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Introdução 

Sabe-se da grande importância do trato gastrointestinal para nossa 

sobrevivência, entretanto muito pouco se fala da interrelação entre a 
fisiologia do trato gastrointestinal e o sistema imune. 

Se associarmos a grande área do intestino, à enorme concentração de 
células do sistema imune e ainda à significativa quantidade de moléculas 

potencialmente anügênicas que são absorvidas por dia pela mucosa intestinal, 
podemos ter uma idéia da importância da interrelação trato gastrointestinal - 
sistema imune. 

Área intestinal 

O trato gastrointestinal tem uma área de superfície enorme que, em 

um ser huniano adulto, compreende de 200 a 300 m2 (cerca de três a quatro 

salas Baeta Vianna juntas). Essa superfície é de 100 a 150 vezes maior que a 

superhcie da pele que mede, em média, 2 m2 (Moog, 1981). A mucosa 

gastromtestinal constitui-se então na maior superfípie pela qual o organismo 
mterage com o meio externo (Shanahan, 1994). Enquanto a pele é formada 
por várias camadas celulares, incluindo queratinócitos mortos muito pouco 

permeáveis, o trato gastrointestinal é recoberto por uma única camada viva 
e ce u as epiteliais, diminuindo bastante seu valor como barreira física à 

penetração de materiais externos ao organismo. 

Os linfócitos da mucosa intestinal 

■ f que há aproximadamente lO^O células linfóides por metro do in estino delgado humano. No intestino inteiro há quatro vezes mais 

amy medula óssea, baço e liníonodoàjuntos (2,5 x lOlO). Mais de 
7ní/ células produtoras de imunoglobulinas em camundongos (e 70/o em seres humanos) estão no tecido linfóide associado à mucosa 

intestinal (Brandtzaeg, 1989; Shanahan, 1994; van der Heijden,, 1987). 

A maior parte das células secretoras de imunoglobulinas, em 

camundongos adultos normais, está concentrada no intestino delgado nas 
regiões onde são absorvidos os peptídeos e aminoácidos resultantes da 

digestão das proteínas ingeridas como alimento, e não no intestino grosso 

onde se encontra a grande maioria da flora microbiana intestinal (Cara, 1995).' 

Absorção de proteínas 

A principal via de acesso de materiais antigênicos ao organismo é a 
mucosa digestiva. Esses antígenos são de uma variedade ilimitada e derivam 

de muitas fontes, incluindo macromoléculas dos alimentos'e os produtos de ■ 
uma rica microbiota. Além do papel nutriciopal, o intestino absorve 

macromoléculas que são importantes no desenvolvimento e na ativação 



celular, como o EGF (epidermal growth factor) e, nos animais jovens, a IgC 

materna, por transporte ativo (Rodewald, 1984; Weaver, 1988). 

Mais de uma tonelada de nutrientes passam pelo trato gastrointestinal 
(passando também pelo tecido linfóide associado à 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 dissacarídeos, a maioria dos aminoácidos da dieta são ingeridos 

como proteínas e não como peptídeos ou aminoácidos livres (Alpers, 1994). 
Destas proteínas ingeridas algumas são absorvidas, pela mucosa adulta 
normal, intactas ou pouco degradadas e entram na circulação sangüínea, 

especialmente após a alimentação (Brandtzaeg, 1998). 
Quase 100% das proteínas ingeridas são absorvidas rapidamente e 

eficientemente do lúmen (Wiseman, 1964 citado por Green, 1978) muito das 
quais diretamente pelo enterócito como oligopeptídeos (Silk, 1974). E, nesta 

forma, é provável que estes oligopeptídeos sejam antigênicos uma vez que 3-6 

aminoácidos possuem um tamanho ótimo como determinantes anti&ênicos 
(Kabat, 1968). ^ 

^ A digestão inicial de proteínas da dieta ocorre no lúmen sob a 
influência de enzimas gástricas e pancreáticas mas a quebra completa em 

aminoácidos requer exposição à enzimas por cerca de 200 horas (Fisher, 1954) 
e assim muitas proteínas (provavelmente a maioria) chegam à mucosa 

intestinal na forma de oligopeptídeos (Green, 1978). Alguns destes são 

hidrolisados na borda em escova ou a nível da membrana celular (Matthews, 
1974, Ugolev, 1972) e outros são coletados intactos pelos enterócitos podendo 

sofrer hidrólise intracelular ou não (Bland, 1989; Matthews, 1974; Silk, 1974). 

Hoyne e colaboradores sugerem que células epiteliais não apresentam a 

maquinaria necessária para o processamento intracelular de proteínas 
exógenas (Hoyne, 1993). O mecanismo de absorção para oligopeptídeos é mais 

eficiente que aquele para aminoácidos (Silk, 1974), e algumas observações 
sugerem que eles são absorvidos por diferentes vias. Por exemplo, pacientes 
com doença de Hartnup e cistinuria, que não conseguem absorver misturas 

de aminoácidos livres, podem utilizá-los se estiverem presentes na forma de 

peptídeos (Matthews, 1974; Silk, 1974). 

A absorção diária de proteínas para um homem adulto é de 130 a 190 
gramas por dia. Destes, 60 a 120g são provenientes da alimentação, cerca de 20g 

provêm de proteínas secretadas no trato gastrointestinal (saliva, suco gástrico, 

bile e suco pancreático) e 50g da descamação da mucosa (Moutcastle, 1974). 

Esta quantidade de proteínas provenientes da descamação da mucosa é 

devida à grande taxa de renovação deste epitélio. No intestino delgado, a taxa 

normal de renovação de células, é na ordem de 10® novas células por dia 

(Hagemann, 1970), permitindo (em camundongos) uma reconstituição 

completa do epitélio dos vilos a cada 2-3 dias. Em humanos estima-se que a 

reconstituição completa ocorra a cada 3-6 dias (Eastwood, 1977). As células 

novas formadas nas criptas migram para o vilo, c^iferenciando-se enquanto 

migram. As células mais velhas do vilo caem no lúmen intestinal das 

chamadas zonas de extrusão no topo dos vilos (Abr^ms, 1983). 
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O trato gastrointestinal e o tecido liníóide associado às mucosas 

Histologia e fisiologia do trato gastrointestinal 

O tubo intestinal apresenta uma organização morfológica uniforme 
através de sua extensão e sua parede é formada por quatro camadas distintas: 

mucosa, submucosa, muscular e adventícia ou serosa. A mucosa é a camada 
mais interna e apresenta em sua superfície uma única camada de células: o 

epitélio mucoso. Abaixo do epitélio se encontra um tecido conjuntivo 
reticular e fibroelástico, que sustenta os vasos sangüíneos, linfáticos e 

processos nervosos, chamado lâmina própria. De todas as camadas, a mucosa 
é estruturalmente a mais complexa, sendo que o epitélio pode se modificar 

para diferentes funções em diferentes porções do tubo (Hummel, 1966). 

O epitélio intestinal é composto por células colunares absorventes 
(enterócitos), células caliciformes, células epiteliais não-diferenciadas, células 
de Paneth, células enterocromafins, células "tuft" e linfócitos intraepiteliais. 

Os enterócitos constituem a maior parte do epitélio mucoso 

(aproximadamente 80%) e possuem microvilosidades em sua superfície 
luminal que são cobertas pelo glicocálice e uma espessa camada de muco 

(Bienenstock, 1974). Estas células sintetizam e secretam no lúmen intestinal 
numerosas proteínas, uma das quais o "componente secretor" da IgA. 
Também são capazes de transportar materiais do lúmen, incluindo 

carboidratos, proteínas, vírus, bactérias e ácidos graxos, até a membrana basal 

(Bienenstock, 1974). 

O glicocálice é uma camada glicoproteica situada logo acima da mucosa, 
constituída por carboidratos, várias enzimas e proteínas (dissacaridases, 
peptidases, receptores e proteínas de transporte), que atuam na digestão e 
absorção de nutrientes (Bienenstock, 1974; Kato, 1994). Embora não faça parte 
do epitélio intestinal absorvente, o muco presente sobre a superfície das 

células epiteliais impede que estas entrem em contato direto com o material 

na luz intestinal. O muco é constituído de uma secreção glicoproteica 

(mucina) de alto peso molecular secretado por células epiteliais especializadas, 
as células caliciformes, presentes no intestino (além do pulmão e trato 

genitourinário). Este complexo biofilme contém albumina, imunoglobulinas 

(principalmente IgA secretória), al-antitripsina, lispzima, lactoferrina e EGF 
(fator de crescimento endotelial) suspensos em um meio semi-sólido, que 

funciona como uma membrana que permite a difusão de solutos de baixo 
peso molecular e atua como uma barreira física para microorganismos e 

substâncias de alto peso molecular (Lamont, 1992). 

Abaixo do epitélio mucoso, se encontra a lâmina própria. Este tecido se 

situa entre o epitélio e a muscular da mucosa e contém um grande número 

de células, principalmente no duodeno e jejuno proximal. Tais células 

incluem mastócitos, eosinófilos, células mesenquimais (fibroblastos e células 

endoteliais) e processos nervosos, além de várias células imunocompetentes. 



incluindo células dendríticas, macrófagos e linfócitos, 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 espaço intersticial da lâmina própria, contendo 

componentes da dieta, é drenado para o linfonodo mesentérico através de 
duetos eferentes que se unem para formar o dueto linfático intestinal (Hall, 
1978). 

Talvez possamos considerar o epitélio intestinal como um "dueto" 
aferente uma vez que os componentes da dieta são drenados do lúmen para o 
tecido subepitelial e, posteriormente, deste tecido para o linfonodo 

mesentérico pelos duetos efcrsntes. O mesmo ocorre nas placas de Peyer onde 
células M (que se distribuem ao longo do epitélio que recobre os nódulos 

linfáticos) permitem a entrada constante de componentes da dieta que, 

posteriormente, podem ser drenados pelo dueto efcrente. Assim, podemos 
dizer que os duetos aferentes das placas de Peyer são as células M. 

Além da circulação linfática, a circulação sangüínea permeando todo o 
intestino, também capta os componentes da dieta levando-os ao fígado pelo 

sistema porta. 

A função primária do intestino de assimilar nutrientes é acompanhada 
por dois estágios: digestão e absorção. No primeiro estágio que é 

intraluminal , grande parte do alimento ingerido é quebrado em pequenas 
moléculas. No segundo estágio que é "intestinal", os componentes da dieta 

chegam aos fluidos do corpo pela passagem através do epitélio mucoso 

intestinal e, subseqüentemente, é removido do intestino via capilares e 

linfáticos. 

Além da passagem de pequenas moléculas, macromoléculas também 
podem ser absorvidas e, ao alcançarem os tecidos do corpo através do 

intestino, elas estão sujeitas à interação com o tecido linfóide associado à 

mucosa intestinal. O grau de interação será claramente proporcional à 
complexidade antigênica do material e também pode ser influenciado pela via 
de entrada (Nicklin, 1987). 

Os antígenos podem interagir localmente com macrófagos, células 

dendríticas e/ou linfócitos. Alternativamente, o material pode ser 

transportado para o fígado pela circulação porta e/ou para o linfonodo 
mesentérico pela drenagem linfática. 

Com relação à interação com macrófagos, Nicklin (1987) examinando 

seções de placas de Peyer usando iluminação ultravioleta, observou uma 
grande concentração de componentes da dieta derivada de cereal fluorescente 

dentro do lúmen, assim como macrófagos fluorescentes dentro da zona 

subepitelial de placas de Peyer. Exame posterior demonstrou a presença de 

células aparentemente idênticas mais ao ftmdo das placas de Peyer e também 

no interior do linfonodo mesentérico. Esta distribuição celular sugere que 

macrófagos, dentro da zona subepitelial, coletam o material que entra no 

tecido, via placa de Peyer, e o transporta para o linfpnodo mesentérico. 



Linfócitos presentes no tecido linfóide associado às mucosas (GALT- 

gut-associated lymphocyte tissue) podem ser ativados pelo material absorvido 

e migrar para outros órgãos linfóides. Os linfócitos B, e provavelmente 
também linfócitos T, primados ao nível do GALT migram através de vasos 

linfáticos até os linfonodos mesentéricos e, via dueto torácico, podem cair na 
circulação sangüínea e chegarem ao baço e outros órgãos linfóides associados à 
mucosa. Essas células podem, assim, alterar sistemicamente a reatividade 

imunológica. Parte dos linfócitos B primados podem voltar a se localizar no 

GALT, sendo responsáveis pelo aumento da produção de IgA secretória no 
intestino, num contato secundário com o antígeno por essa via. 

Além de ir ao GALT, esses linfócitos primados podem migrar para 
tecidos linfóides associados a outras superfícies secretórias como o epitélio do 

trato respiratório (BALT - "bronchus-associated ly^nphoid tissue" e NALT - 

nasal-associated lymphoid tissue") e as glândulas salivares, as lacrimals e as 
mamárias. Podem também migrar para outros órgãos linfóides como as 
tonsilas e o anel de Waldeyer (McDermott, 1979; Mestecky, 1987). 

Componentes do tecido linfóide associado à mucosa intestinal 

O tecido linfóide associado à mucosa (GALT - gut-associated lymphoide 
tissue) é constituído de agregados linfóides organizados representados pelas 

placas de Peyer, o apêndice, os linfonodos mesentéricos (MLN - mesenteric 
lymph nodes), e nódulos linfáticos solitários. Além disso, são também 

considerados parte do GALT o tecido linfóide difusp np epii^élio: os linfócitos 

intraepiteliais (lEL - intraepithelial lymphocytes), e^na fárhiíia pVópriaj os 
linfócitos da lâmina própria (LPL - lamina propria lymphocytes). 

Coletivamente esta massa de tecido linfóide ultrapassa facilmente outros 
órgãos linfóides em tamanho (Croitoru, 1994). As células linfóides 

representam cerca de 1/4 de todas as células da mucosa (Kagnoff, 1981). 
Grande parte destes linfócitos da mucosa constitui-se de células com fenótipo 

e origem distintos dos observados em células convencionais. Assim, o GALT 

possui tipos celulares peculiares e que, devido a seu grande número, devem 
exercer importante papel na fisiologia do sistema imune. 

Os linfócitos intraepiteliais - lEL 

Os linfócitos intraepiteliais e os linfócitos T da lâmina própria (LPL - 

lamina propria lymphocytes) são as duas principais populações de células T 

no intestino delgado (Phillips-QuagHata, 1994). 

Os lEL têm características especiais que são distintas daquelas de outros 

linfócitos. O número médio de lEL por 100 células absortivas é de 20 no 

jejuno de um homem adulto normal e diminui distalmente no intestino 

(Dobbins, 1986). Estas células estão localizadas acima da lâmina basal entre as 

células epiteliais e estão separados destas por um espaço de 10 a 20 nm. Este 

contato entre lEL e enterócitos não possui nenhuma estrutura iuncional 

(Kato, 1994). 



Em camundongos, os lEL constituem uma população mista. Cerca de 

45% são linfócitos T convencionais, de origem tímica, Thyl+ que expressam o 

receptor de célula T (TCR - T cell receptor) ap. Entre estas células, 5-15% 

expressam CD4 e as demais expressam CD8. Os outros 55% são células T não 
dependentes do timo que se originam do fígado fetal ou de progenitores da 

medula óssea que migram diretamente para o intestino. Muitas destas células 

expressam pouco ou nenhum Thyl, possuem TCRap ou TCRyô e moléculas 

CD8 feitas somente de cadeias a ao invés das usuais cadeias a e p (Bonneville, 
1990; BonneviUe, 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 lEL yò e ~50% dos lEL ap são 

CD8|3" (Lefrancois, 1991). 

Em contraste com a grande maioria de células T periféricas, uma 

proporção substancial de lEL não expressam Thyl (Parrott, 1983). 

Aproximadamente 20% dos lEL ap e 70%; dos lEL yò são Thyl' (Lefrancois, 
1994). 

Apesar do receptor de células T ser predominantemente de cadeias ap 

em células dos órgãos linfóides convencionais, no epitélio intestinal a 

proporção de linfócitos yò é muito maior Qarry, 1990). Estes lEL yò expressam 

um conjunto restrito de regiões Vy (principalmente Vy 5 - 50 a 80% dos lEL yò) 

e Vô (principalmente VÔ5 - de 15 a 60% dependendo da linhagem do 

camundongo; Vô4 e Vô6) (Lefrancois, 1994). 

Enquanto praticamente todas as células T periféricas e timócitos 
expressam CD5 em algum grau, certos subtipos de lEL não o expressam. Os lEL 

yò de camundongos (Lefrancois, 1991) e seres humanos não têm CD5 (Jarry, 

1990), em contraste às células T da periferia. Além disto, aproximadamente 

50% dasIELap de camundongo, rato e seres humanos são CD5". A expressão 

de CD5 parece não estar correlacionada com a expressão de Thyl ou CD8p. 

Não se sabe ainda o significado funcional da falta de CD5 (Lefrancois, 1994). 

Os lEL expressam determinantes de CD45 que geralmente estão 

associados a células T ativadas. A maioria dos lEL são CD45RO"'" e CD45RA', 

em contraste com células T periféricas que são -50% CD45RO^ e -50% 

CD45RA+ (Halstensen, 1990). Células T CD45RA+ são consideradas células 

virgens enquanto células CD45RO"'" são consideradas células ativadas ou de 

memória (Lefrancois, 1994). 

Vários estudos sugerem que as células T em geral podem reagir com 

antígenos não polimórficos tal como heat-shock proteins ou moléculas 

semelhantes à molécula de classe I do MHC (Classp I-like) tal como CDl ou 

TLA. A demonstração de que TLA em camundongo e CDl em camundongos 

e seres humanos são expressos proeminentemente em células epiteliais do 
intestino suporta esta teoria (Bleicher; Hershberg, 1990). TLA também é 

expresso por -50% dos lEL ap e -25% dos lEL yò e é predominantemente 



expresso pelo subtipo Thyl' (Hershberg, 1990). TLA e CDl exibem um padrão 

de expressão restrito com predominância no intestino (Lefrancois, 1994). 

Os Hnfócitos da lâmina própria - LPL 

A lâmina própria é uma camada de tecido conjuntivo entre o epitélio e 

a muscular da mucosa. Esta camada é constituída de células de músculo liso, 
fibroblastos, linfáticos, vasos sangüíneos e forma o centro dos vilos. A mais 

impressionante característica da lâmina própria dos intestinos delgado e 
grosso é o infiltrado de células linfóides e mielóides, dentre os quais os 

Hnfócitos da lâmina própria (LPL - lamina propria lymphocytes), macrófagos, 

células dendríticas, eosinófilos e mastócitos (MacDonald, 1994). 

Células T CD4 e CD8 positivas estão presentes na lâmina própria em 
proporções similares ao sangue periférico (Selby, 1983; James, 1986; 

Schieferdecker, 1990). Assim, as células T do sangye periférico e da lâmina 
própria parecem não ser diferentes. Entretanto poucos Hnfócitos T da lâmina 

própria expressam CD45RA e a grande maioria das células são CD45RO+ 

(Schieferdecker, 1990). Em contraste, no sangue periférico, aproximadamente 

30% das células T são CD45RA"'" e 30 a 50% são CD45RO"'". Assim, o fenótipo 
CD45 dos LPL indica que a grande maioria destas células estão ativadas (Zeitz, 

1991). Em seres humanos, 95% dos LPL expressam TCRaP; aproximadamente 

50% são CD4+ e 35% são CD8+. Em camundongos mais que 50% dos LPL 

CD3+ são CD4+ (Mega, 1991). 

