


Sabine Madsen Ficker

A Importincia da Gradualidade de
Administragao Oral de Antigeno na
Inducao de Tolerancia Oral

Disserta¢do apresentada ao Curse de
Mestrado do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidadde Federal de
Minas Gerais, como requisito parcial a
obiengdo do ititulo de Mesire em
Biogquimica e Dmunclogia .

Area de Concentragdo: Imunologia

Qrientadora: Ana Maria Caetano de Faria

Belo Horizonte

1998



A Ana pelo carinho de mae dispensado a mim e todos do LIB.

A minha mée por atuar de forma tdo estdvel e carinhosa em minha
formagao além de me proporciornar uma vida de tantas alegrias.

Ao meu irmdo Thomas pela substitui¢do paterna.

Ao meu irmao Frede que, infelizmente, ndo mais pode sentir a beleza
da vida e nos encantar com seu jeito alegre e tranquilo.

A minha irma Erika pela amizade e grande ajuda pratica.

Ao Jorge por todos estes anos de muito carinho e acompanhamento em
meu desenvolvimento emocional e profissional.



Agradecimentos

A Ana pelo carinho, compreensdao e por moldar a base de meu
interesse pelo encantador mundo da ciéncia.

Ao Nelson pela contribui¢io em meu crescimento pessoal e
profissional.

A Denise pela gentileza na colaboracao.

A Juscilene pela personalidade marcante que encanta a todos e pelo
grande auxilio na elaboragio deste trabalho.

A Michele, Erika, Ana Carla e Alysson pela importante colaboragzo.
A Tldinha pelo eterno carinho e dedicagdo ao trabalho.

A Frank e Ilma pelo companheirismo e ajuda.

A Mariléia pelos sorrisos sinceros e cativantes.

A Virlania pela amizade de todos estes anos.

A Beatriz Senra, ao Bruno Verdolin, ao Bruno Franca, 2 Cldudia, a
Elaine e a Vanessa pelo apoio afetuoso.

A Celise pela disposigao em ajudar, sempre e tanto.

Aos colegas do Departamento de Bioquimica e Imunologia pela
convivéncia cotidiana.

A todas as demais pessoas que, de alguma forma, também contribuiram
para a realizagdo desse trabalho.



Esse trabalho foi realizado no Laborat6rio de Imunobiologia do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Contamos com apoio
financeiro do CNPq, Fapemig, Finep e PRPq-UFMG.



".. eu soO levo a certeza
de que muito pouco sei,
ou nada sei..."

Almir Sater / Renato Teixeira
"Tocando em Frente"



Sumario

INEFOAUGAO. ...ttt sses 1
Area inteStInal .......c.oovverveeieiceeceeeee e 1
Os linfécitos da mucosa intestinal .............c.cocoocvueviennnce, 1
Absorcao de proteinas ...........cocecvvreeerireiveeccerereeeeesee e 1
O trato gastrointestinal e o tecido linféide associado as
TIIIUCOSAS ....ooveivieearensenseaeacsesesesentesetesetstsesssasaseseseressassssesesessesesseseene 3
Histologia e fisiologia do trato gastrointestinal .............. 3
Componentes do tecido linféide associado a mucosa
INEESHNAL ..ot 5

Absor¢do de moléculas potencialmente imunogénicas. 10

O fendmeno da tolerdncia oral ..........ccccoovemmmninninnrnine, 12
Mecanismos explicativos ..........cccccevcemvreernrercnererciereene, 13
Fatores importantes na indugéo de tolerancia oral ........ 15
A produgdo de um tolerégeno pela ingestdo oral de
ANHGEIIO ..veceeveeerrseriiiretrressssessssaestessssssesses s sssesessssssosssssonses 18
ODBJEHVOS ...t sonnns 21

Material € MEtodos ... cesse s esssieonns 22
ANIMAIS ...ttt 22
Proteinas SOIAVEIS ..........cccocvvurireeneircnierninesnes e, 22
AdJUVANEES ...ttt 23
Administragio oral do antigeno (pré-tratamento oral) ............ 23

Por gavagem ..., 23

Por ingestdo voluntaria .........ccocoveevvcvennnrineeceeeenn, 23



TMUNIZACOES ....c.oneeieiicnieeeceee ettt 24
Imuniza¢ées com Hidréxido de Aluminio + Antigeno 25
Imuniza¢des com Adjuvante Completo de Freund +

ANEEIIO oottt st sss s s sbssse s 25
Sangria e obtengao de SOTO ...........c.cooueveveeeececvreeeee e 25
Quantificagao dos anticorpos especificos no soro ....................... 26
Medida de reacdo celular in Vivo .............cccoovvveeeeereeeee. 26
Analise histoldgica da reagao celular ................cccoooooiviennn. 27
Ensaio de proliferagao celular (reagio celular in Vitro) ............. 27

Transferéncia de soro para anilise da produgio ou nio de
tolerégeno pelo doador e incorporagio ou nio de tolerégeno

PELO TECRPLOT ...ttt e s 28
ANalise @StatiSCA «....o.eeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28
RESUILAMOS ... 29

Anilise do efeito da altera¢io na frequéncia e gradualidade
de administragio oral do antigeno na producio de anticorpos
@SPECITICOS ...uvevereceeit ettt e et eea e 29

Anilise do efeito da altera¢io na frequéncia e gradualidade
de administragio oral do antigeno nas reagoes de imunidade
celular in Vivo € i VItr0 ... 32

Anilise do efeito da alteragio na frequéncia e gradualidade
de administragio oral do antigeno na indu¢io de tolerincia
oral em camundongos id0S0S ...........ccoourrerrmrrinernriencrenrieneesseeeneene 36

DISCUSSAOD ... e et e s eeses s e e se s 44

A importincia da gradualidade na indugio de tolerincia oral 44

DiZESEAO ...ttt et 46
ADSOICAD ....cooveiriiiiiiriiiieiectieee et et ss ettt eseae s 47
O contato com o tecido linféide associado is mucosas ......... 49



Conclusoes

Trabalhos publicados com os resultados da presente dissertagao

Bibliografia

Algumas observagdes quanto aos protocolos utilizados ...........

A reagao celular in vivo j& é detectavel 6 horas ap6s o desafio
e apresenta uma grande concentragao de eosinéfilos no
infiltrado INFlAamMAtOTIo ......evvvvvvrerivererrreremererererirersrsrerererrereseeeen

A reacdo de imunidade celular é mais sensivel que a
reatividade imune humoral para se determinar a indugao de
LOLETANICIA OTAL oenneieeeeeetiieeeeieireeerttirserennerersnasesenensssseserssssssssnnons

A ingestao voluntaria de Ova e de clara de ovo levam a
diferentes graus de supressao de anticorpos anti-Ova ............

Supressdo da reagdo de DTH com a administragao do
100 (570703 1o X SOOI preesseearesrreenaeaaenee

A menor susceptibilidade a indugao de tolerincia oral em
EAOSOS ...ttt rerrtereseretteseeaenenis

O camundongo idoso ao ingerir o antigeno é capaz de
Produzir tOlerGeno? .....eveucueursreeerencucuniniririnrerrccnenenisssasaens

O efeito imunolégico do soro normal de camundongo idoso
sobre 0 caMUNAONGO JOVEIN ....veiruiirieenteentestsneentesesenesessessenes

...................................................................................................

.......

..................................................................................................

58

59

60

62

63

64

66




Lista de Figuras

Figura 1 - Protocolo experimental bASiCO ..........cocvviviiicniiiiiiiiins

Figura 2 - Efeito de pré-tratamento oral por gavagem em
camundongos jovens sobre a producio de anticorpos anti-Ova.........

Figura 3 - Efeito de pré-tratamento oral por ingestdo voluntédria em
camundongos jovens sobre a producdo de anticorpos anti-Ova

............................................................................................................................

Figura 4 - Efeito do aumento da frequéncia e da gradualidade de
administragdo oral do antigeno na indugdo de tolerancia oral em
camundongos jovens sobre a producdo de anticorpos anti-Ova ........

Figura 5 - Reagdo de imunidade celular in vivo em camundongos
jovens que receberam diferentes pré-tratamentos orais ......................
Figura 6 - Foto do infiltrado inflamatério do coxim plantar de
camundongos imune a Ova, 6 horas ap6s o desafio ............cccceeueunene.

Figura 7 - Foto do infiltrado inflamatério do coxim plantar de
camundongos tolerantes a Ova, 6 horas ap6s o desafio .....................

Figura 8 - Reagdo de imunidade celular in vitro de linfonodo

inguinal de camundongos jovens que receberam diferentes pre-
tratamentos orais

Figura 9 - Inducdo de tolerdncia oral em camundongos de
diferentes idades .............coceereevnnicnnii s
Figura 10 - Efeito do aumento da frequéncia e da gradualidade de
administragdo oral do antigeno na indugido de tolerdncia oral
medida pela produgido de anticorpos anti-Ova em camundongos
HAOSOS .viviniiniiritictetr ettt e st et

Figura 11 - Reagido de imunidade celular in vitro de linfonodo
inguinal de camundongos idosos que receberam diferentes pré-
tratamentos OTALS .........coveeereierirririee ettt

Figura 12 - Protocolo de indugdo de tolerancia por transferéncia de
soro contendo toler6geno em camundongos jovens

............................ deesoveessncacsestososescacssescccestsstateraracatiotenastatosstberensotanseseatsrorastasstarses

29

30

31

33

34

36

37

38

39

40



Figura 13 - Reagdo de imunidade celular in vivo em camundongos
idosos apo6s transferéncia de soro de camundongos jovens ou
idosos gavados com salina ou OVa ...

Figura 14 - Reagdo de imunidade celular in vivo em camundongos
jovens ap6s transferéncia de soro de camundongos jovens ou
idosos gavados com salina 0u Ova ...t

41




Lista de Abreviaturas e Siglas

APC - células apresentadoras de antigeno

BALT - tecido linféide associado aos bronquios
CD - cluster of differentiation - “marcadores”de diferenciacao
CFA - adjuvante completo de Freund

DNP - dinitro-fenil

DTH - hipersensibilidade do tipo retardada
E.LLS.A. - Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EGF - epidermal growth factor

FAE - epitélio associado aos foliculos

Flt-3 L - ligante de fator de crescimento hematopoiético
GALT- tecido linféide associados as mucosas

HEV - vénulas de endotélio alto

i.p. - intraperitoneal

ICAM - molécula de adesdo intercelular

IEL - linfécitos intraepiteliais

IFN - interferon

Ig - imunoglobulina

IL - interleucina

LFA - antigeno linfocitdrio funcional

LPL - linf6citos da lamina prépria

LPS - lipopolissacarideo

MHC - complexo principal de histocompatibilidade
MLN - linfonodo mesentérico

MLR - mixed lymphocyte reaction

NALT - tecido linféide associado a mucosa nasal
NK - natural killer

Ova - ovalbumina

OPD - ortofenileno-diamino

PBS - salina tamponada com fosfato

SCID - imunodeficiéncia combinada grave

TCR - T cell receptor - receptor de células T

TGEF - transforming growth factor

Th - T-helper - linfécito T auxiliar

Thy1 - antigeno de diferenciacdo de células T

TLA - Thymus Leukemia Antigen

TNF - fator de necrose tumoral

7



Introdugao

Sabe-se da grande importancia do trato gastrointestinal para nossa
sobrevivéncia, entretanto muito pouco se fala da interrelaciao entre a
fisiologia do trato gastrointestinal e o sistema imune.

Se associarmos a grande drea do intestino, a enorme concentracao de
células do sistema imune e ainda a significativa quantidade de moléculas
potencialmente antigénicas que sio absorvidas por dia pela mucosa intestinal,

podemos ter uma idéia da importancia da interrelacdo trato gastrointestinal -
sistema imune.

Area intestinal

O trato gastrointestinal tem uma drea de superficie enorme que, em
um ser humano adulto, compreende de 200 a 300 m2 (cerca de trés a quatro
salas Baeta Vianna juntas). Essa superficie ¢ de 100 a 150 vezes maior que a
superficie da pele que mede, em média, 2 m2 (Moog, 1981). A mucosa
gastrointestinal constitui-se entio na maior superficie pela qual o organismo
interage com o meio externo (Shanahan, 1994). Enquanto a pele é formada
por vérias camadas celulares, incluindo queratinécitos mortos muito pouco
permedveis, o trato gastrointestinal é recoberto por uma tnica camada viva
de células epiteliais, diminuindo bastante seu valor como barreira fisica a
penetracdo de materiais externos ao organismo.

Os linfécitos da mucosa intestinal

Estima-se que h4 aproximadamente 1010 células linféides por metro do
intestino delgado humano. No intestino inteiro hd quatro vezes mais
linfécitos que na medula 6ssea, baco e liniéonodosjuntos (2,5 x 1010). Mais de
80% do total de células produtoras de imunoglobulinas em camundongos (e
70% em seres humanos) estio no tecido linféide associado a mucosa
intestinal (Brandtzaeg, 1989; Shanahan, 1994; van der Heijden,, 1987).

A maior parte das células secretoras de imunoglobulinas, em
camundongos adultos normais, estd concentrada no intestino delgado, nas
regides onde sio absorvidos os peptideos e aminodcidos resultantes da
digestdo das proteinas ingeridas como alimento, e ndo no intestino grosso,
onde se encontra a grande maioria da flora microbiana intestinal (Cara, 1995).

Absorgdo de proteinas

A principal via de acesso de materiais antigénicos ao organismo é a
mucosa digestiva. Esses antigenos sio de uma variedade ilimitada e derivam
de muitas fontes, incluindo macromoléculas dos alimentos'e os produtos de-
uma rica microbiota. Além do papel nutricional, o intestino absorve
macromoléculas que sdo importantes no desenvolvimento e na ativacédo



celular, como o EGF (epidermal growth factor) e, nos animais jovens, a IgG
materna, por transporte ativo (Rodewald, 1984; Weaver, 1988).

Mais de uma tonelada de nutrientes passam pelo trato gastrointestinal
(passando também pelo tecido linféide associado a mucosa) de um ser
humano adulto em um ano (Brandtzaeg, 1998).

Em contraste com a dieta de carboidratos, onde a maior parte consiste
de mono e dissacarideos, a maioria dos aminodcidos da dieta sdo ingeridos
como proteinas e nao como peptideos ou aminodcidos livres (Alpers, 1994).
Destas proteinas ingeridas algumas sdo absorvidas, pela mucosa adulta
normal, intactas ou pouco degradadas e entram na circulagdo sanguinea,
especialmente ap6s a alimentagao (Brandtzaeg, 1998).

Quase 100% das proteinas ingeridas sdo absorvidas rapidamente e
eficientemente do limen (Wiseman, 1964 citado por Green, 1978) muito das
quais diretamente pelo enterécito como oligopeptideos (Silk, 1974). E, nesta
forma, é provdvel que estes oligopeptideos sejam antigénicos uma vez que 3-6
aminodcidos possuem um tamanho 6timo como determinantes antigénicos
(Kabat, 1968).

A digestdo inicial de proteinas da dieta ocorre no ldimen sob a
influéncia de enzimas géstricas e pancredticas mas a quebra completa em
aminodcidos requer exposicdo a enzimas por cerca de 200 horas (Fisher, 1954)
e assim muitas proteinas (provavelmente a maijoria) chegam a mucosa
intestinal na forma de oligopeptideos (Green, 1978). Alguns destes sdo
hidrolisados na borda em escova ou a nivel da membrana celular (Matthews,
1974; Ugolev, 1972) e outros sao coletados intactos pelos enterdcitos podendo
sofrer hidrélise intracelular ou nio (Bland, 1989; Matthews, 1974; Silk, 1974).
Hoyne e colaboradores sugerem que células epiteliais ndo apresentam a
maquinaria necessdria para o processamento intracelular de proteinas
exogenas (Hoyne, 1993). O mecanismo de absorgdo para oligopeptideos ¢ mais
eficiente que aquele para aminodcidos (Silk, 1974), e algumas observagdes
sugerem que eles sdo absorvidos por diferentes vias. Por exemplo, pacientes
com doenca de Hartnup e cistinuria, que ndo conseguem absorver misturas
de aminodcidos livres, podem utiliz4-los se estiverem presentes na forma de
peptideos (Matthews, 1974; Silk, 1974).

A absorgdo didria de proteinas para um homem adulto é de 130 a 190
gramas por dia. Destes, 60 a 120g sio provenientes da alimentacio, cerca de 20g
provém de protefnas secretadas no trato gastrointestinal (saliva, suco gdstrico,
bile e suco pancreatico) e 50g da descamacio da mucosa (Moutcastle, 1974).

Esta quantidade de proteinas provenientes da descamacao da mucosa é
devida a grande taxa de renovagio deste epitélio. No intestino delgado, a taxa
normal de renovagio de células, é na ordem de 108 novas células por dia
(Hagemann, 1970), permitindo (em camundongos) uma reconstituigiao
completa do epitélio dos vilos a cada 2-3 dias. Em humanos estima-se que a
reconstituigio completa ocorra a cada 3-6 dias (Eastwood, 1977). As células
novas formadas nas criptas migram para o vilo, diferenciando-se enquanto
migram. As células mais velhas do vilo caem no limen intestinal das
chamadas zonas de extrusdo no topo dos vilos (Abrams, 1983).




O trato gastrointestinal e o tecido linféide associado s mucosas

Histologia e fisiologia do trato gastrointestinal

O tubo intestinal apresenta uma organizacao morfolégica uniforme
através de sua extensdo e sua parede é formada por quatro camadas distintas:
mucosa, submucosa, muscular e adventicia ou serosa. A mucosa é a camada
mais interna e apresenta em sua superficie uma tnica camada de células: o
epitélio mucoso. Abaixo do epitélio se encontra um tecido conjuntivo
reticular e fibroeldstico, que sustenta os vasos sanguineos, linfdticos e
processos nervosos, chamado lamina prépria. De todas as camadas, a mucosa
¢ estruturalmente a mais complexa, sendo que o epitélio pode se modificar
para diferentes fun¢des em diferentes porgdes do tubo (Hummel, 1966).

O epitélio intestinal é composto por células colunares absorventes
(enterécitos), células caliciformes, células epiteliais ndo-diferenciadas, células
de Paneth, células enterocromafins, células "tuft" e linfécitos intraepiteliais.
Os enterécitos constituem a maior parte do epitélio mucoso
(aproximadamente 80%) e possuem microvilosidades em sua superficie
luminal que sido cobertas pelo glicocdlice e uma espessa camada de muco
(Bienenstock, 1974). Estas células sintetizam e secretam no liumen intestinal
numerosas proteinas, uma das quais o "componente secretor” da IgA.
Também sdo capazes de transportar materiais do limen, incluindo
carboidratos, protefnas, virus, bactérias e 4cidos graxos, até a membrana basal
(Bienenstock, 1974).

O glicocdlice é uma camada glicoproteica situada logo acima da mucosa,
constituida por carboidratos, vdrias enzimas e proteinas (dissacaridases,
peptidases, receptores e proteinas de transporte), que atuam na digestdo e
absor¢ao de nutrientes (Bienenstock, 1974; Kato, 1994). Embora nao faca parte
do epitélio intestinal absorvente, 0 muco presente sobre a superficie das
células epiteliais impede que estas entrem em contato direto com o material
na luz intestinal. O muco é constituido de uma secrecdo glicoproteica
(mucina) de alto peso molecular secretado por células epiteliais especializadas,
as células caliciformes, presentes no intestino (além do pulméo e trato
genitourindrio). Este complexo biofilme contém albumina, imunoglobulinas

(principalmente IgA secretéria), al-antitripsina, lisozima, lactoferrina e EGF
(fator de crescimento endotelial) suspensos em um meio semi-sélido, que
funciona como uma membrana que permite a difusdo de solutos de baixo
peso molecular e atua como uma barreira fisica para microorganismos e
substancias de alto peso molecular (Lamont, 1992).

Abaixo do epitélio mucoso, se encontra a lamina propria. Este tecido se
situa entre o epitélio e a muscular da mucosa e contém um grande numero
de células, principalmente no duodeno e jejuno proximal. Tais células
incluem mastdcitos, eosindfilos, células mesenquimais (fibroblastos e células
endoteliais) e processos nervosos, além de vdrias células imunocompetentes,
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incluindo células dendriticas, macréfagos e linfocitos, os quais podem formar
unidades funcionais com as células epiteliais da mucosa (Kato, 1994).

Assim como a maioria dos tecidos o intestino é provido de linfonodos;
o fluido tecidual formado no espaco intersticial da lamina prépria, contendo
componentes da dieta, é drenado para o linfonodo mesentérico através de
ductos eferentes que se unem para formar o ducto linfatico intestinal (Hall,
1978).

Talvez possamos considerar o epitélio intestinal como um "ducto"
aferente uma vez que os componentes da dieta sdo drenados do limen para o
tecido subepitelial e, posteriormente, deste tecido para o linfonodo
mesentérico pelos ductos eferentes. O mesmo ocorre nas placas de Peyer onde
células M (que se distribuem ao longo do epitélio que recobre os nédulos
linfdticos) permitem a entrada constante de componentes da dieta que,
posteriormente, podem ser drenados pelo ducto eferente. Assim, podemos
dizer que os ductos aferentes das placas de Peyer sdo as células M.

Além da circulagao linfética, a circulagdo sanguinea permeando todo o
intestino, também capta os componentes da dieta levando-os ao figado pelo
sistema porta.

A fungdo primdria do intestino de assimilar nutrientes é acompanhada
por dois estdgios: digestio e absorgio. No primeiro estdgio que ¢é
“intraluminal”, grande parte do alimento ingerido é quebrado em pequenas
moléculas. No segundo estdgio que é "intestinal”, os componentes da dieta
chegam aos fluidos do corpo pela passagem através do epitélio mucoso
intestinal e, subsequentemente, é removido do intestino via capilares e
linf4ticos.

Além da passagem de pequenas moléculas, macromoléculas também
podem ser absorvidas e, ao alcangarem os tecidos do corpo através do
intestino, elas estdo sujeitas a interagdo com o tecido linféide associado a
mucosa intestinal. O grau de interagio sera claramente proporcional a
complexidade antigénica do material e também pode ser influenciado pela via
de entrada (Nicklin, 1987).

