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1 - ENVELHECIMENTO

1.1 - ASPECTOS GERAIS

O envelhecimento esta se tornando uns dos temas mais criticos do planeta do
ponto de vista socio-econdmico ¢ biologico. A popula¢iio mundial cresce numa taxa
anual de 1,7% ao ano, mas a propor¢do de pessoas acima de 65 anos de idade esta
crescendo numa proporgio de 2,5% ao ano. Dessa forma, as mudangas demograficas
relacionadas com a estrutura etaria da populagio global estdo criando novas demandas

nos sistemas de saide (DEAN, 1997).

I sabido que as fungdes fisiologicas do organismo geralmente declinam com a
idade numa funcdo linear. Muitos investigadores afirmam que o envelhecimento dos
individuos ¢ causado pela senescéncia em alguns tipos celulares. Inicialmente, diversos
estudos sobre o envelhecimento do organismo, de 6rgdos e tecidos foram conduzidos.
Entretanto, estudos atuais buscam o entendimento do envelhecimento numa base

celular e molecular (MAKINODAN &YUNIS, 1977)

Estudos em animais e humanos mostraram outras caracteristicas alteradas em
linfocitos de individuos envelhecidos, incluindo; aparente decréscimo na capacidade de
utilizagdo de IL-2 e produgdio anormal de receptores para citocinas; aumento da injina
celular causada por agentes ambientais; decréscimo na habilidade de apresentagéo e
“capping” de antigenos; aumento na supressdo da resposta de células T por células

aderentes; prejuizo na comunicagdo célula a célula e metabolismo de lipides alterado



~

b

(TU et al., 1995). ImperfeigSes no sistema de defesa celular que protegem contra a
fixacdo de injaria no DNA poderiam levar a um acumulo de muta¢des que, por sl s,
ou em conjunto com outras alteragdes relacionadas com a idade, contribuiriam para o
desenvolvimento de patologias relacionadas com o envelthecimento (BARNETT &

KING, 1995).

Alteragdes na transdugdo de sinal tém sido relacionadas com o
envelhecimento. Eventos como a mobilizagio de calcio, quebra de fosfatidilinositol,
actiimulo de transcritos de proto-oncogenes, expressdo de marcadores de ativagdo e
sintese de novas proteinas sio deficientes em individuos envelhecidos, além de estarem
sendo conduzidos estudos com relacdo a atividade de proteina quinase e as fungdes da

proteina G.(FULOP, 1994)

Do ponto de vista imunologico, a sobrevivéncia dos organismos marniferos
esta relacionada com a habilidade do mecanismo de defesa do hospedeiro de perceber ¢
responder a uma grande variedade de desafios. Para a manutengao da homeostase do
organismo,' a resposta imunologica deve ser efetiva contra o desafio e entdo diminuir
quando a resposta ndo se torna mais necessaria (MAKINODAN &YUNIS, 1977). Mas,

com o avango da idade em mamiferos, ocorre um decréscimo gradativo das fungdes do

sistema imunoldgico.

1.2 - ENVELHECIMENTO E SISTEMA IMUNOLOGICO

A senescéncia imunologica foi primeiramente sugerida em 1929, pelos

pesquisadores FRIEDBERGER ef a/. ¢ THOMSEN & KETTEL (Appud. PRICE &
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MAKINODAN, 1976 - A e B). Esses pesquisadores mensuraram  0s niveis de

anticorpos naturais contra 0s antigenos A € B do grupo sangiiineo em humanos ¢ contra
hemaceas de carneiro ¢ coelho em fungdo da idade. Pelos resultados foi possivel

observar diminui¢do dos niveis de anticorpos em individuos de idade mais avangada.

Fstudos realizados em camundongos maostraram que, com o envelhecimento,
ocorrem alteracdes na produgdo, maturagao e regulagio das células linfoides, as quais
sdo apontadas como responsaveis pela maior incidéncia doengas infecciosas e tumorais
em individuos idosos (KISHIMOTO e af., 1976). Sendo o sistema imune bastante
afetado pelo envelhecimento, o entendimento das alteracdes desse sistema relacionadas
com a idade, pode ser de grande valia no estudo de doencas que apresentam maior

incidéncia na fase tardia.

1.2.1 - ASPECTOS GERAIS DO ENVELHECIMENTO IMUNOLOGICO

Sabe-se que o processo de selegdo de linfocitos que ocorre no timo € critico na
habilidade do sistema imune em descriminar o préprio ¢ o ndo proprio. Células T CD4”
(T auxiliares) e T CD8" (T citotéxica) maduras saem do timo ¢ migram para o sangue,
linfonodos e tecidos linféides periféricos. O timo, conhecido como um orgdo de
diferenciacio de células precursoras comprometidas com a linhagem T, sofre

alteragdes marcantes em fungfo da idade (TOICH] e/ al., 1997).

Muitos trabalhos tem reportado que os defeitos nas células T, especialmente
células T CD4™, sdo um dos responsaveis pelo declinio relacionado com a idade na

resposta imune. Esses trabathos s3o geralmente bem aceitos porque a involucdo timica
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apos a puberdade precede o declinio da imunidade. (PAWELEC, 1995 ¢ TOICHI et a/.,

1997)

E conhecido de longa data que a massa linfoide do timo decresce com & idade,
como resultado da atrofia do cortex, coincidindo com a maturidade sexual do individuo
(MAKINODAN & KAY, 1980). A involugdo timica pode ser relacionada com diversos
fatores, tanto fatores intrinsecos quanto extrinsecos. Com o avango da idade, a
capacidade timica de promover a diferenciagdo de celulas T declina juntamente com
mudangas na composigio das subpopulagdes de células T produzidas (HIROKAWA et

al., 1994).

A involucio timica que ocorre com a idade € provavelmente um fator
determinante das alteracdes das fungdes dos linfocitos T periféricos. Esse processo de
involuciio envolve, além da perda progressiva da arquitetura normal do 6rgéo e da
composiciio celular, uma significativa redu¢fio na producdo de linfocitos T maduros.
THOMAN (1995) demonstrou que varias etapas distintas na seqiéneia  de
desenvolvimento dos linfécitos sofreram o impacto do envelhecimento. Estudos em
camundongos C57Bl/6 mostraram que, no intervalo de 14 a 17 meses de idade,
ocorreram significantes perturbages nas freqiéncias de muitas subpopulagdes de
células CD4™ CD8 (duplo negativas - DN). Isso incluiu um aumento na porcentagem
dos primeiros progenitores timicos. As alteragdes que ocorreram na fase tardia do
periodo de vida do animal incluiram um decréscimo na fragio de células T imaturas,
células duplo positivas e um aumento nas fragdes duplo negativas ¢ T CD4". Essas
alteracdes sdo consistentes com a possibilidade que a involugdo timica resulte de um
ou mais bloqueios “do desenvolvimento”, que limitam as transigbes diferenciativas

dentro da populagio DN. Além disso, a despeito da queda de 80% no numero de
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células timicas totais entre 2 e 24 semanas de vida dos animais estudados, a

subpopulagio de células T DN CD3” sofreu declinio de apenas 20% durante esse
perfodo. Essa porcentagem marcante de células DN CD3" viabiliza a hipotese que um
caminho de diferenciacdo alternativo de células T desempenhe um papel incrivelmente

significante com o avango da idade (THOMAN, 1995).

Um outro evento resultante da involugdo do timo com o envelhecimento ¢ um
desbalanco clonal de células, no qual o numero de células T helper/inducer
autoantigeno-especificas aumentou. Como conseqiiéncia, 0s nivels de autoanticorpos
circulantes aumentaram em fungdo da idade, enquanto a resposta a antigenos estranhos
declinou. Esse resultado foi originado do estudo da doenga autoimune da tiredide em
mulheres e estudos utilizando timectomia de animais recém-nascidos de uma linhagem
(Obese Strain Chickens) que desenvolve espontaneamente tireoidite autoimune

(HIROKAWA er. al., 1994, ROSE, 1994 ¢ ROWLEY et. al., 1968).

As alteracbes no ambiente intratimico podem também estar ligadas a
expressio reduzida de moléculas de MHC (Complexo de Histocompatibilidade
Principal) em células epiteliais e ao decréscimo da produgdo e secregio de horménio

timico e citocinas (DORIA & FRASCA, 1994).

Com relagdo a fatores extrinsecos, estudos recentes mostraram que, a0 menos
em parte, as manifestagdes ocasionadas pelo envelhecimento, nos compartimentos de
linfocitos T, podem ser devidas a alteragdes nas “stem cells” geradas na medula Ossea.
Entretanto, ainda nfio esta esclarecido como as células linfohemopoiéticas na medula
ossea sdo afetadas pelo envelhecimento (SHARP er al, 1990). Observou-se que as
células progenitoras de linfocitos apresentaram freqiéncia reduzida na medula ossea de

camundongos velhos, em comparagfio com a freqiéncia dessas células em animais
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mais jovens. No entanto, isso poderia ser compensado pelo fato que as células

provenientes de animais velhos possuem capacidade de se replicar logo apos a chegada
ao timo, enquanto as células de animais jovens se multiplicam mais lentamente
(SHARP et al., 1991), provavelmente devido ao fato das primeiras estarem em estagios

mais avancados de desenvolvimento (GLOBERSON, 1994).

1.2.2 - RESPOSTA CELULAR

Os linfécitos T sdo a segunda maior classe de linfocitos, sendo que esses sdo
divididos em duas populagdes funcionalmente distintas, os linfocitos T belper (ou
auxiliares) e os linfocitos T citotoxicos. Os linfocitos T auxiliates, em resposta a
ativacio antigénica, secretam citocinas, cujas funcbes estdo relacionadas com a
proliferagdo e diferenciagdo de células T, tanto quanto de outras células como células
B ¢ macrofagos. As citocinas também estdo envolvidas na resposta inflamatora,
proporcionando importantes ligacdes entre imunidade natural e especifica. Em
camundongos, células T CD4” (auxiliares) podem ser divididas em duas subpopulagdes
funcionais distinguiveis através do padrio de secregdo de interleucinas. A interleucina
-2 (IL-2) e o interferon-y (IFN-y) e linfotoxina sio citocinas geralmente liberadas pela
subpopulagdo T helper 1 (TH;). As citocinas liberadas pelas células T helper 1,
particularmente o INFy, parecem dirigir a resposta do hospedeiro para um padrdo
inflamatorio e para a produgdo de anticorpos da classe I1gG1l. Interleucina-4 (IL-4),
interleucina-5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6) e interleucina —-10 (IL-10) sdo secretadas

principalmente por células da subpopulagio T helper 2 (TH,). As citocinas liberadas
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por T helper 2 parecem influenciar uma resposta imune relacionada com a produgdo de

anticorpos. A citocina IL-10 parece ter uma agdo regulatéria sobre a atividade ¢
expansio de clones T helper 1. (MOSMANN er al, 1986; MOSMANN and

COFFMAN, 1987).

A subdivisio das células T em células naive e de memoria mostraram que [L-2
é geralmente produzida por células naive, enquanto as citocinas IL-3, IL-4, TL-5 e IFN-y

s3o predominantemente produzidas por células de memoria.

As subpopulagdes de células TH;, e TH; sofrem mudan¢as notavets,
relacionadas com o aumento da idade. Este desbalango em individuos de idade mais
avancada pode estar relacionado com uma resposta imune insuficiente (CAKMAN et
al., 1996). Alguns autores observaram que o numero de células TH, aumenta com o
envelhecimento, enquanto o numero de células TH, mantém-se constante ou declina

com a idade (ALBRIGHT & ALBRIGHT, 1994 e CINADER, 1994).

Por outro lado, alguns estudos mostraram um decréscimo na secregdo de
interferon-y (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2) apos estimulagdo, em individuos de idade
mais avangada, enquanto as alteragdes nas citocinas relacionadas com a subpopulagéo
TH, tém apresentado controvérsias. Outros trabalhos sobre as alteragdes relacionadas
com a idade no perfil de secregfio de citocinas sugerem, no entanto, a ocorréncia de
redugdo na sintese de IL-2 e IL-4 ¢ liberagdo de formas solaveis de IL-2R ( DORIA &
FRASCA, 1994, FRASCA er al., 1994), contribuindo significativamente para o

decréscimo na resposta proliferativa de células T, observado com o envelhecimento.

Verificou-se também que as células T CD4” de meméria de camundongos

jovens secretam mais IL-4 que as células de doadores velhos, quando ativadas com
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anticorpos anti-CD3 e colocadas em cultura por 7 a 10 dias na presenca de IL-2

(PAWELEC et al., 1995 ¢ WITKOWSKI ef o/., 1994). Em alguns estudos utilizando
cultura de curto termo de células T estimuladas com mitogenos, foi verificado um
aumento na secrecio de IL-4 com o avango da idade (WITKOWSKI ef /., 1994). Em
ensaios conduzidos utilizando camundongos SAMP8 (camundongos com
imunosenescéncia acelerada) e Con-A como estimulo, AOKI ef af., (1995) mostraram
um aumento na produgio de IFN-y, IL-3, IL-4 e IL-5 e um decréscimo na produgdo de
IL-2. No entanto, os camundongos controle (linhagem AKR), ndo mostraram aumento

de IL-2, mas apresentaram aumento na producio de IFN-y e IL-4.

BORN et al., (1995) reportaram a produgdo in vitrro de IL-13 e TNF-a apos
estimulacio mitogénica de células mononucleares com LPS, enquanto a produgdo de

IL-2 e IFN-gamma fo1 mensuravel apos estimulagdo com PHA.

Dessa forma, sabemos que a homeostase da resposta imune também requer
um balanco do contato célula & célula e de fatores supressores e estimuladores do
sistema. Entre esses fatores, conhecidos como citocinas ou interleucinas, a
interleucina-2 desempenha um papel importante no sistema imune, regulando o
crescimento e as fungdes das células envolvidas na resposta humoral e mediada por

células (BALKWILL, 1991),

O declinio da proliferagdo celular é também considerado uma das principais

alteracdes funcionais de céhulas T associadas com a 1dade.

E sabido que certos estimulos sdo capazes de induzir prolifera¢io in vitro de
esplendcitos e secregdo de interleucinas. Essa proliferagdo pode ser resultante de

antigenos especificos, que ativam um pequeno clone de células T tanto quanio de
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ativadores policionais, como por exemplo concanavalina A (Con-A), fitohemaglutinina

(PHA), antigeno mitogénico (anti-CD3) ¢ ionomicina-+acetato miristato forbol (PMA),
0s quais ativam nio especificamente um grande nimero de clones de células T, quando

utilizados camundongos como modelo experimental.

A concanavalina A (Con-A) ¢ uma lectina extensivamente estudada, sendo
que essa desempenha diferentes efeitos bioldgicos sobre os linfocitos. Esta proteina
indutora de proliferagdo de células T, foi um dos primeiros ativadores policlonais de
células T utilizados. Seus efeitos mitogénicos sobre as células T sdo dependentes da
habilidade de estumular receptores relevantes envolvidos na ativa¢do de células T. Esse
mitdgeno pode se ligar a componentes do TCR, e sua habilidade de ativar células T €

dependente da expressdo e fun¢do do TCR (CHILSON & KELLY-CHILSON, 1989).

A habilidade das células imunes de responderem a vérias formas de
estimulagdo mitogénica (GOONEWARDENE & MURASKQ, 1995) também sofre
decréscimo drastico com a idade, em roedores. A resposta a mitégenos, como a
fitchemaglutinina {(PHA), mensurada in virro, também ¢é reduzida com o
envelhecimento e se correlaciona com o dectinio observado na capacidade de animais
velhos desenvolverem reagio de enxerto versus hospedeiro (GVH) e de resistirem ao
desafio com células tumorats, mensurados 2 vive. (ADLER er o/, 1971; BECKER e
al, 1979, HALLGREN et of, 1973, KONEN e af, 1973 ¢ WESIER &

HUTTEROTH, 1974).

A resposta reduzida de hnfdcitos de individuos idosos pode estar relacionada
a deficiéncias durante ativagdo dessas células, bem como na auséncia de quantidades
suftcientes de 11.-2, citocina relacionada com a promogiio e regulacio do crescimento e

das fungdes das células imune (PAHLAVANI & RICHARDSON, 1996).
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Qutro fator relacionado com a inabilidade de células T de individuos de idade

mais avangada de proliferar num nivel comparavel aquele obtido em células T de
individuos jovens, apds estimulagio mitogénica, pode estar relacionado a um defeito na
transduco de sinal do complexo CD3-receptor de células T em individuos idosos.
Segundo descrigdes de KIRMAN e colaboradores (1996), células T esplénicas de
camundongos BALB/c de idade mais avangada, ativados /n vifro com anticorpo para
CD3-epsilon, secretaram niveis mais elevados de 11.-4, porém niveis mais baixos de IL-
2 que células esplénicas de camundongos jovens. Células de camundongos de maior
faixa etdna, aos quais foi administrado, de forma continua, IL-2 exdgena, quando
estimuladas /n vifro, mostraram um padrdo de expressdo intracelular e de secregao das
interfeucinas [L-2 e [L-4 semelhantes aquele encontrado em camundongos jovens.
Dessa forma, a exposicio de camundongos de idade mais avangada a IL-2 exdgena
restituiu o desbalango de expressiio de citocinas in vive e de secreglo in vitro,

relacionado com a idade.

Quando analisadas as células T CD3 portadoras dos marcadores celulares
CD4 e CDR, os estudos mostraram um decréscimo na razio células TCD4" /CD8" com
o envelhecimento, mostrande uma relacio inversa entre idade e razdo de células T
CD4/CD8 (CALLAHAN er al,, 1993). O namero total de linfocitos (células TCD3h
tendeu a diminuir visivelmente com a idade nas subpopulagdes de células TCD4™ e
TCDS8", enquanto os niameros de células T ativadas (HLA-DR/CD3"), células “natural
killer” (CD16") e células T expressando receptor para IL-2 (CD257/CD37) aumentaram

marcadamente com a 1dade (BORN er a/, 1995).