A lâmina própria do intestino contém numerosas células que 

caracteristicamente secretam IgA. Aproximadamente 15 milhões de células 
secretando IgA são encontradas no intestino de um camundongo, o que 

corresponde a 10 vezes mais que o número total de células secretando IgM 
nos tecidos Hr\fóides (van der Heijden, 1987). Mais que 80% de todas as células 

secretoras de imunoglobulinas em um adulto estão localizadas na lâmina 
própria (Brandtzaeg, 1989). 

De acordo com a maior parte da literatura na área, plasmócitos 

secretando IgA no intestino são derivados de células B convencionais, 

localizadas principalmente nos placas de Peyer do intestino delgado. 

Entretanto algims autores sugerem que muitos plasmócitos secretando IgA no 

intestino são originárias de células B Ly-1 (células Ly-1 são 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 condições normais, incluindo 

anticorpos autoreativos e antibacterianos. As células B-1 são distintas das 

células B convencionais por seu fenótipo, desenvolvimento e localização 

anatômica (Hardy, 1986; Hayakawa, 1988; Herzenberg, 1986; Kantor, 1993; 

Kipps, 1989). Células B-1 estão praticamente ausentes nos Hnfonodos e placas 

de Peyer e estão presentes em baixa freqüência no baço; entretanto elas 
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constituem a principal fração de células B nas cavidades peritoneal e pleural. 

As células B-1 podem ser divididas em duas populações: células B-la que 
expressam níveis detectáveis de CD5, e células B-lb que não o expressam. 

Ambas as populações estão presentes nas cavidades peritoneal e pleural e 

pouco se sabe sobre a relevância desta expressão ou não de CD5 (Kroese, 1994). 
Estudos de transferência adotiva têm mostrado que células B-1 e células 

B convencionais têm 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 fígado fetal 

(Hardy, 1992; Kantor, 1992; Solvason, 1991). Após o desmame, as células B-1 se 

mantêm por auto-replicação e são independentes da medula óssea. Células B 
convencionais, em contraste, aparecem tarde na ontogenia e são repostas pela 

produção de novo da medula óssea do adulto (Kroese, 1994). 
Apesar de seu número 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 radiação (Kroese, 1989); entretanto elas 
expressam um repertório limitado (Forster, 1988; Pennell, 1988; Tarlinton, 

1988) incluindo o uso exclusivo de VhH e Vh12, que são específicos 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 são grupos de folículos linfóides na mucosa do 

intestino delgado. Cada placa de Peyer de camundongo apresenta um 

agregado de oito a dez folículos linfóides (Ermak, 1986). Morfologicamente, os 
nódulos das placas de Peyer são separados em três domínios principais: a área 

folicular, a área parafolicular e o epitélio associado ao folículo (FAE - follicle- 
associated epithelium). Histologicamente os nódulos linfáticos intestinais 

diferem dos linfonodos porque não têm cápsula, medula e nem limites claros 

(Kato, 1994). O FAE é uma camada unicelular que forma a interface entre o 

aparato linfóide e o lúmen intestinal e pode-se dizer que suas células M 

funcionam como um "dueto aferente linfático" para a placa de Peyer, por 
permitirem a entrada constante de componentes do lúmen. O FAE é 

composto principalmente de células M, enterócitos, lEL, poucas células 

secretoras de muco e ocasionais tuft cells (Kato, 1994). 

As regiões parafoliculares das placas de Peyer são enriquecidas por 
células T e estão imediatamente adjacentes aos folículos, ou zonas de células 

B, contendo os centros germinativos (Kiyono, 1994). Cerca de 60% das células 
dos centros germinativos no GALT expressam IgA de superfície (Butcher, 

1982). As áreas de células T nas placas de Peyer possuem vênulas de endotélio 

alto (HEV - higt endothelial venules) que são os locais de entrada para os 

linfócitos que compoem as placas de Peyer continuamente (Kiyono, 1994). A 

maioria das células T das placas de Peyer são CD4+ (MacDonald, 1994). 

As células B e T das placas de Peyer podem atuar no processamento do 

antígeno intestinal, já que estão localizadas estrategicamente no local onde o 



antígeno entra para a placa de Peyer. Aparentemente, sob sinais apropriados, 

as células B das placas de Peyer ficam comprometidas com a produção de IgA, 
migram para o linfonodo mesentérico onde maturam em precursores de 
plasmócitos, depois migram para a lâmina própria do intestino e de outras 

mucosas onde secretam IgA (Roux, 1981). 

A interação entre células T auxiliares e células dendríticas pode ocorrer 

nas regiões epiteliais e subepiteliais da cúpula, onde células la-f com a 
morfologia de células dendríticas ocorrem juntamente a células T auxiliares e 

células B. Áreas interfoliculares parecem atuar como locais para apresentação 

de antígeno e aparentemente as células dendríticas podem migrar da cúpula 
para as áreas interfoliculares onde apresentam o antígeno para células T 
auxiliares (Wilders, 1983). 

As células apresentadoras de antígeno do intestino 

As células apresentadoras de antígenos (APC - antigen-presenting cells) 

no GALT incluem células B, macrófagos, enterócitos e células dendríticas que 
estão relacionadas às células de Langerhans da pele (McGhee, 1989). 

Os macrófagos do trato gastrointestinal são completamente 

heterogêneos e subpopulações se localizam em áreas distintas no trato 

gastrointestinal onde expressam diferentes propriedades funcionais, mas 
pouco se sabe sobre eles (Panja, 1994). Estes macrófagos são encontrados no 

centro dos vilos do intestino delgado, no espaço 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 macrófagos do 

intestino expressam FcR (receptores da porção cristalizável dos anticorpos) e 

podem coletar imunocomplexos (Panja, 1994). 

Duas populações de células dendríticas têm sido descritas no intestino 
do ser humano. As células dendríticas clássicas são esterase negativas, 

fosfatase ácida negativas, FcR negativas, fibronectina não aderente, 

fortemente positivas para o DR e com extensões dendríticas que estão 

ativamente envolvidas em interações com células T (Bland, 1991; Mahida, 

1988; Sminia, 1986; Soesatyo, 1990). Este tipo de células dendríticas é 

denominado células veladas e é encontrado na lâmina própria ao longo do 

intestino delgado, predominantemente no tecido subepitelial. 

Funcionalmente estas células são potentes estimuladoras de cultura mista de 
linfócitos (MLR - mixed lymphocyte reaction) (Mahida, 1988). Um segundo 

tipo de células dendríticas é o das células interdigitantes encontradas nas 
placas de Peyer. Estas células são efetivas APC mas, interessantemente 

parecem promover ativação específica para produção de IgA (possivelmente 

relacionado à produção de TGFp - Transforming Grown Factor p) (Spalding, 

1986; Spalding, 1984). 
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Absorção de moléculas potencialmente imunogênícas 

Há muitas questões a serem respondidas quanto ao transporte de 
macromoléculas. Elas podem penetrar pela mucosa por diferentes vias e não 

se sabe a relevância de cada uma destas vias para o sistema imune adjacente e 

as conseqüências de entradas preferenciais de antígenos por uma ou outra via. 
Há três rotas principais por onde moléculas potencialmente 

imunogênicas podem atravessar a "barreira" mucosa (Shanahan, 1994): (a) 

através de células epiteliais especializadas (células M) que recobrem folículos 

linfóides (placas de Peyer); (b) através do epitélio; e (c) paracelularmente entre 

os enterócitos da superfície: 

a) Absorção através de células M 
As células M são também denominadas células linfoepiteliais ou 

células epiteliais associadas ao folículo. Em comparação aos enterócitos 
absortivos adjacentes, a superfície apical das células M tem microvilosidades 

menores, mais irregulares, em menor número e com pouco glicocálice. Há 

também menor quantidade de muco recobrindo a superfície celular. Além 

disso, a atividade enzimática lisossomal intracelular é reduzida. Mitocôndrias 

e vesículas endocíticas são abundantes no citoplasma apical. O núcleo está 
localizado basalmente onde o citoplasma e a membrana envolvem 

parcialmente um ou mais linfócitos, macrófagos ou células dendríticas 
permitindo um contato com estas células do tecido linfóide subepitelial. Há 

vários espaços vazios nesta área facilitando o transporte e o tráfego 

linfoepitelial (Sanderson, 1995; Trier, 1991). 
A função primária das células M parece ser coletar antígenos do lúmen. 

Estas células não parecem estar envolvidas na apresentação de antígenos pois 

apresentam escassa ou nenhuma molécula de MHC de classe II (Brandtzaeg, 
1990; Keren, 1992). 

As células M podem transportar macromoléculas do lúmen para o 

interstício por transporte não dependente de receptor. Macromoléculas 

solúveis são incorporadas em compartimentos ligados às membranas, 

transferidas através da célula e liberadas para dentro do interstício que contém 
células linfóides (Sanderson, 1995). Elas podem então ser coletadas pelas 

células apresentadoras de antígeno do interstício adjacente que incluem 

células dendríticas, macrófagos e células B (Ermak, 1986; Keren, 1992; 

Kraehenbuhl, 1992) ou entrarem na circulação linfática ou sangüínea sendo 

drenados respectivamente para o linfonodo mesentérico ou fígado. 

Uma questão ainda sem resposta é se receptores específicos existem na 
superfície de células M, facilitando o transporte de macromoléculas através do 

epitélio (Sanderson, 1995). 

h) Absorção através de enterócitos 
Macromoléculas podem ser absorvidas do lúmen, através do 

enterócito, com ou sem o envolvimento de receptores específicos. Com 

relação à absorção sem receptores, esta pode ocorrer de duas formas: as 

moléculas podem se ligar à membrana apical de forma não específica e então 

serem coletadas pelo enterócito, ou ainda, moléculas em solução próximas à 



membrana de invaginaçâo podem ser englobadas por vesículas 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 vesículas na base das microvilosidades. Entretanto, organelas ao longo de 
todo o citoplasma apical apresentam moléculas de MHC de classe 11 
(Sanderson, 1995). 

A regulação da expressão de MHC de classe II pelos enterócitos 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 
expressão de MHC II (Bland, 1988; Brandtzaeg, 1989). A exposição antigênica 

também influencia a expressão de MHC (Wilson, 1990). 

Apesar de não haver ainda evidências in vivo de que enterócitos 
podem apresentar antígenos para células T, experimento com células 

epiteliais isoladas do intestino indicam que células T interagem com 

moléculas de MHC de classe II contendo antígenos que foram coletados e 

processados por enterócitos (Bland, 1986; Kaiserlian, 1989; Mayer, 1987). 

Em adição à expressão de moléculas de MHC de classe II, a eficiência da 

apresentação antigênica é ótima, se moléculas de aderência apropriadas (que 
facilitam o contato com células T) são expressas e se citocinas estimulatórias 

de células T são geradas. Células epiteliais humanas expressam LFA-3 com 

uma densidade comparável à de monócitos, e têm expressão mais baixa ou 

variável de LFA-1 e ICAM-1 (Kaiserlian, 1991; Mayer, 1992). Sob certas 

circunstâncias, enterócitos podem ser capazes de produzir várias citocinas, 
incluindo interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 

(IL-1) e transforming growth factor beta (TGF-p) e algumas podem ter uma 

relação autócrina com as células epiteliais (Bland, 1991; Mayer, 1992). 

A importância relativa de enterócitos e células M no transporte 

antigênico e na apresentação para células T é incerta. Apesar de enterócitos 

estarem em número muito maior que células M, eles não são tão eficientes 
quanto células apresentadoras de antígeno (APC) convencionais (Bland, 1991; 

Bland, 1989; Mayer, 1991). Em contraste com as APC tradicionais onde 

pequenos fragmentos de peptídeos são gerados após a coleta da proteína, 

grandes peptídeos se mantêm após a digestão pelas células epiteliais (Bland, 

1989). 

É possível que as moléculas de classe II dos enterócitos atuem como 
receptores para transportar antígenos numa rota protegida através do epitélio, 
permitindo a entrada direta para a lâmina própria (Bland, 1988). 

c) Absorção de antígeno paracelularmente 

O transporte transepitelial pode ocorrer pela rota paracelular tanto 

quanto através das células. 
Sob circunstâncias normais, água, eletrólitos e até mesmo polipeptídeos 

curtos podem passar entre enterócitos, mas a presença de tight junctions 



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 polipeptídeos de 11 
aminoácidos) mas grandes moléculas imunogênicas não podem passar por 

esta rota em condições fisiológicas normais (Sanderson, 1995). 
Os componentes da dieta podem também ganhar acesso ao organismo 

via zona de extrusão do vilo. O vilo de muitas espécies mantêm um ciclo de 
contração e relaxamento que está associado com a contínua extrusão de 
células do topo do vilo. Exame ultraestrutural do topo do vilo revelou fendas 

entre as células epiteliais terminais (Nicklin, 1987). Em cão, por exemplo, foi 
observado a coleta de fluidos via zona de extrusão durante o relaxamento 
(Lee, 1971). 

O fenômeno da tolerância 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 refeição implica na absorção 
de proteínas e peptídeos em concentrações suficientes para influenciar a 

atividade imunológica. De fato, a exposição oral a um antígeno não 

apresentado anteriormente ao organismo, pode resultar em diferentes 
eventos imunológicos já descritos na literatura (Vaz, 1997): 

a) hiporresponsividade sistêmica a imunizações parenterals com o 

antígeno, que é conhecida como tolerância oral. Este é o fenômeno 

imunológico que mais freqüentemente ocorre no organismo após o contato 
fisiológico com proteínas pela alimentação. Desta forma, os animais são 

naturalmente tolerantes às proteínas de seus alimentos (Stransky, 1998); 

b) imunização sistêmica com produção de títulos aumentados de 

anticorpos na circulação (Faria, 1993; Strobel, 1996; Verdolin, 1993); 

c) imunização local, ao nível da mucosa, com aumento da concentração 

de IgA secretória no muco intestinal (Bienenstock, 1974; Brandtzaeg, 1989). 

Concomitante à imunização local, pode ocorrer tanto uma imunização 
sistêmica, quanto, inversamente, a tolerância sistêmica a imunizações 

parenterals posteriores (Challacombe, 1980); 

d) supressão a nível local da produção de IgA, que pode ser 
concomitante a uma supressão sistêmica tanto da produção da própria IgA, 

quanto de outros isotipos (IgG, IgE e IgM) (Challacombe, 1983; Stok, 1994). 

O fenômeno da tolerância oral vem sendo "redescoberto" desde 1909 

quando Besredka relatou que cobaias alimentadas com leite se tornavam 

refratárias à anafilaxia por injeções subsequentes de proteínas do leite 

(Besredka, 1909). Independentemente, entre 1908 e 1911, Wells e colaboradores 
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fizeram observações semelhantes com proteínas vegetais, como a zeína 
(Wells, 1908; Wells, 1911). 

A natureza imunológica da tolerância oral foi caracterizada apenas em 

1949, por Chase, que alimentando cobaias com dinitroclorobenzeno (DNCB) 
evitou o desenvolvimento de dermatite de contato após o pincelamento 

desse agente sensibilizante na pele dos animais (Chase, 1949). Anteriormente, 
Chase havia sido o primeiro a demonstrar que a sensibilidade "tuberculínica" 

assim como a sensibilização de contato são fenômenos imunológicos 
"celulares", visto que sua transferência requer a transfusão (adotiva) de 

células e não é conseguida pela simples transferência (passiva) de anticorpos 
(Chase, 1945). 

Mas foi somente a partir da década de 70 que as conseqüências 

imunológicas da administração intragástrica de antígenos foram melhor 

estudadas (Hanson, 1977; Kagnoff, 1982; Mowat, 1994; Thomas, 1974; Tomasi, 

1980; Weiner, 1994; Vaz, 1977). A tolerância oral foi definida como um 
fenômeno em que um animal torna-se especificamente incapaz de responder 

a um estímulo imunogênico em conseqüência da ingestão prévia do 

antígeno. Essa tolerância tem uma longa duração e é capaz de influenciar uma 
gama variada de parâmetros imunológicos como: os títulos de anticorpos de 

diferentes isotipos no soro (Hanson, 1979; Vaz, 1977), o ritmo de clareamento 
de antígenos na circulação (Hanson, 1979), reações 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 proliferação de linfócitos T em cultura (Richman, 1978; Titus, 1981) e a 

secreção de citocinas (Garside, 1995a; Garside, 1995b). 

Mecanismos explicativos 

Embora o mecanismo envolvido na indução de tolerância oral ainda 
não tenha sido esclarecido, podemos atualmente distinguir basicamente duas 

linhas explicativas que são contrárias: 1) a ocorrência da tolerância oral é 
devido a imia ausência de ativação imunológica de clones específicos através 

de deleção clonal, anergia, atuação de células T supressoras específicas, ou 

algum outro mecanismo imunossupressor específico; 2) a tolerância oral 

seria um estado ativo e dinâmico do sistema imune. 

Apesar de as idéias associando a tolerância a uma inatividade serem as 

mais difundidas, há vários dados mostrando que a tolerância é um evento 

que depende da atividade de todo o sistema imune, como por exemplo: 

. A tolerância oral só pode ser estabelecida em animais imunocompetentes. 

Não se consegue induzir tolerância em camundongos neonatos, a não ser 

que os mesmos recebam, adotivamente, linfócitos de animais adultos 

(Bruce, 1987; Hanson, 1981). 



. A tolerância oral pode ser transferida adotivamente para animais 

singênicos normais pela transferência de linfócitos T. Em artigos 

publicados nos anos 70 e 80 os linfócitos T CDS""" eram apontados como 
prováveis responsáveis pela tolerância oral (Hanson, 1979; Ngan, 1978), 

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

(Garside, 1995a; Garside, 1995b; Melamed, 1994) e de linfócitos T yô (Mengel, 

1995). 

. Drogas anti-mitóticas (hidroxiuréia, ciclofosfamida) aplicadas 24 horas 
após a ingestão do antígeno não impedem a tolerância oral. Inversamente, 

a administração destas drogas 24 horas antes da administração do antígeno 
impedem a tolerância oral. Isto mostra que o desencadeamento de um 

estado tolerogênico depende de células recém formadas, emergentes 

(Aroeira, 1993). Os tratamentos que destroem células pré-B (Ivlg, anticorpos 
anti-Bpl) inibem o aparecimento da tolerância oral (Verdolin, 1996). 

A segunda linha explicativa, onde a tolerância oral é um evento ativo e 

dinâmico do sistema imune, começou a ser delimitada a partir de 1974 
quando Jeme (Jerne, 1974) chamou a atenção para o fato de que os anticorpos 

são capazes de reagir uns com os outros (através de determinantes que ele 

chamou idiotípicos) e sugeriu que esta conectividade interna é importante na 
operação do sistema imune. Assim, através de reações idiotipo-anti-idiotipo 

(isto é, 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 Idiotípica (Vaz, 1993). 

Esta conectividade idiotípica é uma forma fisiológica de auto- 

reatividade, uma demonstração de que nem sempre a reação de linfócitos e 

anticorpos com autocomponentes é destrutiva (Vaz, 1993). 

Nesta rede de interações, a entrada de elementos novos, sejam eles 
internos (novos linfócitos) ou externos (antígenos) exige mudanças globais no 
estado das interações. Como todos os linfócitos estão ligados à mesma rede, o 

que ocorre com um dado linfócito "específico" pode, potencialmente, afetar 
todos os demais. Já foi demonstrado que, em infecções parasitárias (D'Imperio 

Lima, 1985; Lopes, 1987), a atividade "inespecífica" do sistema imune é 
superior à "resposta específica". 

