de adjuvante utilizado, bem como da estimulagcao
das DCs por produtos derivados de patdégenos. Em geral, altas doses do antigeno induzem o
desenvolvimento de células Thl, enquanto baixas doses induzem o desenvolvimento de Th2.
Nesse sentido, DCs diferenciadas de medula 6ssea ou de células esplénicas, induziram fortemente

a proliferacdo antigeno especifica de células T CD4, com perfil de citocinas de células Thl,
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quando tratadas concomitantemente com CpG (seqiiéncia citosina-guanina nao metilada de DNA
bacteriano), um ligante do TLR9, mas ndo com o lipopolissacaridio LPS, ligante de TLR4. A alta
expressdo de TLRY correlacionou-se a capacidade de resposta a CpG das DCs de origem
plasmocitdide. De forma oposta, as DCs mieldides geradas pela estimulagdo de precursores da
medula dssea com GM-CSF (fator estimulador de colonia de granuldcitos/macréfagos)
apresentaram elevada expressdo de TLR4 e propiciaram o desenvolvimento de células Thl
quando estimuladas com LPS [BOONSTRA et al., 2003].

No presente trabalho, o hidréxido de aluminio foi utilizado como adjuvante nas imunizagdes
parenterais dos camundongos com a OVA. O uso de adjuvantes contendo hidréxido de aluminio é
apropriado por conferir protecdo pela indu¢do de anticorpos, via o eixo de resposta Th2. Esses
adjuvantes podem aumentar a resposta imune pela estimulagdo direta ou indireta de células
dendriticas, ativagdo do complemento ou indug¢do de citocinas. Entretanto, ndo induzem células T
citotéxicas ou imunidade mediada por células [HOGENESCH, 2002].

No presente trabalho, investigamos o envolvimento das células dendriticas na tolerancia oral
a ovalbumina, medindo a capacidade dessas células em sustentar a proliferacdo antigeno-
especifica de células T e a producdo de citocinas nas co-culturas T/DCs. As DCs obtidas de
camundongos BALB/c tolerizados foram menos eficientes em estimular a proliferacao in vitro de
células T antigeno-especificas do que as DCs dos camundongos imunizados, efeito que foi mais
pronunciado quando as DCs eram provenientes de camundongos jovens. Os niveis das citocinas
Thl (IL-2 e IFN-y) e Th2 (IL-4 e IL-10) também foram mais reduzidos nas culturas realizadas na
presenca DCs de camundongos tolerantes. Ainda, as DCs isoladas de camundongos tratados ou
ndo com OVA expressaram de forma diferenciada a molécula CD86 (B7-2), como corroborado
pelo anexo 6, sendo a expressdo desta molécula reduzida em DCs obtidas de camundongos que
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ingeriram a OVA, que se tornaram (BALB/c) ou ndao (DO11.10) tolerantes a proteina. Como é
amplamente conhecido, a ligacdo da molécula CD86 com a molécula CD28 de linfécitos T €
essencial para a indu¢do de 1L-4, que direciona a diferenciacdo de células ThO para o fendtipo
Th2 [KUCHROO et al., 1995, FREEMAN et al., 1995, LUI et al., 1999]. Assim, a redu¢do dos
niveis de anticorpos, apds a ingestdo de OV A, pelos camundongos BALB/c normais pode, em
parte, ser atribuivel a reducdo da expressdo da molécula co-estimuladora CD86 nas DCs, que
resulta em menor resposta das células T helper ao estimulo com o antigeno. J4 a expressdo do
marcador CD80 ndo apresentou alteracdes que pudessem ser correlacionadas ao estado
tolerogénico ou imunogénico das células dendriticas ensaiadas.

