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Resumo

No inicio do século XX observou-se que certos materiais associados ao
antigeno, como o hidréxido de aluminio (Al(OH)s3) atuavam como adjuvantes
aumentando muito a producao de anticorpos. Por outro lado, também no inicio
do século XX observou-se que cobaias que haviam se alimentado com racdo
contendo milho ndo reagiam imunologicamente as proteinas do milho, como a
zeina, como faziam as outras cobaias que nao tinham sido alimentadas com
milho. Atualmente sabemos que a absorcdo de proteinas intactas ou
parcialmente digeridas através da mucosa intestinal € uma ocorréncia comum
apos as refeicdes. Estas proteinas interferem na atividade do sistema imune e
um resultado usual destas interferéncias é a tolerancia oral, um fenémeno que
consiste na diminuicdo de respostas imunes para proteinas previamente
contactadas por via oral. Os primeiros relatos sobre a influéncia de proteinas
da dieta sobre a atividade imunoldgica foram feitos com proteinas vegetais e
animais mas a maioria dos estudos sobre a tolerancia oral tém sido feitos
usando proteinas derivadas de animais, como ovalbumina (OVA),
gamablobulina bovina (BGG) e hemocianina (KLH). Uma vez que estas
proteinas animais ndo fazem parte da dieta usual dos camundongos, elas s&o
introduzidas na racdo ou diluidas na agua para a inducdo de tolerancia oral.
Desta forma sabemos que os animais que ingerem OVA antes da imunizacéo
com OVA+AI(OH)3 formam menos anticorpos para OVA do que 0s que nao
ingerem OVA. Mas a ingestdo de OVA néao interfere na imunizacdo com outra
proteina, a ndo ser que durante a imunizacdo com esta segunda proteina seja
dada também uma imunizacdo com a proteina tolerada. Esta Ultima
observacdo tem sido objeto de estudo do nosso grupo h& alguns anos apés
mostrarmos que a imunizacdo de animais tolerantes com o antigeno tolerado
em adjuvante inibe respostas imunes para antigenos nao relacionados e que
inibe também reacdes inflamatérias, como as desencadeadas por carragenina.
Este fenbmeno desencadeado pela injecdo do antigeno tolerado foi
denominado "efeitos indiretos da tolerancia oral”. Mostramos que os efeitos
indiretos da injecdo de OVA em camundongos tolerantes a OVA inibem a

inflamacédo apos lesbes na pele de camundongos resultando numa menor



cicatriz. Avaliamos os efeitos indiretos da tolerédncia oral sobre as lesdes
cuténeas e elas também ocorrem com uma proteina presente na dieta usual
dos camundongos. Usamos a zeina, proteina que faz parte da composicao da
racado dos camundongos, e os modelos de leséo incisional e excisional na pele.
Os efeitos indiretos da imunizacdo parenteral com uma proteina tolerada
(Zeina do milho): reduzem o infiltrado inflamatério na area da leséo incisional e
excisional nos dias 5, 7 e 40 respectivamente, melhora o reparo e reduz a
cicatriz formada pela deposicdo de uma matriz extracelular de estrutura mais
similar a pele normal. A imunizacdo secundaria com uma proteina tolerada sem
adjuvante e concomitante com a lesé@o na pele de camundongos, nao diminui o
infiltrado inflamatério e a area do tecido de granulacdo, analisando
histologicamente a pele no dia 5 apds a leséo.

Palavras chave: tolerancia oral, efeitos indiretos, adjuvante, zeina,
inflamacéao.



Abstract

Early in the twentieth century it was observed that certain materials associated
with the antigen, such as aluminum hydroxide (Al (OH) 3) served as adjuvant
greatly increased the production of antibodies. On the other hand, also in the
early twentieth century it was observed that mice that had been fed with feed
containing corn not respond immunologically to protein of maize, such as zein,
as did other specimens which had not been fed corn. Today we know that the
absorption of intact proteins or partially digested by intestinal mucosa is a
common occurrence after meals. These proteins interfere with the activity of the
immune system and a result of these interferences is usual oral tolerance, a
phenomenon consisting in reducing immune responses to proteins previously
contacted orally. The first reports on the influence of dietary proteins on the
immune activity were made with plant and animal proteins but most studies of
oral tolerance have been made using animal-derived proteins such as
ovalbumin (OVA), bovine gamablobulina (BGG) and keyhole limpet hemocyanin
(KLH). Since these proteins are not part of animals usual diet of mice, they are
introduced in the feed or diluted in water for oral tolerance induction. Thus we
know that animals ingest OVA before immunization with OVA + Al (OH) 3 OVA
antibodies to form less than that do not ingest OVA. However the ingestion of
OVA immunization does not interfere with other proteins, except that during the
immunization with this second protein is also given one immunization with the
protein tolerated. This last observation has been studied by our group a few
years show that immunization of tolerant animals with antigen in adjuvant
tolerated inhibits immune responses to unrelated antigens and also inhibits
inflammatory reactions, such as those triggered by carrageenan. This
phenomenon triggered by injection of tolerated antigen has been termed
"indirect effects of oral tolerance." We show that the indirect effects of injection
of OVA in OVA-tolerant mice inhibit inflammation after skin lesions in mice
resulting in less scarring. Evaluate the indirect effects Oral tolerance on the
cutaneous lesions and they also occur with a protein present in the usual diet of
mice. We zein, forming part of protein composition of the feed of the mice and
model incision and excision of the skin.