Na Teoria Clonal (que é a base da idéia de que a tolerância oral é devido 

à alguma forma de inativação de clones específicos: por deleção ou por 
imunossupressão), as respostas imunes específicas se devem à estimulação, 
pelo antígeno, de clones linfocitários relativamente raros no sistema. A 
grande maioria das células do sistema existe em ociosidade, em repouso. Na 

Teoria da Rede, a entrada do antígeno é comparável à entrada de um linfócito 

jovem recém saído da medula ou do timo. Ambos irão perturbar o sistema 

como um todo. Ou essa perturbação é assimiliada de uma maneira fisiológica, 

distribuída pelos vários circuitos da rede inespecificamente (tolerância), ou ela 

será concentrada na ativação de poucos clones que chamamos de específicos 



(imunização). Assim, tolerância e imunização são apenas formas globais do 

sistema lidar com as novidades que lhe são apresentadas. 

Linfócitos novos e antígenos são, para o sistema imune, perturbações 
da mesma natureza. A familiaridade com que ambos conseguirem se ligar aos 

componentes da rede é o que lhes confere um sentido imunológico. Um 
elemento novo, estranho'^ sem sentido, é aquele que não interage. Isso pode 

ocorrer com antígenos que passam ilesos pelo organismo (Volkheimer, 1975) 
ou com linfócitos que morrem ao sair da medula (Freitas, 1981). Ambos 

desaparecem do corpo por lhes faltar sentido imunológico que os conecte na 
rede num processo chamado, por Vaz (Vaz, 1988), de sobrevivência 

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 conexões futuras segundo o padrão das que 

atualmente existem (Faria, 1989). 

Fatores importantes na indução de tolerância oral 

Muitos fatores podem condicionar a indução de tolerância oral. 
Podemos dividir os fatores sabidamente relevantes em três grupos: a) os 
fatores ligados aos animais; b) os pertinentes ao antígeno e c) os relacionados a 

variações de protocolo nas exposições digestivas ao antígeno. 

a) Fatores ligados aos animais: 

• Idade 

A idade é de nosso particular interesse nesta dissertação e maiores 

referências sobre o assunto serão feitas na discussão. 
A idade em que o animal contacta com antígenos por via digestiva é 

um fator que determina se haverá sensibilização ou tolerância a contatos 

posteriores com os mesmos antígenos. Strobel e Ferguson (Strobel, 1984b) 

mostraram que camundongos neonatos, com 1 ou 2 dias de vida, são 

refratários à indução de tolerância oral. Inversamente, nesse período, os 
animais tendem a se tornarem sensibilizados ("primados") pelos contatos 

digestivos com antígenos. A susceptilibidade à indução de tolerânica oral 

aparece com 4 a 7 dias de vida, mas os níveis máximos de supressão são 

alcançados apenas na maturidade. Os mecanismos envolvidos nessa 

transição ainda não estão claros. Peng e colaboradores (Peng, 1989a) 

conseguiram restituir a capacidade de camundongos neonatos em 
desenvolver tolerância oral para a reação de DTH, mas não para produção de 

anticorpos, através da transferância passiva de esplenócitos de animais 

adultos normais^ Este resultado sugere que camundongos neonatos 

dependem de um'\naturidade do sistema imune para que haja a indução de 

tolerância oral. 
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Assim como ocorre com os camundongos neonatos, a susceptibilidade 
à indução de tolerância oral em camundongos também está comprometida, 

durante o outro extremo da vida, a senilidade. Alguns dados sugerem que a 

susceptibilidade à indução de tolerância oral se encontra diminuída ou 
totalmente abolida em animais idosos. Há demonstrações de que 

camundongos maduros (20 a 24 semanas de idade) ou senis (40 a 44 semanas) 

têm uma redução de susceptibilidade à tolerância oral (Faria, 1993; Rios, 1988; 
Vaz, 1997; Verdolin, 1993; Staples, 1969). Lahmann e colaboradores mostraram 

que camundongos B6D2F1 de 70 semanas de idade são refratários à indução de 
tolerância oral com 1 gavagem com 20 mg de Ova, mas a possibilidade de 

tornar esses animais tolerantes é recuperada pela transferência passiva de 

esplenócitos de animais jovens (8 semanas). Inversamente, a transferência de 
esplenócitos de animais senis para camundongos jovens diminui sua 

susceptibilidade à tolerância (Lahmann, 1992). 

• e linhagem 

A tolerância oral foi mais amplamente estudada em roedores, mas já 
foi demonstrada em diferentes espécies animais, incluindo porcos, cães e o 

homem (Husby, 1994; Mowat, 1994). Em camundongos, a susceptibilidade à 

indução de tolerância oral depende da linhagem dos animais (Lamont, 1988; 

Mowat, Lamont, 1987; Stokes, 1983). Vaz e colaboradores, trabalhando com 

camundongos isogênicos de diversas raças, inclusive pares congênicos para o 
complexo H-2, demonstraram que essa susceptibilidade é dependente tanto de 

variações do MHC quanto de outras características dp backgraund genético das 
rasças (Vaz, 1987). 

• "status" imunológico 

O status imunológico prévio do animal é outro fator que influencia a 
indução de tolerância oral. O efeito da ingestão do antígeno em animais já 

submetidos à imunização com o mesmo antígeno por via parenteral pode ser 
eficaz em induzir tolerância ao serem tomadas algumas providências tais 

como: aumentar a dose de antígeno e a freqüência utilizada nas exposições 

digestivas, além de aproximar essas exposições do envento primário de 

imunização parenteral (Bloch, 1983; Conde, 1998; Lafont, 1982; Peng, 1989b; 
Saklayen, 1984). 

b) Fatores pertinentes ao antígeno: 

• Natureza 

Exposições por via digestiva a antígenos de djferentes naturezas, como: 

proteínas solúveis (Hanson, 1977; Kagnoff, 1982; Kay, 1989), antígenos 

particulados (Andre, 1975; Kagnoff, 1978; Kagnoff, 1980; Sayegh, 1992) ou vírus 

e microorganismos (Bersani-Amado, 1990; Challacombe, 1980; Rubin, 1981; 

Stokes, 1979) podem resultar tanto em supressão quanto em potenciação da 

resposta imune. 

Sabe-se que a tolerância oral é um fenômeno T-dependente e as 

tentativas de demonstrar esse fenômeno utilizando antígenos T- 
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independentes, não tiveram sucesso (Hanson, 1979; Titus, 1981). A tolerância 

oral pôde ser demonstrada com a utilização de diferentes proteínas 
heterólogas solúveis que são caracteristicamente antígenos 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 necessária para um efeito ótimo depende da proteína 

empregada. Com relação à Ova, uma hiporrespor^sividade máxima após a 

administração oral da Ova ocorre com doses entre 1 e 20 mg de proteína, mas 

as reações de hipersensibihdade retardada (DTH) podem ser igualmente 
inibidas por doses tão pequenas quanto 100 jug de ovalbumina (Ova), 

enquanto ao menos 5 a 10 mg são necessários para inibir a imunidade 

humoral (Mowat, 1998). 

c) Fatores relacionados a variações de protocolo nas exposições 

digestivas ao antígeno: 

• Freqüência 

O aumento da freqüência de exposições orais favorece a expressão de 
tolerância oral medida pela supressão da produção de anticorpos e das reações 
de hipersensibilidade retardada (DTH) (Hanson, 1977; Saklayen, 1984). 

Saklayen e colaboradores propõe que a maneira mais efetiva de induzir 

tolerância oral é através de múltiplas exposições digestivas a pequenas doses 
de antígeno, que é justamente a situação mais similar à alimentação 

(Saklayen, 1984). 

• O intervalo entre as exposições orais 

As conseqüências imunológicas da administração oral do antígeno em 

animais normais também variam na dependência do intervalo entre as 

exposições antigênicas. Por exemplo: camundongos H-III ao receberem o 
antígeno por via oral em três ocasiões separadas por semanas, desenvolvem 

altos títulos 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 não mais formam anticorpos no soro (Faria, 1989). 

• Forma de administração 

Stokes e colaboradores observaram, como resultado secundário, que, 

em camundongos CBA e SWR/J, a administração de 25 mg de Ova por via 
intragástrica durante 14 dias não é capaz de induzir tolerância, testada por 

hemaglutinação após a imunização intraperitoneal com Ova em CF A. No 

entanto, se a administração de Ova se der por ingestão voluntária das mesmas 

doses ao longo de 14 dias, os animais tornam-se tolerantes (Stokes, 1983). 

Faria et al e Verdolin et al (Faria, 1993; Verdolin, 1993) demonstraram 

que gavagens (intubações gástricas) com Ovalbumina nos dias O, 7 e 28 

induzem significativa formação de anticorpos em camundongos H-III. 



Entretanto, a ingestão da mesma quantidade de Ovalbumina nos mesmos 

dias levou à indução de tolerância oral. 

A produção de um tolerógeno pela ingestão oral de antígeno 

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 antígeno uma hora antes induzir uma supressão da 
imunidade mediada por células (mas não da produção de anticorpos) em 

animais singênicos, quando transferido por via intraperitoneal. Como este 

soro de animais que receberam o antígeno por gavagem (intubação gástrica) 

parecia conter algum componente capaz de induzir tolerância, vários 

trabalhos foram realizados no intuito de se descobrir o que seria este 

componente tolerogênico. 
A primeira hipótese levantada para explicar a indução de tolerância por 

esse mecanismo foi a presença de moléculas de Ova no soro destes animais. 

Realmente a absorção do soro tolerogênico com anticorpos anti-Ova ligados à 

Sepharose removeram tanto a imunoreatividade da Ova quanto a 

tolerogenicidade associada ao soro, confirmando que a supressão da 
imunidade mediada por células através do soro de camundongo gavado com 
Ova é devida à presença de Ova nesse soro (Bruce, 1986). 

Entretanto, a injeção intraperitoneal do antígeno nativo ou 
desnaturado (ao invés de por gavagem), levando a um processamento 

sistêmico deste antígeno, não produz um tolerógeno no soro capaz de 

tolerizar um receptor singênico (Bruce, 1986). Também a administração 
parenteral de várias doses de Ova nativa (Strobel, 1983) ou desnaturada 
(Bruce, 1986) não resulta em tolerância. Estes resultados apontam para uma 

necessidade de processamento do antígeno na mucosa intestinal para que haja 
o aparecimento do tolerógeno (Bruce, 1986). 

A geração do tolerógeno requer um intervalo e não tem relação direta 
com a concentração de Ova detectada por ELISA: o soro de camundongos 

colhido cinco minutos após a administração oral, já contém Ova 

imunoreativa, mas não induz tolerância em receptores singênicos (Peng, 

1990). 

Vários fatores podem estar envolvidos na conversão de Ova em uma 

forma tolerogênica. O antígeno, presente no soro após a gavagem, foi 
submetido à digestão proteolítica, absorção através do epitélio e tecidos 

subepiteilais do intestino além de ter sido exposto aos mecanismos de 

processamento antigênico incluindo o sistema reticuloendotelial (Bruce, 

1986). No período de uma hora da administração oral de Ova, ela é de alguma 

forma modificada; por enzimas proteolíticas gastrointestinais, e/ou pela 

filtração através da membrana biológica (o epitélio intestinal), e/ou pelo 

processamento ativo de células epiteliais ou células apresentadoras de 

antígeno profissionais da mucosa ou do sistema imune sistêmico. 
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produzindo desta forma, um "tolerógeno" de Ova que é transferível (Furrie, 

1994). 
Várias evidências sugerem a participação de células linfóides no 

processamento e geração do tolerógeno. 
Camundongos neonatos são incapazes de gerar o tolerógeno para o 

plasma (Peng, 1989a) e a imaturidade dos processos digestivos "pré- 
fechamento", além da imaturidade do próprio sistema imunológico, 

poderiam estar envolvidas neste processo. 

Camundongos SCID (severe combined immunodeficient), que não 

possuem linfócitos T e B maduros funcionais, são incapazes de gerar o 
tolerógeno no plasma (Furrie, 1994). Com base nestes resultados, duas 

hipóteses podem ser propostas: 1) células B e/ou T estão diretamente 

envolvidas no "processamento" da Ova ingerida gerando uma forma 

tolerogênica da Ova; ou 2) estas mesmas células são um componente 

necessário ao desenvolvimento de um intestino normal que geraria a forma 

tolerogênica da Ova. 
Uma outra evidência sugerindo um papel chave para o funcionamento 

do sistema imune na geração do tolerógeno foi obtido por Bruce e 

colaboradores (Bruce, 1987) que demonstraram que camundongos irradiados 
perdem a capacidade de gerar o tolerógeno, mas recuperam esta propriedade 

se reconstituídos com linfócitos de baço. Entretanto, o mesmo autor descreve 

que a irradiação danifica severamente a arquitetura da mucosa e que isto 

influenciou a capacidade de gerar um tolerógeno. Tanto estes resultados de 
Bruce e colaboradores quanto os de Furrie e colaboradores (Furrie, 1994) 

descritos acima fornecem evidências para a necessidade de células do sistema 
imune na geração do tolerógeno mas, estes resultados, não permitem uma 

distinção entre o papel de linfócitos no desenvolvimento normal do intestino 
e um papel mais direto na geração do tolerógeno (Furrie, 1994). 

Camundongos de linhagens geneticamente refratárias à indução de 
tolerância oral à Ova (Balb/B {H-2b}) produzem quantidades normais do 
"tolerógeno" no soro, após a ingestão de Ova, que é capaz de tolerizar 

camundogos Balb/c (Mowat, 1987). Assim, a refratariedade à indução de 
tolerância oral de camundongos Balb/B não está reàlacionada à uma não 

produção de tolerógeno mas, talvez, a uma incapacidade de incorporação 

deste tolerógeno na fisiologia de seu sistema imune. 

Ao que parece o camundongo receptor de soro contendo o tolerógeno 

necessita de ativação de células sensíveis a ciclofosfamida (uma droga que 

elimina células em ciclo mitótico) pois, após a administração desta droga, a 
transferência do soro de um doador gavado a uma hora com Ova, não mais 

induz tolerância nestes receptores tratados com ciclofosfamida (Strobel, 1983). 

Assim, tanto na produção de um tolerógeno quanto em sua 

incorporação na indução de tolerância oral há a necessidade da presença de 

células do sistema imune direta e/ou indiretamente. 

Recentemente, o tolerógeno derivado da Ova foi parcialmente 

caracterizado como fragmentos relativamente grandes, com 21 e 24 Kd 



(Furrie, 1995). Esses fragmentos estão presentes no soro de camundongos 

Balb/c uma hora após a gavagem com Ova, mas estão ainda ausentes cinco 

minutos após a gavagem (Peng, 1990). O fato do tolcrógcno já estar presente 

uma hora após a administração oral (enquanto a proteólise 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 peptídeos derivados da 
proteólise da Ova não participam na indução de tolerância neste modelo 

(Furrie, 1995). 

Estes dados nos mostram que a tolerância a proteínas reflete a maneira 

com que o antígeno é processado no intestino. Podemos então supor que 
fatores que alterem a quantidade ou a qualidade fisicoquímica do antígeno 

absorvido podem ter repercussões nas respostas imunológicas a esse material. 

Entretanto não está bem determinado que tipo de modificação sofre o 

antígeno e onde ela é sofrida: se extracelularmente, por ação de enzimas 

proteolíticas, ou, intracelularmente, por algum tipo de processamento ou, 
ainda, por ambos processos. 

Portanto, o que ocorrerá após a administração do antígeno parece 
depender, além da natureza do próprio antígeno, da forma e do contexto em 
que este é "processado" (intra e/ou extracelularmente) e "apresentado" (para 

outra célula e/ou para o sistema imune). 

Acreditamos que a análise dos diversos fatores importantes na indução 
de tolerância oral nos fornece dados para melhor delinear os mecanismos 

envolvidos na sua indução/. Nesta dissertação, enfocamos o efeito da forma 
de administração do antígeno na indução de tolerância oral, sendo esta última 

avaliada por parâmetros humorais e celulares. Pretendemos analisar 

especialmente a importância da gradualidade de administração de antígeno 
na indução de tolerância oral já que esta é a condição natural para a entrada de 

novos materiais no organismo. 
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Objetivos 

Objetivo geral 

Nosso objetivo é analisar a influência da freqüência e da gradualidade 

de administração de antígeno por via oral na indução do fenômeno da 
tolerância oral. 

Objetivos específicos 

1. Avaliar a influência da freqüência e da gradualidade de administração oral 
de antígeno na indução de tolerância oral medida por dois diferentes 

parâmetros: produção de anticorpos específicos e reação de imunidade 
celular. 

2. Avaliar a influência da freqüência e da gradualidade de administração oral 
de antígeno na indução de tolerância oral em camundongos idosos. 

3. Analisar a relação entre a relativa refratariedade de camundongos idosos à 
indução de tolerância oral e a geração do "tolerógeno" sérico normalmente 

presente em camundongos jovens depois da administração oral de 
antígeno. 
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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 geração (Fl) do cruzamento das linhagens isogênicas 

C57BL/6j e DBA/2, denominados abreviadamente B6D2F1, criados no 

Biotério do Laboratório de Imunobiologia - ICB - UFMG. 

Todos os animais foram mantidos com ração padrão para 

camundongos e água ad libidum em nosso Biotério. 
Em todos os experimentos, o número de animais por grupo (n) variou 

entre 4 e 8, com uma média predominante de 7 camundongos. 

Proteínas solúveis 

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 água destilada para ingestão voluntária pelos 

camundongos ou dissolvida em salina fisiológica (solução de NaCl a 0,9% em 
água bidestilada) para os tratamentos orais por gavagem e as imunizações 

parenterals. Para a ingestão voluntária pelos camundongos também foi 

utilizada uma solução de clara de ovo filtrada e diluída a 20% em água. 

A Ova agregada após desnaturação térmica, utilizada nos ensaios de 

reação 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 solução de Ova a 2% foi submetida ao aquecimento 

em banho maria por 5 minutos. Após seu resfriamento, a solução foi 
centrifugada a 5000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e a 

Ova agregada precipitada foi ressuspendida em salina. Após quatro lavagens 

(centrifugação e ressuspensão em salina), o sobrenadante foi novamente 
desprezado e a Ova agregada, finalmente, ressuspendida num volume igual 

ao volume da solução inicial de Ova a 2%. Essa suspensão final foi assumida 
como contendo Ova desnaturada pelo calor a 2%. 
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Adjuvantes 

Utilizamos 1 mg de hidróxido de alumínio adicionado a soluções 

contendo 10 ng de Ova (Grade V) para realizar a imunização primária e 

posterior análise da produção de anticorpos específicos no soro. 

O Adjuvante Completo de Freund (CFA - Complete Freund's 
Adjuvant - SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi empregado para 

realização de imunização subcutânea na base da cauda em experimentos com 

o objetivo de análise da reação celular e também os de análise de proliferação 
celular. O CFA foi utilizado numa emulsão de proporção 1:1 com uma 
solução de Ova (Grade V) a 5 mg/ml. 

Administração oral do antígeno 

(pré-tratamento oral) 

A Ova foi administrada oralmente de duas formas distintas: por 

gavagem ou por ingestão voluntária, como descrito abaixo. 

Por gavagem (íntubação gástrica) 

Foi introduzida por via oral uma agulha de ponta redonda acoplada a 

uma seringa. A cada gavagem, 20 mg de Ova, diluída em 0,2 ml de salina 

fisiológica, foram dispensadas diretamente no estômago do camundongo. Ou 
seja, estes camundongos recebem de uma só vez 20 mg de Ova {in bolus). 

Foram administradas 1, 2, 3 ou 5 gavagens, dependendo do experimento, 
sendo apenas uma gavagem diária e em dias consecutivos. 