Os antigenos podem interagir localmente com macrofagos, células
dendriticas e/ou linfécitos. Alternativamente, o material pode ser
transportado para o figado pela circulagio porta e/ou para o linfonodo
mesentérico pela drenagem linfatica.

Com relagdo a interagdo com macréfagos, Nicklin (1987) examinando
se¢oes de placas de Peyer usando iluminacao ultravioleta, observou uma
grande concentragdo de componentes da dieta derivada de cereal fluorescente
dentro do limen, assim como macréfagos fluorescentes dentro da zona
subepitelial de placas de Peyer. Exame posterior demonstrou a presenga de
células aparentemente idénticas mais ao fundo das placas de Peyer e também
no interior do linfonodo mesentérico. Esta distribuicio celular sugere que
macréfagos, dentro da zona subepitelial, coletam o material que entra no
tecido, via placa de Peyer, e o transporta para o linfonodo mesentérico.



Linfécitos presentes no tecido linféide associado as mucosas (GALT-
gut-associated lymphocyte tissue) podem ser ativados pelo material absorvido
e migrar para outros 6rgaos linféides. Os linfécitos B, e provavelmente
também linfécitos T, primados ae nivel do GALT migram através de vasos
linfaticos até os linfonodos mesentéricos e, via ducto torécico, podem cair na
circulagdo sanguinea e chegarem ao bago e outros 6rgaos linféides associados a
mucosa. Essas células podem, assim, alterar sistemicamente a reatividade
imunolé6gica. Parte dos linfécitos B primados podem voltar a se localizar no
GALT, sendo responsdveis pelo aumento da produgio de IgA secretéria no
intestino, num contato secundério com o antigeno por essa via.

Além de ir ao GALT, esses linfécitos primados podem migrar para
tecidos linf6ides associados a outras superficies secretérias como o epitélio do
trato respiratério (BALT - "bronchus-associated lymphoid tissue" e NALT -
"nasal-associated lymphoid tissue”) e as glandulas salivares, as lacrimais e as
mamadrias. Podem também migrar para outros 6rgaos linféides como as
tonsilas e o anel de Waldeyer (McDermott, 1979; Mestecky, 1987).

Componentes do tecido linféide associado 2 mucosa intestinal

O tecido linféide associado a mucosa (GALT - gut-associated lymphoide
tissue) € constituido de agregados linféides organizados representados pelas
placas de Peyer, o apéndice, os linfonodos mesentéricos (MLN - mesenteric
lymph nodes), e nédulos linfdticos solitdrios. Além disso, sao também
considerados parte do GALT o tecido linféide difusp no epitélio; os linfécitos
intraepiteliais (IEL - intraepithelial lymphocytes), e\hﬁ”{%rﬁi\ﬁa‘ ‘Prépriaz os
linfécitos da lamina prépria (LPL - lamina propria lymphocytes).
Coletivamente esta massa de tecido linféide ultrapassa facilmente outros
6rgaos linféides em tamanho (Croitoru, 1994). As células linféides
representam cerca de 1/4 de todas as células da mucosa (Kagnoff, 1981).
Grande parte destes linfécitos da mucosa constitui-se de células com fenoétipo
e origem distintos dos observados em células convencionais. Assim, o GALT
possui tipos celulares peculiares e que, devido a seu grande ntiimero, devem
exercer importante papel na fisiologia do sistema imune.

Os linfocitos intraepiteliais - IEL

Os linfécitos intraepiteliais e os linfécitos T da lamina propria (LPL -
lamina propria lymphocytes) sdo as duas principais populacoes de células T
no intestino delgado (Phillips-Quagliata, 1994).

Os IEL tém caracteristicas especiais que sdo distintas daquelas de outros
linfécitos. O ndmero médio de IEL por 100 células absortivas é de 20 no
jejuno de um homem adulto normal e diminui distalmente no intestino
(Dobbins, 1986). Estas células estdo localizadas acima da lamina basal entre as
células epiteliais e estdo separados destas por um espaco de 10 a 20 nm. Este

contato entre IEL e enter6citos ndo possui nenhuma estrutura juncional
(Kato, 1994).



Em camundongos, os IEL constituem uma populagio mista. Cerca de
45% sao linfécitos T convencionais, de origem timica, Thy1lt que expressam o
receptor de célula T (TCR - T cell receptor) af. Entre estas células, 5-15%
expressam CD4 e as demais expressam CD8. Os outros 55% sao células T nao
dependentes do timo que se originam do figado fetal ou de progenitores da
medula 6ssea que migram diretamente para o intestino. Muitas destas células
expressam pouco ou nenhum Thyl, possuem TCRaf ou TCRyd e moléculas
CDs8 feitas somente de cadeias a ao invés das usuais cadeias a e B (Bonneville,
1990; Bonneville, 1988; De Geus, 1990; Goodman, 1988; Goodman, 1989; Guy-
Grand, 1991; Guy-Grand, 1991; Kato, 1994; Klein, 1986; Parrott, 1983; Rocha,
1991). Lefrancois demonstrou que todos os IEL yd e ~50% dos IEL af sao
CD8B- (Lefrancois, 1991).

Em contraste com a grande maioria de células T periféricas, uma
proporcao substancial de IEL nao expressam Thyl (Parrott, 1983).
Aproximadamente 20% dos IEL af e 70% dos IEL yd sdo Thyl- (Lefrancois,
1994).

Apesar do receptor de células T ser predominantemente de cadeias of
em células dos 6rgaos linféides convencionais, no epitélio intestinal a

proporgdo de linfécitos yd é muito maior (Jarry, 1990). Estes IEL yd expressam
um conjunto restrito de regides Vy (principalmente Vy 5 - 50 a 80% dos IEL yd)
e Vb (principalmente V35 - de 15 a 60% dependendo da linhagem do
camundongo; Vo4 e Vd6) (Lefrancois, 1994).

Enquanto praticamente todas as células T periféricas e timécitos
expressam CD5 em algum grau, certos subtipos de IEL nao o expressam. Os IEL

yd de camundongos (Lefrancois, 1991) e seres humanos nao tém CD5 (Jarry,
1990), em contraste as células T da periferia. Além disto, aproximadamente
50% das IEL ap de camundongo, rato e seres humanos sio CD5". A expressao
de CD5 parece ndo estar correlacionada com a expressao de Thyl ou CD8g.
Ndo se sabe ainda o significado funcional da falta de CD5 (Lefrancois, 1994).

Os IEL expressam determinantes de CD45 que geralmente estdo
associados a células T ativadas. A maioria dos IEL sdao CD45RO* e CD45RA",
em contraste com células T periféricas que sdo ~50% CD45RO* e ~50%
CD45RAT (Halstensen, 1990). Células T CD45RA* sdo consideradas células
virgens enquanto células CD45RO* sao consideradas células ativadas ou de
meméoria (Lefrancois, 1994).

Virios estudos sugerem que as células T em geral podem reagir com
antigenos ndo polimorficos tal como heat-shock proteins ou moléculas
semelhantes a molécula de classe I do MHC (Classe I-like) tal como CD1 ou
TLA. A demonstracdo de que TLA em camundongo e CD1 em camundongos
e seres humanos sdo expressos proeminentemente em células epiteliais do
intestino suporta esta teoria (Bleicher; Hershberg, 1990). TLA também é

expresso por ~50% dos IEL af e ~25% dos IEL yd e é predominantemente



expresso pelo subtipo Thy1- (Hershberg, 1990). TLA e CD1 exibem um padrao
de expressado restrito com predominéncia no intestino (Lefrancois, 1994).

Os linfocitos da lamina propria - LPL

A lamina propria é uma camada de tecido conjuntivo entre o epitélio e
a muscular da mucosa. Esta camada é constituida de células de musculo liso,
fibroblastos, linfdticos, vasos sanguineos e forma o centro dos vilos. A mais
impressionante caracteristica da lamina prépria dos intestinos delgado e
grosso é o infiltrado de células linféides e mieldides, dentre os quais os
linf6citos da lamina prépria (LPL - lamina propria lymphocytes), macréfagos,
células dendriticas, eosinéfilos e mastécitos (MacDonald, 1994).

Células T CD4 e CD8 positivas estao presentes na lamina prépria em
propor&c“)es similares ao sangue periférico (Selby, 1983; James, 1986;
Schieferdecker, 1990). Assim, as células T do sangue periférico e da lamina
propria parecem nao ser diferentes. Entretanto poucos linfécitos T da lamina

propria expressam CD45RA e a grande maioria das células sio CD45RO*
(Schieferdecker, 1990). Em contraste, no sangue periférico, aproximadamente
30% das células T sao CD45RA* e 30 a 50% sdo CD45RO*. Assim, o fenétipo
(D45 dos LPL indica que a grande maioria destas células estio ativadas (Zeitz,
1991). Em seres humanos, 95% dos LPL expressam TCRaf; aproximadamente
50% sdo CD4t e 35% sao CD8'. Em camundongos mais que 50% dos LPL
CD3* sao CD4* (Mega, 1991).

A lamina prépria do intestino contém numerosas células que
caracteristicamente secretam IgA. Aproximadamente 15 milhdes de células
secretando IgA sdo encontradas no intestino de um camundongo, o que
corresponde a 10 vezes mais que o nimero total de células secretando IgM
nos tecidos linféides (van der Heijden, 1987). Mais que 80% de todas as células
secretoras de imunoglobulinas em um adulto estdo localizadas na lamina
propria (Brandtzaeg, 1989).

De acordo com a maior parte da literatyra na &drea, plasmécitos
secretando IgA no intestino sdo derivados de células B convencionais,
localizadas principalmente nos placas de Peyer do intestino delgado.
Entretanto alguns autores sugerem que muitos plasmocitos secretando IgA no
intestino sdo origindrias de células B Ly-1 (células Ly-1 sdo agora denominadas

células B-1; Kantor, 1991) que predominam na cavidade peritoneal (Kroese,
1994).

As células B-1

Células B-1 constituem um subtipo de células B que produz grande
parte das imunoglobulinas do soro em condi¢gdes normais, incluindo
anticorpos autoreativos e antibacterianos. As células B-1 sio distintas das
células B convencionais por seu fenétipo, desenvolvimento e localizagdo
anatéomica (Hardy, 1986, Hayakawa, 1988; Herzenberg, 1986; Kantor, 1993;
Kipps, 1989). Células B-1 estdo praticamente ausentes nos linfonodos e placas
de Peyer e estdo presentes em baixa frequéncia no bago; entretanto elas



constituem a principal fracdo de células B nas cavidades peritoneal e pleural.
As células B-1 podem ser divididas em duas populagoes: células B-la que
expressam niveis detectdveis de CD5, e células B-1b que nao o expressam.
Ambas as populacdes estdo presentes nas cavidades peritoneal e pleural e
pouco se sabe sobre a relevancia desta expressao ou nao de CD5 (Kroese, 1994).

Estudos de transferéncia adotiva tém mostrado que células B-1 e células
B convencionais tém vias de desenvolvimento distintas. Basicamente células
B-1 aparecem cedo na ontogenia do ser humano a partir de células
progenitoras localizadas no omento fetal (Solvason, 1991) e figado fetal
(Hardy, 1992; Kantor, 1992; Solvason, 1991). Ap6s o desmame, as células B-1 se
mantém por auto-replicagio e sdo independentes da medula 6ssea. Células B
convencionais, em contraste, aparecem tarde na ontogenia e sdo repostas pela
produgdo de novo da medula éssea do adulto (Kroese, 1994).

Apesar de seu namero total ser baixo (<5% das células B periféricas), as
células B-1 produzem grande parte das imunoglobulinas do soro, incluindo
metade das IgM e IgA em quimeras de radiagido (Kroese, 1989); entretanto elas
expressam um repertério limitado (Forster, 1988; Pennell, 1988; Tarlinton,
1988) incluindo o uso exclusivo de Vi1l e V{12, que sdo especificos por
exemplo para fosfatidilcolina (Carmack, 1990; Hardy, Carmack, 1989; Pennell,
1988). Os anticorpos produzidos pelas células B-1 tendem a ter baixa afinidade
e ampla especificidade (Lalor, 1989).

As placas de Peyer

As placas de Peyer sdo grupos de foliculos linféides na mucosa do
intestino delgado. Cada placa de Peyer de camundongo apresenta um
agregado de oito a dez foliculos linféides (Ermak, 1986). Morfologicamente, os
nédulos das placas de Peyer sdo separados em trés dominios principais: a drea
folicular, a drea parafolicular e o epitélio associado ao foliculo (FAE - follicle-
associated epithelium). Histologicamente os nédulos linfdticos intestinais
diferem dos linfonodos porque ndo tém cépsula, medula e nem limites claros
(Kato, 1994). O FAE é uma camada unicelular que forma a interface entre o
aparato linféide e o lumen intestinal e pode-se dizer que suas células M
funcionam como um "ducto aferente linfdtico" para a placa de Peyer, por
permitirem a entrada constante de componentes do lumen. O FAE ¢
composto principalmente de células M, enterdcitos, IEL, poucas células
secretoras de muco e ocasionais fuft cells (Kato, 1994).

As regides parafoliculares das placas de Peyer sdo enriquecidas por
células T e estdo imediatamente adjacentes aos foliculos, ou zonas de células
B, contendo os centros germinativos (Kiyono, 1994). Cerca de 60% das células
dos centros germinativos no GALT expressam IgA de superficie (Butcher,
1982). As dreas de células T nas placas de Peyer possuem vénulas de endotélio
alto (HEV - higt endothelial venules) que sdo os locais de entrada para os
linfécitos que compoem as placas de Peyer continuamente (Kiyono, 1994). A
maioria das células T das placas de Peyer sdo CD4t (MacDonald, 1994).

As células B e T das placas de Peyer podem atuar no processamento do
antigeno intestinal, j4 que estdo localizadas estrategicamente no local onde o



antigeno entra para a placa de Peyer. Aparentemente, sob sinais apropriados,
as células B das placas de Peyer ficam comprometidas com a produgao de IgA,
migram para o linfonodo mesentérico onde maturam em precursores de
plasmécitos, depois migram para a lamina propria do intestino e de outras
mucosas onde secretam IgA (Roux, 1981).

A interagdo entre células T auxiliares e células dendriticas pode ocorrer
nas regides epiteliais e subepiteliais da ctpula, onde células la+ com a
morfologia de células dendriticas ocorrem juntamente a células T auxiliares e
células B. Areas interfoliculares parecem atuar como locais para apresentagao
de antigeno e aparentemente as células dendriticas podem migrar da capula
para as dreas interfoliculares onde apresentam o antigeno para células T
auxiliares (Wilders, 1983).

As células apresentadoras de antigeno do intestino

As células apresentadoras de antigenos (APC - antigen-presenting cells)
no GALT incluem células B, macréfagos, enterécitos e células dendriticas que
estdo relacionadas as células de Langerhans da pele (McGhee, 1989).

Os macréfagos do trato gastrointestinal sido completamente
heterogéneos e subpopulagdes se localizam em dreas distintas no trato
gastrointestinal onde expressam diferentes propriedades funcionais, mas
pouco se sabe sobre eles (Panja, 1994). Estes macréfagos sao encontrados no
centro dos vilos do intestino delgado, no espago subepitelial das criptas, abaixo
do FAE, contornando as placas de Peyer e dentro das placas (Beeken, 1987;
Golder, 1983; Harvey, 1991; Selby, 1983; Winter, 1983). Os macrofagos do
intestino expressam FcR (receptores da porgao cristalizdvel dos anticorpos) e
podem coletar imunocomplexos (Panja, 1994).

Duas populagoes de células dendriticas tém sido descritas no intestino
do ser humano. As células dendriticas cldssicas sdo esterase negativas,
fosfatase dcida negativas, FcR negativas, fibronectina ndo aderente,
fortemente positivas para o DR e com extensdes dendriticas que estdo
ativamente envolvidas em intera¢des com células T (Bland, 1991; Mahida,
1988; Sminia, 1986; Soesatyo, 1990). Este tipo de células dendriticas é
denominado células veladas e é encontrado na lamina prépria ao longo do
intestino delgado, predominantemente no tecido subepitelial.
Funcionalmente estas células sdo potentes estimuladoras de cultura mista de
linfécitos (MLR - mixed lymphocyte reaction) (Mahida, 1988). Um segundo
tipo de células dendriticas é o das células interdigitantes encontradas nas
placas de Peyer. Estas células sdo efetivas APC mas, interessantemente
parecem promover ativagdo especifica para producdo de IgA (possivelmente

relacionado a produgdo de TGFB - Transforming Grown Factor B) (Spalding,
1986; Spalding, 1984).



Absor¢io de moléculas potencialmente imunogénicas

Hé muitas questdes a serem respondidas quanto ao transporte de
macromoléculas. Elas podem penetrar pela mucosa por diferentes vias e nao
se sabe a relevancia de cada uma destas vias para o sistema imune adjacente e
as consequéncias de entradas preferenciais de antigenos por uma ou outra via.

H4 trés rotas principais por onde moléculas potencialmente
imunogénicas podem atravessar a "barreira” mucosa (Shanahan, 1994): (a)
através de células epiteliais especializadas (células M) que recobrem foliculos
linféides (placas de Peyer); (b) através do epitélio; e (¢) paracelularmente entre
os enterdcitos da superficie:

a) Absorg¢do através de células M

As células M sdo também denominadas células linfoepiteliais ou
células epiteliais associadas ao foliculo. Em comparagido aos enterdcitos
absortivos adjacentes, a superficie apical das células M tem microvilosidades
menores, mais irregulares, em menor nimero e com pouco glicocalice. Hé
também menor quantidade de muco recobrindo a superficie celular. Além
disso, a atividade enzimdtica lisossomal intracelular é reduzida. Mitocondrias
e vesiculas endociticas sdao abundantes no citoplasma apical. O nucleo estd
localizado basalmente onde o citoplasma e a membrana envolvem
parcialmente um ou mais linfécitos, macréfagos ou células dendriticas
permitindo um contato com estas células do tecido linféide subepitelial. Ha
varios espagos vazios nesta drea facilitando o transporte e o trafego
linfoepitelial (Sanderson, 1995; Trier, 1991).

A fungéo primdria das células M parece ser coletar antigenos do limen.
Estas células nido parecem estar envolvidas na apresentagdo de antigenos pois
apresentam escassa ou nenhuma molécula de MHC de classe II (Brandtzaeg,
1990; Keren, 1992).

As células M podem transportar macromoléculas do limen para o
intersticio por transporte niao dependente de receptor. Macromoléculas
soliveis sdo incorporadas em compartimentos ligados as membranas,
transferidas através da célula e liberadas para dentro do intersticio que contém
células linféides (Sanderson, 1995). Elas podem entdo ser coletadas pelas
células apresentadoras de antigeno do intersticio adjacente que incluem
células dendriticas, macréfagos e células B (Ermak, 1986; Keren, 1992;
Kraehenbuhl, 1992) ou entrarem na circulagio linfdtica ou sanguinea sendo
drenados respectivamente para o linfonodo mesentérico ou figado.

Uma questdo ainda sem resposta é se receptores especificos existem na
superficie de células M, facilitando o transporte de macromoléculas através do
epitélio (Sanderson, 1995).

b) Absorgdo através de enterdcitos

Macromoléculas podem ser absorvidas do ldamen, através do
enterécito, com ou sem o envolvimento de receptores especificos. Com
relagdo a absorgdo sem receptores, esta pode ocorrer de duas formas: as
moléculas podem se ligar a membrana apical de forma nao especifica e entdo
serem coletadas pelo enterdcito, ou ainda, moléculas em solugio proximas a
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membrana de invaginagdo podem ser englobadas por vesiculas em
desenvolvimento (Sanderson, 1995).

As células epiteliais normais do intestino delgado de rato (Bland, 1988),
camundongo (Kaiserlian, 1990) e humano (Mayer, 1991) expressam moléculas
de MHC de classe II constitutivamente embora em baixas quantidades. Estas
moléculas nunca foram detectadas nas microvilosidades da borda em escova
ou vesiculas na base das microvilosidades. Entretanto, organelas ao longo de
todo o citoplasma apical apresentam moléculas de MHC de classe Il
(Sanderson, 1995).

A regulagao da expressdao de MHC de classe Il pelos enterdcitos é
influenciada, em parte, pelo sistema imune local e em particular pelas
citocinas tal como interferon-gama, que é um dos mais potentes indutores da
expressao de MHC 1II (Bland, 1988; Brandtzaeg, 1989). A exposicdo antigénica
também influencia a expressdao de MHC (Wilson, 1990).

Apesar de ndo haver ainda evidéncias in vivo de que enterdcitos
podem apresentar antigenos para células T, experimento com células
epiteliais isoladas do intestino indicam que células T interagem com
moléculas de MHC de classe II contendo antigenos que foram coletados e
processados por enterécitos (Bland, 1986; Kaiserlian, 1989; Mayer, 1987).

Em adigdo a expressdo de moléculas de MHC de classe II, a eficiéncia da
apresentacdo antigénica é 6tima, se moléculas de aderéncia apropriadas (que
facilitam o contato com células T) sdo expressas e se citocinas estimulatorias
de células T sdao geradas. Células epiteliais humanas expressam LFA-3 com
uma densidade compardvel a de mondcitos, e tém expressdao mais baixa ou
varidvel de LFA-1 e ICAM-1 (Kaiserlian, 1991; Mayer, 1992). Sob certas
circunstancias, enterécitos podem ser capazes de produzir vérias citocinas,
incluindo interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1

(IL-1) e transforming growth factor beta (TGF-B) e algumas podem ter uma
relacdo aut6crina com as células epiteliais (Bland, 1991; Mayer, 1992).

A importancia relativa de enter6citos e células M no transporte
antigénico e na apresentagdo para células T é incerta. Apesar de enter6citos
estarem em numero muito maior que células M, eles ndo sdo tdo eficientes
quanto células apresentadoras de antigeno (APC) convencionais (Bland, 1991;
Bland, 1989; Mayer, 1991). Em contraste com as APC tradicionais onde
pequenos fragmentos de peptideos sdo gerados ap6s a coleta da proteina,
grandes peptideos se mantém ap6s a digestdo pelas células epiteliais (Bland,
1989).