The indirect effects of parenteral immunization with a tolerated protein (zein



from corn) reduces the inflammatory infiltrate in the area of incision and excision
on days 5, 7 and 40 respectively, improves the repair and reduces the scar
formed by deposition of an extracellular matrix structure more similar to normal
skin. The secondary immunization with a protein tolerated without adjuvant and
concomitant damage to the skin of mice, did not reduce the inflammatory
infiltrate and the area of granulation tissue histologically analyzing the skin at
days after injury.

Keywords: oral tolerance, indirect effects, adjuvant, zein, inflammation.



1.0 -Introducéao

1.1 - Adieta e a atividade imunoldgica

Os componentes da dieta entram em contato com a maior area que o
organismo expde ao ambiente. No ser humano, além do intestino possuir
metros de extensdo, a presenca de pregas, vilosidades e microvilosidades
aumenta de maneira significativa a superficie da mucosa intestinal disponivel
para a absorcdo de nutrientes. Calcula-se que as pregas aumentem a
superficie intestinal em cerca de 3 vezes, as vilosidades em 10 vezes e as
microvilosidades em 20 vezes, sendo, em conjunto, responsaveis por um

aumento de 600 vezes na superficie intestinal. A area da mucosa intestinal no

2
ser humano adulto, portanto, atinge aproximadamente 200 a 300 m (Junqueira
& Carneiro, 2004). Somente a mucosa intestinal apresenta uma area 100 vezes

maior que a area da pele (Moog, 1981).

Aproximadamente uma tonelada de alimentos passa pelo trato
gastrointestinal a cada ano, portanto, o sistema imune intestinal esta em
constante contato com uma grande quantidade de antigenos diferentes
(Seibold, 2005). A variedade de reacdes imunes que pode ocorrer em seguida
a absorcdo do antigeno pelo epitélio intestinal depende da natureza do
antigeno, da via de entrada no organismo e da histéria imunologica do
individuo. A mucosa intestinal representa um ecossistema complexo que
combina o epitélio, células do sistema imune e a microbiota residente
(Mccracken & Lorenz, 2001).

Quando um antigeno proteico € ingerido, o mesmo € clivado por
enzimas digestivas no estdbmago e intestino delgado. Alguns antigenos, no
entanto, escapam dessa digestdo e podem ser absorvidos intactos ou apenas
parcialmente degradados (Wakabayashi, Kumagai, et al, 2006). O epitélio
intestinal, portanto, representa uma barreira fisica e quimica (Wershil et al.,
2008; Lievin-Le Moal & Servin, 2006). O desenvolvimento e a maturacao do

sistema imune sao diretamente influenciados pela dieta e pela colonizacao
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bacteriana. Além de facilitar a digestdo de alguns alimentos e resguardar a
mucosa intestinal contra micro-organismos patogénicos (Guarner e
Malagelada, 2003 / Hooper e Gordon, 2001 / Turnbaugh, Ley, et al, 2007), a
microbiota também auxilia no desenvolvimento de estruturas do GALT.

Somado a isso, a mucosa intestinal possui estruturas linfoides que, em
conjunto, formam o “Gut Associated Lymphoid Tissue” (GALT). As células do
GALT estdo localizadas em microambientes especiais, como as placas de
Peyer e os linfonodos mesentéricos, ou inseridos entre as células epiteliais da
mucosa (linfocitos intraepiteliais). Ai estéo linfocitos T e B e células dendriticas
com caracteristicas fenotipicas diferentes. Também sdo encontrados tipos
celulares especiais, incluindo as células M e as células de Paneth, além dos
linfocitos intraepiteliais (Mowat et al., 2003).

As células M interagem diretamente com moléculas e particulas do
[imen intestinal e realizam a transcitose destes materiais para seu interior. A
membrana da célula M forma muitas pregas ao redor de linfocitos e células
apresentadoras de antigeno, sendo estas Ultimas responsaveis pela captacéo e
processamento do material transportado depois apresentado como peptideos
na ativacao de linfocitos. Além do tecido linféide organizado, muitos linfécitos
encontram-se dispersos pela lamina prépria da parede intestinal. Estas células
estdo entre as efetoras do sistema imune da mucosa intestinal (Neutra et al,
2001; lwasaki & Kelsall, 2000; Kelsall & Strober, 1996).