LI e colaboradores (1995) examinaram o efeito do envelhecimento na

habilidade de células T CD4" em promover proliferacio de células B e secrecio de
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anticorpos, em condi¢es que minimizaram os efeitos das mudangas assoctadas com a

1dade na proliferagdo de células T e produgdo de citocinas. Esses autores observaram
gue a produgdo de imunoglobulina e a sintese de DNA foram estimulados mais

fortemente pelas células de individuos jovens.

1.2.3 - RESPOSTA HUMORAL

Estudos em roedores mostraram que a resposta primaria, mas ndo
necessariamente a secundaria, sofre um decréscimo com a idade (CALLARD &
BASTEN, 1978; GOULLET & KAUFMANN, 1965, KISHIMOTO et al., 1976;
MORTON & SIEGEL, 1969, SEGRE & SEGRE, 1976A ¢ SEGRE & SEGRE, 1976B).
For sugerido, anteriormente, que essas alteracdes eram decorrentes de variagdes nas
populagdes de células T, que regulam a resposta de anticorpos, mas ftéo
necessariamente nas células B antigeno-especificas. Tem sido detectado um
significante decréscimo na avidez de anticorpos produzidos por camundongos de idade
avangada, mas ndo universalmente (DORIA er o/, 1978; FUJIWARA & KISHIMOTO,
1979 e NAOR ef al., 1976). Estudos realizados em camundongos BALB/c mostraram
que os animais envelhecidos ndo apreseentaram declinio nos valores da resposta
primérnia in vive quando da utilizacdo do antigeno fosforilcolina (FC), sendo que esses
apresentaram melhor resposta que animais jovens singeneicos. Em contraste, a resposta
secundaria tem um perfil diferenciado, sendo que os animais envelhecidos mostraram
um decréscimo marcado em anticorpos especificos para FC. Células B de doadores

novos e velhos mmunizados com uma dose ou imunizados duas vezes com o antigeno
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obtido de Streprococcus preumoniae, quando em cultura na auséncia de células T e na

presenca de antigeno nd3o apresentaram diferencas significativas na resposta de
anticorpos para FC. Entretanto, células T CD4" de animais envelhecidos falharam em
aumentar a resposta de células B in vifro quando em comparagdo com animais jovens,
enquanto as células T CD8" nio mostraram nenhum efeito regulatorio. Nesses
experimentos os autores demonstraram que alteragdes na rede idiotipica nfio poderiam
ser relacionadas ao declinio na resposta secundana. (BORGHESI & NICOLETTI,

1995).

As fungdes alteradas das células imunoregulatorias parece contribuir para a
pobre e insustentada resposta de individuos envelhecidos a imunizagdo primaria e
secundaria. Quando comparados com adultos, individuos envelhecidos mostraram
baixos titulos de anticorpos pré e pos-imunizacdo, baixa freqgliéncia de niveis de
anticorpos protetivos um més apos imunizagdo, um rapido declinio nos titulos de
anticorpos pos-imunizagio e altos titulos de anticorpos nfo protetivos 12 meses apos

imunizagio (HAENEY, 1994).

Estudos realizados em camundongos mostram que o nimero total de células B
parece ndo sofrer alteracdo ao longo da vida (BECKER er al,, 1979, CALLARD ef af.,
1977 ¢ STUTMAN, 1972).. Pela analise do desenvolvimento de células B em fun¢io
da 1dade, foi revelade que ocorre uma larga distribui¢iio de progenitores de células B,
células pré-B e células B em tecidos fetais, dando suporte & hipdtese de origem
multifocal de células B durante o desenvolvimento embriogénico. Um relativo valor
constante de precursores de células B da medula 6ssea, de fendtipo imaturo
(CD%hiCDiO%CDZO‘OIgD-) ¢ mantido da gestacdo até oito décadas de vida. Durante a

infincia, uma  subpopulacio de células B de fendtipo  maduro
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(CDMi"CDEOJrCDZOhiIgDﬂ acumula-se na medula dssea e se torna a subpopulagio de

células B dominante na medula 6ssea adulta (NUNEZ ef al., 1996).

Foi demonstrado uma diminuicdo na habilidade de células B esplénicas em se
diferenciarem para células secretoras de anticorpos, em decorréncia do
envelhecimento. Apoés a imunizagdo de camundongos com TNP-SRBC, a resposta das
células B derivadas da medula de individuos envelhecidos, em termos de anticorpos
produzidos, foi aproximadamente a metade daquela de células B de individuos jovens,
sugerindo que os déficits em células B podem ser parcialmente responsaveis pela
resposta anti-TNP prejudicada em células esplénicas de animais envelhecidos

(KISHIMOTO et al., 1976} .

O repertorio de anticorpos sofre mudancgas significativas com o avango da
idade em camundongos. A senescéncia imune ¢ também caracterizada por uma
diminuicdo na heterogeneidade da resposta de anticorpos para o antigeno, ocorrendo
alteracdes no isotipo e afinidade de lHgago ao antigeno. (BEN-YEHUDA ef al., 1994).
CINADER (1994) realizou experimentos onde a resposta imune de diferentes linhagens
de camundongos foi examinada, apos desafio com antigeno solivel ou antigeno
agregado. As linhagens utilizadas mostraram alteracdes na produgdio de anticorpos,
relacionadas com a idade, ainda que em diferentes graus. Em todas as linhagens
examinadas fo1 possivel induzir tolerdncia imunoldgica a antigenos soluveis quando o
animal injetado era relativamente jovem. Os animais mais velhos de algumas linhagens
tornaram-se resistentes a regulagio negativa, mas outras ndo. Essas alteragdes na
inducdo de tolerancia em diferentes linhagens, em fungdo da idade, podem estar

relacionadas com mudangas na atividade de células supressoras.
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As alteragdes do sistema imunologico relacionadas com o envelhecimento sdo

de natureza diversa, Dessa forma, ndo ¢ possivel identificar o envelhecimento
imunoldgico como resultante de um Unico passo nesta seqiiéncia, mas sim de uma série
de deficiéncias que contribuem para o declinio da competéncia imune com 0 avango da
idade. E uma tarefa dificil, portanto, estudar o envelhecimento imunoclégico utilizando-
se apenas um pardmetro para andlise ou apenas certas idades arbitrariamente

escolhidas.

-Os estudos anteriormente descritos mostram dados obtidos a partir de grupos
de animais durante diferentes periodos de vida ou estudo que acompanharam um

mesmo grupo por um curto periodo de tempo.

Tornou-se de grande interesse o desenvolvimento de um estudo sistematico,
no qual grupos de animais de diferentes faixas etarias foram acompanhados, a partir de
uma determinada idade até a morte natural do animal. Dessa forma, o trabalho por noés
realizado buscou acompanhar animais da linhagem BALB/c, desde a idade perinatal até

o limite de vida da linhagem, de forma a ndo se realizar uma classificagéo arbitraria.

Visando obter uma analise mais completa do envelhecimento, analisamos
diferentes pardmetros da resposta imunoldgica, abrangendo a producdo de anticorpos e
niveis de citocinas apos estimulacdo primaria e secundaria, proliferacdo de células

linfoides e porcentagem populacional de células T helper e citotoxicas.



16

- OBJETIVOS
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1 - Investigar de forma sistemética o sistema imunologico de camundongos BALB/c,
desde o periodo pos natal até a idade limite da raga, quanto ao desenvolvimento das

subpopulacdes de linfocitos T CD3'CD4" e T CD3"CD8”, no sangue periférico

2 - Analisar a capacidade dos esplendcitos desses animais de responder & lectinas como

a Con-A.

3 - Verificar o desenvolvimento da resposta imune a antigenos simples como o
trinitrofenil (TNP), e a antigenos complexos como a soro albumina bovina (BSA), pela

quantificagdo da produgdo de anticorpos especificos para esses antigenos.

4 - Realizar uma analise dos padrdes de secrecdo das citocinas IL-2, IL-4, I1.-10 ¢ IFN-y
por células esplénicas, cultivadas na presenca de Con-A, obtidas de animais de

diferentes faixas etarias, imunizados ou naive,
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11T - MATERIAL E METODOS
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1- ANIMAIS

Os camundongos empregados foram obtidos do Centro Multi-institucional de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB/ UNICAMP). Camundongos da linhagem isogénica
BALB/c, machos e fémeas, com 15 dias; 4, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 72 ¢ 96 semanas
foram utilizados. Esses animais foram mantidos durante a experimentagdo no Biotérto
do Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia (DMI) do Instituto de Biologia (1B)
da UNICAMP, em ambiente com femperatura controlada, com agua e ragdo estéreis
em livre demanda. Os grupos utilizados nas experimentacdes foram constituidos por
um nGmero minimo de trés animais, sendo que em alguns experimentos foram
utilizados 6 animais para formagfio dos grupos experimentais. Para analises e
discusstes futuras, foi realizada uma classificacdo dos animais em fun¢io da idade,
sendo essa: animais neonatos (2 semanas), jovens (4 e 8 semanas), adultos jovens (16 ¢

24 semanas), adultos vethos {32, 40 e 48 semanas) e vethos (72 ¢ 96 semanas).

Camundongos “nudes”™ das linhagens BALB/c, CBA/], C57BL/6 e C3H, ndo
importando sexo ou idade, doados pelo CEMIB/ UNICAMP, foram empregados para
obtengdo de liquido ascitico, contendo anticorpos monoclonais anti-citocinas. Esses
animats foram sempre utilizados imediatamente apés a sua retirada do CEMIB e
mantidos no DMI, em ambiente com temperatura controlada, com agua e ragdo

estéreis, em livre demanda, durante o periodo de experimentagio.
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2- ANTIGENOS

O preparo dos antigenos complexos TNP-BSA e TNP-OVA foi realizado
segundo indicagdes de LITTLE E EISEN (1966), com algumas alteragdes. Quinhentos
miligramas (mg) de ovalbumina ou de soroalbumina bovina cristalizadas (OVA, grau
V1 e BSA Fraction V; SIGMA) foram dissolvidas em 5 mililitros (ml) de tampao borato
de sédio 0,02 M, pH 9.0 e a solugdo foi mantida por 18 horas a 4°C. Em seguida, as
solugdes foram centrifugadas a g (4,000 rpm) por 20 minutos, a 4°C (centrifuga
refrigerada Beckman), descartando-se o material ndo solubilizado. Aos sobrenadantes
obtidos foram adicionados, gota a gota, 2,75 ml de uma solugdo de TNP a 4.36%
(SIGMA), em tampdo borato de sddio 0,21 M pH 7.0. A seguir o volume das misturas
foi ajustado para 10,0 ml com tampdo borato de sodio 0,02 M pH 9.0, mantendo-se 05
materiais sob agitacio lenta, protegidos da luz e a temperatura ambiente, por um
periodo de 30 minutos. Ao final deste periodoe, os conjugados foram dialisados em
coluna de exclusdo molecular (Sephadex G-25, PHARMACIA). Em uma coluna de 2,0
x 40,0 cm, contendo Sephadex G-23 previamente equilibrada com PBS 0,05M pH7.2,
adicionou-se lentamente 10,0 ml do conjugado. A seguir, conectou-se a coluna ao
reservatorio contendo PBS 0,05M pH7.2, e o material foi eluido em um fluxo de 30 ml
por hora. As fragdes foram coletadas em tubos de ensaio, em aliquotas de 2 ml por
tubo. Apds a exclusio do volume morto da coluna, as primeiras fragdes apresentando
cor amarelo escuro (conjugado) foram reunidas em “pool” e dialisadas contra PBS
pH7.2 0,15M. As fra¢des de baixo peso molecular foram descartadas. Apds a didlise

foram feitas as dosagens de proteina nos conjugados TNP-OVA ¢ TNP-BSA (15 e 12
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mg/ml, respectivamente) que foram a seguir aliquotados ¢ mantidos a 20° C, até o

momento do uso.

3- LECTINA

Concanavalina A (Con-A) foi preparada a 5 pg/ml em meio RMPI completo
(RPMI 1640 (Sigma-Aldrich Chemica) contendo 2mM de HEPES (Sigma), bicarbonato
de sédio {Sigma) e 2-Mercaptoetanol (Sigma) e suplementado com Soro Fetal Bovino
(Microbioldgica ou Sigma) a 10% e gentamicina (Sigma)). O mitogeno fot aliquotado ¢

armazenado a —20°C até o momento de uso.

4- ANTICORPOS

4.1- IMUNOGLOBULINA DE COELHO ANTI-IMUNOGLOBULINA DE

CAMUNDONGO MARCADA COM PEROXIDASE

O conjugado preparado a partir de imunoglobulina de coelho anti-
imunoglobulina de camundongo foi produzido para utilizagdo em ensaios para titulagdo
dos soros imunes de animais imunizados com o antigeno TNP-BSA. Dessa forma, foi
obtido um soro de coetho anti-Imunoglobulina de camundongo, pela imunizagio de
animais com imunoglobulina de camundongo purificadas a partir do soro normal. Os

animais foram sangrados para a obteng¢dio do soro imune. O soro de coetho anti-Ig de
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camundongo foi purificado por cromatografia de afinidade em Sepharose Proteina A.

Uma amostra de oito ml do soro de coelho anti-Imunoglobulina de camundongo, obtido
anteriormente em nosso laboratorio, foi cromatografada em coluna contendo
Sepharose-Proteina A, previamente equilibrada com tampao fosfato de sodio 0,1M pH
8.0, segundo indicagdes de EY er al. (1978). Apds incubagdo de 30 minutos, o material
foi eluido em um fluxo de 30 ml por hora, cothendo-se amostras de 5 ml por tubo. Em
seguida, a coluna foi exaustivamente lavada com 0 mesmo tampdo de equilibrio. A
eluicio das proteinas ndo ligadas a resina foi acompanhada através de leitura
espectrofotométrica das amostras, a 280 nm, at¢ D.O. inferior a 0,05. O tampdo de
eluicdo das proteinas ligadas a matriz (glicina-HC1 0,1M pH 2.8) foi entdo conectado a
coluna. Amostras de 5 ml foram colhidas em tubos de ensaio, contendo um volume de
tampdo Tris-HCl IM pH 8,5 suficiente para neutralizar a amostra coletada,
mergulhados em banho de gelo, e no fluxo maximo da coluna. As absorbancias das
amostras coletadas foram acompanhadas em espectrofotdmetro, a 280 nm, at¢ D.O.
inferior a 0.05. Os eluatos com D.O. igual ou superior a 0,1 foram reunidos em “pool”,
concentrados e dialisados em membrana YM-10 (AMICON) contra tampéo carbonato
de sédio 0.2 M pH 9,5. O contetdo de proteina no material purificado foi dosado por

método coloriméirico,

O método descrito por NAKANE E KAWAIOI (1974) foi utilizado para o
preparo do conjugado anticorpo-peroxidase. Oito miligramas de peroxidase (HRPO,
SIGMA) foram ressuspendidas em 2 ml de gua bidestilada e ativadas com periodato
de sodio 0,1 M, sob agitagdo lenta, por 20 minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, esse material foi dialisado contra tampio acetato de sodio 0,001 M pH 4.4 por

18 horas, protegido de luz. Para conjugacdo, adicionou-se 0.5 ml da solugdo de IgG de
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coelho anti-lg de camundongo (32 mg de proteina/ml de tampéo carbonato de sédio 0,2

M pH 9.5 ), a solugdio contendo a HRPO ativada, completando-se ¢ volume para 5.0 mi
com tampdo carbonato de sodio 0,2 M, pH 9,5. A mistura foi mantida sob agitagdo
lenta por 3 horas, a temperatura ambiente e protegida de luz. A seguir, adicionou-se
200 pi de uma solucdo de boridreto de sodio 0,106 M, mantendo-se a mistura em
repouso por duas horas, a 4” C. Em seguida, precipitou-se o conjugado pela adigdo
lenta de igual volume de solugdo de sulfato de aménia saturada, pH 7,2, em banho de
gelo. O precipitado foi separado por centrifugacdo, a 4,000 rpm por 15 minutos, a 4¢C
e entdo ressuspenso em 2.0 ml de PBS pH 7.2, A solugdo obtida foi exaustivamente
dialisada contra PBS pH 7.2, até a completa retirada do sulfato de aménia. Apds a
dialise, adicionou-se BSA ao conjugado, na concentra¢do final de 1%, e glicenna
tamponada (pH 7.2}, volume a volume. O material fo1 aliquotado e armazenado a -20"

C até o uso.

Com a finalidade de determinar o titulo do conjugado anti-lg de
camundongo/Peroxidase, um ensaio imunoenzimatico foi realizado em placa flexivel
de 96 pogos (FALCON). Para a sensibilizacfio, cada pogo da placa recebeu 50 ul de
uma solucgde contendo 10 ug/ml de TNP-BSA em tampdo carbonato-bicarbonato de
sodio, 0,02M, pH 9,2. A placa foi incubada a 37‘0C, em cdmara umida por um periodo
de uma hora e, a seguir mantida a 4°C por 18 horas. O excesso de antigeno nio
adsorvido foi removido ¢ a placa lavada trés vezes com PBS pH 7,2, contendo 0,05%
de Tween 20 (Sigma) (PBS-Tw). Adicionou-se, a cada pogo, 100 ul de uma solugdo de
leite em po desnatado (Molico, Nestlé) a 5%, em PBS pH 7.2 (PBS-MO) e incubou-se a
placa por uma hora a 37°C. Como primeiro anticorpo utilizou-se um soro pré-imune ¢

um pool de soros de camundongos BALB/c imumizados com TNP-BSA (esquema lI,
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descrito acima), diluidos seriadamente (1:50 até 1:6,400) em PBS-MO a 2%. Seguiu-s¢

uma incubacio da placa por 60 minutos, a 37°C, em cdmara {imida. Apds novo ciclo de
lavagens com PBS-Tw, adicionou-se 50 pl do conjugado, em diluigdes seriadas de
1:500 até 1:8,000, feitas em PBS pH 7,2 contendo 2% de leite Molico. Ap6s outro ciclo
de incubacdio e lavagens, acrescentou-se 50 pl de substrato-cromogénio (0,03% de
H.O, e 0,1 mg de ortofenilenodiamino/ ml de tampdo citrato/fosfato de sédio 0,05M,
pH 5.0} a cada pogo da placa. Ao final de uma incubagfo de 30 minutos, no escuro ¢ &
temperatura ambiente, interrompeu-se a catalise do substrato pela adigdo de 25 pi de
acido sulfurico 4 N por pogo, misturando-se o conteudo por vibragdo. A leitura
coiorilmétrica fol realizada a 492 nm, em leitor de ELISA (MULTISKAN 11, Flow
Laboratories, Inc. USA), utilizando-se a 1° coluna, contendo apenas o substrato
neutralizado, como branco. O titulo do conjugado foi determinado como sendo ©
inverso da maior diluigdo que apresentava uma reacdo positiva contra a maior difuigdo
do soro imune. O limite da reagdio foi determinado como a densidade optica de 0.2 a

492 nm.