E possivel que as moléculas de classe II dos enterdcitos atuem como
receptores para transportar antigenos numa rota protegida através do epitélio,
permitindo a entrada direta para a lamina prépria (Bland, 1988).

c) Absorgdo de antigeno paracelularmente

O transporte transepitelial pode ocorrer pela rota paracelular tanto
quanto através das células.

Sob circunstancias normais, dgua, eletrélitos e até mesmo polipeptideos
curtos podem passar entre enterdcitos, mas a presenga de tight junctions
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limita a passagem de macromoléculas (Atisook, 1991; Madara, 1992). O poro
de permeabilidade entre as células foi estimado ser de 5 nm que é similar ao
tamanho de pequenas macromoléculas (como polipeptideos de 11
aminodcidos) mas grandes moléculas imunogénicas ndo podem passar por
esta rota em condigdes fisiolégicas normais (Sanderson, 1995).

Os componentes da dieta podem também ganhar acesso ao organismo
via zona de extrusdo do vilo. O vilo de muitas espécies mantém um ciclo de
contracdo e relaxamento que estd associado com a continua extrusdo de
células do topo do vilo. Exame ultraestrutural do topo do vilo revelou fendas
entre as células epiteliais terminais (Nicklin, 1987). Em cdo, por exemplo, foi

observado a coleta de fluidos via zona de extrusio durante o relaxamento
(Lee, 1971).

O fenomeno da tolerincia oral

Na maioria dos animais, uma pequena parcela dos produtos ingeridos
é absorvida intacta ou semi-degradada, em forma ainda imunologicamente
relevante (Swarbrick, 1979; Walker, 1975). Cada refeicio implica na absorgio
de proteinas e peptideos em concentra¢des suficientes para influenciar a
atividade imunolégica. De fato, a exposi¢do oral a um antigeno néao
apresentado anteriormente ao organismo, pode resultar em diferentes
eventos imunolégicos jd descritos na literatura (Vaz, 1997):

a) hiporresponsividade sistémica a imunizagdes parenterais com o
antigeno, que é conhecida como tolerancia oral. Este é o fendmeno
imunoldgico que mais frequentemente ocorre no organismo apés o contato
fisiol6gico com proteinas pela alimentacio. Desta forma, os animais sdo
naturalmente tolerantes as proteinas de seus alimentos (Stransky, 1998);

b) imunizagdo sistémica com produgdo de titulos aumentados de
anticorpos na circulagao (Faria, 1993; Strobel, 1996; Verdolin, 1993);

¢) imunizagdo local, ao nivel da mucosa, com aumento da concentragio
de IgA secretéria no muco intestinal (Bienenstock, 1974; Brandtzaeg, 1989).
Concomitante a imunizagdo local, pode ocorrer tanto uma imunizacio
sistémica, quanto, inversamente, a toleradncia sistémica a imunizacoes
parenterais posteriores (Challacombe, 1980);

d) supressdo a nivel local da produgdo de IgA, que pode ser
concomitante a uma supressao sistémica tanto da producao da prépria IgA,
quanto de outros isotipos (IgG, IgE e IgM) (Challacombe, 1983; Stok, 1994).

O fenébmeno da tolerancia oral vem sendo "redescoberto” desde 1909
quando Besredka relatou que cobaias alimentadas com leite se tornavam
refratdrias a anafilaxia por inje¢des subsequentes de proteinas do leite
(Besredka, 1909). Independentemente, entre 1908 e 1911, Wells e colaboradores
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fizeram observagdes semelhantes com proteinas vegetais, como a zeina
(Wells, 1908; Wells, 1911).

A natureza imunolégica da tolerdncia oral foi caracterizada apenas em
1949, por Chase, que alimentando cobaias com dinitroclorobenzeno (DNCB)
evitou o desenvolvimento de dermatite de contato apés o pincelamento
desse agente sensibilizante na pele dos animais (Chase, 1949). Anteriormente,
Chase havia sido o primeiro a demonstrar que a sensibilidade "tuberculinica”
assim como a sensibilizacdo de contato sao fenémenos imunolégicos
“"celulares”, visto que sua transferéncia requer a transfusdo (adotiva) de
células e ndo é conseguida pela simples transferéncia (passiva) de anticorpos
(Chase, 1945).

Mas foi somente a partir da década de 70 que as consequéncias
imunolégicas da administragao intragdstrica de antigenos foram melhor
estudadas (Hanson, 1977; Kagnoff, 1982; Mowat, 1994; Thomas, 1974; Tomasi,
1980; Weiner, 1994; Vaz, 1977). A tolerancia oral foi definida como um
fendmeno em que um animal torna-se especificamente incapaz de responder
a um estimulo imunogénico em consequéncia da ingestdo prévia do
antigeno. Essa tolerancia tem uma longa duracdo e é capaz de influenciar uma
gama variada de pardmetros imunolégicos como: os titulos de anticorpos de
diferentes isotipos no soro (Hanson, 1979; Vaz, 1977), o ritmo de clareamento
de antigenos na circulagdo (Hanson, 1979), reagdes de hipersensibilidade do
tipo retardada (DTH) (Miller, 1979; Titus, 1981), o aparecimento de células
secretoras de anticorpos (PFC - "plaque-forming cells") (Richman, 1978; Titus,
1981), a proliferacdo de linfécitos T em cultura (Richman, 1978; Titus, 1981) e a
secrecdo de citocinas (Garside, 1995a; Garside, 1995b).

Mecanismos explicativos

Embora o mecanismo envolvido na indugdo de tolerancia oral ainda
néo tenha sido esclarecido, podemos atualmente distinguir basicamente duas
linhas explicativas que sdo contrdrias: 1) a ocorréncia da tolerancia oral é
devido a uma auséncia de ativagdo imunolégica de clones especificos através
de delecdo clonal, anergia, atuagdo de células T supressoras especificas, ou
algum outro mecanismo imunossupressor especifico; 2) a tolerancia oral
seria um estado ativo e dindmico do sistema imune.

Apesar de as idéias associando a tolerancia a uma inatividade serem as
mais difundidas, hd vdrios dados mostrando que a tolerancia é um evento
que depende da atividade de todo o sistema imune, como por exemplo:

. A tolerdncia oral s6 pode ser estabelecida em animais imunocompetentes.
Nao se consegue induzir tolerdncia em camundongos neonatos, a nao ser
que os mesmos recebam, adotivamente, linfécitos de animais adultos
(Bruce, 1987; Hanson, 1981).



. A tolerancia oral pode ser transferida adotivamente para animais
singénicos normais pela transferéncia de linfécitos T. Em artigos

publicados nos anos 70 e 80 os linfécitos T CD8* eram apontados como
provéveis responsaveis pela tolerancia oral (Hanson, 1979; Ngan, 1978),

mas dados mais recentes indicam o envolvimento de linfécitos T CD4+

(Garside, 1995a; Garside, 1995b; Melamed, 1994) e de linfécitos T yd (Mengel,
1995).

. Drogas anti-mitéticas (hidroxiuréia, ciclofosfamida) aplicadas 24 horas
apo6s a ingestdo do antigeno ndo impedem a tolerancia oral. Inversamente,
a administracdo destas drogas 24 horas antes da administragdo do antigeno
impedem a tolerancia oral. Isto mostra que o desencadeamento de um
estado tolerogénico depende de células recém formadas, emergentes
(Aroeira, 1993). Os tratamentos que destroem células pré-B (Ivlg, anticorpos
anti-Bp1) inibem o aparecimento da tolerancia oral (Verdolin, 1996).

A segunda linha explicativa, onde a tolerancia oral é um evento ativo e
dinamico do sistema imune, comecou a ser delimitada a partir de 1974
quando Jerne (Jerne, 1974) chamou a atengdo para o fato de que os anticorpos
sdo capazes de reagir uns com os outros (através de determinantes que ele
chamou idiotipicos) e sugeriu que esta conectividade interna é importante na
operagdo do sistema imune. Assim, através de reagdes idiotipo-anti-idiotipo
(isto €, anticorpo-anti-anticorpo), todos os anticorpos do organismo poderiam
estar unidos em uma rede muito complexa. Por isto, estas idéias ficaram
conhecidas como a Teoria da Rede Idiotipica (Vaz, 1993).

Esta conectividade idiotipica é uma forma fisiolégica de auto-
reatividade, uma demonstragdo de que nem sempre a reagio de linfocitos e
anticorpos com autocomponentes é destrutiva (Vaz, 1993).

Nesta rede de interagdes, a entrada de elementos novos, sejam eles
internos (novos linf6citos) ou externos (antigenos) exige mudangas globais no
estado das interagbes. Como todos os linfocitos estdo ligados a mesma rede, o
que ocorre com um dado linfécito "especifico” pode, potencialmente, afetar
todos os demais. J4 foi demonstrado que, em infecgdes parasitdrias (D'Imperio
Lima, 1985; Lopes, 1987), a atividade "inespecifica”" do sistema imune é
superior a "resposta especifica".

Na Teoria Clonal (que é a base da idéia de que a tolerancia oral é devido
a alguma forma de inativacdo de clones especificos: por delecdo ou por
imunossupressdo), as respostas imunes especificas se devem a estimulacéo,
pelo antigeno, de clones linfocitdrios relativamente raros no sistema. A
grande maioria das células do sistema existe em ociosidade, em repouso. Na
Teoria da Rede, a entrada do antigeno é comparavel a entrada de um linfécito
jovem recém saido da medula ou do timo. Ambos irdo perturbar o sistema
como um todo. Ou essa perturbagio é assimikada de uma maneira fisiologica,
distribuida pelos vdrios circuitos da rede inespecificamente (tolerancia), ou ela
serd concentrada na ativagdo de poucos clones que chamamos de especificos
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(imunizagdo). Assim, tolerancia e imunizagdo sao apenas formas globais do
sistema lidar com as novidades que lhe sdo apresentadas.

Linf6citos novos e antigenos sdo, para o sistema imune, perturbagoes
da mesma natureza. A familiaridade com que ambos conseguirem se ligar aos
componentes da rede é o que lhes confere um sentido imunolégico. Um
elemento novo, "estranho’, sem sentido, é aquele que nao interage. Isso pode
ocorrer com antigenos que passam ilesos pelo organismo (Volkheimer, 1975)
ou com linfécitos que morrem ao sair da medula (Freitas, 1981). Ambos
desaparecem do corpo por lhes faltar sentido imunolégico que os conecte na
rede num processo chamado, por Vaz (Vaz, 1988), de 'sobrevivéncia
associativa'.

Tal processo torna, por um lado, os elementos novos (internos e
externos) sempre equivalentes; por outro lado, confere ao sistema imune a
autonomia de selecionar suas conexdes futuras segundo o padrio das que
atualmente existem (Faria, 1989).

Fatores importantes na indugio de tolerancia oral

Muitos fatores podem condicionar a inducdo de tolerancia oral.
Podemos dividir os fatores sabidamente relevantes em trés grupos: a) os
fatores ligados aos animais; b) os pertinentes ao antigeno e ¢) os relacionados a
variagdes de protocolo nas exposigoes digestivas ao antigeno.

a) Fatores ligados aos animais:

o Idade

A idade é de nosso particular interesse nesta dissertacdo e maiores
referéncias sobre o assunto serio feitas na discussio.

A idade em que o animal contacta com antigenos por via digestiva é
um fator que determina se havera sensibilizacdo ou tolerancia a contatos
posteriores com 0s mesmos antigenos. Strobel e Ferguson (Strobel, 1984b)
mostraram que camundongos neonatos, com 1 ou 2 dias de vida, sao
refratdrios a indugdo de tolerancia oral. Inversamente, nesse periodo, os
animais tendem a se tornarem sensibilizados ("primados") pelos contatos
digestivos com antigenos. A susceptilibidade a inducgdo de toleranica oral
aparece com 4 a 7 dias de vida, mas 0s niveis médximos de supressdo sao
alcancados apenas na maturidade. Os mecanismos envolvidos nessa
transi¢do ainda ndo estio claros. Peng e colaboradores (Peng, 1989a)
conseguiram restituir a capacidade de camundongos neonatos em
desenvolver tolerancia oral para a reagio de DTH, mas nao para produgao de
anticorpos, através da transferancia passiva de esplenécitos de animais
adultos normais. Este resultado sugere que camundongos neonatos
dependem de um maturidade do sistema imune para que haja a inducao de
tolerancia oral.



Assim como ocorre com os camundongos neonatos, a susceptibilidade
a indugdo de tolerancia oral em camundongos também estd comprometida,
durante o outro extremo da vida, a senilidade. Alguns dados sugerem que a
susceptibilidade a indugdo de tolerancia oral se encontra diminuida ou
totalmente abolida em animais idosos. Hd demonstragdes de que
camundongos maduros (20 a 24 semanas de idade) ou senis (40 a 44 semanas)
tém uma reducdo de susceptibilidade a tolerancia oral (Faria, 1993; Rios, 1988;
Vaz, 1997; Verdolin, 1993; Staples, 1969). Lahmann e colaboradores mostraram
que camundongos B6D2F1 de 70 semanas de idade sdo refratdrios a inducéo de
tolerancia oral com 1 gavagem com 20 mg de Ova, mas a possibilidade de
tornar esses animais tolerantes é recuperada pela transferéncia passiva de
esplenécitos de animais jovens (8 semanas). Inversamente, a transferéncia de
esplenécitos de animais senis para camundongos jovens diminui sua
susceptibilidade a tolerancia (Lahmann, 1992).

o Ratu e linhagem

A tolerdncia oral foi mais amplamente estudada em roedores, mas ja
foi demonstrada em diferentes espécies animais, incluindo porcos, cées e o
homem (Husby, 1994; Mowat, 1994). Em camundongos, a susceptibilidade a
indugdo de tolerancia oral depende da linhagem dos animais (Lamont, 1988;
Mowat, Lamont, 1987; Stokes, 1983). Vaz e colaboradores, trabalhando com
camundongos isogénicos de diversas ragas, inclusive pares congénicos para o
complexo H-2, demonstraram que essa susceptibilidade é dependente tanto de
variagdes do MHC quanto de outras caracteristicas dp backgraund genético das
rasgas (Vaz, 1987).

o status” imunoldgico

O status imunolégico prévio do animal é outro fator que influencia a
indugao de tolerancia oral. O efeito da ingestio do antigeno em animais ja
submetidos & imunizagdo com o mesmo antigeno por via parenteral pode ser
eficaz em induzir tolerancia ao serem tomadas algumas providéncias tais
como: aumentar a dose de antigeno e a frequéncia utilizada nas exposicoes
digestivas, além de aproximar essas exposi¢des do envento primério de
imunizacdo parenteral (Bloch, 1983; Conde, 1998; Lafont, 1982; Peng, 1989b;
Saklayen, 1984).

b) Fatores pertinentes ao antigeno:

o Natureza

Exposigbes por via digestiva a antigenos de diferentes naturezas, como:
proteinas soluveis (Hanson, 1977; Kagnoff, 1982; Kay, 1989), antigenos
particulados (Andre, 1975; Kagnoff, 1978; Kagnoff, 1980; Sayegh, 1992) ou virus
e microorganismos (Bersani-Amado, 1990; Challacombe, 1980; Rubin, 1981;
Stokes, 1979) podem resultar tanto em supressdo quanto em potenciagdo da
resposta imune.

Sabe-se que a tolerdncia oral é um fendmeno T-dependente e as
tentativas de demonstrar esse fendmeno utilizando antigenos T-
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independentes, nado tiveram sucesso (Hanson, 1979; Titus, 1981). A tolerancia
oral pode ser demonstrada com a utilizacdo de diferentes proteinas
heter6logas soltiveis que sdo caracteristicamente antigenos T-dependentes
(Hanson, 1977; Lanzavecchia, 1985). Em nosso trabalho, utilizamos a Ova
pelas facilidades materiais e nosso bom conhecimento desse modelo
experimental.

« Dose

A dose exata necessdria para um efeito 6timo depende da proteina
empregada. Com relagdo a Ova, uma hiporresponsividade maxima apés a
administracdo oral da Ova ocorre com doses entre 1 e 20 mg de proteina, mas
as reagdes de hipersensibilidade retardada (DTH) podem ser igualmente
inibidas por doses tao pequenas quanto 100 yg de ovalbumina (Ova),
enquanto ao menos 5 a 10 mg sdo necessdrios para inibir a imunidade
humoral (Mowat, 1998).

¢) Fatores relacionados a variagées de protocolo nas exposicées
digestivas ao antigeno:

O aumento da frequéncia de exposigdes orais favorece a expressao de
tolerancia oral medida pela supressao da produgdo de anticorpos e das reagdes
de hipersensibilidade retardada (DTH) (Hanson, 1977; Saklayen, 1984).
Saklayen e colaboradores propde que a maneira mais efetiva de induzir
tolerancia oral ¢ através de multiplas exposi¢des digestivas a pequenas doses

de antigeno, que é justamente a situagdo mais similar a alimentagao
(Saklayen, 1984).

« O intervalo entre as exposigdes orais

As consequéncias imunolégicas da administragdo oral do antigeno em
animais normais também variam na dependéncia do intervalo entre as
exposi¢des antigénicas. Por exemplo: camundongos H-III ao receberem o
antigeno por via oral em trés ocasides separadas por semanas, desenvolvem
altos titulos de anticorpos anti-Ova no soro. Por outro lado, se os animais
receberam as mesmas doses, ou mesmo doses superiores de Ova, porém, em
dias consecutivos, eles ndo mais formam anticorpos no soro (Faria, 1989).

o Forma de administragio

Stokes e colaboradores observaram, como resultado secunddrio, que,
em camundongos CBA e SWR/]J, a administracdo de 25 mg de Ova por via
intragdstrica durante 14 dias ndo é capaz de induzir tolerancia, testada por
hemaglutinagdo ap6s a imunizacdo intraperitoneal com Ova em CFA. No
entanto, se a administracdo de Ova se der por ingestdo voluntdria das mesmas
doses ao longo de 14 dias, 0s animais tornam-se tolerantes (Stokes, 1983).

Faria et al e Verdolin et al (Faria, 1993; Verdolin, 1993) demonstraram
que gavagens (intubagdes gdstricas) com Ovalbumina nos dias 0, 7 e 28
induzem significativa formacdo de anticorpos em camundongos H-III.
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Entretanto, a ingestdo da mesma quantidade de Ovalbumina nos mesmos
dias levou a indugao de tolerancia oral.

A produgao de um tolerégeno pela ingestio oral de antigeno

Em fevereiro de 1983, Strobel e colaboradores (Strobel, 1983)
descreveram pela primeira vez na literatura a capacidade de o soro colhido de
animais que ingeriram o antigeno uma hora antes induzir uma supressio da
imunidade mediada por células (mas ndo da producgdo de anticorpos) em
animais singénicos, quando transferido por via intraperitoneal. Como este
soro de animais que receberam o antigeno por gavagem (intubagdo géstrica)
parecia conter algum componente capaz de induzir tolerancia, vdrios
trabalhos foram realizados no intuito de se descobrir o que seria este
componente tolerogénico.

A primeira hip6tese levantada para explicar a indugio de tolerancia por
esse mecanismo foi a presenca de moléculas de Ova no soro destes animais.
Realmente a absorgao do soro tolerogénico com anticorpos anti-Ova ligados a
Sepharose removeram tanto a imunoreatividade da Ova quanto a
tolerogenicidade associada ao soro, confirmando que a supressio da
imunidade mediada por células através do soro de camundongo gavado com
Ova é devida a presenga de Ova nesse soro (Bruce, 1986).

Entretanto, a injecdo intraperitoneal do antigeno nativo ou
desnaturado (ao invés de por gavagem), levando a um processamento
sistémico deste antigeno, ndo produz um tolerégeno no soro capaz de
tolerizar um receptor singénico (Bruce, 1986). Também a administragio
parenteral de varias doses de Ova nativa (Strobel, 1983) ou desnaturada
(Bruce, 1986) néo resulta em tolerancia. Estes resultados apontam para uma
necessidade de processamento do antigeno na mucosa intestinal para que haja
0 aparecimento do tolerégeno (Bruce, 1986).

A geragdo do tolerégeno requer um intervalo e ndo tem relacio direta
com a concentragdo de Ova detectada por ELISA: o soro de camundongos
colhido cinco minutos ap6s a administragdo oral, j& contém Ova
imunoreativa, mas nao induz tolerdncia em receptores singénicos (Peng,
1990).

Vidrios fatores podem estar envolvidos na conversdao de Ova em uma
forma tolerogénica. O antigeno, presente no soro apés a gavagem, foi
submetido a digestdo proteolitica, absor¢ao através do epitélio e tecidos
subepiteilais do intestino além de ter sido exposto aos mecanismos de
processamento antigénico incluindo o sistema reticuloendotelial (Bruce,
1986). No periodo de uma hora da administragdo oral de Ova, ela é de alguma
forma modificada: por enzimas proteoliticas gastrointestinais, e/ou pela
filtracdo através da membrana biolégica (o epitélio intestinal), e/ou pelo
processamento ativo de células epiteliais ou células apresentadoras de
antigeno profissionais da mucosa ou do sistema imune sistémico,
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produzindo desta forma, um "toler6geno” de Ova que é transferivel (Furrie,
1994).

Vdrias evidéncias sugerem a participagdo de células linféides no
processamento e geracgdo do tolerégeno.

Camundongos neonatos sido incapazes de gerar o tolerégeno para o
plasma (Peng, 1989a) e a imaturidade dos processos digestivos "pré
fechamento”, além da imaturidade do préprio sistema imunolégico,
poderiam estar envolvidas neste processo.

Camundongos SCID (severe combined immunodeficient), que nao
possuem linfécitos T e B maduros funcionais, sao incapazes de gerar o
tolerégeno no plasma (Furrie, 1994). Com base nestes resultados, duas
hip6teses podem ser propostas: 1) células B e/ou T estdo diretamente
envolvidas no "processamento” da Ova ingerida gerando uma forma
tolerogénica da Ova; ou 2) estas mesmas células sdo um componente
necessdrio ao desenvolvimento de um intestino normal que geraria a forma
tolerogénica da Ova.