Abaixo do epitélio associado aos foliculos linfoides (FAE), ha uma regiéo
difusa chamada de dominio subepitelial e formada principalmente por células
dendriticas (DCs), que podem capturar antigenos do lumen através de
extensdes da membrana que se projetam entre as células epiteliais (Burks,
Laubach, et al, 2008 / Rescigno, Urbano, et al, 2001). Os proprios enterdcitos
sdo capazes de capturar antigenos sollveis, processa-los e apresenta-los as
células T (Kunisawa e Kiyono, 2005). As placas de Peyer apresentam
numerosos foliculos compostos de linfocitos B IgM+ que sd@o precursores de

plasmacitos secretores, principalmente de IgA.
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Linfocitos T, especialmente T helper (Th), DCs e macréfagos estédo
presentes nas regides interfoliculares. Diferentemente de outros o6rgaos
linféides, as placas de Peyer apresentam somente vasos linfaticos eferentes e
recebem antigenos através do epitélio e néo pela circulacdo sistémica (Mowat,
2003).

A populacdo de linfocitos intra-epiteliais (IEL) pode participar de
respostas imunes inflamatdrias e também no processo de inducao de tolerancia
oral. Através de estimulos, os IELs podem sintetizar citocinas como
interleucinas (IL) IL-2, IL-13, IL-6, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), quimiocinas como as linfotaxinas e também fator de
crescimento para queratinécitos, importante para a renovacéao epitelial e reparo

a danos teciduais (Kunisawa, Takahashi, et al, 2007 / Cheroutre, 2004).

Os IELs também liberam citocinas anti-inflamatdrias e reguladoras como
o fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e IL-10, tendo um papel
chave na manutencdo da homeostase intestinal (Saurer, Seibold, et al, 2004).
Muitas moléculas de interagao, tais como aE integrina e E-caderina, sao
expressas entre IELs e IECs respectivamente. Essas interacdes cumprem um
papel importante na retencéo de IELs no epitélio intestinal e na manutencao da

integridade da camada epitelial (Cepek, Shaw, et al, 1994).

As duas populacdes efetoras da mucosa, IELs e linfécitos da lamina
propria estdo sobre forte influéncia das proteinas da dieta e da microbiota
(Smith e Nagler-Anderson, 2005). Assim, compartimentos especializados
parecem facilitar o contato do sistema imune com esses antigenos exdégenos e
fornecem um meio favoravel para a sinalizacdo e a inducdo de diferentes

mecanismos imunes.

Os linfécitos T e B ativados migram das placas de Peyer para 0s
linfonodos mesentéricos e dai trafegam para o ducto toracico, chegando a
circulacdo sanguinea. Da circulacéo, os linfocitos ativados retornam a mucosa
intestinal pelas vénulas de endotélio alto e passam a residir na lamina prépria.

Esses vasos da mucosa intestinal e de outras mucosas (respiratoria,
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reprodutiva € mama em lactacdo) expressam a adressina de mucosa
(MadCAM-1) que se liga a integrina a437 presente na superficie dos linfocitos.
Essa ligacao possibilita o retorno dos linfécitos as mucosas. Dessa forma, uma
resposta imune iniciada por contato com antigenos em um numero limitado de
placas de Peyer pode ser disseminada sistemicamente (Sampson, 1999;
Eigenmann, 2002).

As placas de Peyer sdo também o maior sitio de desenvolvimento de
células B produtoras de imunoglobulina A (IgA). Isso ocorre devido a influéncia
de sinais provenientes de células dendriticas, células T e da producédo local de
citocinas incluindo fator de crescimento transformante 3 (TGF-8) e interleucina-
10 (IL-10) (Fagarasan & Honjo, 2003). Nos seres humanos, pelo menos 80%
dos plasmocitos estdo localizados na lamina propria do intestino e juntos
produzem 40-60 mg/kg/dia de IgA. Esse numero excede varias vezes 0 nUmero
de células secretando imunoglobulinas de todos os outros orgaos linfoides
juntos (Van der Heijden et al., 1987). A IgA secretOria atua prevenindo a
penetracdo de antigenos luminais, microorganismos e outras proteinas
estranhas presentes na superficie intestinal, neutralizando toxinas e

organismos infecciosos (Mesteckey et al., 1999).

Em recém-nascidos, as enzimas digestivas ndo estdo completamente
ativas e a formacao de IgA secretéria ndo esta ainda estabelecida até os quatro
anos de idade. Isso leva a uma maior absorcdo de proteinas nao digeridas
causando o desencadeamento de uma resposta imune aos componentes da
dieta (Mayer, 2003).