A literatura tem mostrado que a ingestdo de OV A intacta, voluntariamente ou por gavagem,
pode levar a reducdo da resposta proliferativa dos linfécitos T OV A-especificos de linfonodos de
drenagem ou dos bacos de camundongos DO11.10 [BELZ et al., 2002, MARTH et al. 2000].
Além disso, uma producao diminuida de citocinas tais como IL-2, e IFN-y e aumentada de IL-10
e TGF-B tem sido demonstrada em cultura de células esplénicas de camundongos DO11.10
oralmente tratados com OVA intacta [FARIA er al., 2003, MARTH et al., 2000]. No entanto, no
presente trabalho, observamos que as DCs dos camundongos DO11.10 que ingeriram e/ou foram
imunizados intraperitonealmente com OV A foram igualmente capazes de sustentar a proliferacio
induzida pelo antigeno de células T naive de BALB/c normais ou transgénicos, bem como de
estimular a producdo das citocinas de Thl e Th2. Por outro lado, a producdo de TGF- foi
reduzida nas culturas de células T naive realizadas na presenca de DCs obtidas dos camundongos
transgénicos que ingeriram OVA. Esse conjunto de resultados poderia explicar a produ¢do mais
elevada de anticorpos pelos camundongos transgénicos que ingeriram OVA comparada a

observada nos camundongos imunizados por via 1.p.
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De forma semelhante ao visto no presente trabalho, MARTH et al. [2000] mostraram altos
indices de proliferacio de células T quando células de baco de camundongos DOI11.10 que
ingeriram doses baixas de OVA (<100 mg) foram cultivadas na presenca do antigeno. Entretanto,
nessas culturas, a secrecdo de TGF-f nao foi significativamente diferente do controle. Esses
autores mostraram ainda que altas doses de OVA (>750 mg) suprimiram ativamente as respostas
proliferativas de células T de camundongos transgénicos DO11.10, supressdo que se associou a
producdo de grandes quantidades de TGF-f e IL-10 nas culturas de célula derivadas de bago e
placas de Peyer [MARTH et al., 2000].

A investigacdo dos parametros proliferacao celular e producdo de citocinas em co-culturas de
linfécitos T naive de camundongos jovens com DCs de camundongos adultos, de meia idade e
velhos mostrou que o avanco da idade afeta de modo discreto, mas significativo, a capacidade de
sustentar a proliferacio de células T. De forma semelhante, observamos que a secrecdo de
citocinas Thl e Th2 em sobrenadantes de cultura de células T estimuladas por DCs parece sofrer
uma redugdo relacionada ao avanco da idade do animal utilizado como fonte de DCs.

Assim, os resultados obtidos nos ensaios de proliferacdo de células T, usando como APCs as
DCs do baco de camundongos BALB/c normais que ingeriram ou ndo a OVA, revelaram dois
aspectos importantes. O primeiro deles refere-se ao fato de que a ingestdo de proteina modifica a
capacidade das DCs de proporcionar plenamente a proliferacdo de células T naive. O segundo, de
que a idade do animal afeta a funcdo apresentadora das DCs.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho mostram que a administragdo oral de OVA

induz um estado de tolerancia permanente em camundongos BALB/c normais, como medido pela
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producdo de anticorpos, proliferacio de célula T, e produgdo de citocinas Thl e Th2, ndo
observados em camundongos transgénicos DO11.10. A tolerancia observada nos camundongos

BALB/c que ingeriram OV A associa-se a secre¢io elevada de TGF-p.

75



V - CONCLUSOES
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° A ingestdo de OVA pelos camundongos transgénicos DO11.10 alterou
significativamente o nimero de células T do clonotipo KJ1-26", presentes tanto no bago
quanto no sangue, provavelmente por delecao das células T portando o TCR especifico

para OVA.

Ao contréario do observado nos BALB/c, os camundongos DO11.10 que ingeriram OV A ndo
apresentaram reducdo nos niveis de anticorpos circulantes especificos, apds o desafio antigénico
por via parenteral, sugerindo que a redug¢do no nimero de células KJ1.26" parece ndo ser

suficiente para levar a reducio dos anticorpos especificos.

A ingestdo de OVA alterou significativamente a funcdo apresentadora de antigenos de DCs
de camundongos BALB/c que se tornaram tolerantes, como demonstrado pela estimulacdo de
linfécitos, produgdo de citocinas e freqiiéncia de células expressando molécula CD86, mas ndo

das DCs dos DO11.10, indicando um papel importante dessas células no fendbmeno da tolerancia.

O envelhecimento afetou de modo importante tanto a producdo de anticorpos em animais

desafiados quanto a susceptibilidade a indu¢@o de tolerancia, como demonstrado pela estimulacio

de linfécitos e producao de citocinas

A redugdo da atividade das células dendriticas dos animais tolerantes a OVA pode ser

atribuida em parte a produgdo aumentada de TGF-J3.
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ANEXOS

1. Protocolo do Comité de Etica em Experimentacio Animal

2. Prancha n°. 1: Microscopia éptica de preparacdes enriquecidas de DCs de camundongos

BALB/c.