Uma outra evidéncia sugerindo um papel chave para o funcionamento
do sistema imune na geragdo do tolerégeno foi obtido por Bruce e
colaboradores (Bruce, 1987) que demonstraram que camundongos irradiados
perdem a capacidade de gerar o tolerégeno, mas recuperam esta propriedade
se reconstituidos com linfécitos de bago. Entretanto, o mesmo autor descreve
que a irradiacdo danifica severamente a arquitetura da mucosa e que isto
influenciou a capacidade de gerar um toler6geno. Tanto estes resultados de
Bruce e colaboradores quanto os de Furrie e colaboradores (Furrie, 1994)
descritos acima fornecem evidéncias para a necessidade de células do sistema
imune na geracdo do toler6geno mas, estes resultados, ndo permitem uma
distingédo entre o papel de linfécitos no desenvolvimento normal do intestino
e um papel mais direto na geracdo do tolerégeno (Furrie, 1994).

Camundongos de linhagens geneticamente refratdrias a indugdo de
tolerancia oral a Ova (Balb/B {H-2b}) produzem quantidades normais do
"tolerégeno” no soro, apé6s a ingestdo de Ova, que é capaz de tolerizar
camundogos Balb/c (Mowat, 1987). Assim, a refratariedade a inducgdo de
tolerancia oral de camundongos Balb/B ndo estd realacionada a uma nao
produgdo de tolerégeno mas, talvez, a uma incapacidade de incorporagio
deste toler6geno na fisiologia de seu sistema imune.

Ao que parece o camundongo receptor de soro contendo o tolerégeno
necessita de ativacdo de células sensiveis a ciclofosfamida (uma droga que
elimina células em ciclo mit6tico) pois, apés a administracio desta droga, a
transferéncia do soro de um doador gavado a uma hora com Ova, ndao mais
induz tolerancia nestes receptores tratados com ciclofosfamida (Strobel, 1983).

Assim, tanto na producdo de um tolerégeno quanto em sua
incorporagdo na indugéo de tolerancia oral hd a necessidade da presenga de
células do sistema imune direta e/ou indiretamente.

Recentemente, o toler6geno derivado da Ova foi parcialmente
caracterizado como fragmentos relativamente grandes, com 21 e 24 Kd
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(Furrie, 1995). Esses fragmentos estdo presentes no soro de camundongos
Balb/c uma hora apds a gavagem com Ova, mas estdo ainda ausentes cinco
minutos ap6s a gavagem (Peng, 1990). O fato do tolerégeno jd cstar presente
uma hora ap6s a administragdo oral (enquanto a protedlise completa por
enzimas intestinais leva aproximadamente 72 horas, in vivo), e a capacidade
de se ligar a anticorpos policlonais anti-Ova (grande parte da molécula deve
estar ainda preservada) sugere que pequenos peptideos derivados da
protedlise da Ova ndo participam na inducgdo de tolerancia neste modelo
(Furrie, 1995).

Estes dados nos mostram que a tolerancia a proteinas reflete a maneira
com que o antigeno é processado no intestino. Podemos entdo supor que
fatores que alterem a quantidade ou a qualidade fisicoquimica do antigeno
absorvido podem ter repercussoes nas respostas imunoldgicas a esse material.
Entretanto ndo estd bem determinado que tipo de modificacao sofre o
antigeno e onde ela é sofrida: se extracelularmente, por acdo de enzimas
proteoliticas, ou, intracelularmente, por algum tipo de processamento ou,
ainda, por ambos processos.

Portanto, o que ocorrerd ap6s a administragdo do antigeno parece
depender, além da natureza do préprio antigeno, da forma e do contexto em
que este € "processado” (intra e/ou extracelularmente) e "apresentado” (para
outra célula e/ou para o sistema imune).

Acreditamos que a andlise dos diversos fatores importantes na indugao
de tolerancia oral nos fornece dados para melhor delinear os mecanismos
envolvidos na sua indugdo,. Nesta dissertacao, enfocamos o efeito da forma
de administracdo do antigeno na indugio de tolerancia oral, sendo esta iltima
avaliada por parametros humorais e celulares. Pretendemos analisar
especialmente a importancia da gradualidade de administragio de antigeno

na indugdo de tolerancia oral ja que esta é a condigdo natural para a entrada de
novos materiais no organismo.
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Objetivos

Objetivo geral

Nosso objetivo é analisar a influéncia da frequéncia e da gradualidade
de administracdo de antigeno por via oral na indugdo do fendmeno da
tolerancia oral.

Objetivos especificos

1. Avaliar a influéncia da frequéncia e da gradualidade de administragao oral
de antigeno na indugdo de tolerancia oral medida por dois diferentes

parametros: produgdo de anticorpos especificos e reagdo de imunidade
celular.

2. Avaliar a influéncia da frequéncia e da gradualidade de administragdo oral
de antigeno na indugio de tolerancia oral em camundongos idosos.

3. Analisar a relagdo entre a relativa refratariedade de camundongos idosos a
inducgdo de tolerancia oral e a geragio do "tolerégeno” sérico normalmente

presente em camundongos jovens depois da administragdo oral de
antigeno.
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Material e Métodos

Animais

Foram utilizados, neste trabalho, camundongos jovens (entre 8 e 10
semanas de idade), maduros (25 semanas) e senis (70 semanas), de ambos os
sexos, da primeira geragdo (F1) do cruzamento das linhagens isogénicas
C57BL/6j e DBA/2, denominados abreviadamente B6D2F1, criados no
Biotério do Laboratério de Imunobiologia - ICB - UFMG.

Todos os animais foram mantidos com ragdo padrdo para
camundongos e dgua ad libidum em nosso Biotério.

Em todos os experimentos, o nimero de animais por grupo (n) variou
entre 4 e 8 com uma média predominante de 7 camundongos.

Proteinas solaveis

Ovalbumina 3 ou 5 vezes cristalizada (Ova, albumina da clara de ovo,
SIGMA Grades III ou V, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi
utilizada dissolvida em &dgua destilada para ingestdo voluntdria pelos
camundongos ou dissolvida em salina fisiolégica (solugdo de NaCl a 0,9% em
dgua bidestilada) para os tratamentos orais por gavagem e as imunizagdes
parenterais. Para a ingestdo voluntdria pelos camundongos também foi
utilizada uma solugédo de clara de ovo filtrada e diluida a 20% em &gua.

A Ova agregada ap6s desnaturacdo térmica, utilizada nos ensaios de
reagdo celular, foi preparada a partir de Ovalbumina 5 vezes cristalizada (Ova
Grade V), submetida a um procedimento desnaturante muito semente ao
descrito por Titus e Chiller (Titus, 1981):

Inicialmente, uma solugdo de Ova a 2% foi submetida ao aquecimento
em banho maria por 5 minutos. Ap6s seu resfriamento, a solugio foi
centrifugada a 5000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e a
Ova agregada precipitada foi ressuspendida em salina. Apés quatro lavagens
(centrifugacdo e ressuspensdo em salina), o sobrenadante foi novamente
desprezado e a Ova agregada, finalmente, ressuspendida num volume igual
ao volume da solugdo inicial de Ova a 2%. Essa suspensao final foi assumida
como contendo Ova desnaturada pelo calor a 2%.
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Adjuvantes

Utilizamos 1 mg de hidréxido de aluminio adicionado a solugdes
contendo 10 ug de Ova (Grade V) para realizar a imunizagao primdria e
posterior andlise da produgido de anticorpos especificos no soro.

O Adjuvante Completo de Freund (CFA - Complete Freund's
Adjuvant - SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi empregado para
realizacdo de imunizagdo subcutanea na base da cauda em experimentos com
o objetivo de andlise da reacdo celular e também os de andlise de proliferacdo
celular. O CFA foi utilizado numa emulsdo de proporg¢ao 1:1 com uma
solugdo de Ova (Grade V) a 5 mg/ml.

Administracao oral do antigeno
(pré-tratamento oral)

A Ova foi administrada oralmente de duas formas distintas: por
gavagem ou por ingestdo voluntdria, como descrito abaixo.

Por gavagem (intubagio gastrica)

Foi introduzida por via oral uma agulha de ponta redonda acoplada a
uma seringa. A cada gavagem, 20 mg de Ova, diluida em 0,2 ml de salina
fisiolégica, foram dispensadas diretamente no estdbmago do camundongo. Ou
seja, estes camundongos recebem de uma s6 vez 20 mg de Ova (in bolus).
Foram administradas 1, 2, 3 ou 5 gavagens, dependendo do experimento,
sendo apenas uma gavagem didria e em dias consecutivos.

Por ingestio voluntiria

Foi utilizada uma solugdo de Ova a 4 mg/ml diluida em dgua como
dnica fonte de liquido por um periodo de 24 horas (1 dia de ingestdo
voluntdria), 72 horas (3 dias de ingestdo voluntaria) ou 120 horas (5 dias de
ingestdo voluntdria). Como normalmente cada camundongo ingere cerca de 5
ml de dgua por dia, cada um recebe entdo cerca de 20 mg de Ova em um
periodo de 24 horas. Assim, estes camundongos recebem o antigeno
gradualmente ao nivel do intestino.

Em uma tnica experiéncia, como indicado no texto, foi oferecido aos
camundongos uma solugéo de clara de ovo diluida a 1:5 em dgua, como tnico
liquido disponivel durante 24 horas (1 dia de ingestao voluntdria), 72 horas (3
dias de ingestdo voluntdria), 120 horas (5 dias de ingestdao voluntdria) ou 240
horas (10 dias de ingestdo voluntdria). Também estes camundongos recebem
o antigeno de uma forma gradual ao nivel do intestino.




Imuniza¢des

Sete dias ap6s o término do pré-tratamento oral (por gavagem ou por
ingestdo voluntdria), os camundongos foram submetidos a dois tipos de
imunizacdes: 1) com hidréxido de aluminio (adjuvante) mais o antigeno para
a andlise posterior da produgao de anticorpos especificos no soro; ou 2) com
Adjuvante Completo de Freund mais o antigeno para a andlise posterior
tanto de reagdo celular nas patas (ap6s um segundo desafio com o antigeno)
quanto para andlise de proliferacdo celular em linfonodos inguinais (figura 1).

pré tratamento oral Imuniza¢bes

Ova
1 gavagem

Ova

- 4+ > Ova ; Antic;.o(;pos
1 diade o
va
ingestéo voluntaria
Ova Inchaco

5 gavagens (1 por dia) —  + Ova ~—> das patase
CFA histologia

Ova 2
RS

Figura 1 - Protocolo experimental bdsico. Os animais recebem diferentes pré-
tratamentos orais e posteriormente s3o submetidos a dois tipos de imunizag¢des: 1) com
hidréxido de alumfnio (adjuvante) mais o antigeno para a andlise posterior da
produgao de anticorpos especificos no soro; ou 2) com Adjuvante Completo de Freund
mais o antigeno para a anélise posterior tanto de reagdo celular nas patas (apés um
segundo desafio com o antigeno) quanto para andlise de proliferagdo celular em
linfonodos inguinais.
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Ensalo de
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Imunizacio com Hidréxido de Aluminio + Antigeno

As imunizagbes parenterais primdrias foram realizadas utilizando-se,
para cada animal, 200 ul de solugéao contendo 10 ug de Ova (Grade V), mais 1
mg de Hidréxido de Aluminio - como adjuvante, dissolvidos em salina
fisiolégica. Essa solugdo foi injetada diretamente na cavidade peritoneal do
camundongo através de agulha estéril.

As imunizag¢Oes parenterais secunddrias foram realizadas utilizando-se,
para cada animal, 200 ul de solugdo contendo 10 ug de Ova, dissolvidas em
salina fisiol6gica, sem adjuvantes. Essa solugao foi injetada diretamente na
cavidade peritoneal do camundongo através de agulha estéril 14 dias ap6s a
imunizagao primadria.

Imunizagio com Adjuvante Completo de Freund + Antigeno

Para a andlise de reagdo celular na pata dos camundongos foi seguido
um protocolo semelhante ao descrito por Titus e Chiller (Titus, 1981). Os
camundongos sdo inicialmente imunizados subcutaneamente, na base da
cauda, com 100 ug de Ova emulsificada em Adjuvante Completo de Freund
(CFA). Vinte e um dias depois cada camundongo recebe no coxim plantar da
pata traseira esquerda uma injegdo de 30 ul de uma solugdo de Ova a 2%,
agregada por desnaturagdo térmica (600 uyg de Ova por animal). Como
controle inespecifico do teste, cada animal recebe no coxim plantar da pata
traseira direita uma injegao de 30 pl de salina fisiologica.

Para a andlise da proliferagdo celular foi seguido um protocolo
semelhante ao descrito por Barone (Barone, 1995). Cada camundongo recebe
imunizagdo subcutanea, na base da cauda, com 100 ug de Ova emulsificada
em CFA. Oito dias depois os linfonodos inguinais sdo removidos e as células
colocadas em cultura como descrito a seguir.

Sangria e obtengio de soro

Sete dias ap6s os camundongos dos experimentos para anélise da
produgdo de anticorpos especificos no soro receberem a imunizacgio
secunddria, eles foram sangrados através do plexo axilar (ap6s anestesia com
éter) e entdo sacrificados por deslocamento cervical. Depois da coagulagao, as
amostras individuais foram centrifugadas a 3000 rpm por 7 minutos. O soro
foi entdo retirado e diluido a 1:10 em salina fisiolégica, em tubos individuais.
As amostras foram congeladas a -20° C até a dosagem das imunoglobulinas
especificas por ELISA.




Quantificagido dos anticorpos especificos no soro

As imunoglobulinas anti-Ova foram dosadas no soro pelo ensaio
E.LLS.A. (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) que, resumidamente,
segue a metodologia descrita a seguir: microplacas de poliestireno (Nunc,
Roskilde, Denmark) foram incubadas overnight a 4° C com 2 ug de Ova
diluidos em 100 ul de tampao carbonato pH=9,6 (Coating buffer), por pogo.
Ap6s 18 horas no minimo, as placas foram lavadas duas vezes com salina
fisiologica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO,
USA - solugdo salina-Tween) e incubadas, por uma hora, com 200 yl de uma
solugdo de caseina a 0,25% em PBS (PBS-caseina), por pogo, para bloqueio, a
temperatura ambiente. A solugdo de bloqueio foi desprezada e as placas
incubadas a 37° C, por uma hora, com 100 yl, por pogo, de seis diluigoes
seriadas dos soros a serem testados, iniciando com a diluigdo 1:100 (fator de
diluigdo seriada = 0,5, dilui¢cdes 1:100 a 1:3200). As placas foram lavadas seis
vezes com salina-Tween e incubadas, por uma hora a 37° C, com 100 yl, por
po¢o, de uma solugdo de um soro poliespecifico de cabra anti-
imunogiobulinas totais de camundongo marcado com peroxidase (Southern
Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA). As placas foram
novamente lavadas seis vezes com salina-Tween e incubadas com 100 ul, por
poco, de tampao citrato (pH=5,0) contendo HyO; e ortofenileno-diamino
(OPD) para desenvolvimento de cor, por reacdo enzimaticamente catalizada.
Ap6s 20 minutos, a reacdo foi interrompida pela adicio, por poco, de 20 ul de
H2504 a 2N. A absorbancia do comprimento de onda de 492 nm foi aferida
por leitor automético (Model 450 Microplate Reader, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Cada placa recebeu também, além dos soros testes, um pool de soros de
animais B6D2F1 imunizados com DNP;,70va, denominado genericamente
"soro anti-DNP-Ova padrao” (o mesmo pool de soros foi utilizado em todas
as placas, de todos os experimentos), utilizado em 10 dilui¢Ges seriadas, em
duplicata, iniciando em 1:100 e com fator de dilui¢do = 0,5 (diluigdes 1:100 a
1:51200). Os valores de absorbancia desse soro padrédo foram utilizados para
controlar a sensibilidade do teste e possibilitar o caloulo de fatores de corregao
necessdrios para tornar os resultados de todas as placas comparéveis entre si.

Os valores de absorbancia de cada soro teste, em cada uma das seis
dilui¢bes seriadas, foram submetidos a um somatério. Esses somatérios foram
multiplicados por 1000 e os resultados obtidos foram representados como
valores codificados denominados de ELISA*.

Medida de reagio celular in vivo

Para a andlise da reagdo celular in vivo foi medido o inchaco das patas
dos camundongos e também foi feita uma an4lise histolégica dos tipos
celulares presentes no tecido inflamado. Os camundongos receberam, como
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descrito anteriormente, uma imunizagéo na base da cauda e ap6s 21 dias um
desafio no coxim plantar da pata esquerda e inje¢do de salina na direita. Seis,
24, 48 e 72 horas ap6s as inje¢des nas patas, o inchago de ambas foi medido por
paquimetro e expresso em milimetros. A diferenca entre o inchaco da pata
que recebeu Ova e a de salina, nos deu o valor real do aumento da pata de
cada animal. Os resultados expressos nos graficos foram obtidos pelo calculo

da média de cada grupo experimenteal (+ erro padrao da média). Retiramos
também as patas esquerda e direita de 2 camundongos por grupo ao se
completar 6, 24, 48 e 72 horas ap6s as injegdes de antigeno e salina nas patas
respectivas. Estas patas foram deixadas por dois dias em formol tamponado
(concentragdo a 10%) e posteriormente foram incluidas em parafina, cortadas
e coradas com Hematoxilina e Eosina.

Anilise histoldgica da reac¢do celular

As patas coletadas 6, 24, 48 e 72 horas apés o desafio foram fixadas em
formol tamponado e, posteriormente desidratadas em solugdes crescentes de
alcool usando um processador de tecidos automatico Titertek. As patas foram
incluidas em parafina e secgdes trasnversas de 4 ym foram obtidas usando um
micr6tomo Spencer. Posteriormente, os cortes em 1dmina foram corados com
corantes especificos (Hematoxilina & Eosina), e as caracteristicas morfolégicas
foram determinadas usando microscépio Olympus.

Ensaio de Proliferagao Celular (reagio celularin vitro)

Para a andlise da proliferacdo celular cada camundongo foi imunizado
na base da cauda como descrito anteriormente e, oito dias depois, os
linfonodos inguinais foram removidos em ambiente aséptico e as suspensdes
celulares obtidas de cada grupo experimental foram colocadas em RPMI
completo (RPMI 1640 medium - Gibco BRL - suplementado com 0,1 mM de
aminodcidos ndo essenciais, 1 mM de piruvato de sédio, 2 mM de I-
glutamina, 5 X 10-> M de 2-mercaptoetanol, 25 mM HEPES, 100 Unidades/ml
de penicilina, 100 yg/ml de fungizona e 5-10% de soro fetal bovino
inativado). As células foram entdo aliquotadas em triplicata em placas de 96
pocos (Falcon; Lincoln Park, NJ). Foram colocados 100 ul/pogo da suspensao
de células na concentragdo de 5 x 106 células/ml. As células foram entio
incubadas, com 100 pl/pogo de solugao de Ova a 1 mg/ml, em estufa a 37° C,
5% de CO2, por 48 horas. Ap6s estes 2 dias as células foram entio incubadas
por cerca de 18 horas com 1uCi de timidina tritiada. As células foram entio
aspiradas através do "cell harvester" com um papel de filtro. A radioatividade
beta foi determinada através de um contador de radiacdo beta.
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Como controle negativo as células foram incubadas somente com meio
e como controle positivo com ConA (Concanavalina A - SIGMA Chemical
Co., St. Louis, MO, USA). Os resultados foram expressos como a média

aritmética da contagem em cpm = o erro padrao das culturas em triplicata,
apos a subtragdo dos valores obtidos com os controles negativos.

Transferéncia de soro para anélise da produgio ou nio de
tolerégeno pelo doador e incorporagio ou nio de tolerégeno pelo
receptor

Camundongos de 8 e 70 semanas foram utilizados como doadores e
receptores. Camundongos doadores receberam, por via intragéstrica, 0,2 ml de
solugao contendo 20 mg de Ova ou 0,2 ml de salina. Uma hora apoés a
gavagem, os animais foram sangrados através do plexo axilar (ap6s anestesia
com éter) e entdo sacrificados por deslocamento cervical. Depois da
coagulagao, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 7 minutos. O soro
foi coletado em pool para cada grupo experimental. O soro foi transferido
entdo para camundongos receptores através de injegdo intraperitoneal (ip) de
1 ml de soro dos doadores/animal receptor.

Sete dias ap6s a transferéncia com o soro, os animais receptores foram
imunizados subcutaneamente, na base da cauda, com 100 pug de Ova
emulsificada em Adjuvante Completo de Freund (CFA). Vinte e um dias
depois cada camundongo recebeu no coxim plantar da pata traseira esquerda
uma injegdo de 30 ul de uma solugio de Ova a 2%, agregada por desnaturagao
térmica (600 ug de Ova por animal). Como controle inespecifico do teste, cada
animal recebeu no coxim plantar da pata traseira direita uma injecdo de 30 ul
de salina fisioldgica.

Vinte e quatro, 48 e 72 horas apos as injegdes nas patas, o inchago de
ambas foi medido por paquimetro e expresso em milimetros. A diferenca
entre o inchago da pata que recebeu Ova e a de salina, nos deu o valor real do
aumento da pata de cada animal. Os resultados expressos nos graficos foram

obtidos pelo cdlculo da média de cada grupo experimenteal (= erro padrao da
média).

Analise estatistica

Os dados numéricos dos parametros medidos nos experimentos
(ELISA%, incremento da pata ou c.p.m.) foram utilizados para se analisar a
significincia de diferengas entre os grupos pelo teste-t de Student bicaudal.