1.2 - Assimilacéo de antigenos da dieta pela mucosa
Diariamente o organismo €é exposto uma grande quantidade de

antigenos do ambiente no trato gastrointestinal, incluindo proteinas da dieta e

micrébios comensais.
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O contato com a maior parte de antigenos do ambiente ao corpo ocorre
via superficies mucosas, como a mucosa intestinal, onde a indugcdo da
tolerancia a bactérias comensais e proteinas da dieta representa o principal
evento imunolégico em condigdes fisioldgicas (Faria & Weiner, 2005).

1.3 - Tolerancia Oral

Estudos que mostram a influéncia das proteinas da dieta sobre as
reacdes imunolégicas, em um sentido além do nutricional, datam do inicio do
século XX. Nesta época foi observado que era possivel evitar a sensibilizacdo
anafilatica em cobaias por injecado de proteinas do leite, do milho ou do ovo, por
meio da alimentacdo prévia com estas proteinas (Besredka, 1909; Wells &
Osborne, 1911, Wells, 1911). De acordo com Wells & Osborne (1911), cobaias
gue receberam uma dieta contendo milho antes de injecdes de zeina, uma das
proteinas do milho, ndo sofreram reagdes anafilaticas, como sofreram as
cobaias que ndo comeram milho. Mesmo antes destes trabalhos, jA em 1829,
encontram-se relatos sobre indios americanos que ingeriam extratos de uma
planta sensibilizante (poison ivy) como forma de impedir a dermatite de contato

com esta planta (Dakin, 1829).

Nos anos 1970, a inibicAo da reatividade imunolégica comumente
produzida pela ingestdo de uma proteina foi chamada de tolerancia oral em
analogia a tolerancia natural que o organismo desenvolve a seus componentes
(Thomas and Parrott, 1974; Andre et al, 1975; Vaz et al, 1977).

As consequéncias imunoldgicas da exposicdo oral a proteinas sao
amplas e podem, inclusive, modificar a organizacdo estrutural da mucosa
intestinal e do tecido linféide associado a esta mucosa (Menezes et al., 2003).
Entretanto, as consequéncias imunoldgicas da ingestdo de proteinas nao se

restringem a mucosa, pois tem repercussdes sistémicas.

A tolerancia oral é classicamente definida como uma diminuicdo da
reatividade imunoldgica apés imunizacdo com um antigeno que foi previamente

administrado por via oral (Vaz et al., 1997, Mowat, 1999 / Faria e Weiner, 2005
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/Smith e Nagler Anderson, 2005). Contudo, ela também é definida como uma
regulacdo, em que ocorre uma estabilizacdo da reatividade imune especifica
apos imunizacado com antigeno previamente administrado por via oral (Verdolin
et al., 2001; Carvalho et al., 2002). Em animais tolerantes, foram observadas
reducdes no aparecimento de células formadoras de anticorpos, de
imunoglobulinas circulantes e da hipersensibilidade tardia (Strobel and Mowat,
1998, Weiner, 2001).

De maneira ainda ndo esclarecida, a inducdo de tolerancia aos
antigenos da dieta depende da atividade proteolitica de enzimas digestivas,
pois sua inibicdo pode inibir a tolerizacdo (Hanson and Morimoto, 1980;
Michael, 1989). As proteinas ingeridas sdo ativamente processadas e seus
peptideos apresentados pelas células componentes do tecido linféide
associado ao intestino (GALT) (Tsuji e Kosaka, 2008). Parte das proteinas
ingeridas podem também ser encontradas intactas ou incompletamente
degradadas no sangue apoOs as refeicbes em individuos adultos normais
(Gardner, 1988).

A inducéo da tolerancia oral € influenciada por varios fatores entre eles,
a natureza do antigeno. Todos os antigenos sollveis timo-dependentes séo
capazes de induzir tolerancia oral (Strobel, 1998). A dose do antigeno assim
como a repeticdo da exposicdo oral € importante nesse processo; a ingestao
voluntaria de doses diarias do antigeno em dias consecutivos, como ocorre em
uma dieta normal, € mais eficaz na tolerizacao que a aplicacdo do antigeno por
gavagem (intubacao gastrica). O fenomeno da tolerancia assim induzida € mais

persistente e dificil de ser quebrada (Faria, 1999).

A idade dos animais é outro fator relevante: é mais dificil induzir
tolerancia em animais neonatos ou senis, o que pode ser facilitado se estes
animais recebem transferéncia de linfécitos de animais normais jovem-adultos.
Isso indica que a inducdo de tolerancia depende da imunocompeténcia do
organismo (Vaz et al., 1997; Faria, 1999). A microbiota intestinal, o background
genético e a facilidade de absorcao intestinal do antigeno, sédo fatores que

também afetam a tolerancia oral (Faria, 1999; Faria & Weiner, 2005).
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Varios mecanismos sdo propostos para explicar a tolerancia oral, tais
com o aparecimento de linfécitos supressores-reguladores, delecdo clonal de
linfécitos ou anergia (Strobel and Mowat, 1998; Faria and Weiner, 2005). A
tolerancia oral pode ser adotivamente transferida de camundongos tolerantes
para camundongos naive (Richman et al., 1978; Cunha et al., 2009) e isto fala

a favor de sua manutencao por um processo ativo.