4.2- ANTICORPOS ANTI-CITOCINAS

Para a realizagio dos ensaios de dosagens de niveis de citocinas em
sobrenadantes de cultura de células esplénicas, foi necessaria a obtengéo de conjugados
e purtficados obtidos a partir de anticorpos monoclonais anti citocinas IL-4 ¢ IFN-y.
Ap6s o descongelamento adequado, os hibridomas BVD-6 ¢ 11.B.11 (anti-Interleucina-

4), R46A2 ¢ XMG1.2 (anti-interferon-y), foram semeados em garrafas de plastico



23
descartavel {Costar) contendo meio RPMI completo (meio RPMI 1640/Sigma,

contendo 12.5 mM de HEPES, 2ul/L de 2-Mercaptoetanol ¢ 10% de soro fetal bovino)
¢ incubadas a 37°C, em estufa com atmosfera de 95% de ar e 5% de CO,. Quando as

culturas atingiram a semi-confluéncia as células foram repicadas para expansdo.

Camundongos "nudes” de diferentes ragas foram usados como recipientes dos
hibridomas anti-citocinas. Previamente (cerca de 7 dias antes da injegdo das células),
foi administrado a cada camundongo 1,0 ml de Nujol, por via intraperitoneal e entdo
administradas, pela mesma via, 1 x 107 células de um dos hibridomas cultivados.
Foram empregados entre 5 e 10 camundongos para cada hibridoma. Em tempos que

variaram entre 12 a 20 dias os Hquidos asciticos foram coletados por pung¢io peritoneal.

As imunoglobulinas da classe IgG presentes nos sobrenadantes de cultura de
celulas (BVD-6, 11.B.11, R46A2 e XMGI1.2) foram purificadas atraveés de
cromatografia de afinidade em Sepharose Proteina-G, segundo protocolo similar ao
descrito por £Y et al.(1978) para cromatografia em Sepharose-proteina A. Cinco ml do
ascite, cujo pH foi previamente ajustado para pH 8,5 com o tampio de equilibrio da
coluna (tampéo fosfato de sodio 0,1M pH 8.35) foram aplicados em uma coluna
contendo cerca de 4 ml de gel de Sepharese-Proteina-G (Sigma). Apos mcubagdo de 30
minutos, com agitagdo ocasional, o material ndo adsorvido a matriz fot elwdo com o
tampdo fosfato de sédio 0,IM pH 8,5, a um fluxo de 30 ml por hora, colhendo-se
amostras de 5 ml por tubo. A eluicdo das proteinas ndo ligadas a resina fol
acompanhada através da leitura espectrofotométrica das amostras a 280 nm, até¢ D.O.
inferior a 0,05. O tampdo glicina-HCl 0,1M pH 2.8 foi entdo conectado a coluna ¢ a
eluicdo do material fixado foi iniciada. Amostras de 5 ml foram colhidas em tubos

mergulhados em banho de gelo, no mesmo fluxo inicial. Os tubos de coleta continham
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um volume suficiente de tampdo Tris-HCl 1M, pH 8,5 para neutralizar 5 ml de tampao

glicina-HC1 pH 2,8. As D.O. do material eluido foram acompanhadas a 280 nm até
leitura inferior a 0,05. As fracdes com densidades Opticas mais elevadas (geralmente 0s
trés primeiros tubos eluidos), foram reunidas em “pool” ¢ dialisadas contra PBS pH
7.2. As concentragdes protéicas nas amostras foram determinadas pelo método
colorimétrico de Hartree referido abaixo. Apos as dosagens de proteina, os materiais

purificados foram aliquotados e mantidos a -20° C até 0 momentio do uso.

Os anticorpos anti-citocinas, purificados dos ascites BVD6, ¢ XMG1.2 foram
conjugados a Biotina segundo indicagdes de HEGGNESS & ASH (1977). Dois
mililitros de cada anticorpo anti-citocina, Img/ml, foram inicialmente dialisados contra
tampdo borato de sodio 0,2M pH8,5 e a seguir incubados com 200ul de uma solugdo a
1 mg/ml de Biotina-succinamida (N-hidroxisuccinimida biotina, Sigma) em DMSO
(dimetilsulfoxido, Merck), a temperatura ambiente, por 4 horas, com agitacio
ocasional. O conjugado obtido foi dialisado exaustivamente contra PBS pH 7.2, em
seguida aliquotado e mantido a -20°C, para uso posterior  em ensaios

imunoenzimaticos.

5- IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS COM TNP-BSA

Para a imunizacgdo de camundongos BALB/c, foi utilizada proteina BSA (BSA
Fraction V; SIGMA), conjugada com o hapteno TNP. O conjugado foi dialisado em

coluna de exclusdo molecular (Sephadex G-25, PHARMACIA).



5.1- IMUNIZACAQ SEGUNDO ESQUEMA DE DUAS DOSES (RESPOSTA

SECUNDARIA)

Inicialmente, camundongos da linhagem BALB/c de 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72
sernanas de idade foram sangrados pelo plexo orbital para obtengdo dos soros pré-
imunes (soro normal). Apés retragdo dos codgulos, os soros foram separados por
centrifugagdo a 465 g (1,500 rpm) por 10 minutos, a 4% C (centrifuga refrigerada

Revan, rotor SH4X), e estocados individualmente a 20° C,

A seguir, os animais foram adequadamente marcados e divididos em dois
grupos (imunizado e controle). Os camundongos do grupo imunizado receberam doses
do antigeno TNP-BSA (preparado em nosso laboratério ou cedido pelo Prof. Dr. Paulo
M. F. Arajjo, Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da
UNICAMP), emulsionado em 50% de Adjuvante Completo de Freund (ACF). Cada
animal recebeu uma dose de 100pg de proteina conjugada, no volume final de 500ul,
por via intramuscular (im). Cada animal do grupo controle recebeu uma dose de 500ul
de ACF a 50%, em solug¢do salina fisiologica, pela mesma via. Os animais de 15 dias
de idade, tanto do grupo controle quanto imunizado, receberam essa dose por via

intraperitoneal (ip), no volume final de 250 ul.

Trinta dias apos a primeira injegdo do antigeno, os camundongos receberam
novamente a mesma dose da proteina TNP-BSA (100ug), diluida em 500ul de solugdo
salina, sem adjuvantes, por via intraperitonial (ip). Os animais do grupo controle

receberam apenas solugdo salina, por via intraperitonial, num volume de 500ul.
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Periodicamente, apds a primeira dose de antigeno, os animais foram sangrados

pelo plexo orbital. Apos retragio do codgulo, os soros foram separados por
centrifugacdo a 465g (1,500 rpm) por 10 minutos, a 4° C(centrifuga refrigerada Revan,
rotor SH4X). O soro de cada animal foi coletado e armazenado, separadamente, a -

20°C.

Qs anticorpos especificos foram quantificados por ELISA, a partir dos soros
imunes coletados, conforme protocolo descrito no item 8. Quando atingiu o nivel
maximo da resposta, ou seja, sessenta dias apds a dose inicial, a metade de cada grupo
foi sacrificada e os bagos foram removidos para os ensaios de proliferagio de células T.
Quarenta € oito semanas apos a imunizagdo inicial, os animais restantes foram
sacrificados e seus bagos removidos para ensaio de proliferacdio final frente ao

mitdgeno Concanavalina A.

5.2- IMUNIZACAO SEGUNDO ESQUEMA DE UMA DOSE (RESPOSTA

PRIMARIA)

Camundongos BALB/c de 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72 semanas de idade foram
utilizados nesse esquema de imunizagdo. Os animais utilizados foram sangrados, como
acima descrito. A seguir, os camundongos foram adequadamente marcados e divididos
em dois grupos (imunizado e controle). Cada camundongo do grupo imunizado recebeu
uma dose intramuscular do antigeno TNP-BSA (100 ung), emulsionado em 50% de
Adjuvante Completo de Freund (ACF), no volume final de 500 ul. O grupo controle

recebeu uma dose de 500 ul ACF a 50% em solugfo salina 0,15 M, pela mesma via.
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Quatorze, vinte e oito dias ou sessenta dias apos a injegdo, parte dos animais

foi sangrada, os soros separados por centrifugagdo, como descrito acima, e
0 : . . L e

armazenados a -20'C, até o momento do uso nos ensaios imunoenzimaticos. Os

animais foram entdo sacrificados ¢ os bagos removidos para a obtengdo de células a

serem empregadas nos ensaios de proliferagio.

Os animais restantes, imunizados segundo esquema de uma unica dose, foram
utilizados em sangrias periddicas, para a determinagio dos niveis de anticorpos ¢, 48
semanas apOs a imunizagdo inicial, tiveram seus bagos removidos para ensalos de

proliferagfo de linfocitos.

6- CULTURA DE CELULAS

6.1- CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS TOTAIS

Os bagos de camundongos BALB/c foram removidos em condigdes de
esterilidade, logo apds os animais serem sacrificados com éter. Os bagos foram
colocados em meio RPMI contendo 10% de Soro Fetal Bovino (10,4 g de RPMI 1640
(Sigma-Aldrich Chemica), 2,0 g de Bicarbonato de sodio (Sigma), 2,97g de HEPES
(Sigma),2 ul de 2-Mercaptoetanol (Sigma), em 1.000ml de agua bidestilada), em banho
de gelo. Apos maceramento dos Orgdos, as suspensoes de células esplénicas obtidas
foram depositadas em tubos ¢dnicos e centrifugadas a 465g (1,500 rpm) por 10 minutos
a 4°C (centrifuga refrigerada Revan, rotor SH4X), para descarte do sobrenadante. Cada

bago foi ressuspenso em 2ml de tampdo de lise de hemaceas, por dois minutos. A lise
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foi interrompida pela adigdo de 10 ml de meio RPMI-1640 a cada suspensdo. O

material foi novamente centrifugado a 465g (1,500 rpm), por 10 minutos a 4°C
(centrifuga refrigerada Revan, rotor SH4X), ¢ o sobrenadante foi descartado. A cada
baco foi adicionado 10 ml de meio RPMI, contendo 10% de soro fetal bovino e
50ug/ml de gentamicina. A viabilidade celular foi analisada pelo método de exclusio
do corante Azul de Tripan e contagem em cdmara de Neubauer. As suspensies
celulares com viabilidade igual ou superior a 90% tiveram sua concentracdo ajustada
para 2,5x10° células por mililitro. Em ensaios preliminares de proliferagfo, utilizando-
se células provenientes do bago de animais naive, determinou-se a melhor dose do
esﬁmuio como sendo a de 2,5 ug/ml de Concanavalina A (Con-A) e a melhor
densidade de celulas como a de 2,5);105 células por orificio. Desta forma, para os
ensaios de proliferagdo, as células provenientes de animais controles e imunes foram
semeadas em placas de 96 pogos, tratadas para cultura (Corning), num volume final de
100 pl por pogo. Em seguida, adicionou-se a Con-A diluida em RPMI 1640
enriquecido com soro fetal bovino e gentamicina. Os ensaios foram realizados em
sextuplicata. As placas foram incubadas a 37°C, em estufa com 5% de CO,, por um

periodo de72 horas.

6.2- ATIVIDADE DO MITOGENO CON-A SOBRE A PROLIFERACAO DE

LINFOCITOS

Células esplénicas de camundongos imunizados e controles, dos diferentes

grupos etarios utilizados nesse estudo (2, 4, 16, 32, 48 e 72 semanas de idade) foram
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empregadas nos ensaios de proliferagio de linfocitos (GOONEWARDENE &
MURASKO, 1995; KNIGHT, 1987, MATSIOTA-BERNARD et al, 1995,
MOSMANN, 1983). Bacos de camundongos imunizados com TNP-BSA ou apenas
estimulados com ACF foram coletados 14, 28 e 60 dias apos a administragio de uma
dose do antigeno (resposta primaria) ou 30 dias apos a segunda dose do antigeno

{resposta secundaria).

Em ensaios preliminares de proliferagdo, utilizando-se células provenientes do
baco de animais naive, determinou-se a methor dose do estimulo como sendo a de 2.5
pg/mi de Concanavalina A (Con-A) e a melhor densidade de células como a de 2.5x10°
células por orificio. Desta forma, para os ensaios de proliferagdo, as células
provenientes de animais controles ¢ imunes foram semeadas em placas de 96 pogos,
tratadas para cultura (Corning), na densidade de 2,3x 10° por pogo (100 ul/pogo). Apos
um periodo de incubagdo de 72 horas das células esplénicas com o mitdgeno Con-A,

foi adicionado o reagente para a deteccdo celular.

Foram comparados a timidina trittada (AMERSHAN; 0,5-1.0 nCi/pogo) ou o
corante MTT (Azul de tiazol, SIGMA; 50 pg/poco) como reagentes para a detecgdo do
crescimento celular. Como ambos apresentaram resultados similares (dados néo
apresentados), e tendo em vista a maior praticidade do uso de um corante ao inves de
um reagente radioativo, nos demais testes o MTT foi o reagente de escolha
(MOSMANN, 1983). Apos o periodo de incubagdo, adicionou-se a cada pogo de
cultura 10 pl de uma solugéo contendo o corante MTT. As placas foram incubadas por
um periodo adicional de 4 horas, nas mesmas condicdes acima mencionadas. Em

seguida, foram adicionados 10 ul por pogo de uma Selugdo a 10% de dodecilsulfato de
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sodio (SDS, BioRad). As placas foram incubadas a 37° C, por um periodo adicional de
18 horas, para permitir a completa dissolugio dos cristais de formazan e entéo realizou-
se a leitura espectrofotométrica das mesmas em leitor de ELISA (Multiskan
Bichromatic, Version 3.0), no comprimento de onda de 540 nm. Os resultados foram
expressos como média * erro padrio da média (E.P.M.) das densidades opticas de cada

tratamento.

7. PREPARO DE SOBRENADANTES DE CULTURA DE CELULAS

ESPLENICAS ESTIMULADAS COM CON-A

Para a obtencdo dos sobrenadantes de culturas, a serem empregados
posteriormente na dosagem de citocinas, as suspensdes celulares obtidas segundo
protocolo acima foram semeadas em placas de 24 orificios, apropriadas para cultura
(Corning), na densidade de 2.5x10° células/ml em meio RPMI 1640 enriquecido com
10% de soro fetal bovino e gentamicina a 50pg/ml. Utilizou-se volume de 1 ml de
suspensdo celular por pogo. As células receberam Concanavalina A (Con-A) como
estimulo na concentraco final de 2, 5ug/ml. Para obtengio de IL-2 e IL-4 e IFN-y, as
células esplénicas foram incubadas por 48 horas em estufa a 5% de CO,. Para a
posterior dosagem de IL-10, as células esplénicas foram estimuladas com o mitégeno
por 72 horas. Os sobrenadantes de cultura para a dosagem das citocinas IL-2, [L-4 ¢
IFN-y foram obtidos através de incubag@io das células esplénicas com o mitogeno Con-
A por 48 horas, em estufa de CO,. Os sobrenadantes coletados foram empregados para

a determinacio dos niveis dessa citocinas, através de ensaio de ELISA de captura,
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conforme descrito abaixo. Apds o tempo de incubagio necessario para a produgdo das

. . . . G .
citocinas, cada sobrenadante de cultura foi retirado e armazenado a -20°C até o

momento da dosagem.

8- TITULACAO DOS SOROS IMUNES

8.1 - TITULACAO POR ELISA

Os ensaios imunoenzimaticos para quantificagdo de anticorpos foram
realizados utilizando-se soros imunes ¢ pré-imunes, obtidos de animais de diferentes
faixas etarias, de 2 a 72 semanas de idade, imunmizados ou nio com TNP-BSA.
Inicialmente, os ammais foram sangrados quinzenalmente. Apds 12 semanas da dose
inicial, os animais foram sagrados em intervalos maiores, possibilitando a extensio do
tempo de vida de cada animal. Apds 48 semanas da dose inicial de antigeno, os animais
sobreviventes foram sangrados e sacrificados, para desenvolvimento de ensaio de

proliferagio de linfocitos.

A deteccdo de anticorpos contra TNP ¢ TNP-BSA nos soros de animais de
cada grupo experimental foi realizada através de ensaios imunoenziméticos segundo
JOHNSTONE & THORPE (1987). Placas de microtitulagio para ELISA (Falcon, 96
orificios) foram sensibilizadas com antigeno TNP-BSA ou TNP-OVA. Para tanto, cada
orificio da placa recebeu 50 pl de solugdo contendo 10ug/ml de TNP-OVA ou TNP-
BSA em tampdo carbonato-bicarbonato 0,05 M pH 9.2, para testar a presenga de

anticorpos contra antigenos simples (TNP) e complexos (TNP-BSA), respectivamente,
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nos soros imunes e pré-imunes. As placas foram incubadas por 1 hora a 37° C em

cdmara umida e, em seguida, durante uma noite a 4° C. O excesso de antigeno ndo
adsorvido fol removido ¢ a placa lavada trés vezes com PBS pH 7.2, contendo 0,05%
de Tween 20 (PBS-Tw). A secagem da placa foi realizada por inversdo sobre papel
absorvente. Para bloqueio dos sitios reativos remanescentes nas placas foi empregada
uma solugdo de leite em po desnatado (Molico, Nestlé) a 5%, em PBS pH 7.2 (PBS-
MO), e incubou-se a placa por 1 hora a 37°C. Apés lavagens das placas com PBS-TW,
foram adicionados os soros normais € os soros testes (soros de animais imunizados com
TNP-BSA), diluidos seriadamente (1:100 até 1:12,800) em PBS Molico (PBS-MO) a
2%. Seguiu-se uma incubagdo da placa por 60 minutos, a 37°C, em camara umida. As
imunoglobulinas ndo ligadas foram removidas por lavagens das placas com PBS-Tw as
quals, a seguir, adicionou-se o anticorpo imunoglobulina de coelho anti-
imunoglobulina de camundongo conjugado com peroxidase, diluido em PBS-MO 2%.
O conjugado foi preparado no Laboratério de Imunologia Celular e Inflamagdo do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da UNICAMP.
Para o preparo desse conjugado, soro de coelho imunizado foi cromatografado em
coluna contendo Sepharose-Proteina A, segundo indicagdes de EY er @/ (1978). O
meétodo descrito por NAKANE & KAWAIOI (1974) foi utilizado para o preparo do
conjugado anticorpo-peroxidase. A determinagdio do titulo do conjugado anti-Ig de
camundongo-HRPO, foi realizada através de uma titulagdo em bloco do conjugado
contra diluigdes de um “pool” de soro imune de camundongos, anti-TNP-BSA, por
ELISA. Verificou-se que o conjugado podia ser utilizado em diluigdes entre 1:4,000 e

1:8,000 para o antigeno TNP-BSA. Para analises posteriores, escolheu-se a diluigio
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intermediaria de 1:6.000 como a de uso. No ensaio utilizando o antigeno TNP-OVA, a

diluicdo adequada correspondeu a 1:12,000.