Por ingestão voluntária 

Foi utilizada uma solução de Ova a 4 mg/ml diluída em água como 

única fonte de líquido por um período de 24 horas (1 dia de ingestão 

voluntária), 72 horas (3 dias de ingestão voluntária) ou 120 horas (5 dias de 

ingestão voluntária). Como normalmente cada camundongo ingere cerca de 5 

ml de água por dia, cada um recebe então cerca de 20 mg de Ova em um 
período de 24 horas. Assim, estes camundongos recebem o antígeno 

gradualmente ao nível do intestino. 

Em uma única experiência, como indicado no texto, foi oferecido aos 
camundongos uma solução de clara de ovo diluída a 1:5 em água, como único 

líquido disponível durante 24 horas (1 dia de ingestão voluntária), 72 horas (3 

dias de ingestão voluntária), 120 horas (5 dias de ingestão voluntária) ou 240 

horas (10 dias de ingestão voluntária). Também estes camundongos recebem 

o antígeno de uma forma gradual ao raVel do intestino. 



Imunizações 

Sete dias após o término do pré-tratamento oral (por gavagem ou por 

ingestão voluntária), os camundongos foram submetidos a dois tipos de 
imunizações: 1) com hidróxido de alumínio (adjuvante) mais o antígeno para 

a análise posterior da produção de anticorpos espeaficos no soro; ou 2) com 
Adjuvante Completo de Freund mais o antígeno para a análise posterior 

tanto de reação celular nas patas (após um segundo desafio com o antígeno) 
quanto para análise de proliferação celular em linfonodos inguinais (figura 1). 

pré tratamento oral Imunizações 
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Figura 1 - Protocolo experimental básico. Os animais recebem diferentes pré- 
tratamentos orais e posteriormente são submetidos a dois tipos de imunizações: 1) com 
hidróxido de alumínio (adjuvante) mais o antígeno para a análise posterior da 
produção de anticorpos específicos no soro; ou 2) com Adjuvante Completo de Freund 
mais o antígeno para a análise posterior tanto de reação celular nas patas (após um 
segundo desafio com o antígeno) quanto para análise de proliferação celular em 
linfonodos inguinais. 



Imunização com Hidróxido de Alumínio + Antígeno 

As imunizações parenterals primárias foram realizadas utilizando-se, 

para cada animal, 200 /il de solução contendo 10 fig de Ova (Grade V), mais 1 

mg de Hidróxido de Alumínio - como adjuvante, dissolvidos em salina 
fisiológica. Essa solução foi injetada diretamente na cavidade peritoneal do 
camundongo através de agulha estéril. 

As imunizações parenterals secundárias foram realizadas utilizando-se, 

para cada animal, 200 f/l de solução contendo 10 f/g de Ova, dissolvidas em 

salina fisiológica, sem adjuvantes. Essa solução foi injetada diretamente na 
cavidade peritoneal do camundongo através de agulha estéril 14 dias após a 

imunização primária. 

Imunização com Adjuvante Completo de Freund + Antígeno 

Para a análise de reação celular na pata dos camundongos foi seguido 

um protocolo semelhante ao descrito por Titus e Chiller (Titus, 1981). Os 

camundongos são inicialmente imunizados subcutaneamente, na base da 
cauda, com 100 fxg 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 injeção de 30 f/l de uma solução de Ova a 2%, 

agregada por desnaturação térmica (600 f/g de Ova por animal). Como 

controle inespecífico do teste, cada animal recebe no coxim plantar da pata 

traseira direita uma injeção de 30 f/l de salina fisiológica. 

Para a análise da proliferação celular foi seguido um protocolo 

semelhante ao descrito por Barone (Barone, 1995). Cada camundongo recebe 

imunização subcutânea, na base da cauda, com 100 f/g de Ova emulsificada 
em CFA. Oito dias depois os linfonodos inguinais s^o removidos e as células 

colocadas em cultura como descrito a seguir. 

Sangria e obtenção de soro 

Sete dias após os camundongos dos experimentos para análise da 

produção de anticorpos específicos no soro receberem a imunização 

secundária, eles foram sangrados através do plexo axilar (após anestesia com 

éter) e então sacrificados por deslocamento cervical. Depois da coagulação, as 

amostras individuais foram centrifugadas a 3000 rpm por 7 minutos. O soro 

foi então retirado e diluído a 1:10 em salina fisiológica, em tubos individuais. 

As amostras foram congeladas a -20° C até a dosagem das imunoglobulinas 

específicas por ELISA. 



Quantificação dos anticorpos específicos no soro 

As imunoglobulinas anti-Ova foram dosadas no soro pelo ensaio 

E.L.I.S.A. {Enzyme Linked Imtnunosorbent Assay) que, resumidamente, 
segue a metodologia descrita a seguir: microplacas de poliestireno (Nunc, 
Roskilde, Denmark) foram incubadas overnight a 4° C com 2 jug de Ova 

diluídos em 100 ^1 de tampão carbonato pH=9,6 (Coating buffer), por poço. 
Após 18 horas no mínimo, as placas foram lavadas duas vezes com salina 
fisiológica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA - solução salina-Tween) e incubadas, por uma hora, com 200 /^l de uma 
solução de caseína a 0,25% em PBS (PBS-caseína), por poço, para bloqueio, à 

temperatura ambiente. A solução de bloqueio foi desprezada e as placas 
incubadas a 37 C, por uma hora, com 100 jul, por poço, de seis diluições 
seriadas dos soros a serem testados, iniciando com a diluição 1:100 (fator de 

diluição seriada = 0,5, diluições 1:100 a 1:3200). As placas foram lavadas seis 

vezes com salina-Tween e incubadas, por uma hora a 37° C, com 100 /il, por 
poço, de uma solução de um soro poliespecífico de cabra anti- 

imunoglobulinas 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 jul, por 
poço, de tampão citrato (pH=5,0) contendo H2O2 e ortofenileno-diamino 

(OPD) para desenvolvimento de cor, por reação enzimaticamente catalizada. 

Após 20 minutos, a reação foi interrompida pela adição, por poço, de 20 j/l de 

H2SO4 a 2N. A absorbância do comprimento de onda de 492 nm foi aferida 
por leitor automático (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 DNP2,70va, denominado genericamente 
soro anti-DNP-Ova padrão" (o mesmo pool de soros foi utilizado em todas 

as placas, de todos os experimentos), utilizado em 10 diluições seriadas, em 

duplicata, iniciando em 1:100 e com fator de diluição = 0,5 (diluições 1:100 a 
1:51200). Os valores de absorbância desse soro padrão foram utilizados para 

controlar a sensibilidade do teste e possibilitar o cálculo de fatores de correção 

necessários para tornar os resultados de todas as placas comparáveis entre si. 

Os valores de absorbância de cada soro teste, em cada uma das seis 

diluições seriadas, foram submetidos a um somatório. Esses somatórios foram 

multiplicados por 1000 e os resultado» obtidos fqram representados como 
valores codificados denominados de ELISA*. 

Medida de reação celular in vivo 

Para a análise da reação celular in vivo foi medido o inchaço das patas 

dos camundongos e também foi feita uma análise histológica dos tipos 
celulares presentes no tecido inflamado. Os camui^dongos receberam, como 



descrito anteriormente, uma imunização na base da cauda e após 21 dias um 
desafio no coxim plantar da pata esquerda e injeção de salina na direita. Seis, 

24, 48 e 72 horas após as injeções nas patas, o inchaço de ambas foi medido por 
paquímetro e expresso em milímetros. A diferença entre o inchaço 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 gráficos foram obtidos pelo cálculo 

da média de cada grupo experimenteal (± erro padrão da média). Retiramos 

também as patas esquerda e direita de 2 camundongos por grupo ao se 
completar 6, 24, 48 e 72 horas após as injeções de antígeno e salina nas patas 

respectivas. Estas patas foram deixadas por dois dias em formol tamponade 

(concentração a 10%) e posteriormente foram incluídas em parafina, cortadas 
e coradas com Hematoxilina e Eosina. 

Análise histológica da reação celular 

As patas coletadas 6, 24, 48 e 72 horas após o desafio foram fixadas em 

formol tamponado e, posteriormente desidratadas pm soluções crescentes de 

álcool usando um processador de tecidos automático Titertek. As patas foram 

incluídas em parafina e secções trasnversas de 4 /im foram obtidas usando um 

micrótomo Spencer. Posteriormente, os cortes em lamina foram cor ados com 
corantes específicos (Hematoxilina & Eosina), e as características morfológicas 

foram determinadas usando microscópio Olympus. 

Ensaio de Proliferação Celular (reação celulan'fi vitro) 

Para a análise da proliferação celular cada camundongo foi imunizado 
na base da cauda como descrito anteriormente e, oito dias depois, os 

linfonodos inguinais foram removidos em ambientp aséptico e as suspensões 
celulares obtidas de cada grupo experimental foram colocadas em RPMI 

completo (RPMI 1640 medium - Gibco BRL - suplepientado com 0,1 mM de 

aminoácidos não essenciais, 1 mM de piruvato de sódio, 2 mM de 1- 

glutamina, 5 X 10-5 ^ de 2-mercaptoetanol, 25 mM HEPES, 100 Unidades/ml 

de penicilina, 100 jUg/ml de fungizona e 5-10% de soro fetal bovino 

inativado). As células foram então aliquotadas em triplicata em placas de 96 
poços (Falcon; Lincoln Park, NJ). Foram colocados 100 f/l/poço da suspensão 

de células na concentração de 5 x 10^ células/ml. As células foram então 

incubadas, com 100 n\/poço de solução de Ova a 1 mg/ml, em estufa a 37° C, 

5% de CO2, por 48 horas. Após estes 2 dias as células foram então incubadas 

por cerca de 18 horas com 1//Ci de timidina tritiada. As células foram então 

aspiradas através do "cell harvester" com um papel de filtro. A radioatividade 

beta foi determinada através de um contador de radiação beta. 



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 padrão das culturas em triplicata, 

após a subtração dos valores obtidos com os controles negativos. 

Transferência de soro para análise da prpdução ou não de 

tolerógeno pelo doador e incorporação ou não de tolerógeno pelo 

receptor 

Camundongos de 8 e 70 semanas foram utilizados como doadores e 
receptores. Camundongos doadores receberam, por via intragástrica, 0,2 ml de 

solução contendo 20 mg de Ova ou 0,2 ml de salina. Uma hora após a 

gavagem, os animais foram sangrados através do plexo axilar (após anestesia 
com éter) e então sacrificados por deslocamento cervical. Depois da 

coagulação, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 7 minutos. O soro 
foi coletado em pool para cada grupo experimental. O soro foi transferido 

então para camundongos receptores através de injeção intraperitoneal (ip) de 

1 ml de soro dos doadores/animal receptor. 

Sete dias após a transferência com o soro, os animais receptores foram 

imunizados subcutaneamente, na base da cauda, com 100 ^ig 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 injeção de 30 /il de uma solução de Ova a 2%, agregada por desnaturação 

térmica (600 /ig de Ova por animal). Como controle inespecífico do teste, cada 

animal recebeu no coxim plantar da pata traseira direita uma injeção de 30 fjl 
de salina fisiológica. 

Vinte e quatro, 48 e 72 horas após as injeções nas patas, o inchaço de 
ambas foi medido por paquímetro e expresso em milímetros. A diferença 

entre o inchaço 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 gráficos foram 

obtidos pelo cálculo da média de cada grupo experimenteal (± erro padrão da 

média). 

Análise estatística 

Os dados numéricos dos parâmetros medidos nos experimentos 

(ELISA*, incremento da pata ou c.p.m.) foram utilizados para se analisar a 

significância de diferenças entre os grupos pelo teste^t de Student bicaudal. 



Resultados 

Análise do efeito da alteração na freqüência e gradualidade de 

administração oral do antígeno na produção de anticorpos 

específicos 

Geralmente encontrávamos nos experimentos do laboratório um ou 
outro camundongo que não chegava a ser tolerizado pelo protocolo de 
indução de tolerância oral. Como não sabíamos ao certo a porcentagem de 

camundongos que realmente se tomava toleriíjante, realizamos o protocolo 
padrão do laboratório (uma única 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). Assmi 37,5 % dos camundongos não se tornava tolerante 
por este protocolo. 

4.000 

3.000- 

* 
n ^ 2.000- 

1.000- 

grupo imune 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

Camundongos 

Figura 2 - 4e py^-tratamento oral por ^ava^em em camundongos iovens snhr^ a 
proc^Uç^Q dç antjcorppj? aptj-Qv^. Camundongos B6D2F1, de 6 a 8 semanas de idade, 
foram pré-tratados com uma única gavagem contendo apenas salina (controle) ou 20 mé 
de Ova em 0,2 ml de salina. Sete dias após este pré-tratamento, todos os animais foram 
imumzad^ mtraperitonealmente com 10 /ig de Ova mais 1 mg de hidróxido de alumínio 
(pnmána). Quatorze dias após a primária e sete dias antes da sangria os animais 
receberam nova imunização intraperitoneal contendo somente lO j/g de Ova 
(secundária). Os anticorpos totais anti-Ova foram medidos por ELISA. A barra verde 
corresponde à média ± desvio padrão da produção de anticorpos dos camundongos eme 
receberam somente salina como pré-tratamento oral. 



Uma vez que somos tolerantes aos inúmeros componentes 

potencialmente imtmogênicos de nossa dieta, imia mimetização da forma de 
ingestão destes antígenos deve favorecer a indução de tolerância oral. Pelo 
menos dois fatores podem estar relacionados a este processo natural 

facilitando uma indução de tolerância: a freqüência e a gradualidade de 

ingestão. 

Se administramos o antígeno como pré-tratamento oral de uma forma 
gradual (ingestão voluntária) ao invés de in bolus como acontece com a 

gavagem, 100 % dos camundongos ficam tolerantes (figura 3). A 

administração gradual do antígeno mostrou-se muito mais eficiente na 
indução de tolerância oral que uma administração in bolus. 
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Figura 3 - Efeito de pré-tratamento orai por ingestão voluntária em ramnndongos 
jovens 9Qbre a produção de anticorpos anti-Ova. Camundongos B6D2F1, de 6 a 8 
semanas de idade, receberam água (controles) ou solução contendo 4 mg/ml de Ova 
como única fonte de líquido por um período de 24 horas como pré-tratamento oral. Sete 
dias após este pré-tratamento, todos os animais foram imunizados intraperitonealmente 
com 10 ^tg de Ova mais 1 mg de hidróxido de alumínio (primária). Quatorze dias após a 

® sete dias antes da sangria, os animais receberam nova imunização 
intraperitoneal contendo somente 10 ng de Ova. Os anticorpos totais anti-Ova foram 
medidos por ELISA. A barra verde corresponde à média * desvio padrão da produção 
de anticorpos dos camimdongos controle. 



Se excluirmos os camundongos que não ficaram tolerantes com o 

protocolo mostrado na figura 2 e compararmos então somente os 

camundongos tolerantes por gavagem com os camudrttndongos tolerantes por 

ingestão volimtária (figura 3), a diferença entre estes dois pré-tratamentos 
orais é ainda estatisticamente significativa (figura 4). Então, além da 

administração gradual ser mais eficiente na indução de tolerância oral, a 

tolerância induzida nestes animais é significativamente diferente da induzida 

com a administração in bolus da mesma quantidade de antígeno. 
Por outro lado, se aumentarmos a freqüência de administração do 

antígeno não observamos diferenças significativas quanto à produção de 

anticorpos entre os animais tolerantes por uma gavagem ou tolerantes por 

cinco gavagens. Além disto, este aumento da freqüência não possui a mesma 

eficiência da administração gradual na indução de tolerância oral (figura 4). 
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Figura 4 - Efeito do aumento da frequênda e da gradualidade de administração òral do 
antígeno na mducão de tolerância oral em camundongos iovens sobre a prnHinj-an Hp 
^r^ticorpos qnti-Qv^. Camundongos B6D2F1, de 6 a 8 semanas de idade, receberam 
Ova como pré-trat^ento oral por imia gavagem, dnco gavagens ou um dia de ingestão 
voluntária. Sete dias após este pré-tratamento, todos os animais foram imunizados 
intraperitonealmente com 10 fig de Ova mais 1 mg de hidróxido de éüumínio (primária). 
Quatorze dias após a primária e sete dias antes da sangria, os animais receberam nova 
imunização 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 excluídos. A barra verde corresponde à média ± 
desvio padrão da produção de anticorpos dos camundongos que receberam somente 
salina como pré-tratamento oral (uma gavagem). 
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Análise do efeito da alteração na freqüência e gradualidade de 

administração oral do antígeno nas reações de imunidade celularw 

vivo e in vitro 

Além da análise da produção de anticorpos após as alterações na 

freqüência e gradualidade de administração oral do antígeno, realizamos 
análise da imunidade celular in vivo e in vitro. 

Para a análise da imunidade celular in vivo, os camundongos 
receberam, após os pré-tratamentos orais contendo Ova ou salina (controles), 

imunização contendo Ova emulsificada em CF A na base da cauda e, após 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 após o desafio nos coxins plantares. Os valores obtidos das patas 

injetadas somente com salina foram subtraídos dos valores obtidos das patas 

injetadas com a Ova desnaturada fornecendo o valor do inchaço causado pela 

presença do antígeno. 

Seis horas após o desafio nas patas, todos os camundongos 

apresentaram inchaço. Entretanto os camundongos que receberam pré- 
tratamento oral do antígeno por ingestão voluntária apresentaram inchaço 

significativamente menor que os camundongos que receberam o pré- 
tratamento oral por gavagem, contendo salina ou Ova (figura 5). Esta menor 
reação celular in vivo com a ingestão voluntária, novamente confirma que a 

administração gradual de antígeno é mais eficaz que a administração in bolus 
em causar supressão. 

Com 24 horas após o desafio, todos os camundongos que receberam um 

pré-tratamento oral contendo antígeno, apresentaram uma redução do 
inchaço enquanto que os camundongos que não receberam o antígeno no pré- 

tratamento (controles imune), continuaram quantitativamente com o 
mesmo inchaço observado após 6 horas (figura 5). A diminuição no inchaço é 

muito mais acentuada nos camundongos que receberam uma freqüência 

maior de administração do antígeno ou os que receberam uma administração 

gradual quando comparados com aqueles que receberam apenas uma 

gavagem com o antígeno (figura 5). 

Quarenta e oito e 72 horas após o desafio, todos os camundongos 
(inclusive os imunes) praticamente já não apresentavam mais inchaço (dados 

não mostrados). 



Medida das patas 
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Fipira 5 - Reação de imunidade celiilar in vivn em camundongos jovens que receberam 
diferentes p^-frat^mentos offlis. Camundongos B6D2F1, de 7 a 10 semanas de idade, 
receberam Ova como pré-tratamento oral por uma, três ou cinco gavagens ou 
^temativamente um, três ou cinco dias de ingestão voluntária. Sete dias após o pré- 
i^amenti^ral, os ^mais foram imunizados subcutanealmente na base da cauda com 
00/ig de Ova emulsificada em CF A. Após 21 dias, os animais receberam injeções de 30 

í/1 de uma solução de Ova a 2% agregada por desnaturaçâo térmica (600 ng de Ova por 
^mal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira 
direita cada camundongo recebeu uma injeção de 30 jul de salina. O inchaço de ambas as 
patas toi medido por paquúnetro 6 e 24 horas aj>ós as injeções nos coxins plantares. O 
inchaço causado pela presença do antígeno foi obtido pela subtração da medida da 
pata esquerda pela direita e expresso em milímetros. 