1.4 - Efeitos Indiretos da tolerancia oral

A tolerancia oral € um fenbmeno imunologicamente especifico, por
exemplo: a ingestdo prévia de OVA previne a formacdo de anticorpos anti-
OVA, mas ndao interfere na formacao de anticorpos para outras proteinas, como
hemocianina (KLH) ou gamaglobulina bovina (BGG) (Strobel & Mowat, 1988).
No entanto em 1981, Vaz e colaboradores mostraram que em camundongos
tolerantes a OVA a injegcdo concomitante de DNP-OVA + DNP-KLH inibia a
formacédo de anticorpos anti-DNP, que deveria ser iniciada pela DNP-KLH (Vaz
et al., 1981). Varios estudos posteriores confirmaram estas observacdes
demonstrando que a injecao parental de animais tolerantes com uma proteina
tolerada (em adjuvante) leva a uma diminuicdo da resposta imune para outras
proteinas injetadas concomitantemente, ou pouco tempo depois (Miller et al.,
1991, Carvalho et al.,, 1994, 1997). Esse fendbmeno é conhecido como
“bystander suppression” (Miller et al., 1991) ou efeito indireto da tolerancia oral
(Carvalho et al., 1994, 1997).

Miller e colaboradores mostraram que ratos tratados com OVA por via
oral e posteriormente imunizados com proteina basica de mielina mais OVA em
adjuvante, tinham uma supressdo da encefalomielite experimental auto-imune
(Miller et al., 1991). Através de experimentos “in vitro” estes autores mostraram
gue o fendbmeno de inibicdo da proliferacdo celular se dava pela producao da
citocina TGF—B. Propuseram entdo que a inibigcdo (ndo especifica) da resposta
a proteina basica de mielina (MBP) era devida a uma proximidade dos linfécitos

tolerantes a OVA a aqueles reativos a MBP (Miller et al., 1991). Por isto eles
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nomearam o fendmeno inibitorio de “innocent bystander suppression” que
significa “supresséo do espectador inocente”.

Carvalho e col. (1994, 1996, 1997) mostraram que a inibicado de
respostas imunes as proteinas ndo especificamente relacionadas ao antigeno

tolerado:

- ocorre mesmo se as duas proteinas forem injetadas por vias diferentes;

- ocorre mesmo se o antigeno tolerado for injetado até 72h antes (mas nao
depois) do outro antigeno;

- permanece na imunizacao secundaria mesmo sem o antigeno tolerado, se a

imunizacao primaria for realizada na presenca do antigeno tolerado.

Para Carvalho e colaboradores, estes fendbmenos nédo podem ser
explicados pela contiguidade entre linfocitos T tolerantes e n&o tolerantes e
poderdo ser mais bem compreendidos em uma visao sistémica da atividade
imunoldgica, na qual as reacdes imunoldgicas séo interligadas e nao isoladas

em linfécitos especificos (Carvalho et al., 1994, Carvalho et al, 1997).

Experimentos realizados em nosso laboratorio indicam que os efeitos
indiretos da tolerancia oral interferem diretamente no processo inflamatoério.
Rodrigues e colaboradores (2006) mostraram que a injecdo de OVA em
animais tolerantes orais a OVA bloqueia a migracdo de células para um local
inflamado. Em outros experimentos, Ramos et al. (2009) mostraram que a
injecdo s.c. concomitante de OVA+hemoglobina em animais tolerantes orais a
OVA, impede a peritonite desencadeada pela injecdo i.p. de hemoglobina, bem
como, inibe a producéo de eosindfilos na medula éssea. Além disso, os efeitos
indiretos da injecdo parenteral do antigeno tolerado bloquearam a inflamacéo
desencadeada pela injecdo de carragenina na pata dos camundongos e
resultou também na inibicdo da producdo de NAG e MOP (indicadores indiretos

do influxo de células polimorfonucleares e mononucleares) (Ramos et al. 2009).
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Posteriormente, Costa e colaboradores analizaram a repercusséo destes
efeitos anti-inflamatérios no reparo de lesdes incisionais na pele do dorso de
camundongos tolerantes a OVA. Observaram que nos animais tolerantes a
OVA a injecdo i.p de OVA+AI(OH)3 concomitantemente com o corte da pele,
houve melhor reparo da ferida incisional, na qual o reparo ocorre por
primeira intencdo. Houve reducdo do tecido de granulacdo e de
miofibroblastos e as fibras de colageno | e lll estavam dispostas de forma
similar a da pele intacta, com espessura proxima a fibra de colageno normal.
Portanto, os efeitos indiretos da tolerancia oral melhoraram o reparo de lesdes
incisionais (Costa et al. 2011).