As placas foram incubadas novamente a 37°C. Apds novo ciclo de lavagens, a
atividade da peroxidase foi detectada pela adi¢do do substrato (H;0O,) e do cromogénio
ortofenilenodiamina (OPD, Sigma) (0,03% de H,O, e 0,1 mg de OPD/ ml de tampéo
citrato/fosfato de sodio 0,05M, pH 5,0). Ao final de uma incubacdo de 30 min a
temperatura ambiente, interrompeu-se a catalise do substrato pela adigdo de 25ul de
H,SO, 4N por pogo, misturando-se o conteudo por vibragio. A leitura colorimétrica foi
realizada a 492 nm, em aparelho Multiskan 11, Flow Laboratories, Inc. USA. A primeira
coluna, contendo apenas o substrato neutralizado, foi utilizada como branco para

lertura.

8.2 - REPRESENTACAO DOS RESULTADOS

De acordo com CARVALHO er &/, (1994) os valores das absorbéncias a 492
nm obtidos nos ensaios imunoenzimaticos através de diluicio seriada foram somados e
expressos como um escore. Para tanto, as absorbancias das diluigdes seriadas (de 1:100
a 1: 12,800) obtidas por dosagem em ensaios ELISA dos soros de cada animal foram
somadas. Em seguida, foi realizada uma média de cada grupo estudado {de 3 a 5
camundongos por grupo), utilizando-se a somatéria das dosagens das diluigdes dos

soros dos animais, Esta forma de representar os resultados se mostrou t3o conveniente



36
quanto as curvas de titulagdo ou a elei¢io de um valor de absorbincia em uma dilui¢io

particular dos soros como representativa.

9. DOSAGEM DE CITOCINAS

As interleucinas 2 (IL-2), 4(IL-4), 10 (IL-10) e interferon-y (IFN-y), obtidas
como descrito no item anterior foram quantificadas pelo método de ELISA

“sanduiche™

Para dosagem de IL-2 e LI-10 foram utilizados Kits especificos, adquiridos

comercialmente.

Para dosagem de IL-4 e IFN-y, foram utilizados ensaios imunoenzimaticos
padronizados no Laboratorio de Imunologia Celular ¢ Inflamacgo do DM do IB da
UNICAMP. Para o preparo dos materiais, foram produzidos liquidos asciticos a partir
de hibridomas anti-interleucina-4 (BVD-6 e 11B11) e anti-interferon-y (R46A2 e
XMG1.2). Os ascites foram purificados através de cromatografia de afinidade em
Sepharose Proteina-G, segundo protocolo similar ao descrito por EY ef al. (1978) para
cromatografia em Sepharose-Proteina-A. Os anticorpos anti-citocinas, purificados dos
ascites BVD6 e XMG1.2 foram conjugados a Biotina segundo indicagbes de
HAGGNESS & ASH (1977). Os ensaios imunoenzimaticos para IL-4 e IFN-y foram
padronizados, utilizando-se titulagdo em bloco dos materiais obtidos, obtendo-se as

dilui¢des 6timas para experimentacio.



9.1- DOSAGEM DE I1-4

Os ensaios ELISA, para a dosagem de interleucina 4 (IL-4) em sobrenadantes
de cultura de células esplénicas de camundongos de diferentes faixas etarias foram
realizados em placas de poliestireno (“Enhanced Protein Binding”, CORNING) de 96
pogos. Para a sensibilizagio das mesmas, cada orificio da placa recebeu 50 pl de uma
solugdio contendo anticorpo monoclonal purificado anti-IL-4 (11B11) na concentragdo
de 100 pg/ml em tampdo bicarbonato de sédio 0,05M pH 9.2, por onficio (a
concentragdo dtima do anticorpo para esse ensaio foi determinada apos titulagfo em
bloco contra diferentes diluigdes da citocina recombinante, do conjugado com Biotina
e da estreptoavidina-HRPO). A placa foi incubada a 37°C, em cdmara Gmida, e a seguir
mantida a 4GC, por 18 horas. O excesso de antigeno nio adsorvido foi rtemovido ¢ a
placa lavada trés vezes com PBS pH 7,2, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-Tw).
Apos a secagem da placa, por invers3o sobre papel absorvente, adicionou-se, a cada
pogo, 300 pl de uma solugdo de leite em po desnatado (Molico, Nestl¢) a 5%, em PBS

pH 7,2 (PBS-MO) ¢ incubou-se a placa por uma hora a 37°C.

Apos novo ciclo de lavagem adicionou-se as amostras e diluigGes seriadas de
mril-4 (0,0195 a 20,0 ng/ml, Genzyme) em PBS-MO 2%. Os sobrenadantes a serem
dosados, obtidos apés 48 horas de cultura com o mitogeno Con-A, foram utilizados
sem dilui¢fio anterior. As amostras obtidas da cultura de células de animais de mesmo
grupo etario € segundo o mesmo esquema de imunizagdo, foram reunidas em um

“pool” e adicionadas aos orificios da placa, num volume de 50ul, sem prévia dilugdo,
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em duplicata. Seguiu-se uma incubagio da placa por 60 minutos, a 37°C, em cémara

iimida. Apds essa incubagdo, as placas foram mantidas por 18 horas a 4°C. As placas

foram novamente lavadas e secas por inversio.

Adicionou-se, em seguida, 50ul por onficio, de uma solugdo contendo
conjugado produzido a partir do anticorpo monoclonal anti-IL4 punficado (BVD-6) ¢
marcado com Biotina, diluido 1:1.000 em PBS-MO 2%. Apds nova incubag¢io de uma

hora a 37°C, em cdmara umida, as placas foram lavadas e secas por inversio.

O conjugado streptoavidina-peroxidase (Sigma) foi adicionado aos orificios,
ap6s diluicdo 1:1.000 em PBS MO 2%, num volume de 50pl. Nova incubagdo de uma

hora a 37°C foi seguida por outro ciclo de lavagem e secagem das placas.

A revelagdo da reagdo foi possibilitada pela adigdo de 50 pl de substrato-
cromogénio (0,03% de H,0, e 2 mg de ortofenilenodiamino (OPD-Sigma) por ml de
tampdo citrato/fostato de sodio 0,05M, pH 5,0), a cada pogo da placa. Ao final de uma
incubacdio de 30 minutos, no escuro ¢ 4 temperatura ambiente, interrompeu-se a
catalise do substrato pela adigdo de 25 pl de acido sulfirico 4 N por pogo, misturando-
se o contetdo por vibragdo. A leitura colorimétrica foi realizada a 492nm, em leitor
imunoenzimaticos (MULTISKAN II, Flow Laboratories, Inc. USA), utilizando-se o

orificto contendo 0 ng/ml da citocina, como branco.

As concentracdes da citocina nas amostras testadas foram calculadas através

da equagao obtida com os dados da curva-padrio.



9.2- DOSAGEM DE IFN-y

Nos ensaios nmunoenzimaticos para a dosagem de Interferon-y nos sobrenadantes de
cultura de células esplénicas de camundongos de diferentes faixas etdrias, foram
realizados os mesmos procedimentos descritos para a dosagem de interleucina-4, com

as seguintes alteragdes:

Para a sensibilizac3o, cada pogo da placa recebeu 50 ul por orificio de uma
solugdo contendo o anticorpo anti-IFNy purificado {clone R46A2) na concentragio de
100 ng/ml em tampéo bicarbonato de sodio 0,05M pH 9,2, (a concentragdo otima do
anticorpo para esse ensaio for determinada previamente por titulago em bloco contra
diferentes diluigSes da citocina recombinante, do conjugado com Biotina e da
estreptoavidina-HRPO). A placa foi incubada a 37°C, em cimara umida, e a seguir
mantida a 4°C, por 18 horas, Apés a lavagem e secagem da placa, esta foi bloqueada

com PBS-MO 5% e incubada.

Apos novo ciclo de lavagem, adicionou-se as amostras (sobrenadantes de
cultura) e o IFN-y recombinante (Gennentech), empregado para a obtencdo da curva
padrdo (1,562 a 50,0 ng/mi). Os sobrenadantes a serem dosados, obtidos apos 48 horas
de cultura com o mitégeno Con-A, foram utilizados sem dilui¢do anterior. As amostras
obtidas da cultura de células de animais de mesmo grupo etdrio e segundo o mesmo
esquema de imunizacgdo foram reunidas em um “pool” e adicionadas aos orificios da

placa, num volume de 50pl, sem prévia diluicdo, em duplicata. Seguiu-se uma



40
. a~ : (O ~ ;. . . ~
incubacio da placa por 60 minutos, a 37°C, em camara dmida. Apos essa incubacio, as

placas foram lavadas e secas por inversdo.

Adicionou-se em seguida 50ul por onficio de uma solugdo contendo o
segundo anticorpo anti- IFNy (clone XMG1.2), conjugado com Biotina e diluido a
1:10,000 em PBS-MO 2%. Apds nova incubacdo de 60 minutos a 37GC, em cimara
umida, as placas foram lavadas e secas. As incubagdes seguintes seguiram protocolo

descrito anteriormente para dosagem de L4

9.3- DOSAGEM DE I1.-2

Para a dosagem de JL-2 em sobrenadantes de cultura de células esplénicas de
camundongos de diferentes faixas etdrias, mantidos sob os esquemas de imunizacdo
antertormente descritos, foi utilizado um Kit para quantificacio de IL-2 de
camundongo (Mouse Interleukin-2 ELISA Kit - INTERTEST-2X - Code 2124-01A
GENZYME . Immunologicals, Cambridge, USA). Todos os procedimentos foram
realizados seguindo-se as indicagdes descritas pelo fabricante. Cem microlitros de cada
sobrenadante a ser dosado, obtidos apds 48 horas de cultura com o mitdgeno Con-A,

foram utilizados sem diluigio anterior.

As concentragdes da citocina nas amostras testadas foram calculadas através

da equacio obtida com os dados da curva-padréo.



41
9.4- DOSAGEM DE IL-10

Para a dosagem de [L-10, em sobrenadantes de cultura de células esplénicas
de camundongos de diferentes faixas etarias, mantidos sob os esquemas de Imunizagio
anteriormente descritos, foi utilizado um Kit para quantificagdo de IL-10 de
camundongo (Mouse Interleukin-10 ELISA Kit - ENDOGEN). Todos os procedimentos
foram realizados seguindo-se as indicagdes descritas pelo fabricante. Os sobrenadantes
a serem dosados, coletados apés 72 horas de cultura com o mitégeno Con-A

(ABRAMS ef af., 1992), foram utilizados sem diluigdo anterior.

As concentracdes da citocina nas amostras testadas foram calculadas atraves

da equagdo obtida com os dados da curva-padrio.

10- CELULAS ESPLENICAS TOTAIS

Para a caracterizacio fenotipica das subpopulagdes linfocitdrias, foram
obtidas suspensdes celulares a partir de bagos de animais- ndo estimulados.
Inicialmente, os animais foram sacrificados em camara de CO,, seus bagos foram
removidos em condicdes assépticas ¢ mantidos em meio RPMI, em banho de gelo.
Apds maceramento dos Orgdios, a suspensdo celular obtida foi centrifugada a 465g
(1,500 rpm) por 10 minutos a 4°C (centrifuga refrigerada Revan, rotor SH4X). O
sobrenadante foi descartado e o sedimento tratado com tampdo de lise de hemaceas
(solugdo de ACK, contendo 4,145g de NH,CI, 0,5g de KHCOs, 0,0186g de EDTA em

500m! 4gua bidestilada) por dois minutos (na propor¢io de 2 ml de tampéo de lise para
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cada 10% células esplénicas). A lise foi interrompida pela adigdo de 10 mi de meio

RPMI-1640 e a suspensdo foi novamente centrifugada a 465g (1,500 rpm), por 10
minutos a 4°C (centrifuga refrigerada Revan, rotor SH4X). Apés descarte do
sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 10 mi de meio RPMI, contendo 5% de
soro fetal bovino. A suspensdo foi filtrada em gaze e em seguida passada através de
agulha hipodérmica para separacdo de células agregadas. A viabilidade celular foi
analisada pelo método de exclusdo com o corante Azul de Tripan (0,082 de Trypan
blue (Serva) em 50 ml de PBS pH7.2. Essa solugdo foi aliquotada e esterilizada por
filtracdo em membrana de 0,22 um (Millipore) e a contagem celular foi realizada em
cAmara de Neubauer. As suspensdes com viabilidade igual ou superior a 90% tiveram

suas concentracdes ajustadas para 2,0x10° células por ml.

A caracterizacdo das subpopulagdes de linfocitos T utilizou a técnica de
imunofiuorescéneia com anticorpos monoclonais contra marcadores de superficie de
células leucocitarias murinas, ligados a fluorocromos, seguindo-se a andlise por
citometria de fluxo. Para detecg3o do marcador CD3, foi utilizado anticorpo especifico
conjugado com Ficoeritrina (Pharmingen, San Diego, CA) Para os marcadores
celulares CD4 e CD8 foram utilizados anticorpos especificos conjugados com
Fluoresceina (Pharmingen, San Diego, CA). Os controles negativos foram realizados

utilizando-se anticorpos dos mesmos isotipos, mas inespecificos para esses marcadores.

A padronizagdo do ensaio em citometro de fluxo (FACS), utilizando células
de animais de 8 semanas de idade mostrou a concentracdo de lug dos anticorpos
marcados por 2.10° células de bagco como a melhor para utilizagdo nesses ensaios
(dados ndo apresentados). Apos a padronizago do ensaio, camundongos BAIB/c

naive, de diferentes faixas etarias ( 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 72 e 96 semanas) tiveram
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seus bagos removidos e as células esplénicas obtidas foram processadas. Um mililitro

das suspensodes celulares foram adicionados a cada tubo contendo o anticorpo marcado
com Fluoresceina ou Ficoeritrina, nas concentragdes indicadas pelo fabricante
(PHARMINGEN). Apos incubagdo de 40 minutos, as células foram lavadas trés vezes
com RPMI 1460 e ressuspendidas em 1,0 ml de PBS contendo 0,1% de
paraformoldeido. A suspensio foi mantida a 4°C, protegida de luz. As analises das
subpopulagbes foram realizadas por citometria de fluxo. Como controles, foram
utilizadas as mesmas suspensdes, sendo que estas foram marcadas com anticorpos
monoclonais irrelevantes dos mesmos isotipos utilizados para o ensaio, marcados com

fluoresceina ou ficoeritrina.

A leitura for realizada em citometro de fluxo (FACScalibur, Becton-
Dickinson, Hemocentro, UNICAMP) dentro de 2 horas. Para cada amostra, um minimo
de 10,0600 células foram contadas. A amplificagio e compensagio otima foram
determinadas pelo exame de células ndo marcadas (EKONG er of., 1993; MANSOUR
et al., 1990). As analises foram realizadas através do software Cell Quest (Becton-

Dickinson).

11- DOSAGEM DE PROTEINAS

As dosagens de proteinas foram realizadas através do método celorimétrico
descrito por Lowry e modificado por HATHREE (1972). Utilizou-se o BSA
previamente dosado (50 ng/ml), como amostra padrio. Foram realizadas duplicatas de

todas as diluigbes dos materiais dosados. A leitura espectofotométrica foi realizada a
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650 nm, empregando-se como branco a solucdo salina 0,15M, utilizada como diluente

das amostras.

12- ANALISE ESTATISTICA

A significincia das diferengas entre os grupos experimentais e controles foi
determinada pelo teste-T bicaudal de Student, utilizando-se o software OXSTAT da

Microsoft Co.
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IV - RESULTADOS
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1. PRODUCAO DE ANTICORPOS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE

CAMUNDONGOS

Com a finalidade de estudar a produgdo de anticorpos dirigidos ao TNP
(antigeno simples) e ao BSA (antigeno complexo), camundongos BALB/c de 2, 4, 16,
32, 48 e 72 semanas de idade foram imunizados com TNP-BSA, emulsionado em ACFE.

Os animais foram tratados segundo esquema de uma ou duas doses de antigeno.

Os soros imunes foram coletados periodicamente até 48 semanas apods a
imunizagio. Dos animais mais velhos (48 e 72 semanas de idade)} so fot possivel
coletar os soros durante 20 a 24 semanas apos a imunizagdo, em virtude da morte
natural dos amimais desses grupos. Os soros imunes foram testados em ensalos de
ELISA para a presenga de anticorpos contra o complexo TNP-BSA e contra o hapteno
TNP, utilizando-se os antigenos TNP-BSA e TNP-OVA, respectivamente. Os soros
foram ensaiados individualmente e os resultados foram expressos como escores dos
valores da absorbancia, isto é, representam a média da somatoria das D.O. obtidas em

todas as diluigdes de cada grupo etario.