Seis, 24,48 e 72 horas após o desafio, as patas de dois camundongos por 

grupo foram retiradas e fixadas em formol para análise histológica. Após dois 

dias, as patas foram incluídas em parafina, cortadas e coradas com 

hematoxilina e eosina. 

Quanto aos tipos celulares presentes na inflamação das patas a maioria 

constituía-se de eosinófilos. Apenas alguns raros linfócitos e macrófagos 

foram visualizados. Embora os diferentes grupos tenham recebido protocolos 
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distintos, não houve diferença qualitativa entre as lâminas examinadas. As 

figuras 6 e 7 mostram fotos do infiltrado inflamatório das patas de 
camundongos imunes e tolerantes (por uma ingestão voluntária) 

respectivamente, 6 horas após o desafio. Ambas apresentam a mesma 

predominância de eosinófilos (figuras 6 e 7). Todas as patas analisadas 

apresentaram morfologia semelhante, com modificações apenas quantitativas 

(dados não mostrados). 

Figura 6 - Foto do infiltrado inflamatório do coxim plantar de camundoneos imune à 
Ova, 6 horas após o desafio. Camundongos B6D2F1, de 7 a 10 semanas de idade foram 
imunizados subcutanealmente na base da cauda com 100 jug de Ova emulsificada em 
CPA. Após 21 dias, os animais receberam injeções de 30 //l de uma solução de Ova a 
2% agregada por desnaturação térmica (600 jUg de Ova por animal) no coxim plantar da 
pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira direita, cada camundongo 
recebeu uma injeção de 30 jul de salina. As patas foram retiradas 6 horas após as 
injeções nos coxins plantares, fixadas em formol tamponado, desidratadas em soluções 
crescentes de álcool e incluídas em parafina. Secções trasnversas de 4 jum foram obtidas 
e os cortes em lâmina foram corados com HE. Aumento de 132 X. 



Figura 7 - Foto do infiltrado inflamatório do coxim plantar de camundongos tolerantes 
à Ova, 6 horas após o desafio. Camundongos B6D2F1, de 7 a 10 semanas de idade, 
receberam Ova como pré-tratamento oral, por um dia de ingestão voluntária. Sete dias 
após o pré-tratamento oral os animais foram imunizados subcutanealmente na base da 
cauda com 100 jug de Ova emulsificada em CPA. Após 21 dias, os animais receberam 
injeções de 30 jul de uma solução de Ova a 2% agregada por desnaturação térmica (600 
fíg de Ova por animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim plantar 
da pata traseira direita cada camundongo recebeu uma injeção de 30 |ul de salina. As 
patas foram retiradas 6 horas após as injeções nos coxins plantares, fixadas em formol 
tamponado, desidratadas em soluções crescentes de álcool e incluídas em parafina. 
Secções trasnversas de 4 fxm foram obtidas e os cortes em lâmina foram corados com 
HE. Aumento de 132 X. 

Além da análise da reação de imunidade celular in vivo, realizamos 

uma análise da reação celular in vitro através de ensaio de proliferação. Os 

animais receberam os diferentes pré-tratamentos orais, 7 dias depois foram 

imunizados com Ova emulsificada em CFA na base da cauda e, após 8 dias, os 

linfonodos inguinais foram removidos e as células incubadas com solução de 

Ova a 1 mg/ml. Após 2 dias as células foram então incubadas por cerca de 18 

horas com timidina tritiada e a radioatividade beta foi determinada através de 

imi contador de radiação beta. 
Todos os camimdongos que receberam um pré-tratamento contendo 

Ova, apresentaram menor proliferação celular na presença de 1 mg/ml de 

Ova que os que receberam pré-tratamento com salina. Entretanto, o aumento 

na freqüência e na gradualidade de administração oral do antígeno produziu 

uma supressão da proliferação celular mais acentuada que aquela produzida 



pela administração de uma única gavagem (figura 8). Na análise do ensaio de 
proliferação, todos os camundongos tratados com Ova por via oral em todos 

os protocolos tomaram-se tolerantes mostrando que, em comparação com a 
análise de produção de anticorpos, a análise de reação de imunidade celular é 

mais sensível na detecção de tolerância. 

Pré-tratamento oral 

Q 1 gavagem com salina 

■ 1 gavagem com Ova 

■ 5 gavagens com Ova 

H 1 dia de ingestão 
voluntária com Ova 

Estimulaçâo com Ova 1 mg/ml 

Figura 8 - Reação de imunidade celular in vitro de linfonodo inguinal dtf rarnundongos 
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 ingestão 
voluntária. Sete dias após o pré-tratamento oral, os animais foram imunizados 
subcutanealmente na base da cauda com 100 j/g de Ova emulsificada em CF A. Após 8 
dias, os linfonodos inguinais foram coletados em ambiente aséptico e as suspensões 
celulares obtidas de cada grupo experimental incubadas com solução de Ova 1 mg / ml 
por 48 horas. Após estes 2 dias, as células foram então incubadas por cerca de 18 horas 
com timidina e a radioatividade incorporada foi medida em contador de radiação beta. 
Os resultados foram expressos como a média aritmética da contagem em cpm ± erro 
padrão das culturas em triplicata, após a subtração dos valores obtidos com os 
controles negativos (incubação das células sem antígeno). Valor basal: 2.642 ± 0.277. 

6 
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Análise do efeito da alteração na freqüência e gradualidade de 

administração oral do antígeno na indução de tolerância oral em 

camundongos idosos 

Com o envelhecimento, observamos uma diminuição na 
susceptibilidade à imunização e à indução de tolerância oral. Camundongos 

com 25 ou 70 semanas de idade que recebem como pré-tratamento oral uma 
gavagem com 20 mg de Ova não apresentam supressão significativa na 

produção de anticorpos quando com parados com o grupo controle (figura 9). 
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Pré-tratamento oral 

« 
«> 

8.000 

6.000 

IE 4.000 ■ 

2.000 ■ 

Salina por gavagem 

Ova por gavagem 

7semanas 25 semanas 70 semanas 

Figura 9 - Indução de tolerância oral em camundongos de diferentes íHaHps 
Camundongos B6D2F1 de 7, 25 e 72 semanas de idade receberam uma gavagem de 20 
mg de Ova como pré-tratamento oral. Sete dias após este pré-tratamento, todos os 
animais foram imunizados intraperitonealmente com 10 jig de Ova mais 1 mg de 
hidróxido de alumínio (primária). Quatorze dias após a primária e sete dias antes da 
sangna, os animais receberam nova imunização intraperitoneal contendo somente 10 fjg 
de Ova. Os anticorpos totais anti-Ova foram medidos por ELISA. Fonte: Faria, 1998 a 
eb. 

Como nossos resultados anteriores mostram que a administração 
gradual ou maior freqüência do antígeno são mais eficazes na indução de 

tolerância oral que uma administração in bolus, talvez a alteração na forma 

de administração do antígeno em camundongos idosos facilitasse a indução 
de tolerância oral. 

Realmente constatamos que a administração gradual de antígeno é 
capaz de induzir tolerância oral em camtmdongos idosos. Entretanto, 

qualquer aumento na freqüência de administração oral do antígeno não 

interferiu na eficácia de indução de tolerância oral medida enquanto 
supressão da produção de anticorpos (figura 10). 
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Figura 10 - Efeito do aumento da freqüência e da ^radualidade de administração oral 
do antígeno na indução de tolerância oral medida pela produção de anticorpos anti- 
Ova em camimdongos idosos. Camundongos B6D2F1 de 65 a 72 semanas de idade 
receberam como pré-tratamento oral por 1, 2, 3 ou 5 gavagens ou 1, 3, 5 ou 10 dias 
de ingestão voluntária de solução contendo Ova. Sete dias após o pré-tratamento, todos 
os animais foram imunizados intraperitonealmente com 10 fig de Ova mais 1 mg de 
hidróxido de alumínio (primária). Quatorze dias após a primária e sete dias antes da 
sangria, os animais receberam nova imunização intraperitoneal contendo somente 10 f/g 
de Ova. Os anticorpos totais anti-Ova foram medidos por ELISA. 

Uma vez que a reação de imurüdade celular é mais sensível para a 
detecção da indução de tolerância, talvez o aumento da freqüência de 

administração do antígeno levasse a uma supressão na reação celular, não 
observada na produção de anticorpos. 

O ensaio de proliferação celular em camundongos idosos que 

receberam diferentes pré-tratamentos por via oral antes da imunização 

parenteral revela que o aumento tanto na gradualidade quanto na freqüência 

da administração oral do antígeno são capazes de aumentar a eficácia da 

indução de tolerância oral (figura 11). 

/ 
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Pré-tratamento oral 

□ 1 gavagem com salina 

■ 1 gavagem com Ova 

■ 5 gavagens com Ova 

H 1 dia de ingestão 
voluntária com Ova 

Estímuiação com Ova 1 mg/ml 

Figura 11 - Reação de imxmidade 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 ingestão 
voluntária. Sete dias após o pré-tratamento oral, os animais foram imunizados 
subcutanealmente na base da cauda com 100 j/g de Ova emulsificada em CFA. Após 8 
dias, os linfonodos inguinais foram coletados em ambiente aséptico e as suspensões 
celulares obtidas de cada grupo experimental incubadas com solução de Ova 1 mg/ml 
por 48 horas. Após estes 2 dias, as células foram então incubadas por cerca de 18 horas 
com timidina tritiada e a radioatividade incorporada foi medida por contador de 
radiação beta. Os resultados foram expressos como a média aritmética da contagem em 
cpm ± erro padrão das culturas em triplicata, após a subtração dos valores obtidos com 
os controles negativos (incubação das células sem antígeno). Valor basal: 8.977+ 1.243. 

Análise da relação entre a menor susceptibilidade à indução de 

tolerância oral de camundongos idosos e a geração de um 

tolerógeno sérico após administração oral do antígeno 

Experiências de grupos escoceses e ingleses demonstraram em 
camundongos jovens, que a transferência de soro colhido 1 hora após 

administração de Ova por via intragástrica, para receptores isogênicos 

normais (jovens), é capaz de induzir tolerância para a reação de imunidade 

celular (Strobel, 1983). Assim, a passagem do antígeno através do intestino 
possibilita a formação de um componente capaz de transferir tolerância que 

foi denominado "tolerógeno". A fígura 12 mostra um esquema do protocolo 
utilizado para esta transferência de tolerância. A execução deste protocolo por 

nós também levou à indução de tolerância (fígura 14 - barras amarela e 
vermelha). 
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Transferência de Transferência de soro 
soro normal contendo tolerógeno 

salina salina salina Ova Ova Ova 

Figura 12 - Protex'olo de indução cie tolerância por transferência Jc soro contendo 
tolerógeno em canmndongos iovens. Camundongos doadores recebem por gavagem uma 
administração de salina ou 20 mg de Ova e após 1 hora ScUi sangrados. Os 
camundongos receptores recebem 1 ml de soro dos doadores tratados com salina ou 
Ova por gavagem e após 7 ciias, sào imunizados subcutaneamente na base da cauda 
com 100 í^g de Ova emulsificada em CFA. Após 21 dias, os animais recebem injeções de 
30 í/1 de solução de Ova a 2% agregada por desnaturaçao térmica (oOO de Ova por 
animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda. No coxim plantar da "pata traseira 
direita, cacia camundongo recebe uma injeção de 30 fd de salina. O inchaço de ambas as 
patas é medido por pac]uímetro 24 horí\s após as injeções nos coxins plan tares. Os 
camundongos que receberam soro de doadores tratados com Ova por gavagem 
apresentam inchaço significativamente menor que os que receberam soro normal 



41 

Uma das hipóteses explicativas para a diminuição da susceptibilidade à 

indução de tolerância em camundongos idosos poderia ser sua incapacidade 
em processar adequadamente o antígeno no intestino e, portanto, gerar o 

tolerógeno circulante. Esta hipótese privilegia a idéia de que a principal 

alteração ocorrida durante envelhecimenteo ocorreria a nível da absorção no 

intestino e no tecido linfóide associado a este sítio. 
Para testar tal hipótese, analisamos o efeito da administração de soro de 

animais jovens que receberam Ova por gavagem na reação de imunidade 

celular de camundongos idosos. Para isso, camundongos idosos receberam 

uma injeção 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 injeção 

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 transferência de soro de camundongos jovens, tratados com 
Ova por gavagem, para camundongos idosos não é capaz de induzir 

tolerância nos últimos. 

Camundongos idosos 

lli 

soro de doador jovem jovem idoso idoso 

C|U6 recebeu gavagem com salina Ova salina Ova 

Figura 13 - Reação de imunidade celular in vivo em camundongos idosos após 
transferência de soro de camundongos jovens ou idosos ^avados com salina ou Ova. 
Camundongos B6D2F1 de 89 a 90 semanas de idade receberam injeção i.p. de 1 ml de 
soro (pool) de camundongos doadores. Os doadores são camundongos B6D2F1 jovens 
(6 a 13 semanas) ou idosos (60 a 96 semanas) que receberam há 1 hora uma gavagem 
contendo salina ou 20 mg de Ova. Sete dias após os camundongos receptores terem 
recebido a injeção com o soro dos doadores, eles foram imunizados subcutanealmente 
na base da cauda com 100 (ig de Ova emulsificada em CFA. Após 21 dias os animais 
receberam injeções de 30 ^1 de solução de Ova a 2% agregada por desnaturação térmica 
(600 f/g de Ova por animal) no coxim plantar da pata traseira esquerda No coxim 
plantar da pata traseira direita cada camundongo recebeu uma injeção de 30 ul de 
salina. O inchaço de ambas as patas foi medido por paquímetro 24 horas após as 
mjeções nos coxms plantares. O inchaço causado pela presença do antígeno foi obtido 
pela subtração da medida da pata esquerda pela direita e expresso em milímetros 

n 0.8- 

I 0.6- 

;= 0,4- 
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Uma outra forma de analisar a hipótese do defeito na geração do 

tolerógeno como explicação para a menor susceptibilidade à indução de 
tolerância oral seria o experimento oposto. 

A administração de soro de camundongos idosos tratados com uma 

gavagem de Ova uma hora antes da sangria em receptores jovens poderia nos 
indicar se o camundongo idoso é ou não capaz de produzir tolerógeno com a 

passagem do antígeno pelo intestino. Assim, camundongos jovens receberam 

a injeção de soro normal de camundongos idosos (controle), ou a injeção de 

soro de camundongos idosos gavados 1 hora antes com Ova (figura 14 - barras 

verde e azul respectivamente). Seria esperado que a administração de soro 

noTmal de camundongos idosos em camundongos jovens não produzisse 

qualquer efeito sobre a capacidade de desenvolvimento de reação de 

imunidade celular nos camundongos jovens. Entretanto, a simples 

administração de soro normal de idosos em jovens é capaz de inibir a reação 
celular desses últimos (figura 14 - barra verde). Assim, não temos como 

afirmar se o soro de camundongos idosos gavados com Ova contém ou não 

tolerógeno pois o soro normal de camundongos idoso parece já capaz de 
inibir a reação celular em jovens. 

Por outro lado, a transferência de soro normal de jovens em 

camundongos idosos não é capaz de afetar a reação celular dos idosos (figura 
13 - barra amarela). 



Camundongos jovens 

0.8n 

soro de doador jovem jovem idoso idoso 

que recebeu gavagem com salina Ova salina Ova 

çgíuíar in vivo em camundonpos iovens anrts 
fransferê^qa ^PrP ç»e çamundoneos iovens ou idosos ^avados rpm salina ou Ova 
^mundmgosB6D2Fl de 10 a 11 semanas de idade receberam injeção intraperitoneal 

soro (pool) de camundongos doadores. Os doadores são camundongos 
tíbUlbl jovens (6 a 13 semanas de idade) ou idosos (60 a 96 semanas de idade) que 
receber^ há 1 hora uma gavagem contendo salina ou 20 mg de Ova. Sete dias após os 
camundongos receptores terem recebido a injeção com o soro dos doadores, eles foram 
imumzados subcutanealmente na base da cauda com 100 /ig de Ova emulsificada em 
ChA. Após 21 dias, os animais receberam injeções de 30 de uma solução de Ova a 
lyo agregada por desnaturação térmica (600 iug de Ova por animal) no coxim plantar da 
pata traseira esquerda. No coxim plantar da pata traseira direita, cada camundongo 
recebeu uma injeção de 30 tí\ de salina. O inchaço de ambas as patas foi medido por 
paquímetro 24 horas após as injeções nos coxins plantares. O inchaço causado pela 
presença do antígeno foi obtido pela subtração da medida da pata esquerda pela 
direita e expresso em milímetros. rir 



Discussão 

A importância da gradualidade na indução de tolerância oral 

Uma série de evidências na literatura nos leva a crer que a tolerância 

oral a antígenos protéicos reflete a maneira pela qual a proteína é manipulada 
no intestino. Baseado nessas evidências, que apresentaremos a seguir, pode-se 

dizer que qualquer fator que altere a quantidade ou a natureza química do 
antígeno absorvido pelo intestino, pode afetar as conseqüências imunológicas 

deste material (Mowat, 1994). 

É possível que alterações nas formas de administração oral de antígeno 

acarretem em cjuantidcid^s e cfunliciadcs diferentes de antígeno disponíveis, 

podendo assim influenciar os eventos desencadeados na mucosa intestinal, 

como a tolerância oral. 

Como pudemos observar claramente (figuras 4, 8 e 10), a administração 
gradual do antígeno (ingestão voluntária) é muito mais eficaz na indução de 

tolerância oral que uma administração in bolus (gavagem). Entretanto não 

sabemos exatamente o (s) fator (es) responsável (eis) por esta diferença. 

O simples aumento na freqüência de administração do antígeno (3 ou 5 

gavagens em dias consecutivos) é capaz de melhorar a eficiência de indução 
de tolerância oral, mas somente se esta for medida enquanto supressão da 

reação de imunidade celular (figuras 5, 8 e 11). A supressão da produção de 

anticorpos é a mesma obtida com o protocolo de uma gavagem. 

Na verdade, todos os nossos resultados indicam que, embora o 

aumento da freqüência tenha algum efeito sobre a indução de tolerância oral, 
o fator realmente relevante na sua eficácia parece ser o aumento da 

gradualidade de administração oral. A ingestão voluntária de Ova por um 
único dia é capaz de suprimir significativamente tanto a reação de imunidade 

celular quanto a produção de anticorpos (figuras 4, 5, 8,10 e 11). 

A relativa ineficiência da administração oral in bolus do antígeno 
quando comparada com a administração gradual tanto sob o parâmetro da 

atividade imune humoral (figuras 4 e 10) quanto da atividade imune celular 

(figuras 5 e 8) não parece estar relacionada ao possível "trauma" envolvido na 

realização da gavagem (irritação na garganta e stress da manipulação). 

Camundongos que recebem ingestão voluntária de Ova concomitantemente a 
uma gavagem com salina não apresentam diferença quantitativa na produção 

de anticorpos quando comparados a camundongos que receberam somente a 

ingestão voluntária (dados não mostrados; Verdolin, 1993). 

Os motivos que tornam a administração gradual do antígeno mais 

eficaz que a administração in bolus na indução de tolerância oral, podem ser 

vários. Duas hipóteses principais, no entanto, nos parecem prováveis: 1) a 

indução de tolerância oral dependeria de um aporte constante de antígeno na 

circulação e a ingestão voluntária por vários dias consecutivos seria capaz de 

prover esse aporte; 2) a diferença na eficácia entre a ingestão gradual versus a 
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ingestão in bolus do antígeno se deveria a diferenças não simplestemente na 

concentração total de antígeno íntegro que alcança a circulação, mas em 

diferenças durante todo o trajeto de transformações que o antígeno sofre 
durante sua passagem pelo intestino. 