Em 2011, mostramos que este mesmo processo melhora o reparo de
feridas excisionais de animais tolerantes (Matos, 2011; Dissertacao de
Mestrado em Biologia Celular, UFMG). Interessantemente, a injecdo de OVA
por via i.p. em camundongos tolerantes a OVA reduz o tamanho de granulomas
pulmonares em torno de ovos de Schistosoma mansoni inoculados por via
endovenosa em camundongos nao infectados (Azevedo-Jr. et al, 2011,
Carvalho et al 2002).

Nos estudos de tolerancia oral e dos seus efeitos indiretos, a injecao
parenteral do antigeno tolerado foi sempre feita com adjuvantes, desde que a
tolerancia oral € caracterizada por comparacdo com a imunizacdo de animais
nao tolerantes, que requerem a presenca do adjuvante na imunizagcao primaria
para que ocorra a formacéo de anticorpos. Os adjuvantes séo tradicionalmente
usados nas vacinas para potenciar a imunizacdo embora ndo sejam ainda

claros os seus mecanismos de acéo (Exley, et al 2010).

1.5 — Adjuvantes

A imunologia surgiu com a busca por novas vacinas e de aplicacdes
terapéuticas do soro de animais imunes. A busca por formas eficazes de
imunizagcdo na prevencdo de doencas contagiosas ou a obtencdo de soros

hY

para tratamento, levou também a procura por adjuvantes, substancias que,
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injetadas junto com os antigenos, potenciam a producdo de anticorpos. Assim,
no inicio do século XX Glenny e cols. mostraram que certas substancias,
principalmente o hidréxido de aluminio (AI(OH)3), associado a um antigeno,
potenciavam a producdo de anticorpos (Glenny et al., 1926). Desde entéo,
substancias com atividade adjuvante tém sido misturadas a antigenos protéicos

para aumentar a sua imunogenicidade (Storni e cols. 2005).

Os compostos de aluminio como hidréxido de aluminio (AI(OH)3) sédo os
adjuvantes mais frequentemente utilizados em vacinas tanto para uso
veterindrio como para humanos. O aluminio entra na composicdo de 25
vacinas habitualmente utilizadas, incluindo contra a difteria, o tétano, a

poliomielite (Salk) e as hepatites A e B (Ministerio da Saude, 2001).

Embora o uso de adjuvantes seja hoje um evento corriqueiro na
imunologia, ainda existem muitas perguntas sobre seus mecanismos de acao.
Muitos de seus efeitos parecem depender de células apresentadoras de
antigeno, tais como células dendriticas (DCs). Adjuvantes podem afetar a
migracdo e maturacao de células apresentadoras de antigenos, ou mesmo sua
apresentacdo e a expressao de moléculas de co-estimulacdo por células
apresentadoras. Esses eventos podem, por sua vez, facilitar a interacdo das
células apresentadoras de antigenos com linfocitos T e aumentar a producéo

de anticorpos pelos linfécitos B (Mckee et al, 2007).

Os adjuvantes promovem uma inflamacdo no local onde s&o injetados
gue, por sua vez, estimula a drenagem linfatica da regido e facilita o transporte
do antigeno para os linfonodos. Outro mecanismo proposto para a acao dos
adjuvantes é a formacado de “depdsitos”, no qual o adjuvante protege o
antigeno de diluicdo e rapida degradacao/eliminacdo pelo organismo. Através
da liberacdo prolongada do antigeno intacto, o adjuvante permitiria uma
estimulacédo lenta e prolongada das células do sistema imune e isto resultaria

na producédo de altos niveis de anticorpos (Stills Jr, 2005).
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E possivel que a acido adjuvante do Al(OH)3 dependa de diferentes
mecanismos entre os quais se incluem a formagao de “depdsitos” por adsorcao
do antigeno, aumento da apresentacdo de antigenos a APCs e ativacdo ndo
especifica do sistema imune (Schijns, 2001). A imunogenicidade do antigeno
na presenca de AI(OH)3 pode ser dependente do grau de adsorcdo do
antigeno e da dose do adjuvante (Gupta, 1998). Segundo Vaz e cols., a dose
do adjuvante AI(OH)3 é mais importante do que a dose do antigeno para a
inducdo da resposta imune existindo uma linearidade entre a dose de Al(OH)3
e a magnitude da formacdo de anticorpos. Esse estudo ainda sugere que o
efeito do Al(OH)3 depende do desenvolvimento de células B (Vaz et al., 1981).