Resultados

Aniilise do efeito da alteragdo na frequéncia e gradualidade de
administragdo oral do antigeno na produgio de anticorpos
especificos

Geralmente encontrdvamos nos experimentos do laboratério um ou
outro camundongo que n3o chegava a ser tolerizado pelo protocolo de
indugdo de tolerancia oral. Como nio sabfamos ao certo a porcentagem de
camundongos que realmente se tornava tolerizante, realizamos o protocolo
padrao do laboratério (uma tinica gavagem com 20 mg de Ova como pré-
tratamento oral) em 16 animais. Quando comparados aos animais controle
(pré-tratados somente com salina) somente 10 dos camundongos que
receberam o pré-tratamento com Ova por gavagem ficaram realmente

tolerantes (figura 2). Assim 37,5 % dos camundongos ndo se tornava tolerante
por este protocolo.
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grupo imune

. ! aid I avagem em cal tONg VOIS 8 S
d ico i - Camundongos B6D2F1, de 6 a 8 semanas de idade,
foram pré-tratados com uma tnica gavagem contendo apenas salina (controle) ou 20 mg
de Ova em 0,2 ml de salina. Sete dias ap6s este pré-tratamento, todos os animais foram
imunizados intraperitonealmente com 10 ug de Ova mais 1 mg de hidréxido de aluminio
(primdria). Quatorze dias ap6s a primdria e sete dias antes da sangria, 0os animais
receberam nova imunizagio intraperitoneal contendo somente 10 ug de Ova
(secundéria). Os anticorpos totais anti-Ova foram medidos por ELISA. A barra verde
corresponde 2 média + desvio padrao da produgio de anticorpos dos camundongos que
receberam somente salina como pré-tratamento oral.
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Uma vez que somos tolerantes aos indmeros componentes
potencialmente imunogénicos de nossa dieta, uma mimetizacio da forma de
ingestdo destes antigenos deve favorecer a inducio de tolerancia oral. Pelo
menos dois fatores podem estar relacionados a este processo natural
facilitando uma indugdo de tolerancia: a frequéncia e a gradualidade de
ingestdo.

Se administramos o antigeno como pré-tratamento oral de uma forma
gradual (ingestdo voluntdria) ao invés de in bolus como acontece com a
gavagem, 100 % dos camundongos ficam tolerantes (figura 3). A
administracdo gradual do antigeno mostrou-se muito mais eficiente na
indugdo de tolerancia oral que uma administracio in bolus.
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Figura 3 - Efeito ento oral por ingestdo volunt4ri ongos

jovens sobre a producfio de anticorpos anti-Qva. Camundongos B6D2F1, de 6 a 8
semanas de idade, receberam dgua (controles) ou solugdo contendo 4 mg/ml de Ova
como tnica fonte de liquido por um perfodo de 24 horas como pré-tratamento oral. Sete
dias ap6s este pré-tratamento, todos os animais foram imunizados intraperitonealmente
com 10 ug de Ova mais 1 mg de hidréxido de aluminio (primadria). Quatorze dias apoés a
primdria e sete dias antes da sangria, os animais receberam nova imunizagio
intraperitoneal contendo somente 10 ug de Ova. Os anticorpos totais anti-Ova foram
medidos por ELISA. A barra verde corresponde a média + desvio padrdo da producio
de anticorpos dos camundongos controle.



Se excluirmos os camundongos que ndo ficaram tolerantes com o
protocolo mostrado na figura 2 e compararmos entio somente os
camundongos tolerantes por gavagem com os camudundongos tolerantes por
ingestdo voluntdria (figura 3), a diferenca entre estes dois pré-tratamentos
orais é ainda estatisticamente significativa (figura 4). Entdo, além da
administragdo gradual ser mais eficiente na indugdo de tolerdncia oral, a
tolerdncia induzida nestes animais ¢ significativamente diferente da induzida
com a administraqdo in bolus da mesma quantidade de antigeno.

Por outro lado, se aumentarmos a frequéncia de administragio do
antfgeno ndo observamos diferencas significativas quanto a producao de
anticorpos entre os animais tolerantes por uma gavagem ou tolerantes por
cinco gavagens. Além disto, este aumento da frequéncia nao possui a mesma
eficiéncia da administragdo gradual na inducao de tolerancia oral (figura 4).
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Figura 4 - Efeito do aumento da frequéncia e da gradualidade de administragio éral do
tigeno na i olerdncia oral e ndongos jovens sobre a producio de

anticorpos anti-Ova. Camundongos B6D2F1, de 6 a 8 semanas de idade, receberam
Ova como pré-tratamento oral por uma gavagem, cinco gavagens ou um dia de ingestdo
voluntdria. Sete dias ap6s este pré-tratamento, todos os animais foram imunizados
intraperitonealmente com 10 ug de Ova mais 1 mg de hidréxido de aluminio (primdria).
Quatorze dias apds a primdria e sete dias antes da sangria, os animais receberam nova
imunizagdo intraperitoneal contendo somente 10 ug de Ova. Os anticorpos totais anti-
Ova foram medidos por ELISA. Os camundongos nao tolerantes, com os pré-
tratamentos contendo Ova, foram excluidos. A barra verde corresponde a média +
desvio padrdo da produgdo de anticorpos dos camundongos que receberam somente
salina como pré-tratamento oral (uma gavagem).
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Anilise do efeito da alteragdo na frequéncia e gradualidade de
administra¢do oral do antigeno nas reacdes de imunidade celularin
VIVO e in vitro

Além da andlise da produgdo de anticorpos apés as alteracoes na
frequéncia e gradualidade de administragdo oral do antigeno, realizamos
andlise da imunidade celular in vivo e in vitro.

Para a andlise da imunidade celular in vivo, os camundongos
receberam, ap6s 0s pré-tratamentos orais contendo Ova ou salina (controles),
imunizagao contendo Ova emulsificada em CFA na base da cauda e, ap0s 21
dias, Ova desnaturada ou salina nos coxins plantares das patas traseiras
esquerda e direita respectivamente. As patas foram medidas 6, 24, 48 e 72
horas ap6s o desafio nos coxins plantares. Os valores obtidos das patas
injetadas somente com salina foram subtraidos dos valores obtidos das patas
injetadas com a Ova desnaturada fornecendo o valor do inchaco causado pela
presenga do antigeno.

Seis horas ap6s o desafio nas patas, todos os camundongos
apresentaram inchago. Entretanto os camundongos que receberam pré-
tratamento oral do antigeno por ingestido voluntdria apresentaram inchacgo
significativamente menor que os camundongos que receberam o pré
tratamento oral por gavagem, contendo salina ou Ova (figura 5). Esta menor
reacgdo celular in vivo com a ingestdo voluntdria, novamente confirma que a
administracio gradual de antigeno é mais eficaz que a administragao in bolus
em causar supressao.

Com 24 horas ap6s o desafio, todos os camundongos que receberam um
pré-tratamento oral contendo antigeno, apresentaram uma reduc¢do do
inchago enquanto que os camundongos que nao receberam o antigeno no pré-
tratamento (controles imune), continuaram quantitativamente com o
mesmo inchago observado apés 6 horas (figura 5). A diminui¢do no inchago é
muito mais acentuada nos camundongos que receberam uma frequéncia
maior de administragio do antigeno ou os que receberam uma administragao
gradual quando comparados com aqueles que receberam apenas uma
gavagem com o antigeno (figura 5).

Quarenta e oito e 72 horas apés o desafio, todos os camundongos
* (inclusive 0s imunes) praticamente j4 nao apresentavam mais inchacgo (dados
nao mostrados).
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Medida das patas
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nguta 5 - Reacdo de imunidade celular in vive em camundongos jovens que receberam
diferentes pré-tratamentos orais. Camundongos B6D2F1, de 7 a 10 semanas de idade,
receberam Ova como pré-tratamento oral por uma, trés ou cinco gavagens ou
alternativamente um, trés ou cinco dias de ingestdo voluntdria. Sete dias apés o pré-
tratamento oral, os animais foram imunizados subcutanealmente na base da cauda com
100 ug de Ova emulsificada em CFA. Ap6s 21 dias, os animais receberam inje¢bes de 30
ul de uma solugdo de Ova a 2% agregada por desnaturagio térmica (600 ug de Ova por
animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira
direita cada camundongo recebeu uma injecdo de 30 ul de salina. O inchago de ambas as
patas foi medido por paquimetro 6 e 24 horas apos as inje¢des nos coxins plantares. O
inchago causado pela presenca do antigeno foi obtido pela subtragio da medida da
pata esquerda pela direita e expresso em milimetros.

Seis, 24, 48 e 72 horas ap6s o desafio, as patas de dois camundongos por
grupo foram retiradas e fixadas em formol para an4lise histolégica. Apés dois
dias, as patas foram incluidas em parafina, cortadas e coradas com
hematoxilina e eosina.

Quanto aos tipos celulares presentes na inflamacéo das patas, a maioria
constitufa-se de eosinéfilos. Apenas alguns raros linfécitos e macréfagos
foram visualizados. Embora os diferentes grupos tenham recebido protocolos



distintos, ndo houve diferenca qualitativa entre as laminas examinadas. As
figuras 6 e 7 mostram fotos do infiltrado inflamatério das patas de
camundongos imunes e tolerantes (por uma ingestio voluntdria)
respectivamente, 6 horas ap6és o desafio. Ambas apresentam a mesma
predominéncia de eosinéfilos (figuras 6 e 7). Todas as patas analisadas
apresentaram morfologia semelhante, com modificagdes apenas quantitativas
(dados ndo mostrados).

Figura 6 - Foto do infiltrado inflamatério do coxim plantar de camundongos imune 3
Qva, 6 horas ap6s o desafio. Camundongos B6D2F1, de 7 a 10 semanas de idade foram

imunizados subcutanealmente na base da cauda com 100 ug de Ova emulsificada em
CFA. Ap6s 21 dias, os animais receberam inje¢des de 30 ul de uma solugio de Ova a
2% agregada por desnaturagio térmica (600 ug de Ova por animal) no coxim plantar da
pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira direita, cada camundongo
recebeu uma injecdo de 30 ul de salina. As patas foram retiradas 6 horas apoés as
injegbes nos coxins plantares, fixadas em formol tamponado, desidratadas em solugdes
crescentes de dlcool e incluidas em parafina. Secgdes trasnversas de 4 yum foram obtidas
e 0s cortes em lamina foram corados com HE. Aumento de 132 X.
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Figura 7 - Foto do infiltrado inflamatério do coxim plantar de camundongos tolerantes
a Ova, 6 horas ap6s o desafio. Camundongos B6D2F1, de 7 a 10 semanas de idade,

receberam Ova como pré-tratamento oral, por um dia de ingestdo voluntdria. Sete dias
ap0s o pré-tratamento oral os animais foram imunizados subcutanealmente na base da
cauda com 100 ug de Ova emulsificada em CFA. Ap6s 21 dias, os animais receberam
injecdes de 30 ul de uma solugio de Ova a 2% agregada por desnaturacio térmica (600
ug de Ova por animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim plantar
da pata traseira direita cada camundongo recebeu uma injegao de 30 ul de salina. As
patas foram retiradas 6 horas apés as injegdes nos coxins plantares, fixadas em formol
tamponado, desidratadas em solugdes crescentes de 4lcool e incluidas em parafina.
SecgOes trasnversas de 4 um foram obtidas e os cortes em lamina foram corados com
HE. Aumento de 132 X.

Além da andlise da reacdo de imunidade celular in vivo, realizamos
uma andlise da reacao celular in vitro através de ensaio de proliferacdo. Os
animais receberam os diferentes pré-tratamentos orais, 7 dias depois foram
imunizados com Ova emulsificada em CFA na base da cauda e, ap6s 8 dias, os
linfonodos inguinais foram removidos e as células incubadas com solugio de
Ovaa1lmg/ml. Apés 2 dias as células foram entdo incubadas por cerca de 18
horas com timidina tritiada e a radioatividade beta foi determinada através de
um contador de radiagéo beta.

Todos os camundongos que receberam um pré-tratamento contendo
Ova, apresentaram menor proliferagdo celular na presenca de 1 mg/ml de
Ova que os que receberam pré-tratamento com salina. Entretanto, o aumento
na frequéncia e na gradualidade de administragéo oral do antigeno produziu
uma supressdo da proliferagéo celular mais acentuada que aquela produzida
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pela administra¢do de uma tnica gavagem (figura 8). Na andlise do ensaio de
proliferagdo, todos os camundongos tratados com Ova por via oral em todos
0s protocolos tornaram-se tolerantes mostrando que, em comparagdo com a
andlise de produgdo de anticorpos, a andlise de reagio de imunidade celular é
mais sensivel na deteccdo de tolerandia.
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Figura 8 - Reacdo de imunidade celular in vitro de linfonodo inguinal de camundongos

jovens que receberam diferentes pré-tratamentos orais. Camundongos B6D2F1 de 6 a 8

semanas de idade receberam Ova como pré-tratamento oral por gavagem ou ingestio
voluntdria. Sete dias apés o pré-tratamento oral, os animais foram imunizados
subcutanealmente na base da cauda com 100 pg de Ova emulsificada em CFA. Apbs 8
dias, os linfonodos inguinais foram coletados em ambiente aséptico e as suspensdes
celulares obtidas de cada grupo experimental incubadas com solugio de Ova 1 mg/ml
por 48 horas. Ap6s estes 2 dias, as células foram entdo incubadas por cerca de 18 horas
com timidina e a radioatividade incorporada foi medida em contador de radiacio beta.
Os resultados foram expressos como a média aritmética da contagem em cpm t erro
padrao das culturas em triplicata, ap6s a subtragdo dos valores obtidos com os
controles negativos (incubacio das células sem antigeno). Valor basal: 2.642 + 0.277.

Anilise do efeito da altera¢io na frequéncia e gradualidade de
administragdo oral do antigeno na indugdo de tolerincia oral em
camundongos idosos

Com o envelhecimento, observamos uma diminui¢do na
susceptibilidade a imunizagdo e 2 indugdo de tolerancia oral. Camundongos
com 25 ou 70 semanas de idade que recebem como pré-tratamento oral uma
gavagem com 20 mg de Ova ndo apresentam supressdo significativa na
produgdo de anticorpos quando com parados com o grupo controle (figura 9).
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Figura 9 - Inducdo de tolerancia oral em camundongos de diferentes idades.
Camundongos B6D2F1 de 7, 25 e 72 semanas de idade receberam uma gavagem de 20
mg de Ova como pré-tratamento oral. Sete dias ap6s este pré-tratamento, todos os
animais foram imunizados intraperitonealmente com 10 yg de Ova mais 1 mg de
hidréxido de alumfnio (primdria). Quatorze dias apés a primdria e sete dias antes da
sangria, 0s animais receberam nova imunizagio intraperitoneal contendo somente 10 y g

de Ova. Os anticorpos totais anti-Ova foram medidos por ELISA. Fonte: Faria, 1998 a
eb.

Como nossos resultados anteriores mostram que a administragio
gradual ou maior frequéncia do antigeno sdo mais eficazes na indugdo de
tolerancia oral que uma administragiio in bolus, talvez a alterag¢do na forma
de administra¢o do antfgeno em camundongos idosos facilitasse a indugio
de tolerancia oral.

Realmente constatamos que a administragdo gradual de antfgeno ¢
capaz de induzir tolerdncia oral em camundongos idosos. Entretanto,
qualquer aumento na frequéncia de administragio oral do antigeno nao
interferiu na eficdcia de indugdo de tolerincia oral medida enquanto
supressdo da produgio de anticorpos (figura 10).
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Figura 10 - Efeito do aumento da frequéncia e da gradualidade de administracdo oral

do_antigeno na indu de toleréncia or. edida pe roducdo de anticorpos anti-

Ova em camundongos idosos. Camundongos B6D2F1 de 65 a 72 semanas de idade
receberam @¥a como pré-tratamento oral por 1, 2, 3ou 5 gavagensou 1, 3, 5 ou 10 dias

de ingestdo voluntéria de solugdo contendo Ova. Sete dias ap6s o pré-tratamento, todos
os animais foram imunizados intraperitonealmente com 10 yg de Ova mais 1 mg de
hidréxido de aluminio (primdria). Quatorze dias ap6s a primdria e sete dias antes da
sangria, os animais receberam nova imunizagdo intraperitoneal contendo somente 10 pg
de Ova. Os anticorpos totais anti-Ova foram medidos por ELISA.

Uma vez que a reagdo de imunidade celular ¢ mais sensfvel para a
detec¢do da inducgdo de tolerincia, talvez o aumento da frequéncia de
administracdo do antigeno levasse a uma supressdo na reagdo celular, ndo
observada na produgao de anticorpos.

O ensaio de proliferagdo celular em camundongos idosos que
receberam diferentes pré-tratamentos por via oral antes da imunizacio
parenteral revela que o aumento tanto na gradualidade quanto na frequéncia
da administragdo oral do antigeno sdo capazes de aumentar a eficdcia da
indugdo de tolerancia oral (figura 11).
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Figura 11 - Reacdo de imunidade celular in vitro de linfonodo inguinal de camundongos
idosos que receberam diferentes pré-tratamentos orais. Camundongos B6D2F1 de 70 a

76 semanas de idade receberam Ova como pré-tratamento oral por gavagem ou ingestdo
voluntdria. Sete dias apés o pré-tratamento oral, os animais foram imunizados
subcutanealmente na base da cauda com 100 ug de Ova emulsificada em CFA. Ap6s 8
dias, os linfonodos inguinais foram coletados em ambiente aséptico e as suspensdes
celulares obtidas de cada grupo experimental incubadas com solucdo de Ova 1 mg/ml
por 48 horas. Ap6s estes 2 dias, as células foram entdo incubadas por cerca de 18 horas
com timidina tritiada e a radioatividade incorporada foi medida por contador de
radiaco beta. Os resultados foram expressos como a média aritmética da contagem em
cpm + erro padrédo das culturas em triplicata, ap6s a subtragiio dos valores obtidos com
os controles negativos (incubagio das células sem antigeno). Valor basal: 8.977+ 1.243.

Anilise da rela¢do entre a menor susceptibilidade a indugdo de
tolerincia oral de camundongos idosos e a geragio de um
tolerégeno sérico apés administragio oral do antigeno

Experiéncias de grupos escoceses e ingleses demonstraram em
camundongos jovens, que a transferéncia de soro colhido 1 hora apés
administragdo de Ova por via intragdstrica, para receptores isogénicos
normais (jovens), é capaz de induzir tolerincia para a reagio de imunidade
celular (Strobel, 1983). Assim, a passagem do antigeno através do intestino
possibilita a formagdo de um componente capaz de transferir tolerancia que
foi denominado "tolerégeno”. A figura 12 mostra um esquema do protocolo
utilizado para esta transferéncia de tolerancia. A execugio deste protocolo por
nés também levou a indugdo de tolerdncia (figura 14 - barras amarela e
vermelha).
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Figura 12 - Protocolo de indugao de tolerancia por transferéncia de soro_contendo
talerégeno em camundongos jovens. Camundongos doadores recebem por gavagem uma
administragao de salina ou 20 mg de Ova e apés 1 hora sao sangrados. Os
camundongos receptores recebem 1 ml de soro dos doadores tratados com salina ou
Ova por gavagem e apds 7 dias, sao imunizados subcutaneamente na base da cauda
com 100 pg de Ova emulsificada em CFA. Apés 21 dias, 0s animais recebem injecoes de
30 il de solugao de Ova a 2% agregada por desnaturagao térmica (000 ug de Ova por
animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira
direita, cada camundongo recebe uma injegao de 30 pl de salina. O inchaco de ambas as
patas ¢ medido por paquimetro 24 horas apds as injegoes nos coxins plantares. Os
camundongos que receberam soro de doadores tratados com Ova por gavagem
apresentam inchago significativamente menor que os que receberam soro normal.




Uma das hipéteses explicativas para a diminuigdo da susceptibilidade 2
indugdo de tolerancia em camundongos idosos poderia ser sua incapacidade
em processar adequadamente o antfgeno no intestino e, portanto, gerar o
tolerégeno circulante. Esta hipétese privilegia a idéia de que a principal
alteragdo ocorrida durante envelhecimenteo ocorreria a nivel da absor¢do no
intestino e no tecido linféide associado a este sitio.

Para testar tal hip6tese, analisamos o efeito da administracao de soro de
animais jovens que receberam Ova por gavagem na reacdo de imunidade
celular de camundongos idosos. Para isso, camundongos idosos receberam
uma inje¢do intraperitoneal de soro de camundongos jovens tratados com
salina (figura 13 - barra amarela) ou 20 mg de Ova por gavagem (figura 13 -
barra vermelha). Como controle, camundongos idosos receberam injegdo
intraperitoneal de soro normal de animais idosos (figura 13 - barra verde) ou
soro de camundongos idosos que tenham recebido gavagem com 20 mg de
Ova 1 hora antes (figura 13 - barra azul). Os resultados desta figura 13 nos
mostram que a transferéncia de soro de camundongos jovens, tratados com
Ova por gavagem, para camundongos idosos nio é capaz de induzir
toleréncia nos tltimos.

Camundongos idosos
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081}
0,61}
044}

milimetros

o2{l
0]
soro de doador jovem jovem idoso idoso

que recebeu gavagem com salina Ova salina Ova

Figura 13 - Reacdo de imunidade celular in vivo em camundongos idosos apés
transferéncia de soro de camundongos jovens ou idosos gavados com salina ou Ova.
Camundongos B6D2F1 de 89 a 90 semanas de idade receberam injecdo i.p. de 1 ml de
soro (pool) de camundongos doadores. Os doadores sio camundongos B6D2F1 jovens
(6 a 13 semanas) ou idosos (60 a 96 semanas) que receberam hd 1 hora uma gavagem
contendo salina ou 20 mg de Ova. Sete dias ap6s os camundongos receptores terem
recebido a injegdo com o soro dos doadores, eles foram imunizados subcutanealmente
na base da cauda com 100 ug de Ova emulsificada em CFA. Ap6s 21 dias, os animais
receberam injecdes de 30 ul de solucio de Ova a 2% agregada por desnaturacio térmica
(600 ug de Ova por animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim
plantar da pata traseira direita cada camundongo recebeu uma injecao de 30 ul de
salina. O incha¢o de ambas as patas foi medido por paquimetro 24 horas apés as
injecdes nos coxins plantares. O inchaco causado pela presenca do antigeno foi obtido
pela subtragdo da medida da pata esquerda pela direita e expresso em milimetros.
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Uma outra forma de analisar a hip6tese do defeito na geracao do
tolerégeno como explicagdo para a menor susceptibilidade a indugao de
tolerancia oral seria o experimento oposto.