1.1- A RESPOSTA IMUNE PRIMARIA

A figura 1 resume os resultados dos ensaios de ELISA, nos quais empregou-se

TNP-BSA como antigeno para a detecgdo de anticorpos nos soros coletados em
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intervalos mensais, ou conforme indicado na figura, apos a imunizagio com uma dose

do imunégeno. Todos os grupos etarios examinados (2, 4, 16, 32, 48 e 72 semanas)
responderam ao antigeno, produzindo niveis detectaveis de anticorpos, ao longo do
processo. Os titulos maximos foram alcangados ao redor da 4 semana apds a
imunizag3o para a maioria dos grupos etarios, exceto para os animais com 4 e 48

semanas de idade, cujos titulos maximos foram observados na 8" semana.

Em relacdo aos niveis maximos de anticorpos alcancados, ¢ possivel observar
algumas tendéncias entre os diferentes grupos etarios examinados, 1sto €, 0s animais
mais velhos (72 semanas) e os mais jovens (2 semanas) por ocasifio da tmunizagio
apresentaram oS escores mais baixos (1,79 e 533, respectivamente). Os animais
adultos jovens (4 e 16 semanas) apresentaram os escores mats elevados (8,07 e 7,94,
respectivamente). Os animais com 32 e 48 semanas de idade apresentaram escores

intermediarios (6,81 e 6,35, respectivamente).

A produgdo de anticorpos, medida 24 semanas apds a imunizagdo, ainda era
mensuravel nos animais de todos os grupos etarios, que apresentaram escores variando
de 3 a 5. Apos 48 semanas da imunizagio s restaram os amimais que no inicio do
experimento tinham até 32 semanas de idade. Nessa ocasido, os escores encontrados

variaram entre 1,5 e 3,5, aproximadamente.

Na figura 2 estdo representados os resultados da titulagdo dos anticorpos

dirigidos ao TNP, em soros de animais imunizados com uma dose do TNP-BSA/ACF.
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Figura 1- Perfil dos anticorpos anti-TNP-BSA detectados por ELISA em soros de
camundongos BALB/c imunizados com dose (inica de antigeno. Os soros imunes foram
colhidos periodicamente apds a imunizagdo primaria com 100 ug de TNP-BSA,
emulsionado em ACF, de animais dos diferentes grupos etarios indicados na figura.
Para a titulagdo dos imunessoros empregou-se o TNP-BSA para sensibilizacio das
placas (10 pg/ml) e anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo marcado com
peroxidase para detecgfio (1:6.000). A absorbancia foi lida a 492 nm e os resultados
expressos como escores medios (meédia da somatéria das D.O.) obtidos em cada coleta
de cada grupo etario.

Como antigeno para a sensibilizago das placas empregou-se 0 TNP-OVA (10 pg/mi).
Como ¢ possivel observar, os animais de todos os grupos etarios estudados
responderam 2 imunizagfio, com a produgdo de anticorpos anti-TNP. A capacidade de
desenvolver esse tipo de resposta foi, no entanto, dependente da idade do animal. Os
animais do grupo etaric mais velho (72 semanas de idade) fol o menos responsivo ao

antigeno, apresentando um escore maximo de 2,26 nos ensaios realizados com os soros
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coletados 28 dias apos a injeclo do imundgeno. Os animats com 4 semanas de 1dade

por ocasido da imuniza¢io alcancaram o escore maximo entre os grupos examinados
(8.81). na coleta de soro realizada 8 semanas apos a administragio do imundgeno. Os
demais grupos etanos (2, 16, 32 ¢ 48 semanas de 1dade) alcangaram os titulos maximos
de anticorpos entre a 4° ¢ a 8" semana apos a administragdo do antigeno e apresentaram

escores variando entre 5,13 ¢ 6,94,

A manuten¢ido dos niveis de anticorpos anti-TNP circulantes foi mats reduzida
em todos os grupos etarios estudados, quando comparado aos niveis de anticorpos anti-
BSA (figura 1), particularmente para o grupo de amimais mais velhos (72 semanas)
cuja queda aos niveis mais baixos (0,40) observados se deu na coleta realizada 8
semanas apos a Imunizacdo. Os animais desse grupo sobreviveram apenas até a coleta
de soro realizada 16 semanas apos a imunizagio. Nos demais grupos, nivels detectaveis
de anticorpos foram mantidos até a ultima coleta, realizada 48 semanas apds a
imunizagdo, porém os niveis observados atingiram os valores minimos j& a partir da 20°

sernana apos a administra¢do do imunogeno (1,86 a 0,45).

Com a finalidade de observar uma possivel reatividade dos anticorpos contra o
antigeno utilizado como carreador para o antigeno TNP, foi realizado um ensaio
imunoenzimatico, utilizando OVA como antigeno para sensibilizagdo da placa. Os
resultados mostraram que os soros testados dos animais imunizados com o antigeno
TNP-BSA nfo apresentaram reatividade contra ovealbumina (OVA) {(dados nio

apresentados).
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Figura 2 - Perfil dos anticorpos anti-TNP detectados por ELISA em soros de
camundongos BALB/c imunizados com dose tnica de antigeno. Os soros imunes foram
colhidos periodicamente apoés a imunizagiio primaria com 100 pug de TNP-BSA,
emulsionado em ACF, de animais dos diferentes grupos etarios indicados na figura.
Para a titulago dos imunessoros empregou-s¢ 0 TNP-OVA para sensibilizacdo das
placas (10 pg/ml) e anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo marcado com
peroxidase para detecgfo (1:12.000). A absorbancia foi lida a 492 nm e os resultados
expressos como escores medios (média da somatoria das D.O.) obtidos em cada coleta
de cada grupo etario.

1.2. - A RESPOSTA IMUNE SECUNDARIA

Na figura 3 estdo representados os resultados obtidos nos ensaios
imunoenzimaticos para detecgfio dos anticorpos dirigidos ao antigeno complexo TNP-
BSA nos soros colhidos apds a imunizag#o dos animais de todos os grupos etarios com

duas doses do imunodgeno. Antes da administracio da segunda dose do antigeno,
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realizada 28 dias apds a primeira, 0s soros imunes colhidos mostraram titulos

semelhantes aos observados nos grupos experimentais que receberam uma Gnica
injecdo do imundgeno. A dese reforgo proporcionou a elevagao dos titulos, em todos os
grupos etarios examinados, mclusive nos animats mais velhos que, alcangaram escores

maximos (5,79) na 12" semana apds o inicio do experimento.

E possivel também observar um perfil semelhante ao mostrado na figura 1, ao
longo das varnas coletas realizadas apds a dose reforgo, porém com titulos mats
elevados sendo mantidos durante todo o periodo experimental subsequente. Neste caso,
também observa-se que 0s grupos etarios de 4 e 16 semanas de idade apresentaram os
escores mais elevados de anticorpos para o TNP-BSA (11,6 e 11,89, respectivamente).
Os animais de 48 ¢ 72 semanas de idade, ao contrario, foram 0s menos responsivos a
imunizagdo (escores maximos de 4,89 e 5,79), e por ocasido da terceira sangria, na qual
0s demais grupos ja haviam zalcancado o escores maximos, esses grupos ainda
apresentavam baixos niveis de anticorpos. Os grupos de animais das faixas etdnas de 2
e 32 semanas apresentaram uma resposta intermedidria (valores maximos de 8,82 e

8.42, respectivamente).

Vinte semanas apds a imunizagdo com a primeira dose de TNP-BSA, a
produ¢do de anticorpos ainda era mensuravel em todos os grupos etarios estudados,
com escores variando entre 2 ¢ 7. Os animais de 16 ¢ 72 semanas de idade por ocasifo
da imunizacdo sobreviveram até a coleta realizada na 32" e 20° semana apés a
primeira dose, respectivamente. Niveis detectaveis de anticorpos dirigidos ao TNP-
BSA foram mantidos até a coleta realizada 48 semanas apds a imunizagdo inicial, nos

demais grupos etarios estudados.
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Figura 3 - Perfil dos anticorpos anti-TNP-BSA detectados por ELISA em soros de
camundongos BALB/c imunizados com duas doses de antigeno. Os soros imunes foram
colhidos periodicamente apds a imuniza¢io dos animais com uma dose de 100 ug de
TNP-BSA em 50% de ACF, seguida pela administragio de uma dose reforgo,
constituida por TNP-BSA (100 pg em salina), 28 dias apds a primeira. Os grupos
experimentais foram constituidos por de animais de diferentes grupos etarios, conforme
indicado na figura. Para a titulaclio dos imunessoros empregou-se 0 TNP-BSA para
sensibilizacdo das placas (10 pg/ml) e anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo
marcado com peroxidase para detecglo (1:6.000). A absorbéncia foi lida a 492 nm ¢ os
resultados expressos como escores médios (média da somatodria das D.O.) obtidos em
cada coleta de cada grupo etario.

A figura 4 representa os resultados obtidos nos ensaios imunoenzimaticos
para a detec¢do de anticorpos dirigidos ao TNP, a partir dos soros de animais

imunizados com duas doses de TNP-BSA, com intervalo de 28 dias. E possivel

48
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observar que todos os grupos etarios estudados responderam a imunizagdo, com a

producgio de anticorpos dirigidos ao hapteno em niveis um pouco mats elevados que os
animais que receberam apenas uma dose do imundgeno. Os animais de 4 semanas de
1dade por ocasido da imunizacdo foram os mais responsivos ao antigeno, apresentando
escore maximo de 10,48 na 8 semana apds a dose inicial de antigeno. Os grupos
etarios mais velhos (48 e 72 semanas) apresentaram niveis de anticorpos bem mais
baixos (valores maximos ao redor de 3,18 e 3,92, respectivamente) nos ensaios
realizados 8§ € 4 semanas apos primeira dose de antigeno. Os demais grupos etarios
atingiram niveis intermedianios de anticorpos, (escores variando entre 4,47 € 9,29) apés
a 8 semana da dose inicial de antigeno na maioria dos grupos estudados, com excegio
do grupo de 32 semanas de 1dade, no qual o escore maximo foi atingido na 12° semana

apos a dose inicial do antigeno.

As dosagens realizadas 24 semanas apos a imunizacdo inicial mostraram que
0s niveis de anticorpos ainda eram elevados em todos os grupos estudados, com escores

variando de 6 ¢ 1 (16 e 48 semanas de idade, respectivamente ).

As titulagdes realizadas mostraram uma manutengio da resposta em fungdo do
tempo decorrido apos a imunizagdo, até a (ltima sangria, realizada apds 48 semanas da
imumzag¢do inicial, com escores variando entre 1,32 e 5.6. Os animais de 72 semanas

ndo sobreviveram até a ltima sangria realizada.
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Figura 4 - Perfil dos anticorpos anti-TNP detectados por ELISA em soros de
camundongos BALB/c imunizados com duas doses de antigeno. Os soros imunes foram
colhidos periodicamente apos a imunizagdo dos animais com uma dose de 100 pg de
TNP-BSA em 50% de ACF, seguida pela administragio de uma dose reforgo,
constituida por TNP-BSA (100 ug em salina), 28 dias apés a primeira. Os grupos
experimentais foram constituidos por de animais de diferentes grupos etarios, conforme
indicado na figura. Para a titulagio dos imunessoros empregou-se 0 TNP-OVA para
sensibilizagdo das placas (10 pg/ml) e anticorpo anti-imunoglobulina de camundongo
marcado com peroxidase para detecgdo (1:12.000). A absorbancia foi lida a 492 nm e
os resultados expressos como escores médios (média da somatéria das D.0O.) obtidos
em cada coleta de cada grupo etario.

2. RESPOSTA PROLIFERATIVA

Com & finalidade de estudar a resposta proliferativa de animais de diferentes
falxas etdrias, animais naive ou imunizados tiveram seus bagos removidos ¢ as célulag

esplénicas foram utilizadas em ensaio de proliferagiio com estimulo ndo especifico, o
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mitdgeno Con-A. Para tanto, foram utilizados nos ensaios 3 animais de cada faixa

etdria e os ensalos foram realizados em sextuplicata. A proliferacio celular foi medida
pela incorporagdo do corante MTT pelas células viaveis e determinada pela

absorbancia a 540nm.

2.1, RESPOSTA PROLIFERATIVA DE LINFOCITOS DE

CAMUNDONGOS NAIVE

Os resultados desses ensaios estdo apresentados na figura 5 ¢ mostram a
resposta dos camundongos naive de 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 72 e 96 semanas de
idade estimulados ou ndo com Con-A. Observa-se que 0s esplendcitos de animais de
todas as 1dades examinadas responderam de forma significativa a estimulaciio com
Con-A, quando comparadas com as células ndo estimuladas com o mitoégeno (p <
0,001). Além disso, nenhuma diferenca significativa pode ser observada quando foram
examinadas a capacidade proliferativa de células estimuladas com a Con-A dos

diferentes grupos etéarios estudados.

2.2, RESPOSTA PROLIFERATIVA  DE LINFOCITOS DE

CAMUNDONGOS IMUNIZADOS

Com o objetivo de observar a resposta proliferativa de linfécitos T apés a

estimulagio antigénica, células esplénicas, obtidas de animais de 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72



semanas de idade por ocasido da imunizagio com TNP-BSA, foram empregadas nos
ensaios de proliferagio in vifro, na presenca ou auséncia de Con-A. Células de animais
ndo imunizados, mas tratados com o Adjuvante completo de Freund (ACF), foram
empregados como controles nos experimentos. As células esplénicas foram coletadas
14, 28 ¢ 60 dias e 48 semanas apds a injegdo do antigeno ou do ACF. Foram utilizados

trés animais de cada idade estudada, em cada coleta.

1.4+

Idade em semanas

Figura 5- Proliferacdo de linfocitos de camundongos BALB/c naive. Esplendcitos de
camundongos {(n = 3) dos diferentes grupos etarios indicados na figura foram cultivados,
em sextuplicata, na auséncia (-) ou na presenca (+) de Con-A (2,5 pg/ml) por 72 horas.
O corante MTT foi empregado para determinar a proliferagio celular, que foi expressa
como média das absorbéncias a 540nm = erro padrio da média. O asterisco (*)
representa os valores de p< 0,001 no teste t de Student.



A figura 6 resume os resultados dos ensaios de proliferacdo de células
esplénicas, obtidas dos animais sacrificados 14 apos a imunizagdo priméria com o
antigeno ou que receberam o adjuvante, estimuladas ou ndo com Con-A. As células
esplénicas de todos os grupos estudados, estimuladas em cuitura com o mitégeno Con-
A, apresentaram uma resposta significativa quando comparadas com as células que nio
receberam o estimulo mitogénico (p < 0,001). Foi possivel observar uma curva em
forma de sino na resposta proliferativa de células dos animais do grupo controle, que
receberam apenas o adjuvante completo de Freund (ACF), com valores maximos
alcancados nos grupos etarios de 16 ¢ 32 semanas de idade. Os animais com 72
semanas de idade apresentaram resultados significativamente mais baixos, quando
comparados aos grupes de 16 e 32 semanas (p<0,05). Céiulas de animais com 48
semanas de 1dade também mostraram resultados significativamente mais baixos que 0s
obtidos com as células de animais com 32 semanas de idade (p<0,05). Os demais

grupos estudados ndo mostraram diferengas sigmficativas.

As celulas esplénicas provenientes de animais imunizados com TNP-BSA,
foram responsivas em todos os grupos etarios estudados, quando comparadas aos
respectivos  controles (células ndo estimuladas pela Con-A). Entre as células
estimuladas in virro com o mitogeno, s6 fol encontrada diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos de 2 e 72 semanas de idade, isto é as células obtidas de
amimais com 2 semanas de idade se mostraram mais responsivas que as de animais com

72 semanas de idade (p<0,05).
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O tratamento estatistico aplicado a cada grupo etario, imumzado com TNP-

BSA/ACF ou tratado apenas com o adjuvante, ndo revelou diferencas significativas. Os
animais de 2 semanas de idade ndo puderam ter seus valores analisados
estatisticamente devide ao baixo namero de animais utilizados nesse grupo

experimental.

Em resumo, as células esplénicas coletadas 14 dias apos os tratamentos -
imunizagdo ou administracio do adjuvante - foram igualmente responsivas ao estimulo

mitogénico, em cada idade examinada.

Celulas esplénicas dos animais com 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72 semanas de idade
quando da imunizagio primaria com TNP-BSA ou tratados com ACE, colhidas vinte e
oito dias apos os fratamentos, foram também ensaiadas em cultura, na presenca e

auséncia de estimulag@io mitogénica inespecifica, como descrito acima.

Os resultados resumidos na figura 7 mostraram que as células coletadas de
ammais com 2, 4, 16, 32 e 48 semanas de 1dade, imunizados ou tratados com ACF, e
estimuladas in vitro com Con-A, responderam ao estimulo mitogénico, apresentando
diferengas significativas em r"elac,:éo as células ndo estimuladas. Apenas as células
obtidas do grupo de animais com 72 semanas de idade n3o foram responsivas & Con-A

{p=0,06, no grupe tratado com ACF ¢ p=0,075, no grupo imunizado).
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Figura 6 - Proliferagdo de linfocitos de camundongos BALB/¢, ensaiados 14 dias apds
imunizagdo. Esplenocitos de camundongos (n = 3) dos diferentes grupos etarios
indicados na figura foram coletados 14 dias apds o tratamento com ACF (Controles) ou
a imunizagdo com uma dose de TNP-BSA/ACF (Imunes) ¢ cultivados, em sextuplicata,
na auséncia (-) ou na presenga (+) de Con-A (2,5 pg/ml) por 72 horas. O corante MTT
foi empregado para determinar a proliferacdo celular, que foi expressa como média das
absorbancias a 540nm + erro padrdo da média. O asterisco (*) representa os valores de
p< 0,001 no teste t de Student.

Entre as células obtidas de animais tratados com ACF e que responderam i
Con-A foi possivel observar diferencas na capacidade proliferativa, em funcio da idade
do animal examinado. Desta forma, as células obtidas dos grupos etarios de 4, 16 e 32
semanas de idade foram as mais responsivas ao mitogeno, quando comparadas aquelas

dos animais de 2 e 48 semanas de vida (p< 0,05).