A diferença entre as duas hipóteses reside no fato de que a primeira 

considera que a gradualidade de entrada do antígeno na circulação é o fator 

importante e, portanto, o intestino funcionaria apenas como uma via neutra 

de coleta de antígenos para o organismo. A tolerância seria desencadeada 
sistemicamente em órgãos linfóides centrais e não haveria diferença de 
natureza entre a tolerância induzida por injeção intravenosa de antígeno e a 

tolerância induzida por via oral. A natureza sistêmica da tolerância oral e a 

evidência de que uma parte significativa dos antígenos administrados por via 

oral ganham acesso ao sistem imune periférico ainda intactos são fortes 
suportes para esta idéia (Mowat, 1998). Segundo esta perspectiva, a 

administração gradual do antígeno seria mais eficiente na manutenção de 
mveis circulantes constantes de Ova intacta que a administração in bolus. Esta 

hipótese foi testada recentemente por Beatriz Stransky na sua dissertação de 
Mestrado nesse departamento (Stransky, 1996). Na tentativa de mimetizar a 

gradualidade de penetração de antígenos na circulação após sua ingestão, 
Stransky realizou infusões intravenosas lentas de Ova nativa (durante uma 

hora) ou ainda infusão intraperitoneal lenta (durante 24 horas) utilizando 
uma bomba osmótica. Nenhum dos tratamentos resultou em indução de 

tolerância indicando que a gradualidade de entrada de Ova nativa na 
circulação não é imi fator relevante na indução de tolerância oral. 

A segunda hipótese pressupõe que, ao contrário, o intestino e o tecido 

linfóide associado a ele sejam fundamentais na indução de tolerância oral e, 

portanto, que é a gradualidade no trajeto pelo intestino o elemento crucial. 
Desta perspectiva, a administração gradual versus in bolus por via oral 

resultam em distintos efeitos imunológicos devido a diferenças na digestão, 
na absorção, na interação com componentes linfóides locais e na drenagem do 

antígeno quando ele passa pelo intestino. 

O objetivo desse trabalho foi estudar mais extensiva e sistematicamente 

o efeito de diferentes protocolos de administração oral de antígeno na indução 
de tolerância oral examinando tanto o parâmetro humoral quanto o 

parâmetro celular da atividade imunológica desencadeada. Não pretendemos 

examinar, nesse estudo, os mecanismos responsáveis pelas diferenças 

observadas. No entanto, nossos dados nos permitem fazer uma análise, sob o 

ponto de vista da indução de tolerância oral, de cada etapa percorrida por 

antígenos administrados oralmente tentando delinear a partir daí futuras 

perspectivas para o estudo do fenômeno. 

A seguir, então, discutiremos as diferenças entre os diferentes 

protocolos de administração oral de antígeno à luz da segunda hipótese 

apresentada acima, que nos parece a mais provável para explicar nossos 

resultados. 
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Digestão 

Um fator que pode influenciar processos imunológicos desencadeados 

a nível do intestino, tal como a tolerância oral é a atuação de proteases 

digestivas. A exposição do antígeno a tais enzimas no trato gastrointestinal ou 
in vitro gera uma diversidade de fragmentos antigênicos capazes de afetar o 

sistema imune de diferentes maneiras, dependendo de suas formas fisico- 

químicas, suas quantidades, os trajetos de absorção e suas interações com 

componentes imunológicos no organismo. A digestão inicial das proteínas da 
dieta ocorre no lúmen sob a influência de enzimas gástricas e pancreáticas e 

posteriormente algumas enzimas, presentes na superfície dos enterócitos, 
podem também atuar na digestão proteica. 

O soro coletado de camundongo, uma hora após gavagem com Ova, 
pode transferir tolerância específica para a Ova em reações de DTH em 

ammais recipientes, sugerindo que peptídeos resultantes do processamento 
pelo intestino são os "tolerógenos" relevantes. Já a transferência de soro de 

camundongo injetado parenteralmente com Ova não transfere a tolerância. 
Assim, provavelmente os peptídeos, ao invés da prpteína nativa, são os reais 

indutores de tolerância oral à Ova. Esta necessidade de passagem pelo 

mtestmo para a produção de tolerógeno sugere que os eventos responsáveis 
pelo processamento intestinal são críticos para a indução de tolerância oral. 

Entretanto, a forma como este processamento ocorre e o papel relativo do 
epitélio intestinal ou de células linfóides locais ainda não estão determinados 

(Mowat, 1994). 

Michael mostrou que a administração oral ou a injeção diretamente no 
neo de camundongos, de um peptídeo derivado de BSA resulta em tolerância. 

Entretanto, a administração de BSA nativa resulta em tolerância quando 
ocorre^ por via oral, mas quando é injetada diretamente no íleo (onde a 

digestão enzimática é bastante limitada) acarreta pm imunização (Michael, 
1989)^ Stransky e colaboradores (Stransky, 1998) também mostraram que a 

injeção de Ova diretamente no estômago, mas não no íleo ou ceco, suprime 

subsequentes imunizações para reações de DTH. Se o resultado da 

administração oral do antígeno depende da região do intestino e/ou da 
grande concentração de elementos linfóides na porção superior do intestino 

ou ainda de outros fatores não está ainda claro, mas os dados citados sugerem 

que a porção importante é a porção proximal do intestino delgado. O número 

de células linfóides na lâmina própria 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 exposição de proteínas a enzimas proteoJíticas parece 

não ser crucial para a indução de tolerância. Um estado de tolerância 

semelhante à tolerância oral pode ser desencadeado pela exposição nasal 

(respiratória) ao antígeno (McMenamin, 1995; Holt, 1987), uma via que, 

supostamente, não envolve processos digestivos extensos como a via oral. Da 

mesma forma, a administração retal de antígenp intacto também induz 

tolerância medida por ensaio de proliferação (Louis, 1995). A inibição in vivo 



da atividade enzimática pancreática não apresenta efeito sobre a indução de 

tolerância oral (Strobel, 1984a). A ingestão de peptídeos artificiais geralmente 
induz o mesmo grau de tolerância encontrado após a ingestão de antígeno 

intacto (Higgins, 1988). Outro exemplo é o de que camundongos jovens, no 

período do pré-fechamento do intestino (2 a 14 dias de idade) se tornam 

progressivamente mais susceptíveis à tolerância oral (Hanson, 1981) embora 
sejam ainda incapazes de digerir eficientemenete proteínas na luz intestinal. 

A susceptibilidade se mantém em ritmo crescente após o fechamento, quando 
a absorção de proteínas se reduz muito (Stransky, 1998). 

Por outro lado, parece razoável a idéia de que o antígeno administrado 
oralmente, exposto à acidez gástrica e à atividade de enzimas proteolíticas 

presentes na luz intestinal e enterócitos, possa gerar fragmentos 

imunogênicos que poderiam influenciar, de alguma maneira, a indução da 

tolerância oral. Os procedimentos que reduzem a proteólise (ausência de 
enzimas digestivas ou inibição de suas ações) podem algumas vezes reduzir o 

nível de tolerância (Hanson, 1993). Este efeito pode ser devido tanto a uma 

dimmuiçao das formas degradadas do antígeno, quanto a um aumento da 
absorção de proteínas antigenicamente intactas no plasma. 

A administração intraperitoneal de 10 ^g de Ova nativa um dia antes 
ou concomitantemente à gavagem é capaz de bloquear a indução da tolerância 

oral (Hanson, 1979; Stransky, 1996). Este é um dado interessante por diversas 

razoes, uma das quais é a constatação de que essas injeções de Ova solúvel são, 
por 81 só, incapazes de imunizar ou "primar" animais normais para respostas 

secundárias (Strobel, 1983) Entretanto, parece que a presença de pequenas 

quantidades de Ova nativa introduzidas diretamente na circulação interfere 
^m a indução de tolerância. O mesmo ocorre com o aumento da absorção da 

va seja pelo aumento da permeabilidade intestinal subsequente ao 

tratamento com indometacina (Louis, 1996) ou pela inibição de proteases 

intestinais por aprotinina administrada in vivo (Hanson, 1993). 

Em nosso caso, provavelmente diferentes formas na administração 
oral do antígeno (gradual ou in bolus) podem levar a uma degradação e 

absorção diferenciadas. Assim, com a gavagem (administração in bolus), pode 

ocorrer uma degradação menor do antígeno e/ou uma maior absorção de 

proteína na forma nativa. Isto poderia ser um dos fatores explicativos para a 

menor eficiência da gavagem em suprimir a produção de anticorpos (figuras 4 

e 10) e reação de imunidade celular (figuras 5 e 8) quando comparada com a 

administração gradual do mesmo antígeno. 

Absorção 

Apesar de conhecidas quais as vias de absorção de macromoléculas 

pouco se sabe sobre a via preferencial de entrada ^e antígenos solúveis dó 

lúmen para o interior de nosso organismo. Tgis moléculas, incluindo 

moléculas da dieta, podem ser coletadas através da extensa superfície epitehal 

que recobre o tecido imunológico difuso da mucosa intestinal (Brandtzaeg 



1998). Essa via, no entanto, só permite a entrada de proteínas solúveis mas 

não de materiais agregados (Mayer, 1996). 

O mecanismo de absorção para oligopeptídeos é mais eficiente que 
aquele para aminoácidos (Silk, 1974), e algumas observações sugerem que eles 
são absorvidos por diferentes vias. 

Após ingestão voluntária ou gavagem, quantidade e qualidade 

diferentes de Ova podem estar disponíveis no lúmen, podendo ocasionar 
absorção diferencial em cada um dos casos. 

Vários autores (Hanson, 1977; Peng, 1990; Stokes, 1983; Swarbrick 1979- 
Vives, 1980) mvestigaram a relação entre a quantidade do antígeno absorvido 

e a indução de tolerância. Após a administração intragástrica de Ova, apenas 

uma pequena parcela (0,01 a 1 %) é absorvida e permanece por algum tempo 
na circulação (Strobel, 1983). Entretanto, o ritmo de remoção de Ova injetada 

intravenosamente é muito rápido: menos de 5 % permanece no soro por 
mais de 15 minutos (Stransky, 1996). Não está claro se esta remoção 

excepcionalmente rápida da Ova interfere decisivamente no 
desencadeamento de fenômenos imunológicos específicos. Por outro lado, a 
administração oral de drogas anti-inflamatórias não esteróides (como a 

mdometacma), que induzem um rápido aumento na permeabilidade 
intestinal com conseqüente aumento dos níveis da proteína no plasma 
resulta na supressão da tolerância oral quando administrada oralmente antes 
da administração do antígeno (Louis, 1996). 

A área de superfície das placas de Peyer é pequena em comparação com 
a os VI os e as células M representam somente uma pequena porcentagem 

das células presentes no FAE. Ainda assim, essas células são uma via 

importante de absorção no intestino sendo capazes de coletar materiais 
solúveis e particulados do lúmen com extrema eficiência. É provável que 

moléculas antigênicas sejam também absorvidas via enterócitos 

convencionais (Mowat, 1997). Possivelmente, a absorção de Ova nativa, uma 

macromolécula, seja maior via células M enquanto que porções digeridas da 
molécula (oligopeptídeos) entrem preferencialmente via enterócitos. A 
entrada de antígeno através dessas duas vias pode resultar em conseqüências 

imunológicas muito distintas já que tanto as populações de células 

apresentadoras como as próprias células linfóides presentes nas placas de 
Peyer no epitélio e na lâmina própria são muito diversas como discutiremos a 

seguir. 

Analisando nossos resultados à luz dessas consideraçãoes podemos 
propor que a administração do antígeno de forma gradual (pouco antígeno 

disponível no lúmen por um longo período) ou in bolus (muito antígeno 

disponível em um só momento) resultaria não só em ritmos mas inclusive 
em vias diferentes de absorção de antígenos. A administração in bolus 

provavelmente facilitaria a entrada de formas não digeridas ou até agregadas 
de Ova pelas células M das placas de Peyer enquanto que a ingestão gradual 

favoreceria a absorção via enterócitos. 



o contato com o tecido línfóíde associado às mucosas 

As macromoléculas ao alcançarem os tecidos do corpo através do 

intestino estão sujeitas à interação com o tecido linfóide associado à mucosa 

intestinal. O grau de interação será proporcional à complexidade antigênica do 

material e também pode ser influenciada pela via de entrada (Nicklin, 1987). 

Os componentes presentes no tecido linfóide associado à mucosa que 

podem interagir com as macromoléculas absorvidas são principalmente as 
células apresentadoras de antígeno (enterócitos, células B, macrófagos e 

células dendríticas) abundantes nesta região. 

Estas macromoléculas absorvidas podem também não chegar a 

interagir com nenhum componente no local de sua absorção, serem coletadas 

pela circulação sangüínea e/ ou linfática passando pelo fígado e/ ou linfonodo 

mesentérico. 
As células apresentadoras de antígeno (APC) tanto das placas de Peyer 

quanto da lâmina própria podem ativar linfócitos localmente ou podem 

migrar e ativar células em outros locais (por exemplo fígado e linfonodo 

mesentérico). 
As células linfóides presentes na mucosa nem sempre são residentes, 

várias são caracterizadas por contínua ativação, migração e diferenciação. Por 

exemplo: há um constante influxo de células linfóides da medula óssea e de 

outros órgãos linfóides periféricos para dentro de tecidos linfóides 

organizados tal como placas de Peyer e linfonodo mesentérico (James, 1991). 
Linfócitos e outras células mononucleares presentes no epitélio estão também 

constantemente migrando para dentro e para fora do epitélio da cúpula de 
placas de Peyer (Ermak, 1986). 

Praticamente todos os eventos imunológicos requerem a ativação de 
células T. Em geral, estas células são ativadas por pçquenos peptídeos ligados 
ao bolso de nioléculas de MHC. Complexos antigênicos, tal como os que 

induzem tolerância oral, necessitam primeiramente ser coletados por células 

chamadas apresentadoras, processados intracelularmente dentro de 

endossemos e apresentados como peptídeos ligados a moléculas de MHC 
(Mowat, 1994). Desta forma, não é difícil constatar que a atividade de células 

apresentadoras de antígeno é crítica com relação às conseqüências 
imunológicas de antígenos ingeridos. 

Várias APC distintas estão presentes no intestino delgado, tais como 
linfócitos B (Kammer, 1980), macrófagos (M^cDonald, 1982), células 

dendríticas (Pavü, 1990; Spalding, 1983) e células epi^eliais (Bland, 1986). 

As células epiteliais (ou enterócitos) recobrem todo o trato 

gastrointestinal mas é somente nos locais de maior absorção de nutrientes que 
há a maior expressão de moléculas de MHC de classe 11. Em tecidos saudáveis, 

as moléculas de classe II são expressas somente pelo epitélio do intestino 

delgado e o intestino grosso é negativo ou fracamente positivo. A distribuição 

no tecido é restrita aos primeiros dois terços dos vilos: somente células 



epiteliais absortivas (enterócitos) completamente diferenciadas, expressam 

constitutivãmente moléculas de classe II (Bland, 1988). 
O irucio da expressão de moléculas de classe II em enterócitos de ratos 

coincide com o desmame (três a quatro semanas de idade), mas em 

camundongos a expressão observada ao sétimo dia de vida é provavelmente 

muito prematura para ser associada ao desmame. Esta diferença na expressão 

em camundongos e ratos apresenta uma relação temporal com a 

susceptibilidade à indução de tolerância oral nestas espécies. Assim, apesar de 
ratos não poderem ser tolerizados para beta-lactoglobulina com nove dias de 

idade, a tolerância pode ser induzida pela ingestão do antígeno quando 
adulto. Da mesma maneira, camundongos não podem ser tolerizados para a 

ovalbumina até os sete dias de idade (Hanson, 1981). Este fenômeno pode 
tsiribem estar relacionado ao desenvolvimento da população de linfócitos 

intraepiteliais (lEL). Apesar do número de lEL se apresentar em níveis de 
adulto a partir de uma semana de idade no rato, a distribuição na membrana 

de marcadores fenotípicos leva várias semanas para se desenvolver (Lvscom 

1983). ^ 
Os lEL vivem em contato com enterócitos do vilo, aumentando a 

possibilidade de que eles possam ser estimulados por peptídeos apresentados 

por enterócitos. Em camundongos, mais que 90 % dos lEL são CD8+ e mais da 

metade destes possuem TCR do tipo yô (Lefrancois, 1994). 

^ií^^^ritcmente de células T cip, a maioria das células T yò não parecem 
interagir com peptídeos em associação com moléculas de MHC. Muitos dos 

antígenos que interagem com células T yò são autólogos, antígenos celulares 
como heat shock proteins (Munk, 1989) ou antígenos não MHC clássicos tais 

como CDl (Battistini, 1995; Imani, 1991), Tia (Bonneville, 1989), ou T10t> 

(Schild, 1994) e T22 (Weintraub, 1994). Moléculas de CDld ocorrem na 

superfície de células do epitélio intestinal sem associação à p2-microglobulina 

(Balk, 1994). Assim, em adição à apresentação convencional de moléculas 

antigênicas, as células epiteliais expressam também moléculas não clássicas de 
MHC (Balk, 1994; Hershberg, 1990; Blumberg, 1991). A apresentação de 

antígeno por estas moléculas tem sido demonstrada em alguns sistemas 

(Cheroutre, 1995). Além disto, há algumas evidências in vitro de que a 

expressão de CDl por enterócitos (junto a outras proteínas de membrana) 

pode estar envolvida na ativação de células T CD8+ (Li, 1995; Panja, 1993). 

Bland & Whiting sugerem que o processamento de ovalbumina por 
enterócitos compreende um mecanismo nao degradativo, diferentemente do 

que ocorre em macrófagos, células B e células dendríticas onde há degradação 

do antígeno (Bland, 1989). Ao que parece, a quebra de proteínas pelos 

enterócitos é possível pela presença de peptidases associadas com a borda em 

escova. Entretanto estas peptidases têm a capacidade de clivar somente 

oligopeptídeos e não possuem efeito sobre proteínas globulares 

(Wojnarowska, 1975). Assim, duas alternativas são possíveis: ou a 

ovalbumina é apresentada pelos enterócitos na su^ forma nativa, que pode 

contradizer a aceitação corrente de que a maioria das proteínas globulares 



incluindo ovalbumina, requerem algum grau de processamento para revelar 

epitopes escondidos, ou que enterócitos são capazes de modificar a molécula 

antigênica por processos não degradativos. Por esta última hipótese, é 
possível que, durante a passagem da molécula de ovalbumina através do 

enterócito, ocorram mudanças conformacionais revelando epitopos 
relevantes para linfócitos T e seqüências hidrofóbicas que facilitem sua ligação 
a moléculas de classe II do endossomo (Bland, 1989). 

A ovalbumina acrescentada em culturas de enterócitos pode ser 

rapidamente exocitada e liberada da membrana celular sugerindo que a 
função normal da molécula de classe II nessas células pode ser a de um 

receptor antigênico reciclável que facilite a transcifose de antígenos (Bland, 
1988). 

A administração oral de ovalbumina desencadeia a formação de um 

tolerógeno no soro, capaz de induzir tolerância quando transferido 

mtrapentonealmente a um receptor. Como aparentemente esse tolerógeno é 
um composto não muito diferente da Ova nativa, mas ainda assim distinto 

desta, e possível que a Ova, ao ser processada pelp intestino sofra somente 

algumas modificações físicoquímicas (Bruce, 1986; Furrie, 1995). Uma vez que 

enteróatos são capazes de atuar como transportadores sem causar degradação 
de proteínas globulares, é possível que estas células exerçam grande 

importância na formação do tolerógeno e, portanto, na indução de tolerância 
oral. 