A administragdo de soro de camundongos idosos tratados com uma
gavagem de Ova uma hora antes da sangria em receptores jovens poderia nos
indicar se 0 camundongo idoso é ou ndo capaz de produzir tolerégeno com a
passagem do antigeno pelo intestino. Assim, camundongos jovens receberam
a injecdo de soro normal de camundongos idosos (controle), ou a injegdo de
soro de camundongos idosos gavados 1 hora antes com Ova (figura 14 - barras
verde e azul respectivamente). Seria esperado que a administragdo de soro
normal de camundongos idosos em camundongos jovens nao produzisse
qualquer efeito sobre a capacidade de desenvolvimento de reagdo de
imunidade celular nos camundongos jovens. Entretanto, a simples
administragdo de soro normal de idosos em jovens é capaz de inibir a reagdo
celular desses tltimos (figura 14 - barra verde). Assim, ndo temos como
afirmar se o soro de camundongos idosos gavados com Ova contém ou nao
toler6geno pois o soro normal de camundongos idoso parece jd capaz de
inibir a reacao celular em jovens.

Por outro lado, a transferéncia de soro normal de jovens em
camundongos idosos ndo ¢é capaz de afetar a reacao celular dos idosos (figura
13 - barra amarela).
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Figura 14 - 4 i i in_viyo e dongos jovens apés

ansferéncia e 0 jovens ou idos vados com salina ou Ova.
Camundongos B6D2F1 de 10 a 11 semanas de idade receberam injegdo intraperitoneal
de 1 ml de soro (pool) de camundongos doadores. Os doadores sio camundongos
B6D2F1 jovens (6 a 13 semanas de idade) ou idosos (60 a 96 semanas de idade) que
receberam h4 1 hora uma gavagem contendo salina ou 20 mg de Ova. Sete dias ap6s os
camundongos receptores terem recebido a injecdo com o soro dos doadores, eles foram
imunizados subcutanealmente na base da cauda com 100 #g de Ova emulsificada em
CFA. Apé6s 21 dias, os animais receberam injecdes de 30 ul de uma solucdo de Ova a
2% agregada por desnaturagdo térmica (600 ug de Ova por animal) no coxim plantar da
pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira direita, cada camundongo
recebeu uma injecdo de 30 ! de salina. O inchago de ambas as patas foi medido por
paquimetro 24 horas ap6s as inje¢des nos coxins plantares. O inchago causado pela
presenca do antfgeno foi obtido pela subtracio da medida da pata esquerda pela
direita e expresso em milfmetros.
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Discussio

A importincia da gradualidade na indu¢io de tolerincia oral

Uma série de evidéncias na literatura nos leva a crer que a tolerancia
oral a antigenos proteicos reflete a maneira pela qual a proteina é manipulada
no intestino. Baseado nessas evidéncias, que apresentaremos a seguir, pode-se
dizer que qualquer fator que altere a quantidade ou a natureza quimica do
antigeno absorvido pelo intestino, pode afetar as consequéncias imunolégicas
deste material (Mowat, 1994).

£ possivel que alteragdes nas formas de administracdo oral de antigeno
acarretem em quantidades e qualidades diferentes de antigeno disponiveis,
podendo assim influenciar os eventos desencadeados na mucosa intestinal,
como a tolerancia oral.

Como pudemos observar claramente (figuras 4, 8 e 10), a administracdo
gradual do antigeno (ingestdo voluntdria) é muito mais eficaz na indugdo de
tolerancia oral que uma administracdo in bolus (gavagem). Entretanto nao
sabemos exatamente o (s) fator (es) responsavel (eis) por esta diferenca.

O simples aumento na frequéncia de administracio do antigeno (3 ou 5
gavagens em dias consecutivos) é capaz de melhorar a eficiéncia de indugao
de tolerancia oral, mas somente se esta for medida enquanto supressao da
reacdo de imunidade celular (figuras 5, 8 e 11). A supressdo da produgao de
anticorpos é a mesma obtida com o protocolo de uma gavagem.

Na verdade, todos os nossos resultados indicam que, embora o
aumento da frequéncia tenha algum efeito sobre a inducéo de tolerancia oral,
o fator realmente relevante na sua eficdcia parece ser o aumento da
gradualidade de administracio oral. A ingestdo voluntaria de Ova por um
tnico dia é capaz de suprimir significativamente tanto a reagdo de imunidade
celular quanto a produgio de anticorpos (figuras 4, 5, 8, 10 e 11).

A relativa ineficiéncia da administragdo oral in bolus do antigeno
quando comparada com a administragio gradual tanto sob o parametro da
atividade imune humoral (figuras 4 e 10) quanto da atividade imune celular
(figuras 5 e 8) ndo parece estar relacionada ao possivel “trauma” envolvido na
realizagdo da gavagem (irritagdo na garganta e stress da manipulagdo).
Camundongos que recebem ingestao voluntiria de Ova concomitantemente a
uma gavagem com salina ndo apresentam diferenga quantitativa na produgao
de anticorpos quando comparados a camundongos que receberam somente a
ingestdo voluntdria (dados ndo mostrados; Verdolin, 1993).

Os motivos que tornam a administragio gradual do antigeno mais
eficaz que a administragdo in bolus na indugdo de tolerancia oral, podem ser
vérios. Duas hipéteses principais, no entanto, nos parecem provaveis: 1) a
indugdo de tolerancia oral dependeria de um aporte constante de antigeno na
circulagdo e a ingestdo voluntdria por vérios dias consecutivos seria capaz de
prover esse aporte; 2) a diferenca na eficdcia entre a ingestdo gradual versus a
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ingestdo in bolus do antigeno se deveria a diferengas ndo simplestemente na
concentragdo total de antigeno integro que alcanga a circulacio, mas em
diferengas durante todo o trajeto de transformagdes que o antigeno sofre
durante sua passagem pelo intestino.

A diferenca entre as duas hipé6teses reside no fato de que a primeira
considera que a gradualidade de entrada do antigeno na circulagio é o fator
importante e, portanto, o intestino funcionaria apenas como uma via neutra
de coleta de antigenos para o organismo. A tolerancia seria desencadeada
sistemicamente em Orgdos linféides centrais e nao haveria diferenca de
natureza entre a tolerancia induzida por injegdo intravenosa de antigeno e a
tolerancia induzida por via oral. A natureza sistémica da tolerancia oral e a
evidéncia de que uma parte significativa dos antigenos administrados por via
oral ganham acesso ao sistem imune periférico ainda intactos sdo fortes
suportes para esta idéia (Mowat, 1998). Segundo esta perspectiva, a
administracdo gradual do antigeno seria mais eficiente na manutengao de
niveis circulantes constantes de Ova intacta que a administracdo in bolus. Esta
hip6tese foi testada recentemente por Beatriz Stransky na sua dissertagao de
Mestrado nesse departamento (Stransky, 1996). Na tentativa de mimetizar a
gradualidade de penetracdo de antigenos na circulacio apoOs sua ingestdo,
Stransky realizou infusdes intravenosas lentas de Ova nativa (durante uma
hora) ou ainda infusdo intraperitoneal lenta (durante 24 horas) utilizando
uma bomba osmética. Nenhum dos tratamentos resultou em inducéao de
tolerdncia indicando que a gradualidade de entrada de Ova nativa na
circulacdo ndo é um fator relevante na indugio de tolerancia oral.

A segunda hipétese pressupde que, ao contrario, o intestino e o tecido
linféide associado a ele sejam fundamentais na indugdo de tolerancia oral e,
portanto, que ¢ a gradualidade no trajeto pelo intestino o elemento crucial.
Desta perspectiva, a administraciao gradual versus in bolus por via oral
resultam em distintos efeitos imunolégicos devido a diferencas na digestao,
na absorgdo, na interagdo com componentes linféides locais e na drenagem do
antigeno quando ele passa pelo intestino. N

O objetivo desse trabalho foi estudar mais extensiva e sistematicamente
o efeito de diferentes protocolos de administragdo oral de antigeno na indugao
de tolerdncia oral examinando tanto o pardmetro humoral quanto o
parametro celular da atividade imunolégica desencadeada. Nao pretendemos
examinar, nesse estudo, os mecanismos responsiveis pelas diferencas
observadas. No entanto, nossos dados nos permitem fazer uma andlise, sob o
ponto de vista da indugao de tolerancia oral, de cada etapa percorrida por
antigenos administrados oralmente tentando delinear a partir dai futuras
perspectivas para o estudo do fenémeno.

A seguir, entdo, discutiremos as diferencas entre os diferentes
protocolos de administracdo oral de antigeno a luz da segunda hip6tese
apresentada acima, que nos parece a mais provével para explicar nossos
resultados.



Digestao

Um fator que pode influenciar processos imunoldgicos desencadeados
a nivel do intestino, tal como a tolerancia oral é a atuacao de proteases
digestivas. A exposigao do antigeno a tais enzimas no trato gastrointestinal ou
in vitro gera uma diversidade de fragmentos antigénicos capazes de afetar o
sistema imune de diferentes maneiras, dependendo de suas formas fisico-
quimicas, suas quantidades, os trajetos de absorcdo e suas interagcdes com
componentes imunoldgicos no organismo. A digestio inicial das proteinas da
dieta ocorre no limen sob a influéncia de enzimas gastricas e pancredticas e
posteriormente algumas enzimas, presentes na superficie dos enterdcitos,
podem também atuar na digestao proteica.

O soro coletado de camundongo, uma hora apos gavagem com Ova,
pode transferir tolerancia especifica para a Ova em reagoes de DTH em
animais recipientes, sugerindo que peptideos resultantes do processamento
pelo intestino sdo os “toler6genos” relevantes. J4 a transferéncia de soro de
camundongo injetado parenteralmente com Ova nao transfere a tolerancia.
Assim, provavelmente os peptideos, ao invés da proteina nativa, sdo os reais
indutores de tolerancia oral 2 Ova. Esta necessidade de passagem pelo
intestino para a produgio de toler6geno sugere que os eventos responsaveis
pelo processamento intestinal sio criticos para a indugdo de tolerancia oral.
Entretanto, a forma como este processamento ocorre e o papel relativo do
epitélio intestinal ou de células linféides locais ainda nao estio determinados
(Mowat, 1994).

Michael mostrou que a administragio oral ou a injecdo diretamente no
fleo de camundongos, de um peptideo derivado de BSA resulta em tolerancia.
Entretanto, a administragdo de BSA nativa resulta em tolerancia quando
ocorre por via oral, mas quando ¢ injetada diretamente no ileo (onde a
digestdo enzimdtica ¢ bastante limitada) acarreta em imunizagao (Michael,
1989). Stransky e colaboradores (Stransky, 1998) também mostraram que a
injecdo de Ova diretamente no estdmago, mas nao no ileo ou ceco, suprime
subsequentes imunizagSes para reacdes de DTH. Se o resultado da
administracdo oral do antigeno depende da regido do intestino e/ou da
grande concentracdo de elementos linféides na porcdo superior do intestino
ou ainda de outros fatores ndo est4 ainda claro, mas os dados citados sugerem
que a por¢do importante é a porgao proximal do intestino delgado. O ntumero
de células linféides na lamina prépria do intestino diminui gradualmente ao
longo do intestino, sendo maior no duodeno e menor no intestino grosso
(Van der Heijden, 1989; Van der Heijden, 1988).

Em alguns casos a exposigdo de proteinas a enzimas proteoliticas parece
ndo ser crucial para a indugdo de tolerdncia. Um estado de tolerancia
semelhante a tolerancia oral pode ser desencadeado pela exposigdo nasal
(respiratéria) ao antigeno (McMenamin, 1995; Holt, 1987), uma via que,
supostamente, nao envolve processos digestivos extensos como a via oral. Da
mesma forma, a administracdo retal de antigenp intacto também induz
tolerancia medida por ensaio de proliferagao (Louis, 1995). A inibicao in wvivo
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da atividade enzimdtica pancredtica nao apresenta efeito sobre a indugado de
tolerancia oral (Strobel, 1984a). A ingestao de peptideos artificiais geralmente
induz o mesmo grau de tolerancia encontrado apoés a ingestdo de antigeno
intacto (Higgins, 1988). Outro exemplo é o de que camundongos jovens, no
periodo do pré-fechamento do intestino (2 a 14 dias de idade) se tornam
progressivamente mais susceptiveis a tolerancia oral (Hanson, 1981) embora
sejam ainda incapazes de digerir eficientemenete proteinas na luz intestinal.
A susceptibilidade se mantém em ritmo crescente apo6s o fechamento, quando
a absorgdo de proteinas se reduz muito (Stransky, 1998).

Por outro lado, parece razoavel a idéia de que o antigeno administrado
oralmente, exposto a acidez gastrica e a atividade de enzimas proteoliticas
presentes na luz intestinal e enterécitos, possa gerar fragmentos
imunogénicos que poderiam influenciar, de alguma maneira, a inducio da
tolerancia oral. Os procedimentos que reduzem a protedlise (auséncia de
enzimas digestivas ou inibi¢do de suas agoes) podem algumas vezes reduzir o
nivel de tolerancia (Hanson, 1993). Este efeito pode ser devido tanto a uma
diminui¢do das formas degradadas do antigeno, quanto a um aumento da
absorgdo de proteinas antigenicamente intactas no plasma.

A administragdo intraperitoneal de 10 ug de Ova nativa um dia antes
ou concomitantemente a gavagem é capaz de bloquear a indugao da tolerancia
oral (Hanson, 1979; Stransky, 1996). Este é um dado interessante por diversas
razoes, uma das quais é a constatacio de que essas inje¢des de Ova soluvel sio,
por si s6, incapazes de imunizar ou "primar” animais normais para respostas
secunddrias (Strobel, 1983) Entretanto, parece que a presenca de pequenas
quantidades de Ova nativa introduzidas diretamente na circulagdo interfere
com a indugio de tolerancia. O mesmo ocorre com o aumento da absor¢do da
Ova seja pelo aumento da permeabilidade intestinal subsequente ao
tratamento com indometacina (Louis, 1996) ou pela inibigdo de proteases
intestinais por aprotinina administrada in vivo (Hanson, 1993).

Em nosso caso, provavelmente diferentes formas na administracdo
oral do antigeno (gradual ou in bolus) podem levar a uma degradacio e
absorcdo diferenciadas. Assim, com a gavagem (administracdo in bolus), pode
ocorrer uma degradacdo menor do antigeno e/ou uma maior absorcio de
proteina na forma nativa. Isto poderia ser um dos fatores explicativos para a
menor eficiéncia da gavagem em suprimir a produgéo de anticorpos (figuras 4
e 10) e reacdo de imunidade celular (figuras 5 e 8) quando comparada com a
administragdo gradual do mesmo antigeno.

Absor¢io

Apesar de conhecidas quais as vias de absorcio de macromoléculas,
pouco se sabe sobre a via preferencial de entrada de antigenos soltuveis do
limen para o interior de nosso organismo. Tais moléculas, incluindo
moléculas da dieta, podem ser coletadas através da extensa superficie epitelial
que recobre o tecido imunolégico difuso da mucosa intestinal (Brandtzaeg,
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1998). Essa via, no entanto, s6 permite a entrada de proteinas soltveis mas
ndo de materiais agregados (Mayer, 1996).

O mecanismo de absorc¢ao para oligopeptideos é mais eficiente que
aquele para aminoécidos (Silk, 1974), e algumas observagoes sugerem que eles
sdo absorvidos por diferentes vias.

Apo6s ingestdo voluntdria ou gavagem, quantidade e qualidade
diferentes de Ova podem estar disponiveis no limen, podendo ocasionar
absorgao diferencial em cada um dos casos.

Vérios autores (Hanson, 1977; Peng, 1990; Stokes, 1983; Swarbrick, 1979;
Vives, 1980) investigaram a relacio entre a quantidade do antigeno absorvido
e a indugdo de tolerancia. Ap6s a administracio intragdstrica de Ova, apenas
uma pequena parcela (0,01 a1 %) é absorvida e permanece por algum tempo
na circulagao (Strobel, 1983). Entretanto, o ritmo de remogao de Ova injetada
intravenosamente ¢ muito répido: menos de 5 % permanece no soro por
mais de 15 minutos (Stransky, 1996). Nio estd claro se esta remocgao
excepcionalmente rdpida da Ova interfere decisivamente no
desencadeamento de fendmenos imunolégicos especificos. Por outro lado, a
administragdo oral de drogas anti-inflamatérias nao esteréides (como a
indometacina), que induzem um rapido aumento na permeabilidade
intestinal com consequente aumento dos niveis da proteina no plasma,
resulta na supressdo da tolerancia oral quando administrada oralmente antes
da administracdo do antigeno (Louis, 1996).

A drea de superficie das placas de Peyer ¢ pequena em comparacio com
a dos vilos e as células M representam somente uma pequena porcentagem
das células presentes no FAE. Ainda assim, essas células sio uma via
importante de absorcio no intestino sendo capazes de coletar materiais
soliveis e particulados do limen com extrema eficiéncia. E provavel que
moléculas antigénicas sejam também absorvidas via enterdcitos
convencionais (Mowat, 1997). Possivelmente, a absor¢io de Ova nativa, uma
macromolécula, seja maior via células M enquanto que porgdes digeridas da
molécula (oligopeptideos) entrem preferencialmente via enterécitos. A
entrada de antigeno através dessas duas vias pode resultar em consequéncias
imunolégicas muito distintas j& que tanto as populagdes de células
apresentadoras como as préprias células linféides presentes nas placas de
Peyer no epitélio e na lamina prépria sdo muito diversas como discutiremos a
seguir.

Analisando nossos resultados a luz dessas consideragioes podemos
propor que a administragdo do antigeno de forma gradual (pouco antigeno
disponivel no Iimen por um longo periodo) ou in bolus (muito antigeno
disponivel em um s6 momento) resultaria ndo s6 em ritmos mas inclusive
em vias diferentes de absorgdo de antigenos. A administragido in bolus
provavelmente facilitaria a entrada de formas nio digeridas ou até agregadas
de Ova pelas células M das placas de Peyer enquanto que a ingestao gradual
favoreceria a absorc¢do via enterdcitos.
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O contato com o tecido linféide associado is mucosas

As macromoléculas ao alcangarem os tecidos do corpo através do
intestino estdo sujeitas a interagdo com o tecido linféide associado & mucosa
intestinal. O grau de interagao serd proporcional a complexidade antigénica do
material e também pode ser influenciada pela via de entrada (Nicklin, 1987).

Os componentes presentes no tecido linféide associado 2 mucosa que
podem interagir com as macromoléculas absorvidas sio principalmente as
células apresentadoras de antigeno (enterécitos, células B, macrofagos e
células dendriticas) abundantes nesta regiao.

Estas macromoléculas absorvidas podem também nao chegar a
interagir com nenhum componente no local de sua absorco, serem coletadas
pela circulagdo sanguinea e/ou linfdtica passando pelo figado e/ou linfonodo
mesentérico.

As células apresentadoras de antigeno (APC) tanto das placas de Peyer
quanto da lamina prépria podem ativar linfécitos localmente ou podem
migrar e ativar células em outros locais (por exemplo figado e linfonodo
mesentérico).

As células linféides presentes na mucosa nem sempre sdo residentes,
varias sdo caracterizadas por continua ativagao, migracdo e diferenciagdo. Por
exemplo: hd um constante influxo de células linféides da medula 6ssea e de
outros Orgaos linféides periféricos para dentro de tecidos linféides
organizados tal como placas de Peyer e linfonodo mesentérico (James, 1991).
Linfécitos e outras células mononucleares presentes no epitélio estdo também
constantemente migrando para dentro e para fora do epitélio da capula de
placas de Peyer (Ermak, 1986).

Praticamente todos os eventos imunolégicos requerem a ativacao de
células T. Em geral, estas células sio ativadas por pequenos peptideos ligados
ao bolso de moléculas de MHC. Complexos antigénicos, tal como os que
induzem tolerancia oral, necessitam primeiramente ser coletados por células
chamadas apresentadoras, processados intracelularmente dentro de
endossomos e apresentados como peptideos ligados a moléculas de MHC
(Mowat, 1994). Desta forma, nao é dificil constatar que a atividade de células
apresentadoras de antigeno é critica com relacio as consequéncias
imunol6gicas de antigenos ingeridos.

Viérias APC distintas estdo presentes no intestino delgado, tais como
linfécitos B (Kammer, 1980), macréfagos (MacDonald, 1982), células
dendriticas (Pavli, 1990; Spalding, 1983) e células epiteliais (Bland, 1986).

As células epiteliais (ou enterécitos) recobrem todoo trato
gastrointestinal mas é somente nos locais de maior absorgdo de nutrientes que
hd a maior expressdo de moléculas de MHC de classe II. Em tecidos sauddveis,
as moléculas de classe II sdo expressas somente pelo epitélio do intestino
delgado e o intestino grosso é negativo ou fracamente positivo. A distribuicio
no tecido € restrita aos primeiros dois tercos dos vilos: somente células
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epiteliais absortivas (enterdcitos) completamente diferenciadas, expressam
constitutivamente moléculas de classe II (Bland, 1988).

O inicio da expressdo de moléculas de classe Il em enterécitos de ratos
coincide com o desmame (trés a quatro semanas de idade), mas em
camundongos a expressdo observada ao sétimo dia de vida ¢é provavelmente
muito prematura para ser associada a0 desmame. Esta diferenca na expressao
em camundongos e ratos apresenta uma relacdo temporal com a
susceptibilidade a indugdo de tolerancia oral nestas espécies. Assim, apesar de
ratos ndo poderem ser tolerizados para beta-lactoglobulina com nove dias de
idade, a tolerancia pode ser induzida pela ingestido do antigeno quando
adulto. Da mesma maneira, camundongos nao podem ser tolerizados para a
ovalbumina até os sete dias de idade (Hanson, 1981). Este fendmeno pode
também estar relacionado ao desenvolvimento da populagdo de linfécitos
intraepiteliais (IEL). Apesar do ntimero de IEL se apresentar em niveis de
adulto a partir de uma semana de idade no rato, a distribui¢gio na membrana
de marcadores fenotipicos leva vérias semanas para se desenvolver (Lyscom,
1983).