Entre as células obtidas de animais imunizados com TNP-BSA/ACF que

responderam ac estimulo mitogénico in vifro (2, 4, 16 ¢ 32 ¢ 48 semanas de idade),
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também foi possivel observar diferencgas significativas na capacidade proliferativa em

fungdo da idade do anmimal doador. Neste caso, as células provenientes dos grupos
etarios de 48 semanas de idade foram as menos responsivas, quando comparadas com as

células obtidas de animais de 4, 16 e 32 semanas de idade (p<0,05).

Também para as células obtidas 28 dias apds os tratamentos (adjuvante ou
imunizagdo com TNP-BSA/ACF), a analise estatistica realizada em cada grupo etario,

ndo mostrou diferengas significativas.

Controles Imunes
Idade em semanas

Figura 7 - Proliferagdo de linfocitos de camundongos BALB/c, ensaiados 28 dias apos
imunizagdo. Esplenocitos de camundongos (n = 3) dos diferentes grupos etarios
indicados na figura foram coletados 28 dias ap6s o tratamento com ACF (Controles) ou
a imunizag8o com uma dose de TNP-BSA/ACF (Imunes) e cultivados, em sextuplicata,
na auséncia (~) ou na presenga (+) de Con-A (2,5 ug/ml) por 72 horas. O corante MTT
foi empregado para determinar a proliferacio celular, que foi expressa como média das
absorbéncias a 540nm + erro padrio da média. O asterisco (*) representa os valores de
p< 0,001 no teste t de Student.
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Os resultados encontrados quando se utilizou células provenientes de animais
sacrificados 60 dias apods os tratamentos estdo representados na figura 8. As células
linfoides estimuladas com Con-A de todos os grupos estudados, imunizados ou
tratados, mostraram diferengas significativas na resposta proliferativa quando
comparadas a resposta das células cultivadas na auséncia do mitogeno (p<0,001 para

todos os grupos exceto o grupe de 72 semanas, no qual o valor de p foi <0.05).

As celulas provenientes dos animais com 2, 4, 16 e 32 semanas de idade,
tratados apenas com o adjuvante, ndo apresentaram diferencas significativas na
resposta proliferativa, quando comparados entre si. Os animais das faixas etaria de 48 ¢
72 semanas de idade mostraram diferencas significativas na resposta proliferativa de
suas celulas linfoides frente a Con-A quando comparados 4s respostas dos demais

grupos etarios (p < 0,05).

Células provenientes de animais imunizados com TNP-BSA também
apresentaram alteragles na capacidade proliferativa em fungfo da idade. Os grupos
com 48 ¢ 72 semanas foram os menos responsivos ao mitdgeno. A analise estatistica
mostrou diferencas significativas entre o grupo de animais com 48 semanas de idade e
aqueles com 4, 16 e 32 semanas de 1dade (p<0,035). Células obtidas de animais com 72
semanas de idade por ocasiio da imunizagdo apresentaram respostas proliferativas
mais reduzidas se comparadas as dos grupos de 2, 4, 16 ¢ 32 semanas (p< 0,001 para os

animais de 2, 4 e 16 semanas e p< 0,05 para o grupo de 32 semanas).
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Com relacio as células obtidas 60 dias apés os tratamentos (adjuvante ou
imunizagdo com TNP-BSA/ACF), a analise estatistica realizada em cada grupo etario,

também nfo mostrou diferencas significativas.
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Figura 8 - Proliferac@io de linfocitos de camundongos BALB/c | ensaiados 60 dias apos
imunizagdo. Esplendcitos de camundongos (n = 3) dos diferentes grupos etarios
indicados na figura foram coletados 60 dias apds o tratamento com ACF (Controles) ou
a imunizacdo com uma dose de TNP-BSA/ACF (Imunes) e cultivados, em sextuplicata,
na auséncia (-) ou na presenca (+) de Con-A (2,5 ug/mi) por 72 horas. O corante MTT
foi empregado para determinar a proliferacdo celular, que foi expressa como média das
absorbéncias a 540nm + erro padrio da média. Os asteriscos representam os valores de
p< 0,05 (**) e p< 0,001 (*) no teste t de Student.



3. NIVEIS DE CITOCINAS EM SOBRENADANTES DE CULTURA DE

CELULAS ESPLENICAS

O grupo de experimentos descritos a seguir tinha por finalidade analisar o
padrdo de citocinas liberados por linfocitos T de camundongos naive ou imunizados, ao
longo de seu desenvolvimento pos-natal. As células esplénicas obtidas de animais de
diferentes faixas etdrias, imunizados ou ndo com TNP-BSA, foram cultivadas na
presenga de Con-A e os sobrenadantes de cultura foram coletados para analise das

citocinas secretadas.

3.1- NIVEIS DE IL-2 E IFN-y LIBERADOS POR CELULAS ESPLENICAS

DE CAMUNDONGOS BALB/c

Com a finalidade de analisar a secregio das citocinas IL-2 e IFN-y, tipicas de
ceélulas T helper 1, células esplénicas obtidas de camundongos BALB/c naive, de

diferentes faixas etérias, foram cultivadas por 72 horas na presenca de Con-A.

Na figura 9 (painel A) estdo representados os dados referentes a secregdo de
1L-2 pelas células esplénicas de camundongos BALB/c naive das faixas etdrias de 2, 8,
32, 48 e 72 semanas. As celulas esplénicas dos camundongos mais jovens (2 e 8
semanas) apresentaram os niveis mais elevados de IL-2 (743,29 + 21,02 e 1.104,04

+18,22 pg/ml, respectivamente). E possivel observar ainda um declinio na capacidade
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de produgdo da citocina, com o envethecimento, que atinge niveis bastante reduzidos

em células provenientes de animais com 72 semanas de idade (81,30+0,33 pg/ml).

Com relagdo a produgio de Interferon-~y, foram analisadas células esplénicas
de camundongos com 2, 4, 8, 16, 24, 32, 40, 48 ¢ 72 semanas de idade. Os resultados
representados na figura 9 (painel B) mostram que os linfécitos T de camundongos
naive s¢ S0 responsivos ao mitdgeno, liberando IFN-y em niveis detectaveis pelo
ensaio {acima de 1.500 pg/m! ), a partir de 8 semanas de idade (1.475,54+173,71). Os
niveis maximos dessa citocina foram alcangados em células obtidas de animais com 32
semanas de idade (4.773,51 £ 5734 pg/ml). Observa-se também um declinio na
produgdo do IFN-y, com o avanc¢o da idade, atingindo os niveis de 2.344,10+347.42
pg/ml nos sobrenadantes da cultura de células coletadas de animais vethos (72
semanas). Os niveis de IFN-y nos sobrenadantes de cultura de células provenientes de
animais de 2 e 4 semanas de idade, mostrados na figura 10, foram obtidos por
extrapolagdo dos valores da curva padrio (751,75£492,18 e 1.157,07486.85 pg/mi,

respectivamente).

Na figura 10 estio representados os dados referentes as dosagens de IL-2 e
IFN-y em sobrenadantes de cultura de células esplénicas colhidas 14, 28 e 60 dias apds
a imunizagio de animais de diferentes faixas etarias, imunizados com uma unica dose
de TNP-BSA. Os animais controles desses experimentos receberam apenas o ACF, por

via intramuscular,
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Figura 9- Perfil de citocinas liberadas por linfocitos T helper 1 (IL-2 e IFN-y) em
sobrenadante de cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c naive. As
dosagens de IL-2 (Painel A) foram realizadas através de ensaios de ELISA,
empregando-se um Kit comercial (GENZYME Immunologicals). Nos ensaios de ELISA
para dosagem de IFN-y (Painel B), foram empregados os anticorpos monoclonais
R46A2 (captura) e XMG1.2 biotinilado (detecgdo) e o mr IFN-y (GENENTECH, Inc.)
para o desenvolvimento da curva-padrdo. Cada barra representa a média ¢ o erro padréo
da média (SEM) de dosagens realizadas em duplicata, a partir de um “pool” dos
sobrenadantes de cultura de células de 3 animais do grupo etario indicado na figura.

Os dados apresentados no painel A da figura 10 sio referentes as dosagens de

IL-2, realizadas em sobrenadantes obtidos das culturas de células coletadas de animais
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de 2, 4, 32, 48 e 72 semanas de idade, por ocasifio da imunizagio ou tratamento com

ACF. Como € possivel observar, as células provenientes de animais com 2, 4 e 32
semanas foram as mais responsivas ao estimulo in vifro, liberando quantidades
varidveis da citocina, desde 1.274,14 + 37,85 pg/mi (4 semanas, ACF, 14 dias ap6s o
tratamento) a 211,33 + 5,61 pg/ml (4 semanas, ACF, 60 dias apos o tratamento), em
fungdo do tempo decorrido apos os tratamentos e da idade. Observou-se ainda que,
enquanto os niveis de IL-2 nos sobrenadantes das células colhidas de animais de 2 e 4
semanas de 1dade cairam ao longo do processo de imunizaco, nas culturas de células
coletadas de animais com 32 semanas mostraram a tendéncia inversa. De modo geral,
as células obtidas dos animais mais velhos (48 e 72 semanas de idade), imunizados ou
ndo com TNP-BSA, produziram quantidades bastantes reduzidas de IL-2, em todas as

coletas realizadas. Sessenta dias apds os tratamentos, os niveis de IL-2 produzidos

estavam no himite detecgio do método (15 pg/ml), nestes grupos experimentais.

A liberagio de IFN-y também foi pesquisada em sobrenadantes de cultura de
celulas esplénicas de camundongos de diferentes faixas etarias, imunizados ou nifio com
TNP-BSA. Todos os grupos estudados apresentaram quantidades detectaveis de INF-y,
sob ¢ estimulo in vitro com a Con-A (figura 10). O perfil de IFN-y encontrado nos
grupos de animais sacrificados 14 dias apos a imunizagio (figura 10 B) parece repetir
a tendéncia encontrada para os animais naive (figura 9 B), isto é um aumento
progressivo da liberagdo de INF-y com o avango da idade, até 32 semanas, ¢ uma
redugio nos grupos etarios mais velhos (48 e 72 semanas por ocasido da imunizagio).

A c€lulas coletada dos animais com 2 e 4 semanas, no inicio do tratamento (ACF ou a
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imunizagdo), mostraram o0s niveis mais baixos de secre¢io de [FN-v, em relacdo aos

demais grupos etarios. Em resumo, células de animais muito jovens ou muito velhos
apresentaram um menor desempenho quanto a producdo de IFN-y, quando as células

foram coletadas 14 dias apos a administracio do antigeno ou apenas do adjuvante.

As células esplénicas obtidas de animais sacrificados 28 e 60 dias apods o
inicio dos tratamentos mostraram uma tendéncia geral de aumento da secregfio de IFN-
v em todos os grupos etdrios estudados, particularmente nos grupos de animais mais
jovens a época do inicio dos tratamentos, isto é, 2 e 4 semanas, que ao final da
observagdo tinham 10 e 12 semanas de idade, respectivamente. Os animais mais
vethos, 15to €, 48 ¢ 72 semanas, apresentaram 0s niveis mais baixos de IFN-y nos

sobrenadantes de cultura de células coletadas 28 e 60 dias apds o inicio do tratamento.

Na figura 11 estdo representadas as dosagens de IL-2 (painel A) e IFN-y
(painel B), realizadas em sobrenadantes de cultura de células de bago de camundongos
de diferentes faixas etdrias, imunizados com duas doses de antigeno TNP-BSA
(resposta secundana), administradas com um intervalo de 30 dias e sacrificados 30 dias

apos a segunda dose do antigeno.
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Figura 10- Perfil de citocinas liberadas por linfocitos T helper 1 (TL-2 e IFN-y) em
sobrenadantes de cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c imunizados ou
n50 com uma dose de TNP-BSA. O painel A representa os resultados obtidos na
dosagem de [L-2 em sobrenadantes de esplenocitos cothidos 14, 28 e 60 dias apos os
tratamentos de animais imunizados (barras azuis) ou injetados com ACF (barras
vermelhas), com 2, 4, 32, 48 ¢ 72 semanas de idade. O painel B representa os resultados
obtidos na dosagem de TFN-y em sobrenadantes de cultura de células esplénicas colhidas
14, 28 e 60 dias apds os tratamentos de animais imunizados (barras azuis) ou injetados
com ACF (barras vermelhas), de animais com 2, 4, 16, 32, 48 e 72 semanas de idade. Os
ensaios para detecgdo de IL-2 ¢ IFN-y e as analises dos resultados obtidos foram feitos
como descrito na figura 10.
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O painel A da figura 11 resume os resultados das dosagens de IL-2 em células

esplénicas obtidas de animais sacrificados 30 dias ap6s a imuniza¢io com a segunda
dose do antigeno. E possivel observar que o perfil da producdo de IL-2 nessas células
foi similar aquele apresentado por esplendcitos de animais que receberam apenas uma
dose imunizante ¢ coletados 60 dias apds o tratamento (figura 10 A). Niveis mais
baixos dessa citocina também foram observados nos grupos de 48 e 72 semanas de
1dade quando da mmunizacdo, tanto nos grupos controles (36,08 + 0.0 e 12,81 + 0,49
pg/ml, respectivamente) quanto nos grupos imunizados (45,32 £ 0,0e 32,95 + 0,49
pg/ml, respectivamente). Animais de 4 e 32 semanas por ocasifio da imunizacio, tanto
dos grupos controles (1.276,94 + 40,65 e 1.257,78 + 2,80 pg/ml, respectivamente)
quanto os imunizados (1.169,93 = 45,79 ¢ 1.308,72 + 67,75 pg/ml, respectivamente),

apresentaram os niveis mais elevados dessa citocina.

A figura 11 ( painel B) resume os resultados obtidos nas dosagens de IFN-y
em sobrenadantes de cultura de células esplénicas de camundongos das idades acima
indicadas, coletadas 30 dias ap6s a administragiio da segunda dose do antigeno. Néo foi
possivel observar nenhum incremento na produgdo de IFN-y apds a administragdo da
dose reforgo, quando se compara os resuftados obtidos com nesse grupo experimental e
0 que recebeu apenas uma dose de antigeno (figura 10B), com valores maximos se
situando ao redor de 20.000 pg/ml da citocina. Da mesma forma, os animais com 2
semanas ¢ 72 semanas de idade, controles (6.473,21 * 379,46 ¢ 5.418,57 + 14,33
pg/mi, respectivamente} ¢ imunes (6.808.03 * 84821 e 6.163,99 + 14,33 pg/ml,
respectivamente) por ocasido do inicio dos experimentos foram os menos responsivos

ao estimulo in vitro para a produgio de IFN-v.
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Figura 11: Perfil de citocinas liberadas por linfécitos T helper 1 (IL-2 e IFN-y) em
sobrenadantes de cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c imunizados ou
ndo com duas doses de TNP-BSA. O painel A representa os resultados obtidos na
dosagem de TL-2 em sobrenadantes de esplendcitos colhidos 30 dias apés a segunda
dose do antigeno (barras azuis) ou injetados com salina (barras vermelhas), com 2, 4,
32, 48 ¢ 72 semanas de idade. O painel B representa os resultados obtidos na dosagem
de IFN-y em sobrenadantes de cultura de células esplénicas colhidas 30 dias apods a
segunda dose do antigeno (barras azuis) ou injetados com salina (barras vermelhas),
com 2, 4, 16, 32, 48 e 72 semanas de idade. Os ensatos para detecgdo de IL-2 e IFN-y ¢
as analises dos resultados obtidos foram feitos como descrito na figura 10.
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3.2- NIVEIS DE IL-4 E IL-10 LIBERADOS POR CELULAS ESPLENICAS

DE CAMUNDONGOS BALB/C

Com a finalidade de analisar a secregdo das citocinas IL-4 e IL-10, tipicas de
células Thelper 2, células esplénicas obtidas de camundongos BALB/c, de diferentes
faixas etarias, foram cultivadas por 72 horas na presenca de Con-A.

A figura 12 resume os resultados obtidos nas dosagens dessas citocinas, nos
sobrenadantes de cultura de células esplénicas obtidas de amimais naive de diferentes
faixas etanias. O perfil de IL-4 (painel A) mostra uma curva em forma de sino, em
funcdo da idade, onde a produgiio maxima pode ser observada nos sobrenadantes de
células esplénicas de animais com 24 e 32 semanas de idade (424,70 £ 13,06 ¢ 497 88

+ 28,74 pg/ml, respectivamente).

Na figura 12 B estio representados os resultados referentes as dosagens de IL-
10. Um perfil similar ao observado para a produgio de [L-4 foi obtido nessas dosagens,
onde as células esplénicas de camundongos com 32 e 40 semanas de idade liberaram os
niveis mais elevados da citocina (998,64 + 2989 e 1.17255 + 4347 pg/ml,

respectivamente).

Na figura 13 estdo representados os dados referentes as dosagens de [L-4 e IL-
10 em sobrenadantes de cultura de células esplénicas retiradas de animais de diferentes
faixas etarias apos 14, 28 e¢ 60 dias da administragio de TNP-BSA ou de ACF

(controles).
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Figura 12: Perfil de citocinas liberadas por linfocitos T helper 2 (IL-4 e [L-10) em
sobrenadante de cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c naive. As
dosagens de IL-4 (Painel A) foram realizadas através de ensaios de ELISA,
empregando-se anticorpo monoclonal 11B11 (captura) e BVD6 biotinilado (detecglio) e
mrlL-4 (GENZYME Immunologicals). Nos ensaios de ELISA para dosagem de 1L-10
(Painel B), empregou-se um Kit comercial (ENDOGEN). Cada barra representa a media
e o erro padrio da média (SEM) de dosagens realizadas em duplicata, a partir de um
“pool” dos sobrenadantes de cultura de células de 3 animais do grupo etério indicado na

figura.
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Os niveis de 1L-4 nos sobrenadantes de cultura de animais imunizados e seus

respectivos controles estdo mostrados na figura 13 A. Os sobrenadantes de cultura de
esplenocitos obtidos de animais sacrificados 14 dias ap6s o inicio da imunizagio
apresentaram niveis altos da citocina, em todos os grupos etarios estudados (entre 236 a
660 pg/ml). E possivel observar ainda que a secrecdo de IL-4 ndo parece sofrer grandes
alteragdes com o avango da idade. Com o decorrer do tempo apés a imunizagio,
observa-se uma tendéncia de redug@o nos niveis dessa citocina em todos os grupos
experimentais. Desta forma, animais sacrificados 60 dias apdés a imunizacio,
apresentaram niveis mais baixos de secrecdo de IL-4, quando comparados aos niveis
encontrados em sobrenadantes de cultura de células de animais sacrificados 14 e 28
dias apos a imunizagdo. Nas células obtidas de animais sacrificados 60 dias apés a
imuniza¢do, ndo foi possivel observar diferencas expressivas entre as diversas faixas
etarias estudadas quanto a secregdo de IL-4, uma vez que a grande maioria dos grupos
etarios, para ambos os fratamentos, mostraram niveis da citocina no limite de detecgéio

do método (75 pg/ml).