Embora muito conhecido por sua capacidade de adsorgéo e por retardar
a eliminacdo do antigeno, outros mecanismos de acdo podem ser tambéem
importantes para sua funcdo adjuvante. O Al(OH)3 pode induzir eosinofilia e
ativacdo de complemento, assim como uma intensa degranulacdo de
mastocitos no local da injecdo; quase ndo restam mastocitos intactos na
cavidade peritoneal de camundongos alguns minutos apds a injecdo de
Al(OH)3. A inflamacéo local aumenta a drenagem linfatica da regido e facilita o
transporte do antigeno para os linfonodos. As células B podem ser o principal
alvo do efeito do Al(OH)3 (Gupta, 1998; Vaz e cols., 1981).

Villa-Real et al. (2000) mostraram que o tipo de adjuvante, a via de
imunizacao ou o protocolo de imunizagcédo usado influenciam significativamente
a resposta imunologica. Em geral, o uso de compostos de aluminio como
adjuvante com proteinas puras pode resultar no estimulo de células que terédo a
caracteristica de linfécitos TH2, associadas com a producdo de IL-4, IL-5 e

anticorpos do isotipo IgG1 e IgE (Mosman et al., 1989).

A inflamacédo provocada pela injecdo do adjuvante, que é um fator
relevante no mecanismo que aumenta a producdo de anticorpos, torna-se um
fator complicador quando nosso objetivo € entender a interferéncia da atividade
imunoldgica sobre eventos inflamatorios. Em trabalhos anteriores de nosso
grupo, mostrou-se que a injecao i.p de OVA + Al(OH)3 minutos antes de uma

lesdo cutanea em camundongos tolerantes a OVA diminuia o namero de
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células inflamatdrias, o tecido de granulacdo e o niumero de miofibroblastos
durante o reparo. Um de nossos objetivos neste trabalho € averiguar se é
possivel separar o efeito do adjuvante do AI(OH)3 dos efeitos indiretos da

tolerancia oral e para isto desenvolvemos um protocolo adequado.

Entre os diferentes fenbmenos inflamatérios que poderiamos estudar
escolhemos o0 modelo de lesé&o cutanea, porque durante o reparo a inflamacgao
€ apenas uma das fases de um conjunto de elementos que podem ser
modificados pelos efeitos indiretos da toleréncia oral e as consequéncias do

bloqueio da inflamagéao neste modelo s&o extremamente interessantes.

1.6 - Reparo de lesdes cutaneas e inflamacéo

Lesbes em tecidos ou orgaos decorrentes de infec¢des, acidentes ou
cirurgias podem ser reparados por processos que reconstituem o tecido
natural, ou, por processos que substituem este tecido por uma matriz
extracelular desordenada resultando em uma cicatriz (Gurtner et al, 2008).
Apés lesbes de pele em mamiferos adultos o fechamento da leséo
normalmente ndo é regenerativo; a integridade dérmica € restabelecida, mas
com substituicdo por tecido cicatricial. Na area da lesdo estdo ausentes 0s
foliculos pilosos e outros apéndices dérmicos, e a derme passa a ter um
padrdo desorganizado de deposicdo de colageno e uma menor resisténcia

ténsil quando comparada com a pele intacta (Dang e Beanes et al., 2003).

O reparo de lesdes de pele é um processo complexo que envolve varios
tipos celulares, tanto residentes como de origem hematopoiética que migram
para o local da lesdo. Didaticamente, o reparo de lesdes pode ser dividido em
trés fases: inflamacéo, formacao do tecido de granulacdo e maturacdo (Gurtner
et al., 2008, Stramer et al., 2007, Martin et al., 2003, Martin, 1997, Eming et al,
2007). Uma deficiéncia ou alteracdo em qualquer uma dessas fases tera

consequéncias no tempo ou qualidade do reparo tecidual (Kinsey et al, 2003).
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Uma ferida pode cicatrizar de duas formas, que dependem da
guantidade de tecido lesado ou danificado e da presenca ou ndo de infeccao:
estas formas sao conhecidas como primeira e segunda intencdo. A cicatrizacao
por primeira intengdo ocorre quando as bordas da ferida s&o apostas ou
aproximadas, havendo perda minima de tecido, auséncia de infec¢cdo e minimo
edema; as acbes de miofibroblastos sao minimizadas e o tecido de granulacao
€ pouco extenso. Ja a cicatrizacado por segunda intencdo, ocorre uma perda
excessiva de tecido com a presenca ou nao de infeccdo e a aproximacao
primaria das bordas ndo é possivel; as feridas sdo deixadas abertas e se
fechardo pela contracdo mediada por miofibroblastos e reepitelizacdo. Neste
tipo de cicatrizacdo ha uma grande quantidade de tecido de granulagédo devido
a perda tecidual, produzindo uma cicatriz de dimensdes significativas (Orgill e
Demling, 1988; Swain, et al, 1995; Robbins e Cotran, 2005).