Furrie e colaboradores (Furrie, 1994) demonstraram que 
células linfóides são essenciais para o aparecimento do tolerógeno. O soro de 

camundongos SCID ou irradiados não transfere tolerância a receptores 
singênmdos. Não está ainda claro se os linfócitos exercem um papel direto ou 
agem indiretamente ativando outras células locais para o processamento de 

antígenos. 

Além dos enterócitos, as células dendríticas também podem atuar 
como células apresentadoras de antígenos após a absorção do antígeno. Elas 
estão presentes na lâmina própria (Pavli, 1990) e placas de Peyer (tanto na 

cúpula subepitelial quanto na região interfolicular) (Mayrhofer, 1983). 

As células dendríticas são ótimas APC, sendo mais eficientes que 

células B (Liu, 1993). Os produtos de MHC e complexos peptídeo/molécula de 

MHC são 10 a 100 vezes mais expressos nas células dendríticas que em outras 
APC como células B e monócitos (Inaba, 1997). As células dendríticas também 

expressam muitas moléculas acessórias que interagem com receptores nas 
células T (Caux, 1994; Inaba, 1994). Vários tipps diferentes de células 

expressando moléculas de MHC II podem apresentar antígenos para células T 

ativadas (Bland, 1986; Kammer, 1980; Metlay, 1989), mas células T virgens ou 

em repouso são muito mais facilmente estimuladas por células dendríticas 

apresentando antígenos que por outras APC, tanto para respostas alogênicas 

quanto smgênicas m vitro (Croft, 1992; Inaba, 1984; Macatonia, 1987). 

Kelsall e colaboradores demonstraram que há a presença de pelo menos 

duas populações de células dendríticas nas placas de Peyer: uma que forma 



uma densa camada logo abaixo do epitélio e outra população fenotipicamente 

distinta, na região interfolicular (região de células As células dendríticas 

presentes logo abaixo do epitélio estão em um estado menos diferenciado que 

as células presentes na região interfolicular. Assim, a placa de Peyer parece 

apresentar uma camada de células dendríticas que estão posicionadas de 
forma ideal para a captura e processamento de antígenos do lúmen intestinal. 

Algumas características as tornam particularmente capazes de capturar 
antígenos. Primeiro, elas podem coletar partículas e micróbios por fagocitose 

(Inaba, 1993, Moll, 1993; Reis, 1993; Svensson, 1997). Segundo, elas podem 
formar grandes vesículas de pinocitose onde o fluido extracelular e solutos 

são 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 macrófagos 

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

Duas linhas de evidência nos sugerem que as células dendríticas 

presentes no intestino podem cumprir um papel importante na indução de 

tolerância oral à ovalbumina. 

Em primeiro lugar, sabemos que após a administração oral de 

ovalbumina, ela pode ser absorvida e se ligar a receptores de manose de 
células dendríticas (Sallusto, 1995). Pelo menos 70% das hexoses presentes na 
Ova são manoses, o que representa aproximadamente 2% do peso molecular 

da Ova (Marshall, 1959). Assim, é possível que as células dentríticas tenham 

grande importância na indução de tolerância oral à Ova. 

Em segundo lugar, já foi mostrado que o antígeno administrado 

oralmente é captado eficientemente pelas células dendríticas intestinais e os 
estágios iniciais da apresentação de antígeno e ativação Hnfocitária que se 

seguem não diferem significativamente daquejes originários de uma 

imunização parenteral. Uma conseqüência importante desses resultados é que 
hipóteses criadas para explicar a tolerância oral necessitam levar em conta a 

presença de imunoestimulação desencadeada por células dendríticas 

contendo o antígeno em animais que tenham recebido antígenos oralmente 
(Liu, 1993). Assim, APC profissionais na mucosa ppdem processar proteínas 

administradas oralmente de uma maneira imunogênica, sem 

necessariamente levar a um estado de imunização sistêmica. 
Na verdade, as células dendríticas parecem ser de grande importância 

na indução de tolerância oral pois animais que recebem a administração de 

um fator de crescimento que induz a proliferação células dendríticas (Flt- 

3L), desenvolvem uma tolerância sistêmica mais acentuada após a ingestão 

do antígeno (Viney, 1998). 

Talvez a entrada contínua de Ova pelo intestino (com a ingestão 

voluntária) permita um estado de ativação constante de APC locais 

aumentando sua eficiência na ativação de células T num contexto 

naturalmente propenso à indução de tolerância. A administração contínua de 

antígeno pode produzir um efeito similar àquele observado após o 

tratamento com Flt-3L: a estimulação constante das células dendríticas 



53 

aumentaria a sua eficiência da mesma maneira que o aumento do número 

dessas célxilas pela ação da droga amplifica sua atividade. 
Sob ativação, as células dendríticas, além de serem capazes de ativar 

células T locais, migram para o linfonodo mesentérico onde podem 

completar sua maturação (Kitajima, 1996), atrair células B e T pela liberação de 

quimocinas (Adema, 1997) e manter a viabilidade de linfócitos T recirculantes 

(Brocker, 1997). As células dendríticas do intestino, tanto da lâmina própria 

quanto das placas de Peyer, migram para o linfonodo mesentérico 
continuamente em animais normais (Banchereau, 1998). Como a injeção com 

LPS causa grande liberação de células dendríticas do intestino (MacPherson, 
1995), possivelmente pequenas quantidades de LPS (lipopolissacarídeo) 
absorvidas diariamente pelo intestino participam na migração constante e 

fisiológica dessas células para o linfonodo mesentérico. 

Uma outra possibilidade explicativa para o efeito da administração 

gradual de antígeno por via oral estaria no processamento e apresentação 

diferenciais por diferentes populações de APC localizadas nas placas de Peyer 

versus o epitélio do vilo. 

Algumas diferenças entre placas de Peyer e lâmina própria quanto a 

suas distribuições celulares e tipos celulares sugerem que possivelmente a 

entrada diferencial (em quantidade e qualidade) de antígeno por cada um 

destes locais acarrete diferenças imimológicas. É provável que a quantidade e 

a qualidade de Ova absorvida pela lâmina própria e/ou pelas placas de Peyer, 

seja diferente em função da forma da administração oral do antígeno (gradual 
ou in bolus). 

O trabalho de Allan & Trier mostra que a maioria dos capilares 

subepiteliais das cúpulas das placas de Peyer, diferentemente dos encontrados 
nos vilos, geralmente perdem as fenestras endoteliais e que a rede de capilares 

da cúpula é menos permeável a algumas moléculas que a dos vilos (Allan, 
1991). 

Há uma heterogeneidade entre macrófagos de lâmina própria e placas 

de Peyer: as células dos vilos têm maior semelhança com os macrófagos 
clássicos de tecido (lisozima positivos e SIOO negativos) que as células DR 

positivas das placas de Peyer (lisozima negativas e SIOO positivas) (Spencer, 

1987). Macrófagos Ll-positivos e HLA-DR negativos estão difusamente 
distribuídos na mucosa da lâmina própria e na região da cúpula das placas de 

Peyer, mas relativamente escassas logo abaixo do FAE. Por outro lado, células 
interdigitantes HLA-DR positivas são abundantes abaixo do FAE, em adição às 

regiões interfoliculares. A proporção de macrófagos para células dendríticas é 

significativamente menor na região da cúpula que na lâmina própria (taxa 

média de Ll+Zproteína S-100+ = 20/80 versus 72/28) (Brandtzaeg, 1990). 

Além das diferenças encontradas nas populações de APC, também as 

populações de células linfóides das placas de Peyer e da lâmina própria 

apresentam diferenças notáveis. 

O número de células produtoras de IgA na cúpula das placas de Peyer é 
geralmente muito menor que nas regiões adjacentes e na mucosa da lâmina 



própria. Entretanto, a densidade de células produtoras de IgG é cerca de cinco 

vezes maior na cúpula e regiões adjacentes da placa de Peyer que na lâmina 
própria (Bjerke, 1986). 

A abundância de linfócitos B no epitélio da cúpula é particularmente 

digno de nota desde que células B não são comuns no epitélio do vilo, onde a 

maioria dos linfócitos intraepiteliais são células T. No camundongo, mais de 

90% dos linfócitos intraepiteliais do vilo são células T (Guy-Grand, 1978). Em 

ratos, praticamente nenhuma célula B foi encontrada no epitélio do vilo; 

entretanto cerca de dois terços dos linfócitos da lâmina própria são células B 
(Lyscom, 1982). 

As células T são encontradas em grande número nas regiões 

interfoliculares das placas de Peyer e também na cúpula, enquanto poucos 
destes linfócitos são encontrados nos folículos de células B. Há uma 

predominância marcante de células CD4+ sobre células CD8+, tanto nas placas 

de Peyer quanto na lâmina própria (Bjerke, 1988), mas uma proporção muito 

maior de células 004"*" foi encontrada no FAE que no epitélio do vilo 

(Brandtzaeg, 1990). Como já mencionamos anteriormente, os linfócitos T 
presentes nas placas de Peyer pertencem à população convencional de 

linfócitos T ctp enquanto que as células T presentes no vilo apresentam 

fenótipos não convencionais: 90 % dos linfócitos intraepiteliais (lEL) 

expressam o receptor yò e grande parte dos linfócitos da lâmina própria 

pertencem à população de células NK 1.1 (Mowat, 1994). 

Em resumo o destino de macromoléculas absorvidas e possíveis efeitos 
sobre o sistema imune parecem depender: da via de absorção (Brandtzaeg, 

1998) e de como elas são recebidas localmente (Brandtzaeg, 1996; Sanderson, 

1995; Walker, 1975). 

Um outro fator relevante pode ser o trajeto de migração do antígeno: se 
ele alcança a linfa e o linfonodo mesentérico ou se, ao invés, ele atinge o 

fígado via circulação porta. 

A importância do fígado na indução de tolerância oral 

Van Wilsen e colaboradores sugerem que são as propriedades 

intrínsecas do epitélio mucoso, em combinação às condições específicas do 

linfonodo de drenagem, que determinam se a apresentação de antígeno leva à 

tolerância ou à imunização (Van, 1994). 

A maioria do sangue drenado do intestino passa pelo fígado via 

sistema venoso portal e grandes quantidades de antígeno provavelmente 

entram no fígado rapidamente após administração oral. O fígado é o maior 

tecido do sistema retículo endotelial, aumentando a possibilidade de que este 

órgão possa ser o principal local de eventos de processamento antigênico que 

determinam as conseqüência imunológicas da ingestão de antígeno. Apesar 

das funções imunológicas do fígado só agora serein examinadas em algum 

detalhe, sabe-se há muitos anos que a administração direta de antígeno dentro 
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da veia porta leva a um estado de supressão sistêmica que apresenta muitas 
similaridades com a tolerância oral (Fujiwara, 1986; Qian, 1985; Sato, 1988) e 

que inclui a supressão preferencial de reações de DTH e de IFN^, com 
concomitante baixa produção de IL-4 e IL-lü (Chung, 1995; Gorczynski, 1994; 

Gorczynski, 1996a; Gorczynski, 1996b; Gorczynski, 1995). Além disso, a 

tolerância induzida através veia porta pode ser transferida por células T 

expressando TCR yò (Gorczynski, 1994; Gorczynski, 1996a; Gorczynski, 1996b) e 

parece envolver mecanismos distintos daqueles envolvidos na indução de 
tolerância por injeção de antígeno no interior de outras veias (Chung, 1995; 

Gorczynski, 1996a; Gorczynski, 1996b). 

Apesar deste paralelo, ainda não está claro o quanto o fígado contribui 

para o fenômeno da tolerância oral. Resultados conflitantes têm sido descritos 

de estudos de tolerância oral onde o fígado é evitado por um desvio 
portocaval (Thomas, 1976; Yang, 1994) e muitos efeitos locais desta 

intervenção cirúrgica tornam difícil a interpretação dos resultados. Os autores 

sugerem que diferentemente do que ocorre com antígenos solúveis (como a 

Ova), os antígenos agregados (como o BSA utilizado por eles), devido ao 
tamanho, são absorvidos do intestino para a circulação sistêmica via rota 

linfática ao invés de via veia porta e que isto pode resultar em um 

mecanismo diferente para a indução de tolerância. Se esta explicação for 
verdadeira, este é um bom indicativo da importância também do linfonodo 

mesentérico na indução de tolerância oral. 
Não se sabe o porque a distribuição de antígeno via trato porta induz a 

uma tolerância tão efetiva, embora suponha-se que isto reflita uma associação 
com uma população tolerogênica de APC. Aloenxertos de fígado são somente 

lentamente rejeitados e Steptoe & Thomson sugerem que isto se deve à 

presença de um subtipo distinto de células dendríticas que tolerizam atuando 
sobre células T (Steptoe, 1996). Novamente, este processo é análogo ao o que 

pode ocorrer no intestino após a administração oral de antígeno solúvel. 

Assim como o intestino, o fígado contém um grande número de células T 

primitivas e derivadas extratimicamente (tal como células T yô e células T 

CD4+ NKl.l"'") e é um local de apoptose de células T (Crispe, 1996). Em 

conjunto a seu tamanho e posição anatômica, estas características apontam 

para um papel do fígado na tolerância a antígenos provenientes do intestino 

(Mowat, 1998). 
Do ponto de vista dos nossos resultados, existe a possibilidade de que a 

entrada constante e gradual de antígeno solúvel facilite sua absorção via 

circulação porta e seu processamento no fígado. Esta é uma hipótese a ser 

testada em experimentos futuros. 



Algumas observações quanto aos protocolos utilizados 

A reação celular in vivo já é detectável 6 horas após o desafio e apresenta uma 
grande concentração de eosínófilos no infiltrado inflamatório 

A hipersensibilidade do tipo retardada ou "delayed" (DTH) é mediada 

por uma subpopulação de células Th. É chamada "retardada" porque 
inflamações 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 são distintas pela natureza do infiltrado celular; a 

inflamação mediada por anticorpo e complemento se caracteriza 

predominantemente pela presença de poHmorfonucleares (neutrófilos, 
basófilos e eosinófilos), enquanto a DTH se caracteriza pela presença de células 

mononuclear es (Stites, 1992). 

A hipersensibilidade do tipo I é 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 

mastócitos ativados pela ligação da IgE acoplada ao antígeno. A fase tardia 

requer vários mediadores, entre eles o fator de ativação de plaquetas (PAF), 

metabólitos do ácido araquidônico (leucotrienos e prostaglandinas) e IL-5 

principalmente. Além disso se caracteriza pelo recrutamento de células 
inflamatórias da corrente sangüínea, especialmente neutrófilos e eosinófilos 
(Stites, 1992). 

Apesar da divisão em hipersensibilidades imediata e tardia não 
apresentar limites precisos e ambas poderem ocorrer ao mesmo tempo, 
nossos dados apontam para uma fase tardia de hipersensibilidade imediata 

nas reações celulares realizadas in vivo com a administração de Ova. As 

figuras 6 e 7 mostram que o infiltrado inflamatório, presente nas patas após 6 

horas do desafio, apresenta grande quantidade de eosinófilos e praticamente 

nenhum linfócito ou macrófago. O mesmo foi observado após 24, 48 e 72 

horas com mudanças somente na quantidade celular mas não na aparente 

proporção qualitativa (dados não mostrados). Além dessa grande 

concentração de eosinófilos (característica de uma fase tardia de 

hipersensibilidade imediata), a figura 5 nos mostra que, com seis horas, já 
observamos um grande inchaço e, apesar do grupo imune não apresentar 

alterações no inchaço após 24 horas, todos os animais que receberam um pré- 
tratamento oral com Ova apresentaram redução do infiltrado inflamatório 

em 24 horas. Todos os camundongos já não apresentavam praticamente 
nenhum inchaço 48 e 72 horas após o desafio (dados não mostrados). 

Assim, ao utilizarmos a Ova, provavelmente o que desencadeamos foi 

uma reação tardia de hipersensibilidade imediata (do tipo I) e não uma reação 

de DTH (hipersensibilidade do tipo IV). O inchaço nas patas representa a fase 
tardia da reação de hipersensibilidade do tipo I. 

Os camundongos que receberam pré-tratamento oral com Ova, 24 horas 

após receberem o desafio na pata, apresentam menor inchaço que 



camundongos imunes (figura 5). Entretanto, 6 horas após o desafio, somente 

os camundongos que receberam um pré-tratamento oral com Ova através de 
ingestão voluntária apresentaram inchaço significativamente menor. Assim 

novamente confirmamos que uma administração gradual do antígeno é mais 

eficaz na indução de tolerância oral à Ova que uma administração in bolus. 
Como não estamos analisando uma reação de DTH, mediada por linfócitos T, 

mas a fase tardia de uma reação de hipersensibilidade do tipo I e, portanto, 
mediada por anticorpos IgE, novamente nossos dados mostram que a 
administração gradual de antígeno é capaz de suprimir eficientemente a 

produção de anticorpos desencadeada pela imunização com o antígeno. Os 

outros protocolos, mesmo as múltiplas gavagens, apresentam uma eficiência 

bem inferior. Esses resultados são comparáveis, então, àqueles mostrados na 

figura 4 onde a administração de Ova por ingestão voluntária durante 1 dia 

foi mais eficiente na indução de supressão da produção de anticorpos que 1 ou 

5 gavagens consecutivas. 

A reação de imunidade celular é mais sensível qye a reatividade imune 

humoral para se determinar a indução de tolerância oral 

As reações de imurüdade celular (seja a medida de DTH in vivo ou a 

medida da proliferação de linfócitos in vitro) são eventos mais sensíveis à 

supressão por tolerância oral que a produção de anticorpos em camundongos, 

conforme já foi demonstrado numa gama variada de situações experimentais 
(Kay, 1989; Mowat, 1982; Mowat, 1994; Peng, 1989). Husby e colaboradores 

obtiveram resultado semelhante em um modelo de indução de tolerância 

oral em humanos (Husby, 1994). De forma semelhante, Bruce e Fergusson 

demonstraram que a transferência passiva de soro, coletado de camundongos 
uma hora após a ingestão de 25 mg de Ova, é capaz de inibir a indução de 
reação de imunidade celular (DTH) específica em receptores singênicos 

normais, mas não altera a produção de anticorpos após a imunização (Bruce, 

1986). Lamont e colaboradores mostraram ainda que a ingestão de 25 mg de 
Ova em dose única, sete ou 14 dias após a imunização com Ova em CFA, 

suprimiu a indução de DTH, mas não alterou a produção de IgG após a 

imimização de camundongos (Lamont, 1988). 

Nossos dados também apontam para estg maior sensibilidade da 

imunidade celular à indução de tolerância oral. Uma gavagem em 

camundongos idosos não induz tolerância para a produção de anticorpos 

(figuras 9 e 10) mas a análise de proliferação celular indica que uma gavagem 

é capaz de suprimir a reação celular (figura 11). Igualmente, cinco gavagens 

em animais jovens e idosos levam à mesma produção de anticorpos que uma 
única gavagem (figuras 4 e 10). Entretanto ao analisarmos a reação celular 
constatamos claramente que cinco gavagens são mais eficientes que uma 

única gavagem na indução de tolerância oral (figuras 5, 8 e 11). 