Em comparagio com os resultados obtidos com células provenientes de
camundongos naive (figura 12 B), os niveis de IL-10 aumentaram substancialmente
(cerca de duas vezes) nos sobrenadantes de culturas de células de todos os grupos
etarios testados, quando as células foram coletadas 14 dias apds o inicio da imunizagfio
(figura 13 B). Com o decorrer do tempo apds a imunizagdo, os niveis de I[L-10
secretados foram se reduzindo em todos os grupos etdrios, mas esse decréscimo se deu
mais lentamente nos animais mais velhos (72 semanas por ocasiio do inicio da

imuniza¢do). Animais sacrificados 60 dias apds o inicio do tratamento atingiram niveis
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bem reduzidos de secrecdo de IL-10, porém ainda dentro do limite detecgfio do método

(15 pg/mi).
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Figura 13: Perfil de citocinas liberadas por linfocitos T helper 2 (114 e TL-10) em
sobrenadantes de cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c imunizados ou
ndo com uma dose de TNP-BSA. O pamnel A representa os resultados obtidos na
dosagem de IL-4 em sobrenadantes de esplendcitos colhidos 14, 28 e 60 dias apos os
tratamentos de animais imunizados (barras azuis) ou inietados com ACF (barras
vermelhas), com 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72 semanas de idade. O painel B representa os
resultados obtidos na dosagem de IL-10 em sobrenadantes de cultura de células
espiénicas colhidas 14, 28 e 60 dias apds os tratamentos de animais imunizados (barras
azuis) ou mjetados com ACF (barras vermelhas), de animais com 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72
semanas de idade. Os ensaios para deteccio de IL-4 e 1L-10 e as andlises dos resultados
obtidos foram feitos come descrito na figura 13.
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Na figura 14 estdo representadas as dosagens de citocinas (IL-4 e IL-10).
realizadas em sobrenadantes de cultura de células de bago de camundongos de
diferentes faixas etdrias, imunizados com duas doses de antigeno TNP-BSA (resposta
secundaria), administradas com um intervalo de 30 dias e sacrificados 30 dias apos a

segunda dose do antigeno.

A imunizagio secundaria com TNP-BSA, na auséncia de ACF, parece manter
a produgdo de IL-4 de células coletadas 30 dias apds a segunda dose do antigeno
(figura 14 A) em niveis comparaveis ao observado em sobrenadantes de células
esplénicas de amimais coletadas 60 dias apés a administragio da primeira dose de
antigeno, (figura 12 A). Isto €, de modo geral os niveis de IL.-4 sfo baixos em todos os

grupos, elevando-se ligetramente apenas nos animais velhos (72 semanas de idade).

Resultado similar aos descritos acima para a IL-4 foram encontrados para a
secre¢do de IL-10 por células de animais que receberam a dose-reforgo do antigeno ou
apenas salina (figura 14 B). Apenas os animais do grupo mais velho (72 semanas de

idade) apresentaram niveis mais elevados de IL-10.
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Figura 14: Perfil de citocinas liberadas por linfocitos T helper 2 (IL-4 e IL-10) em
sobrenadantes de cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c imunizados ou
ndo com duas doses de TNP-BSA. O painel A representa os resultados obtidos na
dosagem de IL-4 em sobrenadantes de esplendcitos colhidos 30 dias apos a segunda
dose do antigeno (barras azuis) ou injetados com salina (barras vermethasj), com 2, 4,
16, 32, 48 e 72 semanas de idade. O painel B representa os resultados obtidos na
dosagem de IL-10 em sobrenadantes de cultura de células esplénicas colhidas 30 dias
apos a segunda dose do antigeno (barras azuis) ou injetados com salina (barras
vermelhas), com 2, 4, 16, 32, 48 ¢ 72 semanas de idade. Os ensaios para detec¢io de
IL-4 e IL-10 e as analises dos resultados obtidos foram feitos como descrito na figura

13.
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4- SUBPOPULACOES DE CELULAS T

O perfil das subpopulagdes de células T esplénicas de camundongos BALB/c,
no decorrer de seu desenvolvimento pos-natal (2, 4, 8, 32, 48, 72 ¢ 96 semanas de
idade), for analisado através de ensaios de imunofluorescéncia em citémetro de fluxo.
As preparagOes celulares, livres de hemdaceas, foram duplamente marcadas com os
anticorpos anti-CD3 e anti-CD4 ou anti-CDS8, conjugados com fluorocromos. Cada
grupo etario foi formado por 3 animais. Os resultados obtidos em trés experimentos
distintos foram expressos como percentagem de células que apresentavam a dupla

marcacdo * erro padrao da média (= SEM).

Como € possivel observar (tabela 1 e figura 15), foram encontradas
alteragBes no perfil de células TCD3"CD4” e TCD3 CD8”, relacionadas com a idade
dos animais estudados. Animais com 2 semanas de idade apresentaram os menores
percentuais de células TCD4™ (7,28 + 1,30), quando comparados aos demais grupos
etarios estudados. Os valores percentuais sofreram um aumento com o avango da idade
do animal, alcan¢ando um patamar médio em torno de 21% de células TCD4+, entre a
8% ¢ a 72° semanas de idade. Um ligeiro incremento nesses valores (31,02 + 4,96) pode

ser observado nos animais do grupo etdrio mais velho (96 semanas de idade).

Com relagdo as porcentagens de células T CD3'CD8", os valores encontrados
para os amimais de 2 semanas também foram os mais baixos (3,38 % 0,5) entre os
grupos etarios examinados. Nos demais grupos, os valores percentuais obtidos variaram
entre 7,98 a 14,62%, sendo que os valores maximos foram observados em animais de 8

semanas de idade,



78
Desta forma, quando se analisa a relagio CD4+/CD8+ (tabela 1), nas

diferentes faixas etarias testadas, observa-se que esse indice varia muito pouco entre os
diferentes grupos (2,16 a 2,57), exceto nos grupos etérios de 4 ¢ 8 semanas, nos quais a

relagdo CD4/CD8 foi da ordem de 1,55 e 1,73, respectivamente.

EEER CD3/CD4
W CD3/CD8

Porcentagem de cdulas

2 4 32

Idade em semanas

Figura 15: Perfil das subpopulagbes de linfocitos T CD4" e TCDS™ em bacos de
camundongos BALB/c ao longo do seu desenvolvimento pos-natal. As determinacdes
foram realizadas em esplendcitos, apos a lise osmotica das hemdceas, coletados de 3
animais de cada grupo etdrio indicado na figura. As preparagdes celulares foram
marcadas com anticorpo anti-CD3 conjugado com ficoeritrina e com anti-CD4 ou anti-
CD8 conjugados com fluoresceina (PharMingen) ¢ analisadas por citometria de fluxo.
Os resultados foram expressos como porcentagem de células duplo positivas e
representam a média e erro padriio da média obtida em trés experimentos distintos.
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Tabela 1: Porcentagens das populagdes de células esplénicas T CD3'CD4™ ¢ T

CD3'CD8" no “gate”, analisadas em citometro de fluxo, obtidas de animais das

diferentes faixas etarias indicadas

IDADE Média SEM Média SEM Razao
(semanas) | TCD3'CD4" TCD3 CD8* CD4/CD8
2 7,28 1,30 3,38 0,50 2,16
4 18,78 2,31 12,12 0,62 1,55
8 25,88 2,62 14,88 0,91 1,74
32 18,42 4,10 7,98 091 2,31
72 21,96 5,47 9,92 1,76 2,21
96 31,02 4,96 12,06 0,56 2,57

?




80

V — DISCUSSAQ
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O processo de envelhecimento acarreta alteragdes no sistema imune que

afetam tanto a resposta humoral quanto a resposta mediada por células. As alteracdes
na produgdo e regulagio das células linfoides, tem sido apontadas como responsaveis
pela maior incidéncia de doengas infecciosas e tumorais em individuos idosos
(PAHLAVANI & RICHARDSON, 1996). O entendimento das modificagdes sofridas
nesse sistema, relacionadas com a idade, pode ser de grande valia no estudo das
doengas que apresentam maior incidéncia na fase tardia da vida dos individuos.
Entretanto, ¢ a despeito da pesquisa intensiva neste campo, diversos aspectos

relacionados ao processo de envelhecimento permanecem pouco conhecidos.

Dessa forma, o presente estudo teve por finalidade investigar as
alteragbes imunoldgicas decorrentes do envelhecimento em camundongos BALB/c,
atraves de uma abordagem sistematica, visto que poucos trabalhos buscaram um
acompanhamento deste processo em animais ao longo do seu desenvolvimento pos-
natal e ndo somente em alguns momentos da existéncia desses animais, arbitrariamente

definidos como jovens e velhos.

Os camundongos utilizados nesse estudo foram obtidos no
CEMIB/UNICAMP como animais SPF (specific pathogen free) e mantidos no Biotério
do DMIIB/UNICAMP, em ambiente convencional, durante todo periodo experimental.
Os animais que apresentaram alteragles, tais como aparecimento de tumores ou
debilitagdes, foram descartados de forma a nio comprometer os dados analisados. Os
animais foram sempre estudados individualmente, mas os resultados foram

apresentados como médias dos grupos para melhor representagio.

Assim, a produgdo de anticorpos em resposta ao antigeno TNP-BSA foi

investigada em fungdo da idade dos animais e os animais do tempo decorrido apés a
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imunizac¢@o - até um ano. Os resultados obtidos mostram que jovens (4 semanas) e

adultos jovens (16 e 32 semanas) foram os mais responsivos & imunizagdo,
apresentando os niveis mais elevados de anticorpos no pico da resposta primaria, tanto
para a por¢do hapténica quanto para por¢do proteica do antigeno. Os animais mais
velhos (72 semanas de idade) apresentaram niveis mais baixos de anticorpos durante a
resposta primaria 20 imunégeno, enquanto que o0s animais neonatos (2 semanas de
idade) mostraram niveis de anticorpos intermedidrios entre aqueles observados nos
soros de animais jovens e velhos, para ambos os estimulos. Os niveis de anticorpos
dinigidos contra o hapteno sofreram um decréscimo mais acentuado, em todos os
grupos etarios estudos, que aqueles observados para a porgdo proteica do antigeno, isto
€, apds a 20" semana os niveis de anticorpos anti-TNP ja estava bem reduzido enquanto
qﬁe os niveis de anticorpos anti-TNP-BSA eram relativamente altos e se mantiveram

estaveis mesmo apos a 24" semana apos a imunizacio.

No presente trabalho, verificamos que a resposta secundaria também parece
ser afetada pela idade em proporgdes mais importantes que a resposta primaria. Nesse
sentido, nossos resultados mostraram uma nitida separagio em trés grupos principais de
respostas secundarias dirigidas tanto para o antigeno simples (TNP) como para o
antigeno complexo TNP-BSA, isto €, respostas de baixa intensidade, obtidas nos
ensaios realizados com os soros provenientes de animais de idades mais avangadas (48
¢ 72 semanas de idade); as respostas de média intensidade, verificadas nos soros de
camundongos de 2 e de 32 semanas de idade; e aquelas de maior intensidade, obtidas
nos ensaios utilizando os soros de animais jovens (4 ¢ 16 semanas de idade). As
respostas secunddrias medidas através dos anticorpos dirigidos ao hapteno e ao

antigeno complexo apresentaram um escore maximo semelhante, nio ocorrendo
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grandes variagbes entre os dois antigenos ensaiados em cada grupo etario estudado. A

cinética de produgio de anticorpos para o hapteno e para a proteina também foi
semelhante nos diversos grupos experimentais avaliades. A administragdo da dose
reforgo permitiu ainda a manutengio de niveis elevados de anticorpos (superiores ao
observado com a administracio de apenas uma dose imunizante), para ambos os
antigenos testados, em todos os grupos experimentais, exceto nos animais mais velhos
(48 ¢ 72 semanas) cujos niveis de anticorpos retornaram ao basal, cerca de 20 semanas

apos o inicio das imunizagdes.

Dados da literatura mostram alguns resultados concordantes ¢ outros
conflitantes com os obtidos no presente trabalho. Assim, alguns autores tem mostrado
que o envelhecimento provoca alteragdes na capacidade de camundongos em montar
uma resposta imune priméria, com os animais velhos sendo menos TESPONSIVOS A0S
antigenos empregados para a imunizagio (CALLARD er. al., 1977, CALLARD &
BASTEN, 1978). Por outro lado, CALLARD & BASTEN (1978) verificaram que a
resposta secunddria ao antigeno npdo era significativamente afetada pelo
envelhecimento. Entretanto, resultados opostos foram encontrados por BORGHESI &
NICOLETTI (1995). Esses autores nio encontraram diferencas significativas na
capacidade de camundongos respondefem primariamente a antigenos bacterianos com
0 avango da idade, mas a producdo de anticorpos durante a resposta secundaria foi
significativamente alterada em fungdio da idade, com animais velhos sendo menos

responsivos aos estimulos empregados.

Os nossos resultados, por outro lado, mostram que as respostas primaria e
secundaria sdo afetadas pela idade do animal ¢ que animais muito jovens ou muito

vethos sdio, em geral, menos responsivos ao imunégeno. Pelos graficos obtidos ¢
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possivel observar uma resposta de anticorpos diminuida em animais das faixas etdrias

extremas, tanto nos grupos que receberam uma Unica dose quanto para os imunizados

com duas doses de antigeno.

A capacidade diferenciada de montar uma resposta imune com a produgéo de
anticorpos, dentro de uma mesma linhagem de camundongos, em fun¢do do
envelhecimento, poderia estar relacionada a alteragdes de um ou mais parametros que
influenciam tais respostas. Desta forma, alteracdes no padrdo de citocinas geradas por
linfocitos T helper durante a resposta imune, nos varios grupos etarios, poderiam ser
esperadas. Mudancas na capacidade proliferativa dos linfocitos T helper ou ainda no
perfil das subpopulagbes de linfocitos T também poderiam fornecer as bases
explicativas para os resultados descritos acima, referentes a capacidade diminuida de
amimais velhos em responder a antigenos proteicos e hapténicos. Para testar essas
hipoteses, foram feitos experimentos visando medir a capacidade proliferativa de
esplendcitos, estudar o perfil de subpopulacdes de células T, assim como os niveis de
citocinas liberados por linfécitos T helper 1 (IFN-y e [L-2) e células Thelper 2 (IL-4 ¢
[L-10), ao longo de todo o periodo de vida de camundongos BALB/c, naive ou

tmunizados.

Na literatura tem sido descrito uma série de resultados sobre o declinio da
resposta proliferativa a mitégenos com o avango da idade (EYLAR er af., 1988:
PAHLAVANI, 1996; GOONEWARDENE AND MURASKO, 1995: KIRMAN ef al.,
1996). No presente trabalho também foi possivel observar que células provenientes de
ammais jovens ¢ adultos jovens parecem ser mais responsivas a Con-A que as obtidas
de animais neonatos (2 semanas) ou daqueles com idade mais avangada (72 semanas).

Nesse sentido, as diferencas mais notaveis foram obtidas quando se empregou as
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celulas coletadas 28 e 60 dias apds o tratamento com o imundgeno/ACF ou apenas o

adjuvante. Além disso, a administragdo do adjuvante, e nio do antigeno, parece ter sido
o fator determinante nas diferencas observadas entre os grupos experimentais
(controles, tratados apenas com adjuvante e imunizudo, tratados com o imundgeno
emulsionado em adjuvante) e o grupo naive (ndo tratado), uma vez que a administragio
de uma dose reforgo (imundgeno em solugio fisiologica) aos animais do grupo
imunizado ndo modificou a capacidade proliferativa das células destes animais em
responder in vitro ao mitogeno. Dessa forma, os dados referentes aos grupos de animais
que receberam dose reforgo foram representados em conjunto com os resultados dos

grupos imunizados com uma unica dose e sacrificados apos 60 dias.

Estudos realizados por CAKMAN et o/ (1996) mostraram que as mudangas
no perfil das subpopulagdes de células T e nos padrdes de secrecdo de citocinas sdo
alguns fatores que podem contribuir para a desregulacdo da resposta de anticorpos
mediada pelas células T. Essa desregulagiio se traduz pela producdo de anticorpos de
baixa afinidade e de autoanticorpos. Os resultados obtidos no presente trabalho nos
mostram que a baixa produgio de anticorpos especificos por animais de idade mais
avancada pode estar relacionada as alteragdes nos padrdes das subpopulacdes de

c€lulas T helper e nos niveis de interleucinas.

Os linfécitos T foram anteriormente descritos como a princtpal populacio
envolvida no envelhecimento do sistema imunolégico (MAKINODAN, T. & YUNIS,
1977). Mudancas notaveis tém sido observadas nas subpopulagdes de células T helper
em fun¢do da idade, principalmente nas secregdes de citocinas in vivo ¢ in vitro, tanto

em humanos quanto em animais de laboratérios (CAKMAN et al., 1996).
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Apesar da maioria dos estudos reportarem um decréscimo na relacionado com

a 1dade na expressdo de IL-2, foi anteriormente encontrado um aumento ou nenhuma
alteracio na expressdo dessa citocina em resposta & estimulagfo mitogénica, tanto em
humanos quanto em roedores (PAHLAVANI & RICHARDSON, 1996). AOKI ef al |
(1995) mostraram um aumento na produgio de IFN-y, em ensaios utilizando Con-A
como estimulo celular, em camundongos que apresentam senescéncia acelerada. Por
outro lado, outros estudos mostraram um decréscimo na secregfio de interferon-y (IFN-
Y). apoés estimulacio, em individuos de idade mais avangada (ALBRIGHT &
ALBRIGHT, 1994 € CINADER, 1994). Dessa forma, alguns trabalhos afirmam ocorrer
um decréscimo ou manutengio do mimero de células T helper 1 com o avango da
idade, mas esses dados s3o controversos (ALBRIGHT & ALBRIGHT, 1994,

CINADER, 1994 e PAHLAVANI & RICHARDSON, 1996).