3. Prancha n°. 2: Microscopia éptica de co-culturas de células T naive e DCs de camundongos

BALB/c.

4. Prancha n°. 3: Microscopia eletronica de varredura de co-culturas de células T naive e DCs de

camundongos BALB/c.

5. Prancha n°. 4: Freqiiéncia do marcador de ativacdo CD80 nas DCs de camundongos BALB/c

de diferentes faixas etarias.

6. Prancha n°. 5: Freqiiéncia do marcador de ativacdo CD86 nas DCs de camundongos BALB/c

de diferentes faixas etarias.

7. Artigo publicado: Scandinavian Journal of Immunology, 60: 257-266, 2004.
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Prancha n’. 1: Microscopia éptica de preparacoes enriquecidas de DCs de camundongos
BALB/c. Culturas de células esplénicas de camundongos BALB/c desafiados com OVA i.p. foram
enriquecidas de DCs através de um protocolo de separacido em gradiente de BSA (d = 1,08) combinado
com adesdo a superficie plastica, seguida por descolamento e incubac¢io com o antigeno (OVA 500 pg/mlL.)
por 18 horas. As culturas foram fotografadas ap6s a incubagéo.
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Prancha n°. 2: Microscopia éptica de co-culturas de células T naive e DCs de camundongos
BALB/c. As culturas de células T de camundongos BALB/c naive (0,5x10” células/mL), separadas em 1d
de nylon, foram realizadas na presenca de uma fracio enriquecida com DCs (2x10° células/mL) através de
um protocolo de separacido em gradiente de BSA (d = 1,08) combinado com o de adesdo ao plastico e
descolamento. As DCs foram obtidas de camundongos BALB/c desafiados com OVA por via i.p. As
culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. As culturas foram fotografadas 24 horas apds o inicio
das co-culturas de DC e células T.
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Prancha n°. 3: Microscopia eletronica de varredura de co-culturas de células T naive e DCs de
camundongos BALB/c. As culturas de células T de camundongos BALB/c naive (0,5x10 células/mL),
separadas em 1i de nylon, foram realizadas na presenca de uma fracio enriquecida com DCs (2x10°
células/mL) através de um protocolo de separacido em gradiente de BSA (d = 1,08) combinado com o de
adesdo ao plastico e descolamento. As DCs foram obtidas de camundongos BALB/c desafiados com OVA
por via i.p. As culturas foram estimuladas com 1 mg/mL de OVA. As culturas foram fixadas com ouro 48
horas apds o inicio das co-culturas de DC e células T.
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Prancha n°. 4: Freqiiéncia do marcador de ativacdo CD80 nas DCs de camundongos BALB/c de
diferentes faixas etarias. A porcentagem de DCs expressando o marcador CD80 foi analisada por
citometria de fluxo, utilizando o anticorpo especifico (clone 16-10A1) marcado com FITC. As DCs foram
enriquecidas a partir do pool de células esplénicas de camundongos BALB/c (n=5) naive (Naive) de 20, 40
e 60 semanas de idade, que ingeriram OVA e foram desafiados por via i.p. (OVA oral) ou foram apenas
imunizados pela via i.p. (OVA i.p.), através de protocolo de gradiente de BSA combinado com o de adesdo
e descolamento. Com excecdo das células nao vidveis, as demais foram incluidas na andlise.
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Prancha n’. 5: Freqiiéncia do marcador de ativacio CD86 nas DCs de camundongos BALB/c de
diferentes faixas etarias. A porcentagem de DCs expressando o marcador CD86 foi analisada por
citometria de fluxo, utilizando o anticorpo especifico (clone GL1) marcado com FITC. As DCs foram
enriquecidas a partir do pool de células esplénicas de camundongos BALB/c (n=5) naive (Naive) de 20, 40
e 60 semanas de idade, que ingeriram OVA e foram desafiados por via i.p. (OVA oral) ou foram apenas
imunizados pela via i.p. (OVA i.p.), através de protocolo de gradiente de BSA combinado com o de adesdo
e descolamento. Com excecdo das células nao vidveis, as demais foram incluidas na andlise.
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