Os IEL vivem em contato com enterécitos do vilo, aumentando a
possibilidade de que eles possam ser estimulados por peptideos apresentados

por enterdcitos. Em camundongos, mais que 90 % dos IEL sio CD8* e mais da
metade destes possuem TCR do tipo v (Lefrancois, 1994).

Diferentemente de células T op, a maioria das células T y0 ndo parecem
interagir com peptideos em associagao com moléculas de MHC. Muitos dos

antigenos que interagem com células T yd sdo autblogos, antigenos celulares
como heat shock proteins (Munk, 1989) ou antigenos niao MHC cléssicos tais

como CD1 (Battistini, 1995; Imani, 1991), Tla (Bonneville, 1989), ou T10b
(Schild, 1994) e T22 (Weintraub, 1994). Moléculas de CD1d ocorrem na

superficie de células do epitélio intestinal sem associagdo a f2-microglobulina
(Balk, 1994). Assim, em adicdo a apresentagdo convencional de moléculas
antigénicas, as células epiteliais expressam também moléculas nao cléssicas de
MHC (Balk, 1994; Hershberg, 1990; Blumberg, 1991). A apresentacio de
antigeno por estas moléculas tem sido demonstrada em alguns sistemas
(Cheroutre, 1995). Além disto, ha algumas evidéncias in vitro de que a
expressdo de CD1 por enterécitos (junto a outras protefnas de membrana)
pode estar envolvida na ativacio de células T CD8+ (Li, 1995; Panja, 1993).
Bland & Whiting sugerem que o processamento de ovalbumina por
enterécitos compreende um mecanismo nao degradativo, diferentemente do
que ocorre em macrdfagos, células B e células dendriticas onde ha degradacao
do antigeno (Bland, 1989). Ao que parece, a quebra de proteinas pelos
enterécitos € possivel pela presenca de peptidases associadas com a borda em
escova. Entretanto estas peptidases tém a capacidade de clivar somente
oligopeptideos e ndo possuem efeito sobre proteinas globulares
(Wojnarowska, 1975). Assim, duas alternativas sio possiveis: ou a
ovalbumina é apresentada pelos enter6citos na sua forma nativa, que pode
contradizer a aceitagdo corrente de que a maioria das proteinas globulares,
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incluindo ovalbumina, requerem algum grau de processamento para revelar
epitopos escondidos, ou que enterdcitos sdo capazes de modificar a molécula
antigénica por processos ndo degradativos. Por esta wltima hip6tese, é
possivel que, durante a passagem da molécula de ovalbumina através do
enter6cito, ocorram mudangas conformacionais revelando epitopos
relevantes para linfécitos T e sequéncias hidrofébicas que facilitem sua ligagao
a moléculas de classe II do endossomo (Bland, 1989).

A ovalbumina acrescentada em culturas de enterécitos pode ser
rapidamente exocitada e liberada da membrana celular sugerindo que a
funcdo normal da molécula de classe II nessas células pode ser a de um
receptor antigénico recicldvel que facilite a transcitose de antigenos (Bland,
1988).

A administragio oral de ovalbumina desencadeia a formagdo de um
toleré6geno no soro, capaz de induzir tolerancia quando transferido
intraperitonealmente a um receptor. Como aparentemente esse toler6geno é
um composto ndo muito diferente da Ova nativa, mas ainda assim distinto
desta, é possivel que a Ova, ao ser processada pelo intestino sofra somente
algumas modificagoes fisicoquimicas (Bruce, 1986; Furrie, 1995). Uma vez que
enter6citos sdo capazes de atuar como transportadores sem causar degradagio
de proteinas globulares, é possivel que estas células exercam grande
importancia na formacio do toler6geno e, portanto, na indugdo de tolerancia
oral.

Por outro lado, Furrie e colaboradores (Furrie, 1994) demonstraram que
células linf6ides sdo essenciais para o aparecimento do tolerégeno. O soro de
camundongos SCID ou irradiados ndo transfere tolerancia a receptores
singéneidos. Nao est4 ainda claro se os linfécitos exercem um papel direto ou

agem indiretamente ativando outras células locais para o processamento de
antigenos.

Além dos enterdcitos, as células dendriticas também podem atuar
como células apresentadoras de antigenos ap6s a absorcao do antigeno. Elas
estao presentes na lamina propria (Pavli, 1990) e placas de Peyer (tanto na
cipula subepitelial quanto na regido interfolicular) (Mayrhofer, 1983).

As células dendriticas sio 6timas APC, sendo mais eficientes que
células B (Liu, 1993). Os produtos de MHC e complexos peptideo/molécula de
MHC sdo 10 a 100 vezes mais expressos nas células dendriticas que em outras
APC como células B e monécitos (Inaba, 1997). As células dendriticas também
expressam muitas moléculas acessérias que interagem com receptores nas
células T (Caux, 1994; Inaba, 1994). V4rios tipps diferentes de células
expressando moléculas de MHC II podem apresentar antigenos para células T
ativadas (Bland, 1986; Kammer, 1980; Metlay, 1989), mas células T virgens ou
em repouso sdo muito mais facilmente estimuladas por células dendriticas
apresentando antigenos que por outras APC, tanto para respostas alogénicas
quanto singénicas in vitro (Croft, 1992; Inaba, 1984; Macatonia, 1987).

Kelsall e colaboradores demonstraram que h4 a presenga de pelo menos
duas populagbes de células dendriticas nas placas de Peyer: uma que forma



uma densa camada logo abaixo do epitélio e outra populacio fenotipicamente
distinta, na regiao interfolicular (regido de células T). As células dendriticas
presentes logo abaixo do epitélio estdo em um estado menos diferenciado que
as células presentes na regido interfolicular. Assim, a placa de Peyer parece
apresentar uma camada de células dendriticas que estdo posicionadas de
forma ideal para a captura e processamento de antigenos do lamen intestinal.

Algumas caracteristicas as tornam particularmente capazes de capturar
antigenos. Primeiro, elas podem coletar particulas e micrébios por fagocitose
(Inaba, 1993; Moll, 1993; Reis, 1993; Svensson, 1997). Segundo, elas podem
formar grandes vesiculas de pinocitose onde o fluido extracelular e solutos
sdo coletados, um processo chamado macropinocitose. Terceiro, elas
expressam receptores que realizam endocitoses adsortivas, incluindo
receptores de lectina do tipo C como o receptor de manose de macrofagos

(Sallusto, 1995) e receptores de Fcy e Fce (Sallusto, 1994).

Duas linhas de evidéncia nos sugerem que as células dendriticas
presentes no intestino podem cumprir um papel importante na indugdo de
toleréncia oral a ovalbumina.

Em primeiro lugar, sabemos que apés a administragdo oral de
ovalbumina, ela pode ser absorvida e se ligar a receptores de manose de
células dendriticas (Sallusto, 1995). Pelo menos 70% das hexoses presentes na
Ova sdo manoses, o que representa aproximadamente 2% do peso molecular
da Ova (Marshall, 1959). Assim, é possivel que as células dentriticas tenham
grande importancia na indugio de tolerancia oral 3 Ova.

Em segundo lugar, j& foi mostrado que o antigeno administrado
oralmente ¢ captado eficientemente pelas células dendriticas intestinais e os
estdgios iniciais da apresentacdo de antigeno e ativagio linfocitdria que se
seguem nao diferem significativamente daqueles origindrios de uma
imunizagdo parenteral. Uma consequéncia importante desses resultados é que
hipéteses criadas para explicar a tolerancia oral necessitam levar em conta a
presenca de imunoestimulagio desencadeada por células dendriticas
contendo o antigeno em animais que tenham recebido antigenos oralmente
(Liu, 1993). Assim, APC profissionais na mucosa podem processar proteinas
administradas oralmente de uma maneira imunogénica, sem
necessariamente levar a um estado de imunizagdo sistémica.

Na verdade, as células dendriticas parecem ser de grande importancia
na indugdo de tolerancia oral pois animais que recebem a administra¢do de
um fator de crescimento que induz a proliferacio de células dendriticas (Flt-
3L), desenvolvem uma tolerancia sistémica mais acentuada apos a ingestdo
do antigeno (Viney, 1998).

Talvez a entrada continua de Ova pelo intestino (com a ingestdo
voluntdria) permita um estado de ativagdo constante de APC locais,
aumentando sua eficiéncia na ativacdo de células T num contexto
naturalmente propenso a indugao de tolerancia. A administra¢do continua de
antigeno pode produzir um efeito similar aquele observado apdés o
tratamento com FIt-3L: a estimulacdo constante das células dendriticas



aumentaria a sua eficiéncia da mesma maneira que o aumento do nimero
dessas células pela agdo da droga amplifica sua atividade.

Sob ativacdo, as células dendriticas, além de serem capazes de ativar
células T locais, migram para o linfonodo mesentérico onde podem
completar sua maturagéao (Kitajima, 1996), atrair células B e T pela liberagao de
quimocinas (Adema, 1997) e manter a viabilidade de linf6citos T recirculantes
(Brocker, 1997). As células dendriticas do intestino, tanto da lamina propria
quanto das placas de Peyer, migram para o linfonodo mesentérico
continuamente em animais normais (Banchereau, 1998). Como a inje¢do com
LPS causa grande liberacdo de células dendriticas do intestino (MacPherson,
1995), possivelmente pequenas quantidades de LPS (lipopolissacarideo)
absorvidas diariamente pelo intestino participam na migragao constante e
fisiologica dessas células para o linfonodo mesentérico.

Uma outra possibilidade explicativa para o efeito da administracdo
gradual de antigeno por via oral estaria no processamento e apresentagio
diferenciais por diferentes populagdes de APC localizadas nas placas de Peyer
versus o epitélio do vilo.

Algumas diferengas entre placas de Peyer e lamina prépria quanto a
suas distribuigbes celulares e tipos celulares sugerem que possivelmente a
entrada diferencial (em quantidade e qualidac}e) de antigeno por cada um
destes locais acarrete diferengas imunolégicas. E provével que a quantidade e
a qualidade de Ova absorvida pela lamina prépria e/ou pelas placas de Peyer,
seja diferente em fungao da forma da administragdo oral do antigeno (gradual
ou in bolus).

O trabalho de Allan & Trier mostra que a maioria dos capilares
subepiteliais das ctipulas das placas de Peyer, diferentemente dos encontrados
nos vilos, geralmente perdem as fenestras endoteliais e que a rede de capilares
da ctipula é menos permedvel a algumas moléculas que a dos vilos (Allan,
1991).

Ha uma heterogeneidade entre macréfagos de lamina prépria e placas
de Peyer: as células dos vilos tém maior semelhanga com os macréfagos
classicos de tecido (lisozima positivos e S100 negativos) que as células DR
positivas das placas de Peyer (lisozima negativas e S100 positivas) (Spencer,
1987). Macréfagos L1-positivos e HLA-DR negativos estdo difusamente
distribuidos na mucosa da lamina prépria e na regido da cupula das placas de
Peyer, mas relativamente escassas logo abaixo do FAE. Por outro lado, células
interdigitantes HLA-DR positivas sdo abundantes abaixo do FAE, em adicao as
regides interfoliculares. A propor¢iao de macroéfagos para células dendriticas é
significativamente menor na regido da ctiipula que na lamina prépria (taxa
média de L1+ /proteina S-100% = 20/80 versus 72/28) (Brandtzaeg, 1990).

Além das diferengas encontradas nas populagées de APC, também as
populagdes de células linféides das placas de Peyer e da lamina propria
apresentam diferencas notaveis.

O numero de células produtoras de IgA na ctipula das placas de Peyer é
geralmente muito menor que nas regides adjacentes e na mucosa da lamina




propria. Entretanto, a densidade de células produtoras de IgG ¢é cerca de cinco
vezes maior na ctipula e regides adjacentes da placa de Peyer que na lamina
propria (Bjerke, 1986).

A abundancia de linfécitos B no epitélio da cupula é particularmente
digno de nota desde que células B nao sdo comuns no epitélio do vilo, onde a
maioria dos linf6citos intraepiteliais sdo células T. No camundongo, mais de
90% dos linfécitos intraepiteliais do vilo sdao células T (Guy-Grand, 1978). Em
ratos, praticamente nenhuma célula B foi encontrada no epitélio do vilo;
entretanto cerca de dois tercos dos linfécitos da lamina propria sao células B
(Lyscom, 1982).

As células T sdo encontradas em grande niimero nas regides
interfoliculares das placas de Peyer e também na ctpula, enquanto poucos
destes linf6citos sdo encontrados nos foliculos de células B. H4 uma

predomindncia marcante de células CD4* sobre células CD8*, tanto nas placas
de Peyer quanto na lamina propria (Bjerke, 1988), mas uma propor¢ao muito
maior de células CD4* foi encontrada no FAE que no epitélio do vilo
(Brandtzaeg, 1990). Como j& mencionamos anteriormente, os linfécitos T
presentes nas placas de Peyer pertencem & populagio convencional de

linfécitos T af enquanto que as células T presentes no vilo apresentam
fenétipos ndo convencionais: 90 % dos linfécitos intraepiteliais (IEL)

expressam o receptor yd e grande parte dos linfécitos da lamina prépria
pertencem a populagao de células NK 1.1 (Mowat, 1994).

Em resumo o destino de macromoléculas absorvidas e possiveis efeitos
sobre o sistema imune parecem depender: da via de absorcio (Brandtzaeg,
1998) e de como elas sdo recebidas localmente (Brandtzaeg, 1996; Sanderson,
1995; Walker, 1975).

Um outro fator relevante pode ser o trajeto de migragio do antigeno: se

ele alcanca a linfa e o linfonodo mesentérico ou se, ao invés, ele atinge o
figado via circulagdo porta.

A importincia do figado na indugio de tolerincia oral

Van Wilsen e colaboradores sugerem que sdo as propriedades
intrinsecas do epitélio mucoso, em combinagdo as condigdes especificas do
linfonodo de drenagem, que determinam se a apresentacéo de antigeno leva a
tolerancia ou a imunizac¢do (Van, 1994).

A maioria do sangue drenado do intestino passa pelo figado via
sistema venoso portal e grandes quantidades de antigeno provavelmente
entram no figado rapidamente apds administragdo oral. O figado é o maior
tecido do sistema reticulo endotelial, aumentando a possibilidade de que este
6rgdo possa ser o principal local de eventos de processamento antigénico que
determinam as consequéncia imunol6gicas da ingestdo de antigeno. Apesar
das fung¢bes imunol6gicas do figado s6 agora serem examinadas em algum
detalhe, sabe-se hd muitos anos que a administracdo direta de antigeno dentro



da veia porta leva a um estado de supressao sistémica que apresenta muitas
similaridades com a tolerancia oral (Fujiwara, 1986; Qian, 1985; Sato, 1988) e

que inclui a supressdo preferencial de reagdes de DTH e de IFN+, com
concomitante baixa producéo de IL-4 e IL-10 (Chung, 1995; Gorczynski, 1994;
Gorczynski, 1996a; Gorczyt}ski, 1996b; Gorczynski, 1995). Além disso, a
tolerancia induzida através'veia porta pode ser transferida por células T

expressando TCR yd (Gorczynski, 1994; Gorczynski, 1996a; Gorczynski, 1996b) e
parece envolver mecanismos distintos daqueles envolvidos na inducio de
tolerancia por injecdo de antigeno no interior de outras veias (Chung, 1995;
Gorczynski, 1996a; Gorczynski, 1996b).

Apesar deste paralelo, ainda nao est4 claro o quanto o figado contribui
para o fendbmeno da tolerancia oral. Resultados conflitantes tém sido descritos
de estudos de tolerancia oral onde o figado ¢é evitado por um desvio
portocaval (Thomas, 1976, Yang, 1994) e muitos efeitos locais desta
intervengdo cirdrgica tornam dificil a interpretagao dos resultados. Os autores
sugerem que diferentemente do que ocorre com antigenos soltaveis (como a
Ova), os antigenos agregados (como o BSA utilizado por eles), devido ao
tamanho, sdo absorvidos do intestino para a circulacdo sistémica via rota
linfdtica ao invés de via veia porta e que isto pode resultar em um
mecanismo diferente para a inducdo de tolerancia. Se esta explicagio for
verdadeira, este ¢ um bom indicativo da importancia também do linfonodo
mesentérico na indugdo de tolerancia oral.

Nao se sabe o porque a distribuigio de antigeno via trato porta induz a
uma tolerancia tao efetiva, embora suponha-se que isto reflita uma associagio
com uma populagdo tolerogénica de APC. Aloenxertos de figado sdo somente
lentamente rejeitados e Steptoe & Thomson sugerem que isto se deve a
presenca de um subtipo distinto de células dendriticas que tolerizam atuando
sobre células T (Steptoe, 1996). Novamente, este processo ¢ anélogo ao o que
pode ocorrer no intestino apés a administragdo oral de antigeno soltvel.
Assim como o intestino, o figado contém um grande nimero de células T
primitivas e derivadas extratimicamente (tal como células T yd e células T
CD4t NK1.17) e é um local de apoptose de céluylas T (Crispe, 1996). Em
conjunto a seu tamanho e posigdo anatémica, estas caracteristicas apontam
para um papel do figado na tolerdncia a antigenos provenientes do intestino
(Mowat, 1998).

Do ponto de vista dos nossos resultados, existe a possibilidade de que a
entrada constante e gradual de antigeno soltvel facilite sua absor¢io via
circulagdo porta e seu processamento no figado. Esta é uma hipétese a ser
testada em experimentos futuros.




Algumas observa¢des quanto aos protocolos utilizados

A reagao celular in vivo ja é detectavel 6 horas apés o desafio e apresenta uma
grande concentragao de eosinéfilos no infiltrado inflamatério

A hipersensibilidade do tipo retardada ou "delayed” (DTH) ¢ mediada
por uma subpopulacio de células Th. E chamada "retardada" porque
inflamagdes de hipersensibilidades mediadas por anticorpos da classe IgE
(hipersensibilidade do tipo I ou imediata) ou da classe IgG e IgM iniciam-se
dentro de minutos ou poucas horas, enquanto a DTH leva 24 a 48 horas para
aparecer. As duas também sdo distintas pela natureza do infiltrado celular: a
inflamacdo mediada por anticorpo e complemento se caracteriza
predominantemente pela presenga de polimorfonucleares (neutroéfilos,
basofilos e eosinéfilos), enquanto a DTH se caracteriza pela presenca de células
mononucleares (Stites, 1992).

A hipersensibilidade do tipo I ¢ mediada por anticorpos da classe IgE e
podem apresentar duas fases: a imediata e a tardia. A fase imediata é mediada
principalmente pelos efeitos da histamina e dos leucotrienos liberados por
mastécitos ativados pela ligacao da IgE acoplada ao antigeno. A fase tardia
requer vdrios mediadores, entre eles o fator de ativacio de plaquetas (PAF),
metabolitos do dcido araquiddnico (leucotrienos e prostaglandinas) e IL-5
principalmente. Além disso se caracteriza pelo recrutamento de células
inflamatérias da corrente sanguinea, especialmente neutréfilos e eosinofilos
(Stites, 1992).

Apesar da divisdao em hipersensibilidades imediata e tardia nao
apresentar limites precisos e ambas poderem ocorrer ao mesmo tempo,
nossos dados apontam para uma fase tardia de hipersensibilidade imediata
nas reagOes celulares realizadas in vivo com a administracio de Ova. As
figuras 6 e 7 mostram que o infiltrado inflamatério, presente nas patas apés 6
horas do desafio, apresenta grande quantidade de eosinéfilos e praticamente
nenhum linfécito ou macréfago. O mesmo foi observado apés 24, 48 e 72
horas com mudangas somente na quantidade celular mas ndo na aparente
proporgdo qualitativa (dados ndo mostrados). Além dessa grande
concentracdo de eosinofilos (caracteristica de uma fase tardia de
hipersensibilidade imediata), a figura 5 nos mostra que, com seis horas, j4
observamos um grande inchago e, apesar do grupo imune ndo apresentar
alteragdes no inchago ap6s 24 horas, todos os animais que receberam um pré-
tratamento oral com Ova apresentaram redug¢do do infiltrado inflamatério
em 24 horas. Todos os camundongos ja4 ndo apresentavam praticamente
nenhum inchago 48 e 72 horas ap6s o desafio (dados ndo mostrados).

Assim, ao utilizarmos a Ova, provavelmente o que desencadeamos foi
uma reagdo tardia de hipersensibilidade imediata (do tipo I) e ndo uma reacao
de DTH (hipersensibilidade do tipo IV). O inchaco nas patas representa a fase
tardia da reagdo de hipersensibilidade do tipo 1.

Os camundongos que receberam pré-tratamento oral com Ova, 24 horas
ap6s receberem o desafio na pata, apresentam menor inchago que



camundongos imunes (figura 5). Entretanto, 6 horas apds o desafio, somente
os camundongos que receberam um pré-tratamento oral com Ova através de
ingestdao voluntdria apresentaram inchago significativamente menor. Assim
novamente confirmamos que uma administragdo gradual do antigeno é mais
eficaz na indugao de tolerdncia oral a Ova que uma administragdo in bolus.
Como nédo estamos analisando uma reagao de DTH, mediada por linfécitos T,
mas a fase tardia de uma reagdo de hipersensibilidade do tipo I e, portanto,
mediada por anticorpos IgE, novamente nossos dados mostram que a
administracdo gradual de antigeno é capaz de suprimir eficientemente a
produgdo de anticorpos desencadeada pela imunizagio com o antigeno. Os
outros protocolos, mesmo as multiplas gavagens, apresentam uma eficiéncia
bem inferior. Esses resultados sdo compardveis, entdo, aqueles mostrados na
figura 4 onde a administragdo de Ova por ingestdo voluntdria durante 1 dia
foi mais eficiente na indugdo de supressdo da produgao de anticorpos que 1 ou
5 gavagens consecutivas.