A explicação mais simples para a diferença na susceptibilidade à 

indução de tolerância oral entre a reação de imunidade celular e a produção 



de anticorpos seria que estes dois parâmetros refletem uma dicotomia na 

susceptibilidade de subpopulações de linfócitos T CD4+ à indução de 

tolerância oral. Assim, as citocinas dependentes da subpopulação Thl, IFN-y e 

IL-2 são freqüentemente mais fáceis de suprimir nos protocolos de indução de 
tolerância oral por gavagem que as citocinas dependentes da subpopulação 

Th2, IL-4, IL-5, IL-10 (Weiner, 1994). Realmente, a produção de anticorpos da 
classe IgGl, dependente de IL-4, é muito mais resistente à supressão pela 

administração oral de antígeno que a produção de IgG2a, dependente de IFN-y 

(Melamed, 1994). Como a reação de DTH é dependente de linfócitos do tipo 

Thl, uma explicação plausível para a sua fácil supressão seria esta. 
A possibilidade da simples dicotomia Thl e Th2 explicar todas as 

conseqüências funcionais observadas durante a indução de tolerância oral é, 

no entanto, bastante incerta. IL-5, por exemplo, uma citocina tipicamente 
secretada pelos linfócitos Th2, é facilmente suprimida por protocolos de 

administração oral de antígenos incapazes de alterar a secreção de IL-4 ou IL- 

10 (Mowat, 1998). Por outro lado, existem dados mostrando a indução da 

secreção de quantidades significativas de IFN-y nas fases iniciais de indução de 

tolerância oral (Weiner, 1994). Esses dados sugerem, então, que diferentes 

atividades dos linfócitos apresentam susceptibilidades distintas à indução de 

tolerância por via oral. 

A ingestão voluntária de Ova e a de clara de ovo levam à diferentes graus de 

supressão da produção de anticorpos anti-Ova 

Recentemente constatamos que a ingestão voluntária com clara de ovo 
1:5 é mais eficaz na indução de tolerância oral que a ingestão voluntária com 

Ova cristalizada diluída a 4 mg/ml (dados não mostrados). Vários motivos 

podem estar relacionados a esta maior eficiência da clara na indução de 

tolerância oral. 

As proteínas da clara de ovo compreendem somente cerca de 10 % do 

peso total da clara pura (Stevens, 1991). Dentre estas proteínas estão a 
ovalbumina (que eqüivale a 64,3 % das proteínas), conalbumina, lisozima, 

globulinas, mucina, avidina e ovomucóide (Fox, 1957). O ovomucóide é um 

potente inibidor de proteases (Cara, 1995); pode ser que sua presença interfira 

na absorção e na digestão da ovalbumina ingerida, acarretando eventos 
imunológicos distintos. A presença de outras proteínas também pode afetar 

de algimia forma a indução de tolerância à ovalbumina. 
Além disto, a presença de outros componentes em conjunto com a Ova 

podem alterar o gosto da solução o que levaria a uma maior ou menor 

ingestão da solução. Entretanto este fato não parece ser relevante pois o 

volume de solução ingerida por camundongo praticamente é o mesmo para a 

solução contendo clara de ovo e para a solução contendo Ova cristalizada. Por 

outro lado, a quantidade de ovalbumina prese^te nas duas soluções é 
diferente e é possível que a dose de antígeno absorvida interfira com a 



indução da tolerância oral. Quando diluimos a clara a 1:5, a concentração de 

ovalbunüna eqüivale a cerca de 13,5 mg/ml e assim cada camundongo ingere 

cerca de 67,5 mg de antígeno pelo período de 24 horas. Já a diluição de Ova 

cristalizada a 4 mg/ml permite a ingestão de cerca de 20 mg de antígeno pelo 

mesmo período de tempo, ou seja cerca de três vezes menos que com a 
administração de clara de ovo. 

Resultados recentes obtidos em nosso laboratório por Juscilene S. 

Menezes e Beatriz Senra mostram que a clara 1:5 é mais eficiente na indução 

de tolerância por permitir a ingestão de uma quantidade maior de antígeno. A 

ingestão voluntária de uma solução contendo Ova cristalizada na mesma 
concentração da Ova presente na clara de ovo a 1:5 produz o mesmo nível de 

tolerância observado para a ingestão voluntária com a clara de ovo a 1:5. Este 
resultado descarta as possibilidades de que a presença de outras proteínas ou a 

presença de inibidores de protease na clara de ovo possam interferir com a 

indução de tolerância oral. 

Na figura 10, a ingestão voluntária foi realizada com administração de 
clara de ovo. Portanto, os camundongos idosos podem ter se tornado 

tolerantes para a produção de anticorpos tanto devido à gradualidade de 

administração quanto devido à administração de três vezes mais antígeno que 

a administrada por gavagem. 

No entanto, na figura 11, a ingestão voluntária foi realizada com a 

administração de Ova cristalizada diluída a 4 mg/ml. Desta forma, todos os 

camundongos idosos, que receberam um pré-tratamento com o antígeno, 
ingeriram a mesma quantidade de antígeno. Como podemos observar uma 

supressão mais acentuada^ da reação de imunidade celular^ com a ingestão 

voluntária que com a gavagem (apesar desta diferença não ser significativa), é 
possível que, também com os idosos, a gradualidade seja mais eficaz que a 

administração in bolus na indução de tolerância oral. 

Supressão da reação de DTH com a administração do tolerógeno? 

Dados da literatura demonstram que a transferência passiva de soro 

coletado de camundongos uma hora após a administração por gavagem de 

Ova é capaz de inibir a indução de DTH específica em receptores singênicos 

normais, mas que esse mesmo soro não é capaz de alterar a produção de 

anticorpos após a imtmização (Bruce, 1986). 
Nossos resultados são semelhantes aos dados anteriormente citados. A 

análise da produção de anticorpos indicam que não houve supressão, mas a 

reação de imunidade celular testada in vivo foi claramente suprimida pela 

transferência do soro (figura 14). A análise histológica do infiltrado 

inflamatório 24, 48 e 72 horas após o desafio com Ova mostra uma 

predominância de eosinófilos e praticamente nenhuma célula mononuclear 

(dados não mostrados). Este fato aponta para a possibilidade de que o que a 

transferência de tolerógeno induz não seja uma supressão de DTH mas sim 

uma supressão da fase tardia da hipersensibilidade imediata (do tipo I). 



Como já mencionamos anteriormente, a hipersensibilidade do tipo I é 

uma reação inflamatória mediada por anticorpos IgE ligados a mastócitos e 

basófilos; as reações resultam da liberação por estas células de fatores 

farmacologicamente ativos. Algumas horas após a reação de 

hipersensibilidade imediata ter se iniciado, uma segunda reação inflamatória 
pode se desenvolver - a chamada reação de fase tardia. Esta reação ocorre em 

ftmção da degranulação de neutrófilos e eosinófilos sob a influência de fatores 

quimeotáticos de mastócitos. 
A explicação mais provável para os nossos dados é a diferente 

susceptibilidade dos isotipos de imunoglobulinas à indução de tolerância oral. 
Vários autores já demonstraram que, diferentemente de outros isotipos, a IgE 

é extremamente sensível à supressão desencadeada pela administração oral de 
antígeno (Ngan, 1978; Saklayen, 1984; Vaz, 1977). No nosso modelo, a 

transferência de tolerógeno provavelmente suprimiu a produção de 

anticorpos do isotipo IgE, embora não tenha afetado a produção dos demais 

isotipos. Assim, é possível que tenha ocorrido a supressão não só da fase 

tardia mas de todas as etapas da reação de hipersensibilidade imediata. 

Infelizmente não realizamos a análise da produção de IgE nos animais 

utilizados para esses experimentos de transferência de tolerógeno. 

A menor susceptibilidade à indução de tolerância oral em idosos 

O envelhecimento é um processo biológico natural acompanhado de 

inúmeras alterações em todo o organismo. Essas alterações ocorrem de forma 

gradativa e levam a diferenças nos vários sistemas biológicos e na sua 

homeostase. Dentre essas alterações encontram-se as do sistema imune com 
suas mudanças celulares, moleculares e sistêmicas. 

Várias mudanças no fenótipo, repertório (Goidl, 1980) e padrão de 
citocinas secretado;^ por linfócitos T e B são observadas durante o 

envelhecimento. A freqüência de células T ativadas (CD45RO) aumenta 
quando comparada com a freqüência de células T em repouso (CD45RA) 

(Nagelkerken, 1991). Além disto, os linfócitos ativados em animais e 
humanos idosos secretam níveis reduzidos de IL-2, IL-3 e GM-CSE, enquanto 

que a síntese de IL-4, IL-5, IFN-y, IL-6 e IL-10 está aumentada (Daynes, 1992; 

Daynes, 1993; Wei, 1992). Linfócitos ativados de animais idosos apresentam 

uma diminuição na transmissão de sinais e uma redução no influxo de cálcio 

(Philosophe, 1990; Thoman, 1989). 

Os órgãos linfóides também mostram sinais de modificações com a 

idade. Além da involução do timo (George, 1996), o tecido linfóide associado à 

mucosa parece também apresentar alterações associadas à senescência 

(Kawanishi, 1987). Os mVeis de IgA assim como o número de plasmócitos e 

de linfócitos T na lâmina própria do intestino está drasticamente reduzido em 

animais senis (Koyama, 1990). 



Além dessas alterações celulares, alguns parâmetros globais da 

atividade imunológica modificam-se ao longo da vida. Animais 
experimentais e humanos idosos apresentam um nível reduzido de 

anticorpos reativos a antígenos externos quando comparados a indivíduos 

jovens (Furrie, 1995). Entretanto, o título total de imunoglobulinas séricas 

não se altera, provavelmente porque ocorre um aumento paralelo, nos 
indivíduos idosos, do nível de auto-anticorpos. Esse nível elevado de auto- 

anticorpos não parece relacionado a uma maior incidência de patologias 

autoimunes, mas a um aumento da conectividade interna do sistema já que 

os autoanticorpos aumentados reagem uns com os outros (Furrie, 1994). 

Aparentemente, então, mudanças no repertório expresso de linfócitos B em 
animais idosos tornam o sistema imune desses animais menos plástico já que 

as interações idiotípicas entre os componentes do sistema são mais 
abundantes (Banatvala, 1994). A perda de flexibilidade imunológica resultante 

desse processo de entrelaçamento progressivo do sistema imune pode, 

segundo Weksler e colaboradores (Furrie, 1994), explicar a incapacidade 
relativa de indivíduos idosos reagirem a novos antígenos. 

Esses dados nos sugerem que modificações globais tanto na 

conectividade interna das células e moléculas do sistema imune como 

repercussões de mudanças endócrinas nas citocinas secretadas por linfócitos 
podem ser responsáveis por alterações pronunciadas na atividade 

imunológica durante o processo de envelhecimento. Assim, fenômenos 
sistêmicos como a indução de tolerância a componentes da dieta (tolerância 
oral) podem estar dramaticamente alterados. 

De fato, a susceptibilidade à indução de tolerância oral se encontra 

diminuída (figura 10) ou totalmente abolida (figura 9) em animais idosos. 

Camundongos que são susceptíveis à indução de tolerância oral, por 1 a 5 
gavagens, quando jovens (figura 4), tornam-se refratários com 25 e 70 
semanas de idade (figuras 9 e 10). Entretanto, a transferência de células de baço 

de camundongos de 7 semanas para camundongos de 70 semanas restaura a 

susceptibilidade à indução de tolerância oral (Lahmann, 1992). Além disso, 
embora seja difícil induzir tolerância oral em camundongos idosos, a 

manutenção da tolerância adquirida por via oral para uma determinada 

proteína ingerida quando jovem não está alterada pelo envelhecimento 

(Faria, 1998b). 
Estes resultados acima relatados podem ser entendidos à luz da 

hipótese de Weksler e colaboradores (Furrie, 1994). Observamos, em animais 

idosos, um decréscimo tanto na resposta imune quanto na indução de 

tolerância a um antígeno novo (figura 9) mostrando que provavelmente a 

plasticidade necessária à incorporação de uma novidade aos circuitos 

imunológicos já estabelecidos está bastante reduzida com a idade. O fato da 

manutenção da tolerância oral permanecer inalterada pelo envelhecimento 

também mostra que, para antígenos previamente apresentados ao animal 

jovem, a atividade imunológica (seja ela traduzida em imunização ou 

tolerância) está preservada. A nosso ver, o padrão de conectividade entre 

células e anticorpos presente no animal jovem e ausente em animais idosos 



seria o elemento importante nessa mudança de susceptibilidade à indução de 

tolerância a novos antígenos. Aparentemente, tal padrão pode ser recuperado 

nos animais idosos pela transferência de células de baço de jovens (Lahmann, 
1992). 

O camundongo idoso ao ingerir o antígeno é capaz de produzir tolerógeno? 

Além das alterações descritas acima, ocorrem também alterações na 
fisiologia do trato gastrointestinal que podem afetar a indução de tolerância 

oral. Com o envelhecimento, ocorre um aumento do peso da porção mais 
distai do intestino delgado que reflete um aumento na altura dos vilos (Holt, 

1984). Além disto, há uma diminuição na taxa de absorção no intestino 

proximal (onde se encontra a maior concentração do GALT), e o íleo pode 

compensar a perda, causada pela senescência, da função jejunal (Ferraris, 1994; 

Reville, 1991). O camundongo idoso apresenta também uma migração mais 

lenta de células da cripta para o vilo com uma conseqüente taxa de renovação 

celular menor (Fry, 1961). 

Como descrito na introdução, a produção do tolerógeno parece 

depender diretamente e/ou indiretamente da presença do sistema imune: 

animais irradiados ou SCID, que não possuem linfócitos B nem T, são 

incapazes de produzir o tolerógeno após a a dministração oral de antígeno 

(Bruce, 1987; Furrie, 1994). 

Como o processo de envelhecimento é acompanhado de alterações 
tanto no sistema imune quanto no próprio trato gastrointestinal, uma 

questão a ser investigada era se o camundongo idoso seria menos susceptível 

à indução de tolerância oral que o camundongo jovem por um mal 

processamento do antígeno a nível do intestino. Este "mal" processamento 
resultaria na produção insuficiente ou na não produção do tolerógeno 

necessário para a indução da tolerância. 

Outra possibilidade seria que o camundongo idoso seja capaz de 
produzir o tolerógeno, mas incapaz de incorporá-lo de forma ideal em seu 

sistema. Uma última possibilidade seria uma dificuldade do idoso tanto na 

produção quanto na incorporação do tolerógeno. 

Com a intenção de testar essas hipóteses, realizamos transferências de 

soro de camundongos jovens tratados com salina pu com Ova por via oral 

para camundongos idosos. Como podemos observar na figura 13, a presença 

de tolerógeno no soro de animais jovens (capaz de transferir tolerância para 
animais igualmene jovens - figura 14) não é capaz de levar à indução de 
tolerância no camundongo idoso. Aparentemente, então, com a senescência, 

o camundongo perde a capacidade de incorporar o tolerógeno em seu sistema 
de forma a se tornar tolerante. 

Quanto à análise da capacidade do idoso de produzir o tolerógeno, 

obtivemos um resultado inesperado (figura 14). O grupo controle, ou seja, os 

camundongos jovens que recebem o soro de camundongos idosos gavados 

com salina, deveria apresentar inchaço nas patas após as imunizações, uma 
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vez que recebeu como pré-tratamento somente um soro normal de idosos. 
Entretanto, estes animais jovens não apresentam reação de imunidade celular 

24 horas após o desafio na pata (figura 14). Desta forma, o soro normal de 
camundongos idosos contém algum componente ainda desconhecido capaz 

de alterar a reatividade imunológica de camundongos jovens e impedir a 
produção de reação de imunidade celular nesses animais. Assim, o resultado 

obtido com a transferência de soro de camundongos idosos gavados a uma 

hora com Ova, para camundongos jovens (figura 14) pode ser explicado pela 
simples presença de soro de animais idosos e não pela presença de um 

tolerógeno. Com isto não podemos afirmar se o caijiundongo idoso é ou não 

capaz de produzir o tolerógeno. 

O efeito imunológico do soro normal de camundongo idoso 

sobre o camundongo jovern 

Um mililitro de soro normal de camundongos idosos administrado 

intraperitonealmente em camundongos jovens ijnpede estes últimos de 
produzirem reação de imunidade celular à Ova após as imunizações (figura 

14). Entretanto o processo inverso, a trasferência da mesma quantidade de 

soro normal de camundongos jovens para camundongos idosos, não impede 

que estes últimos apresentem a mesma reação celular após as imunizações 

(fígura 13). 

Como já descrito acima, acreditamos que as modificações imunológicas 
do idoso podem estar associadas a uma perda de flexibilidade imunológica, ou 

seja, a um aumento da conectividade do sistema imune. Da mesma forma 

que é difícil de se induzir tolerância ou imunização em camundongos idosos 

através da introdução de um componente novo (possivelmente devido a um 

maior entrelaçamento deste sistema), a introdução de soro de camundongos 

jovens não é capaz de levar a alterações significativas na dinâmica do sistema 

imxme do idoso. 

Camundongos jovens, ao contrário, apresentam ainda um sistema 
imune flexível o suficiente para incorporar novidades antigênicas. Um 

mililitro de soro normal de camundongos idosos pode conter componentes 

de uma rede de interrelações estabelecidas ao longo da vida do idoso que ao 

serem transferidos para jovens, podem causar inúmeras alterações em suas 

inter-relações celulares e moleculares responsáveis por uma diminuição na 
capacidade de imunização semelhante àquela observada nos próprios animais 

idosos (figura 14). 

Este resultado, ao mesmo tempo obscuro e intrigante, nos abre uma 

nova linha de trabalho a ser explorada num futuro próximo. 



Conclusões 

1. o aumento na freqüência da administração de ovalbumina por gavagem é 
capaz de melhorar a eficácia da indução de tolerância oral quando esta é 

medida enquanto supressão da reação de imunidade celular mas não da 
produção de anticorpos; 

2. A administração gradual de ovalbumina (ingestão voluntária) se mostrou 
muito mais eficiente como forma de indução de tolerância oral seja esta 
medida por parâmetros celulares (reação de imunidade celular in vivo ou 

proliferação de linfócitos in vitro) ou humorais (produção de anticorpos); 

3. A reação de imunidade celular desencadeada pela injeção de Ovalbumina 
juntamente com adjuvante completo de Freund (CFA) produz uma reação 
de hipersensibilidade do tipo I sendo sua fase tardia identificada por 

histologia como um infiltrado predominantemente de eosinófilos na 

região do desafio com o antígeno solúvel (coxim plantar); 

4. Todos os protocolos utilizados (gavagens e ingestão voluntária) foram 

capazes de suprimir esta reação de imunidade celular mas apenas o 

protocolo de ingestão volimtária foi eficaz para a supressão da produção de 

anticorpos medida por ELISA; 

5. Camundongos a partir de 25 semanas de idade perdem a susceptibilidade à 

indução de tolerância oral por uma gavagem de 20 mg de ovalbumina 

medida pela produção de anticorpos anti-Ova no soro; 

6. O aumento da gradualidade de administração de antígeno (ingestão 

voluntária) mas não o aumento da freqüência de administração (múltiplas 
gavagens) é capaz de restaurar a susceptibilidade em camundongos idosos 
(70 semanas de idade); 

7. A senescência não parece afetar a indução de tolerância oral à reação de 
imunidade celular medida in vitro em nenhum dos protocolos testados; 

8. O soro de camundongos jovens tratados com 20 mg de ovalbumina por 
via oral contém um componente, que chamamos de tolerógeno, capaz de 

transferir tolerância para animais jovens mas não para animais idosos 
sugerindo que os animais idosos apresentam um defeito na incorporação 

desse tolerógeno; 

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