Em nossos estudos, os niveis de IL-2 parecem sofrer alteragBes significativas
em fungdo da idade do animal estudado. Sobrenadantes de cultura de células de
animais de idade mais avancada apresentaram niveis consideravelmente mais baixos
nas dosagens dessa interleucina, tanto para os animais que nio receberam nenhuma
forma de tratamento quanto para aqueles imunizados com antigeno emulsionado em
adjuvante ou apenas tratados com o ACF. Os niveis maximos de IL-2 foram observados
em amimais das faixas etarias mais jovens, ocorrendo um decréscimo acentuado nos
niveis dessa interleucina em fungio da idade, independente do esquema experimental

estudado.

No grupo de animais naive (que ndo receberam estimulagdo antigénica), os
niveis de IL-2 foram relativamente altos nos sobrenmadantes de cultura de células

obtidas de animais neonatos e jovens (2 e 8§ semanas de idade, respectivamente).
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Nesses ensatos, a secregdo de IL-2 foi maxima nas células obtidas de camundongos

com & semanas de idade, ocorrendo uma acentuada diminui¢do nos niveis dessa

interleucina em animais de idade mais avancada.

O perfil de liberagdo da IL-2 pelas células esplénicas estimuladas com Con-A,
obtidas de animais imunizados com o antigeno TNP-BSA ou apenas com o adjuvante,
apresentou alteragdes quando comparado ao observado para os animais naive. Nesse
¢aso, encontrou-s¢ um aumento nos niveis da citocina nos sobrenadantes de cultura de
cclulas de animais sacrificados 14 dias apds a imunizagdo, exceto naqueles obtidos da
cultura de células de animais mais velhos (48 e 72 semanas de idade) que
permaneceram muito baixos, no limite de detecgdo do método. Com o decorrer do
tempo apos os tratamentos (28 ¢ 60 dias), os niveis de TL-2 retornaram aos valores
encontrados nos ensaios realizados com células obtidas de animais naive, exceto nos
animais com 2 e 32 semanas de idade, os quais ainda se encontravam elevados pOr €584
ocasido.

A administragio de uma dose reforco do imundgeno, na auséncia de
adjuvante, resultou na elevagiio dos niveis da IL-2, nas culturas de células de todos os
grupos responsivos ao mitdgeno (2, 4 e 32 semanas de idade), mesmo quando as

células foram coletadas 30 dias depois do desafio antigénico.

A secregdo de IFN-y também apresentou alteracdes dependentes da idade dos
animais estudados. Assim, células obtidas de animais naive jovens (2, 4 e & semanas de
idade) ou muito vethos (72 semanas), apresentaram os menores hiveis dessa citocina.
As células obtidas de animais adultos jovens apresentaram os niveis mais elevados de
secrecdo de IFN-y, ocorrendo portanto uma tendéncia de aumento nos niveis dessa

citocina, seguido pela sua reducdo, com o avango da idade. Nos grupos tratados com o
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antigeno ou com o adjuvante, a producdo de INF-y foi progressivamente aumentada,

com o decorrer do tempo apds o tratamento, em todos os grupos estudados, em
particular nos grupos etarios anteriormente nio responsivos (2, 4, 8 e 72 semanas de
idade). O aumento nos niveis de IFN-y chegou a ser da ordem de até 4-5 vezes mais
citocina ltberada nas células obtidas de animais sacrificados 14 e 28 dias apos a
imunizagdo. Os niveis de IFN-y ainda estavam altos nesses sobrenadantes, quando as

células foram coletadas 60 dias apos os tratamentos.

A admimistragdo da dose reforgo ndo alterou significativamente a resposta de
producdo de IFN-y das células obtidas dos grupos desafiados. Dessa forma, a
reestimulagdo com o antigeno ndo parece alterar o padrdo de secrecio d IFN-y nos
grupos etarios estudados.

Em resumo, entre os grupos etarios estudados, os animais das faixas etarias
extremas (muito jovens ou muito velhos) apresentaram os menores niveis de secreciio
de IFN-y, tanto nos grupos naive quanto nos grupos experimentais sacrificados 14 e 28
dias apds os tratamentos. Sobrenadantes de cultura de células obtidas de animais
desafiados com o 1munogeno, na auséncia de adjuvante (resposta secundiria), também
mostraram nivets mais reduzidos de secregdo dessa citocina quando as células eram

provenientes dos grupos de animais daquelas faixas etarias.

O conjunto dos resultados obtidos sugere que a liberagdo das citocinas
produzidas por células T helper 1 (JL-2 e IFN-y) apresenta um perfil peculiar em
fun¢do do avango da idade do animal ou seja, a secrecdo das citocinas desse tipo
celular diminuiu com o avango da idade, e também se apresentou inferior nos animais

da faixa etania mais jovem. Entretanto, ndo é possivel afirmar que essas alteragdes
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sejam diretamente relacionadas com a diminuigo do numero de células dessa

populagdo, sendo necessarios outros experimentos para comprovar essa possibilidade.

As alteragdes nos niveis das citocinas secretadas pela subpopulacdo TH; tém
sido um assunto controverso na literatura, assim como os relatos sobre um eventual
aumento no numero de células TH, com o avango da idade (ALBRIGHT &
ALBRIGHT, 1994 e CINADER, 1994). Alguns autores mostraram a ocorréncia de um
aumento dos niveis de [L-4 em fun¢io do avango da idade, em células estimuladas com
mitogenos (WITKOWSKI er af., 1994; AOKI er af., 1995), enquanto outros estudos
descreveram a ocomréncia de reducdo na sintese de IL-4 com o envethecimento

{DORIA & FRASCA, 1980 ¢ FRASCA et al. 1994).

Os dados aqui obtidos, referentes as dosagens de IL-10 e 1L-4, mostraram que ‘
esplendcitos de animais naive apresentam um padrio de secregdo semelhante para as
duas citocinas, isto €, os niveis dessas citocinas foram mais baixos nos animais mais
jovens, aumentando com o avango da idade, até um valor maximo alcangado no grupo
etario adulto jovem (16, 24 e 32 semanas) e declinando nos animais mais velhos (48 e
72 semanas de idade). Nos ensaios para IL.-4, os sobrenadantes de cultura de células
obtidas de ammais de 32 semanas de idade apresentaram os valores maximos de
secre¢do dessa citocina. Os ensaios para 1L-10, entretanto, apresentaram uma cerfa
variagdo, com o grupo de animais de 40 semanas apresentando os maiores niveis da
interleucina. Em seguida, ocorreu um decréscimo dos niveis dessas citocinas com o

aumento da tdade dos animais estudados.

Nos sobrenadantes das culturas de esplendcitos obtidos dos animais dos
grupos experimentais (tratados com o imundgeno emulsionado em ACF ou apenas com

o adjuvante) foi observado um aumento significativo na secregio de IL-4 e de IL-10,
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quando as c€lulas foram coletadas 14 dias apos os tratamento, se comparadas aos

resultados obtidos com as células de animais naive, principalmente quando as células
eram provenientes de animais jovens (2, 4,¢ 8 semanas de idade). Com o decorrer do
tempo apos a administragdo do antigeno, ou seja, nos ensaios realizados 28 e 60 dias
apos o0s tratamentos, os niveis dessas citocinas mostraram uma tendéncia ao
decréscimo, que foi maits acentuado no grupo de animais jovens. A produgio de IL-10
fo1 mais marcadamente afetada pelos tratamentos (imuniza¢do ou administragio de
adjuvante) do que a da 1.4, tendo-se detectado aumentos na sua produgio da ordem de

2 a4 vezes se comparado aos resultados obtidos no grupo naive.

O desafio antigénico realizado 30 dias depois da primeira dose do imundgeno,
ndo alterou significativamente a produgio de IL-4 nos diferentes grupos etarios
estudados. Apenas os animais mais velhos tiverem uma producdo ligeiramente
aumentada, mas significativa, de IL-10 apés o desafio, quando comparados aos animais

imunizados e que néo receberam o boosrer.

O conjunto de resultados obtidos, particularmente os encontrados nas culturas
de células coletadas 14 dias apos o inicio dos procedimentos de imunizagio, mostram
que os tratamentos empregados propiciaram um aumento de produgio das citocinas do
tipo TH, (IL-4 e IL-10) em praticamente todos 0s grupos etdrios estudados, mas
principalmente nos grupos mais jovens. No decorrer do tempo apos os tratamentos, 0s
niveis dessas citocinas se mantiveram mais elevados, ou melhor, foram menos

reduzidos, nos animais mais velhos.

Quando se analisa o conjunto dos resultados de produgdo de citocinas versus a
produgdo de anticorpos nos animais imunizados, verifica-se uma aparente contradicio.

Enquanto as citocinas do tipo TH., consideradas mais relevantes para a indugio de uma
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resposta mediada por anticorpos, ocorreram em niveis mais elevados nos animais

jovens e idosos, apos o tratamento com o imunogeno/ACF, esses grupos etarios
apresentaram um desempenho mais baixo quanto a produgdo de anticorpos especificos.
Por outro lado, a produgdo de citocinas do tipo TH1 (IFN-y e [1.-2), ditas responséaveis
por respostas do tipo inflamatérias, apds os tratamentos com o imunogeno, foi mais
elevada nos grupos de animais que apresentaram o melhor desempenho quanto a
produgdo de anticorpos, isto ¢ os grupos de animais adultos jovens, E possivel, no
entanto, que o balango entre as citocinas liberadas por esses dois conjuntos de células T
auxihares tenha sido de tal ordem a favorecer uma resposta humoral para o antigeno e
via de imunizagdo empregados. Infelizmente, o isotipo predominante nas respostas
humorais montadas por esses animais ndo for determinado mas, ¢ provavel pelos
resultados obtidos que venha a ser a IgG1, particularmente aumentada nas respostas

dirigidas pelas células TH,.

Trabalhos anteriores mostraram que as alteragdes nas populacdes de células T
esplénicas podem ser descritas como uma conseqiéncia da involugio timica e consistir
de um gradual declinio no niimero de células, com um aumento na relacio CD4™/CD8”,
devido ao relativo decréscimo no numero de células CD8” (DORIA er o, 1996). Os
tesultados por nos encontrados corroboram apenas parcialmente com os achados desses
autores. Com relagdo a ambas as populagdes de linfocitos T, CD4+ e CD8+, observou-
se um gradual aumento nos seus niimeros percentuais com o avanco da idade, tendo os
valores maximos sido aleangados ao redor da 8* semana de vida, com poucas alteragdes
subsequentes. No entanto, essas alteragdes foram suficientes para mudar a razdo

CD4/CD8, que se elevou gradativamente ao longo do envelhecimento do animal.
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Estudos em humanos (Ruiz et al., 1995) mostraram que as subpopulacdes de

células T CD4" ndo apresentam variagdes em porcentagens, quando s3o comparados
individuos adultos e idosos. Entretanto, estudos pontuais como esses ndo mostram
claramente o fendémeno. Por outro lado, esses autores mostraram que as células
TCD8+, intimamente relacionadas com a defesa contra infeg¢des virais, sofre variagdes
no numero ¢ na densidade de moléculas CD8 de superficie. Com relacio as células
TCD8+, também observamos um aumento gradativo no nimero dessas células com o
envelhecimento dos animais. Nesse sentido, mais uma vez, encontramos resultados que
se contrapdem as conclusdes da literatura sobre o envelhecimento e a menor
capacidade de individuos velhos em montar uma resposta imune adequada e a relagdo

desse fendmeno com os elementos do sistema imunolégico.

Assim, o conjunto dos nossos resultados mostram que durante ©
“envelhecimento”, o sistema imune do animal experimental sofre alteragdes que
resultam numa resposta diferenciada daquela que ele era capaz de montar quando
jovem mas, que ndo significam, necessariamente, que seja insuficiente para a

manutencio de sua homeostase.



VI CONCLUSAO



Os dados obtidos mostraram que o envelhecimento traz alteraces significativas na

resposta imunologica, afetando de forma consideravel as populagdes linfocitarias

1. Um decréscimo na produgio de anticorpos dirigidos aos antjgenos TNP e BSA pode
ser observada com o avango da idade, tanto quando se analisou a resposta de animais
de diferentes grupos etdrios quanto deniro do mesmo grupo, em fungdo do tempo de

experimentagio.

2. Os esplendcitos obtidos de animais naive responderam de forma homogénea a Con-A,
independentemente do grupo etdrio estudado. Ao contrario, & capacidade proliferativa
de esplendcitos obtidos de animais imunizados ou tratados apenas com o Adjuvante foi
mais reduzida em animais velhos. Esses dados indicam que as respostas proliferativas
diferenciadas de animais jovens ¢ velhos parecem depender da capacidade dos

esplendceitos desses animais em produzir citocinas apés a sua exposicio ao adjuvante,

3. A liberagfio de citocinas do tipo Thelper 1 (IL-2 e IFN-y ) decresceu com o avango da
idade em -esplendcitos obtidos tanto de animais naive como de animais tratados. Da
mesma forma, a secrecfio das citocinas lberadas por células TH2 (IL-4 e IL-10) obtidas
de animais naive ou coletadas no infcio da imunizagdo decresceu com o avango da idade.
Hatretanto, quando os esplendcitos foram coletados de animais imunizados ou que

receberam apenas o adjuvante numa fase mais tardia dos tratamentos foi possivel
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observar um aumento da liberacfio de citocinas do tipo Thelper 2 nas células dos animais

dos grupos etarios mais vethos .

4. As céhulas T esplénicas que expressam os marcadores CD3+/CD4+ aumentam em
termos percentuais com o avango da idade. Ao contrario, as células T CD3+/CD8+
mostram uma futuaciio em tfermos percentuais ao longo da vida dos animais.

Entretanto, a razic TCD4/CD8 aumenta com o avango da idade.

- O conjunto de resultados obtidos no presente trabatho confirma alguns dados da
literatura, principalmente os que reportam a redugfio gradativa da resposta imune de
camundongos, em fungfio do envelhecimento, no que se refere 4 produgiio de anticorpos
¢ a capacidade proliferativa de células T. Da mesma forma, nossos dados confirmam
alguns relatos sobre as altera¢des no perfil de citocinas produzidas por linfocitos
Thelper, bem como agueles que relatam o aumento dos percentuais de linfécitos TCD4+

em relacfio ao de linfécitos TR+,
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Um dos fendmenos mais criticos no envelhecimento imunoldgico parece ser as
alteragdes nas subpopulagdes de linfocitos T. Com o objetivo de realizar um estudo
sisternatico sobre o envelhecimento do sistema imune, camundongos BALB/c foram
empregados em diferentes etapas de seu desenvolvimento pos-natal. A resposta imune
de animais de diferentes faixas etdria foi medida por: 1) produgdo de anticorpos
dingidos a antigenos simples (TNP) e complexo (BSA); 2} capacidade proliferativa de
linfocitos T frente a Con-A, e 3) niveis de citocinas produzidas por células esplénicas
de animais naive ou imunizados e 4) perfil de subpopulagdes de células T CD4’e
TCDS™. Para esses estudos, 0s animais foram imunizados com TNP-BSA emulsionado
em ACF 50%, de acordo com esquema de uma ou de duas doses do antigeno. Os niveis
de anticorpos contra TNP e contra BSA foram medidos nos soros colhidos
periodicamente. Para os estudos da capacidade proliferativa e de produgio de citocinas
por células T, grupos de camundongos imunizados e controles, foram sacrificados 14,
28 ¢ 60 dias apos o inicio da imunizag¢do e os esplendcitos desses animais foram
colocados em cultura na presenga de Con-A. A proliferagio foi acompanhada
empregando-se o corante MTT para revelar a multiplicacio celular e os sobrenadantes
coletados foram utilizados para dosagem de citocinas. As subpopulagdes de células T
foi analisada em citometro de fluxo a partir de uma preparagio de esplendcitos obtidos
de camundongos naive, marcados com anticorpos anti CD3" ligado a ficoeritrina e
CD4" ou CDS8 ligado a fluoresceina. A resposta para os antigenos TNP, BSA e OVA
apresentou reducdo relacionada com a idade, tanto quando comparamos animais de
diferentes grupos etarios quanto na analise do mesmo grupo em funcio do tempo de

experimentagdo. Isso mostra que a resposta de anticorpos especificos decai com o
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avango da idade. Amimais de idade mais avancgada apresentaram uma reduzida resposta

a Con-A quando esta é utilizada em cultura de esplenocitos obtidos de animais de
diferentes faixas etdrias, tanto em animais naive quanto em animais imunizados com
antigeno ou apenas adjuvante. Dessa forma, conclui-se que a idade interfere na resposta
prohiferativa de linfocitos. As citocinas relacionadas com as subpopulagdes T helperl
parecem obedecer um padrio de secre¢dio que decresce com o avango da idade e
também se apresentaram reduzida nas idades iniciais. Ja o padrio de secrecdo das
citocinas relacionadas com células TH, parecem sofrem uma agdo inversa, sendo que
apresentaram um acréscimo com o avango da idade dos animais. Pode-se concluir que
a resposta de células T ligada a célula decresce, enquanto a resposta de células T ligada
a anticorpos aumenta. Os estudos das subpopulagdes de células T CD3'CD4™ e T
CD3°CD8” mostraram que a razio TCD4/CD8 decresce com a idade. As proporedes
isoladas dessas subpopulag¢des celulares também apresentaram certo decréscimo em

termos de porcentagem, mostrando um comprometimento das células T com o avango

da idade.
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