A reagio de imunidade celular é mais sensivel que a reatividade imune
humoral para se determinar a indugio de tolerincia oral

As reagdes de imunidade celular (seja a medida de DTH in vivo ou a
medida da proliferagdo de linf6citos in vitro) sdo eventos mais sensiveis 2
supressao por tolerancia oral que a produgéo de anticorpos em camundongos,
conforme j4 foi demonstrado numa gama variada de situacdes experimentais
(Kay, 1989; Mowat, 1982; Mowat, 1994; Peng, 1989). Husby e colaboradores
obtiveram resultado semelhante em um modelo de inducdo de tolerancia
oral em humanos (Husby, 1994). De forma semelhante, Bruce e Fergusson
demonstraram que a transferéncia passiva de soro, coletado de camundongos
uma hora ap6s a ingestdo de 25 mg de Ova, é capaz de inibir a indugio de
reacdo de imunidade celular (DTH) especifica em receptores singénicos
normais, mas nao altera a produgdo de anticorpos apés a imunizagao (Bruce,
1986). Lamont e colaboradores mostraram ainda que a ingestio de 25 mg de
Ova em dose tnica, sete ou 14 dias apds a imunizagdo com Ova em CFA,
suprimiu a indugdo de DTH, mas ndo alterou a produgdo de IgG apés a
imunizac¢do de camundongos (Lamont, 1988).

Nossos dados também apontam para esta maior sensibilidade da
imunidade celular & indugao de tolerancia oral. Uma gavagem em
camundongos idosos ndo induz tolerdncia para a producio de anticorpos
(figuras 9 e 10) mas a andlise de proliferacao celular indica que uma gavagem
é capaz de suprimir a reagdo celular (figura 11). Igualmente, cinco gavagens
em animais jovens e idosos levam a mesma producio de anticorpos que uma
tinica gavagem (figuras 4 e 10). Entretanto ao analisarmos a reacio celular
constatamos claramente que cinco gavagens sdo mais eficientes que uma
unica gavagem na indugédo de tolerédncia oral (figuras 5, 8 e 11).

A explicacdo mais simples para a diferenca na susceptibilidade a
inducdo de tolerancia oral entre a reacdo de imunidade celular e a producao



de anticorpos seria que estes dois parametros refletem uma dicotomia na
susceptibilidade de subpopulagdes de linfécitos T CD4ta inducdo de

tolerancia oral. Assim, as citocinas dependentes da subpopulagdo Thi, IFN-y e
IL-2 séo frequentemente mais faceis de suprimir nos protocolos de inducio de
tolerancia oral por gavagem que as citocinas dependentes da subpopulagiao
Th2, IL-4, IL-5, IL-10 (Weiner, 1994). Realmente, a producio de anticorpos da
classe IgGl, dependente de IL-4, é muito mais resistente a supressdo pela

administragdo oral de antigeno que a producio de IgG2a, dependente de IFN-y
(Melamed, 1994). Como a reagdo de DTH ¢ dependente de linfécitos do tipo
Th1, uma explicagdo plausivel para a sua facil supressao seria esta.

A possibilidade da simples dicotomia Thl e Th2 explicar todas as
consequéncias funcionais observadas durante a inducio de tolerancia oral &,
no entanto, bastante incerta. IL-5, por exemplo, uma citocina tipicamente
secretada pelos linfécitos Th2, é facilmente suprimida por protocolos de
administracdo oral de antigenos incapazes de alterar a secrecio de IL-4 ou IL-
10 (Mowat, 1998). Por outro lado, existem dados mostrando a induc¢do da

secrecdo de quantidades significativas de IFN-y nas fases iniciais de inducdo de
tolerancia oral (Weiner, 1994). Esses dados sugerem, entao, que diferentes
atividades dos linfécitos apresentam susceptibilidades distintas a inducdo de
tolerancia por via oral.

A ingestdo voluntiria de Ova e a de clara de ovo levam i diferentes graus de
supressao da produgio de anticorpos anti-Ova

Recentemente constatamos que a ingestdo voluntdria com clara de ovo
1:5 é mais eficaz na inducao de tolerancia oral que a ingestio voluntdria com
Ova cristalizada diluida a 4 mg/ml (dados ndo mostrados). Vdrios motivos
podem estar relacionados a esta maior eficiéncia da clara na indugio de
tolerancia oral.

As proteinas da clara de ovo compreendem somente cerca de 10 % do
peso total da clara pura (Stevens, 1991). Dentre estas proteinas estio a
ovalbumina (que equivale a 64,3 % das proteinas), conalbumina, lisozima,
globulinas, mucina, avidina e ovomucoéide (Fox, 1957). O ovomucéide é um
potente inibidor de proteases (Cara, 1995); pode ser que sua presenca interfira
na absorcdo e na digestiao da ovalbumina ingerida, acarretando eventos
imunologicos distintos. A presenca de outras proteinas também pode afetar
de alguma forma a indugdo de tolerdncia a ovalbumina.

Além disto, a presenca de outros componentes em conjunto com a Ova
podem alterar o gosto da solucdo o que levaria a uma maior ou menor
ingestdo da solugdo. Entretanto este fato ndo parece ser relevante pois o
volume de solugdo ingerida por camundongo praticamente é 0 mesmo para a
solugdo contendo clara de ovo e para a solu¢do contendo Ova cristalizada. Por
outro lado, a quantidade de ovalbumina presente nas duas solugdes é
diferente e é possivel que a dose de antigeno absorvida interfira com a



indugdo da tolerancia oral. Quando diluimos a clara a 1:5, a concentracio de
ovalbumina equivale a cerca de 13,5 mg/ml e assim cada camundongo ingere
cerca de 67,5 mg de antigeno pelo periodo de 24 horas. J4 a diluicio de Ova
cristalizada a 4 mg/ml permite a ingestdo de cerca de 20 mg de antigeno pelo
mesmo periodo de tempo, ou seja cerca de trés vezes menos que com a
administracdo de clara de ovo.

Resultados recentes obtidos em nosso laboratério por Juscilene S.
Menezes e Beatriz Senra mostram que a clara 1:5 é mais eficiente na inducio
de tolerancia por permitir a ingestao de uma quantidade maior de antigeno. A
ingestdo voluntdria de uma solugdo contendo Ova cristalizada na mesma
concentragdo da Ova presente na clara de ovo a 1:5 produz o mesmo nivel de
tolerancia observado para a ingestao voluntdria com a clara de ovo a 1:5. Este
resultado descarta as possibilidades de que a presenca de outras proteinas ou a
presenca de inibidores de protease na clara de ovo possam interferir com a
indugdo de tolerancia oral.

Na figura 10, a ingestao voluntéria foi realizada com administracio de
clara de ovo. Portanto, os camundongos idosos podem ter se tornado
tolerantes para a producido de anticorpos tanto devido a gradualidade de
administracdo quanto devido a administracio de trés vezes mais antigeno que
a administrada por gavagem.

No entanto, na figura 11, a ingestdo voluntdria foi realizada com a
administracdo de Ova cristalizada diluida a 4 mg/ml. Desta forma, todos os
camundongos idosos, que receberam um pré-tratamento com o antigeno,
ingeriram a mesma quantidade de antigeno. Como podemos observar uma
supressdo mais acentuada da reagdo de imunidade celular, com a ingestao
voluntdria que com a gavagem (apesar desta diferenca nao ser significativa), é
possivel que, também com os idosos, a gradualidade seja mais eficaz que a
administragdo in bolus na inducio de tolerancia oral.

Supressao da reacio de DTH com a administragio do tolerégeno?

Dados da literatura demonstram que a transferéncia passiva de soro
coletado de camundongos uma hora ap6s a administragio por gavagem de
Ova ¢ capaz de inibir a indugdo de DTH especifica em receptores singénicos
normais, mas que esse mesmo soro ndo é capaz de alterar a producgio de
anticorpos ap6s a imunizagio (Bruce, 1986).

Nossos resultados sao semelhantes aos dados anteriormente citados. A
andlise da producgio de anticorpos indicam que ndo houve supressao, mas a
reagdo de imunidade celular testada in vivo foi claramente suprimida pela
transferéncia do soro (figura 14). A andlise histolégica do infiltrado
inflamato6rio 24, 48 e 72 horas apés o desafio com Ova mostra uma
predominancia de eosindfilos e praticamente nenhuma célula mononuclear
(dados ndo mostrados). Este fato aponta para a possibilidade de que o que a
transferéncia de tolerégeno induz nio seja uma supressao de DTH mas sim
uma supressdo da fase tardia da hipersensibilidade imediata (do tipo I).



Como j& mencionamos anteriormente, a hipersensibilidade do tipo I é
uma reagdo inflamatéria mediada por anticorpos IgE ligados a mastocitos e
basoéfilos; as reagdes resultam da liberagdo por estas células de fatores
farmacologicamente ativos. Algumas horas ap6s a reacao de
hipersensibilidade imediata ter se iniciado, uma segunda reacio inflamatoéria
pode se desenvolver - a chamada reagdo de fase tardia. Esta reacdo ocorre em
funcdo da degranulagao de neutrofilos e eosinéfilos sob a influéncia de fatores
quimeotaticos de mastécitos.

A explicagdo mais provavel para os nossos dados é a diferente
susceptibilidade dos isotipos de imunoglobulinas a inducédo de tolerancia oral.
Virios autores ja demonstraram que, diferentemente de outros isotipos, a IgE
é extremamente sensivel a supressdo desencadeada pela administracido oral de
antigeno (Ngan, 1978; Saklayen, 1984; Vaz, 1977). No nosso modelo, a
transferéncia de tolerégeno provavelmente suprimiu a produgdo de
anticorpos do isotipo IgE, embora nio tenha afetado a producgdo dos demais
isotipos. Assim, é possivel que tenha ocorrido a supressdo ndo s6 da fase
tardia mas de todas as etapas da reacdo de hipersensibilidade imediata.
Infelizmente ndo realizamos a andlise da producdo de IgE nos animais
utilizados para esses experimentos de transferéncia de tolerégeno.

A menor susceptibilidade a indugio de tolerincia oral em idosos

O envelhecimento é um processo biolégico natural acompanhado de
inimeras alteragbes em todo o organismo. Essas altera¢es ocorrem de forma
gradativa e levam a diferencas nos vérios sistemas biol6gicos e na sua
homeostase. Dentre essas alteragdes encontram-se as do sistema imune com
suas mudangas celulares, moleculares e sistémicas.

Viérias mudangas no fenétipo, repertério (Goidl, 1980) e padrao de
citocinas secretadog por linfécitos T e B sdo observadas durante o
envelhecimento. A frequéncia de células T ativadas (CD45RO) aumenta
quando comparada com a frequéncia de células T em repouso (CD45RA)
(Nagelkerken, 1991). Além disto, os linfécitos ativados em animais e
humanos idosos secretam niveis reduzidos de IL-2, IL-3 e GM-CSF, enquanto

que a sintese de IL-4, IL-5, IFN-y, IL-6 e IL-10 estd aumentada (Daynes, 1992;
Daynes, 1993; Wei, 1992). Linf6citos ativados de animais idosos apresentam
uma diminui¢do na transmissdo de sinais e uma reducio no influxo de célcio
(Philosophe, 1990; Thoman, 1989).

Os 6rgaos linféides também mostram sinais de modificagdes com a
idade. Além da involugdo do timo (George, 1996), o tecido linféide associado 2
mucosa parece também apresentar altera¢bes associadas 3 senescéncia
(Kawanishi, 1987). Os niveis de IgA assim como o niimero de plasmécitos e
de linfdcitos T na lamina prépria do intestino estd drasticamente reduzido em
animais senis (Koyama, 1990).
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Além dessas alteragbes celulares, alguns parametros globais da
atividade imunol6gica modificam-se ao longo da vida. Animais
experimentais e humanos idosos apresentam um nivel reduzido de
anticorpos reativos a antigenos externos quando comparados a individuos
jovens (Furrie, 1995). Entretanto, o titulo total de imunoglobulinas séricas
ndo se altera, provavelmente porque ocorre um aumento paralelo, nos
individuos idosos, do nivel de auto-anticorpos. Esse nivel elevado de auto-
anticorpos nao parece relacionado a uma maior incidéncia de patologias
autoimunes, mas a um aumento da conectividade interna do sistema j& que
os autoanticorpos aumentados reagem uns com os outros (Furrie, 1994).
Aparentemente, entao, mudangas no repertério expresso de linfécitos B em
animais idosos tornam o sistema imune desses animais menos pléstico j& que
as interagOes idiotipicas entre os componentes do sistema sio mais
abundantes (Banatvala, 1994). A perda de flexibilidade imunolégica resultante
desse processo de entrelagamento progressivo do sistema imune pode,
segundo Weksler e colaboradores (Furrie, 1994), explicar a incapacidade
relativa de individuos idosos reagirem a novos antigenos.

Esses dados nos sugerem que modificagdes globais tanto na
conectividade interna das células e moléculas do sistema imune como
repercussOes de mudangas endécrinas nas citocinas secretadas por linfécitos
podem ser responsdveis por alteragcdes pronunciadas na atividade
imunolégica durante o processo de envelhecimento. Assim, fenémenos
sistémicos como a indugdo de tolerancia a componentes da dieta (tolerancia
oral) podem estar dramaticamente alterados.

De fato, a susceptibilidade a indugéo de tolerancia oral se encontra
diminuida (figura 10) ou totalmente abolida (figura 9) em animais idosos.
Camundongos que sdo susceptiveis a indugdo de tolerancia oral, por1lab
gavagens, quando jovens (figura 4), tornam-se refratdrios com 25 e 70
semanas de idade (figuras 9 e 10). Entretanto, a transferéncia de células de bacgo
de camundongos de 7 semanas para camundongos de 70 semanas restaura a
susceptibilidade a indugdo de tolerancia oral (Lahmann, 1992). Além disso,
embora seja dificil induzir tolerdncia oral em camundongos idosos, a
manutencao da tolerancia adquirida por via oral para uma determinada
proteina ingerida quando jovem ndo est4 alterada pelo envelhecimento
(Faria, 1998b).

Estes resultados acima relatados podem ser entendidos a luz da
hip6tese de Weksler e colaboradores (Furrie, 1994). Observamos, em animais
idosos, um decréscimo tanto na resposta imune quanto na indugao de
tolerdncia a um antigeno novo (figura 9) mostrando que provavelmente a
plasticidade necessdria a incorporacio de uma novidade aos circuitos
imunol6gicos ja estabelecidos estd bastante reduzida com a idade. O fato da
manutengdo da tolerancia oral permanecer inalterada pelo envelhecimento
também mostra que, para antigenos previamente apresentados ao animal
jovem, a atividade imunolégica (seja ela traduzida em imunizagdo ou
toleréncia) estd preservada. A nosso ver, o padrdo de conectividade entre
células e anticorpos presente no animal jovem e ausente em animais idosos
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seria o elemento importante nessa mudanga de susceptibilidade 2 indugdo de
tolerancia a novos antigenos. Aparentemente, tal padrao pode ser recuperado
nos animais idosos pela transferéncia de células de bago de jovens (Lahmann,
1992).

O camundongo idoso ao ingerir o antigeno é capaz de produzir tolerégeno?

Além das alteragdes descritas acima, ocorrem também alteracdes na
fisiologia do trato gastrointestinal que podem afetar a inducido de tolerancia
oral. Com o envelhecimento, ocorre um aumento do peso da porg¢io mais
distal do intestino delgado que reflete um aumento na altura dos vilos (Holt,
1984). Além disto, hd uma diminuicdo na taxa de absorgao no intestino
proximal (onde se encontra a maior concentracio do GALT), e o ileo pode
compensar a perda, causada pela senescéncia, da fungio jejunal (Ferraris, 1994;
Reville, 1991). O camundongo idoso apresenta também uma migrac¢io mais
lenta de células da cripta para o vilo com uma consequente taxa de renovacio
celular menor (Fry, 1961).

Como descrito na introducdo, a produgdo do tolerégeno parece
depender diretamente e/ou indiretamente da presenca do sistema imune:
animais irradiados ou SCID, que ndo possuem linfécitos B nem T, sio
incapazes de produzir o tolerégeno apés a a dministragao oral de antigeno
(Bruce, 1987; Furrie, 1994).

Como o processo de envelhecimento ¢ acompanhado de alterages
tanto no sistema imune quanto no préprio trato gastrointestinal, uma
questdo a ser investigada era se 0 camundongo idoso seria menos susceptivel
a indugdo de tolerancia oral que o camundongo jovem por um mal
processamento do antigeno a nivel do intestino. Este "mal" processamento
resultaria na produgio insuficiente ou na nio producdo do tolerégeno
necessdrio para a indugdo da tolerancia.

Outra possibilidade seria que o camundongo idoso seja capaz de
produzir o tolerégeno, mas incapaz de incorpord-lo de forma ideal em seu
sistema. Uma dltima possibilidade seria uma dificuldade do idoso tanto na
produgdo quanto na incorporagio do toler6geno.

Com a intencao de testar essas hipé6teses, realizamos transferéncias de
soro de camundongos jovens tratados com salina ou com Ova por via oral
para camundongos idosos. Como podemos observar na figura 13, a presenca
de tolerégeno no soro de animais jovens (capaz de transferir tolerancia para
animais igualmene jovens - figura 14) ndo é capaz de levar a inducio de
tolerancia no camundongo idoso. Aparentemente, entdo, com a senescéncia,
o camundongo perde a capacidade de incorporar o toler6geno em seu sistema
de forma a se tornar tolerante.

Quanto a andlise da capacidade do idoso de produzir o tolerégeno,
obtivemos um resultado inesperado (figura 14). O grupo controle, ou seja, 0s
camundongos jovens que recebem o soro de camundongos idosos gavados
com salina, deveria apresentar inchaco nas patas ap6s as imunizacoes, uma



vez que recebeu como pré-tratamento somente um soro normal de idosos.
Entretanto, estes animais jovens ndo apresentam reagdo de imunidade celular
24 horas ap6s o desafio na pata (figura 14). Desta forma, o soro normal de
camundongos idosos contém algum componente ainda desconhecido capaz
de alterar a reatividade imunol6gica de camundongos jovens e impedir a
produgdo de reacdo de imunidade celular nesses animais. Assim, o resultado
obtido com a transferéncia de soro de camundongos idosos gavados a uma
hora com Ova, para camundongos jovens (figura 14) pode ser explicado pela
simples presenca de soro de animais idosos e nao pela presenca de um
toler6geno. Com isto ndo podemos afirmar se o camundongo idoso é ou nao
capaz de produzir o tolerégeno.

O efeito imunolégico do soro normal de camundongo idoso
sobre o camundongo jovem

Um mililitro de soro normal de camundongos idosos administrado
intraperitonealmente em camundongos jovens impede estes ultimos de
produzirem reagdo de imunidade celular 2 Ova apés as imunizagdes (figura
14). Entretanto o processo inverso, a trasferéncia da mesma quantidade de
soro normal de camundongos jovens para camundongos idosos, ndo impede
que estes tltimos apresentem a mesma reagdo celular apds as imunizagdes
(figura 13).

Como j4 descrito acima, acreditamos que as modificagdes imunolégicas
do idoso podem estar associadas a uma perda de flexibilidade imunolégica, ou
seja, a um aumento da conectividade do sistema imune. Da mesma forma
que € dificil de se induzir tolerancia ou imunizagido em camundongos idosos
através da introdugao de um componente novo (possivelmente devido a um
maior entrelagamento deste sistema), a introducdo de soro de camundongos
jovens nao é capaz de levar a alteragdes significativas na dinamica do sistema
imune do idoso.

Camundongos jovens, ao contrario, apresentam ainda um sistema
imune flexivel o suficiente para incorporar novidades antigénicas. Um
mililitro de soro normal de camundongos idosos pode conter componentes
de uma rede de interrelagdes estabelecidas ao longo da vida do idoso que ao
serem transferidos para jovens, podem causar intimeras alteracdes em suas
inter-relages celulares e moleculares responséveis por uma diminuicdo na
capacidade de imunizagdo semelhante aquela observada nos préprios animais
idosos (figura 14).

Este resultado, ao mesmo tempo obscuro e intrigante, nos abre uma
nova linha de trabalho a ser explorada num futuro préximo.



Conclusoes

. O aumento na frequéncia da administracao de ovalbumina por gavagem é
capaz de melhorar a eficdcia da indugdo de tolerancia oral quando esta é
medida enquanto supressao da reagdo de imunidade celular mas nao da
producdo de anticorpos;

A administragdo gradual de ovalbumina (ingestdo voluntéria) se mostrou
muito mais eficiente como forma de indugdo de tolerancia oral seja esta
medida por parametros celulares (reagdo de imunidade celular in vivo ou
proliferagdo de linfocitos in vitro) ou humorais (produgao de anticorpos);

A reagao de imunidade celular desencadeada pela injecio de Ovalbumina
juntamente com adjuvante completo de Freund (CFA) produz uma reagao
de hipersensibilidade do tipo I sendo sua fase tardia identificada por
histologia como um infiltrado predominantemente de eosinéfilos na
regido do desafio com o antigeno solivel (coxim plantar);
. Todos os protocolos utilizados (gavagens e ingestdo voluntdria) foram
capazes de suprimir esta reagdo de imunidade celular mas apenas o
protocolo de ingestdo voluntaria foi eficaz para a supressao da produgao de
anticorpos medida por ELISA;

Camundongos a partir de 25 semanas de idade perdem a susceptibilidade a
indugdo de tolerancia oral por uma gavagem de 20 mg de ovalbumina
medida pela produgdo de anticorpos anti-Ova no soro;

. O aumento da gradualidade de administragio de antigeno (ingestao
voluntdria) mas ndo o aumento da frequéncia de administrago (mdltiplas
gavagens) é capaz de restaurar a susceptibilidade em camundongos idosos
(70 semanas de idade);

. A senescéncia ndo parece afetar a indugéo de tolerancia oral a reacdo de
imunidade celular medida in vitro em nenhum dos protocolos testados;

. O soro de camundongos jovens lratados com 20 mg de ovalbumina por
via oral contém um componente, que chamamos de tolerégeno, capaz de
transferir tolerdncia para animais jovens mas ndo para animais idosos
sugerindo que os animais idosos apresentam um defeito na incorporacao
desse tolerégeno;

. O soro normal de camundongos idosos é capaz de inibir a resposta imune
celular, medida in vivo, em animais jovens.
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