A primeira fase do processo de reparo inicia-se imediatamente apds a
lesdo com a liberacdo de quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e
outros produtos derivados das células lesadas, de células residentes, tais como
mastocitos e fibroblastos, e de plaquetas ativadas (Eming et al, 2009). A
ativacao de plaguetas inicia a cascata de coagulacédo que converte fibrinogénio
em fibrina impedindo a perda de sangue no local (Martin & Leibovisch, 2005).
Contribuem para a hemostasia: a vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e
deposicdo de fibrina, resultante da cascata de coagulacdo. O produto final
deste processo € a formacao da crosta que é composta primariamente por uma
concentracdo de fibrina e plaguetas agregadas embebidas em células
sanguineas (Martin, 1997 e Eming 2007). Este processo de hemostase (parada
do sangramento) previne a ampla perda de fluido e eletrélitos do local da ferida
(Monaco e Lawrence, 2003). Os produtos liberados pelas células ativadas pela
lesdo tecidual atraem leucocitos circulantes, como neutréfilos, mondcitos e

linfécitos.

Os mastocitos podem desempenhar um papel chave em todas as fases
do reparo pela liberacdo do conteido de seus granulos (Ng, 2010). Os
mastocitos estdo presentes no tecido lesado e secretam diversos mediadores

guimicos como a histamina, heparina, leucotrienos (Rang, 2001). A histamina
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liberada aumenta permeabilidade capilar, faz vasodilatacdo e facilita a
passagem do fibrinogénio. Na fase inicial os mastdcitos ativam o endotélio
aumentando a expressdo de moléculas de adesdo, ativam macrofagos
aumentando a capacidade de fagocitose destas células e estimulam a
infiltracdo de neutrofilos no local da lesédo (Egozi et al, 2003).

Os mastécitos desempenham também um papel importante na
reconstituicdo do tecido lesado e sua revascularizacdo inicial através da
producédo e liberacdo de uma série de fatores, incluindo TNFa, do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), do fator de crescimento endotelial
(VEGF) e do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) (Nienartowicz et al,
2006). Fatores produzidos por mastocitos ativam os fibroblastos promovendo a
sintese de colageno e auxiliando na deposicdo de uma matriz temporaria no
ferimento. Os mastécitos também participam na formacdo de uma matriz
permanente na fase de remodelacao tecidual (Yamamoto et al, 2000, Iba et al,
2004).

Os neutrofilos séo as primeiras células inflamatérias a chegarem ao local
lesado enquanto os macrofagos infiltram na ferida apds os neutréfilos. Os
macrofagos apresentam funcgdes imunoldgicas como células apresentadoras de
antigenos e também removem restos celulares, particulas estranhas, bactérias,
bem como os neutréfilos que sofreram apoptose no local da lesdo (Brown,
1995; DiPietro, 1995; Martin and Leibovisch, 2005).

Os macrofagos também possuem funcdo essencial no processo
cicatricial, por secretarem fatores de crescimento, promovendo ndo s6 a
proliferacdo celular e sintese protéica, como também a producdo de
componentes da matriz extracelular (Iba et al., 2004; Szpaderska; Dipietro,
2005). As citocinas liberadas por estas células: Fator de Crescimento
Derivados de Plaqueta (PGDF), Fator de Crescimento Transformante B (TGF-
B), Fator de Crescimento Epidermal (EGF), Fator de Necrose Tumoral (TNF),
Fatores de Crescimento de Fibroblastos (FGF), entre outras, provocam o

influxo de neutréfilos, bem como a migracdo e proliferacdo de células
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endoteliais, fibroblastos e células indiferenciadas que comecardo a repopular o
local da leséo (Riches, 1996; Dantas, 2000; Werner; Grose, 2003).

Sob acdo destes fatores mitogénicos e quimiotaticos, as células
endoteliais que circundam a lesdo migram até esta para formar novos vasos
sanguineos. A interleucina-4 (IL-4), citocina secretada por macrofagos, é
também responsavel pela formagdo do tecido conjuntivo (por exemplo,
producdo de colageno por fibroblastos) fazendo com que fibroblastos e outras
células presentes migrem através das trabéculas de fibrina presentes na lesédo
(Mutsaers et al., 1997; Branski et al., 2005).

Um estudo recente mostrou que os macrofagos recrutados durante as
diversas fases de reparo da pele (ou seja, a inflamatodria, formacgéo do tecido de
granulacado, e as fases de maturacdo dos tecidos) exercem funcgdes distintas
(Lucas et al., 2010). Em particular, os macrofagos parecem desempenhar um
papel importante na promoc¢édo da fase inicial da angiogenese do tecido de
granulacao, maturacao vascular e uma estabilizacao da mesma nas fases
subsequentes, os macrofagos exercem funcgdes distintas durante as diversas
fases de reparacdo da pele que sdo complementares para restaurar a

integridade da mesma (Lucas et al., 2010).

Na reepitelizacdo had migracdo de queratinécitos ndo lesados das
margens da ferida os quais proliferam, sendo os fatores de crescimento PPARa
e PPARpB, considerados os responsaveis pelo aumento das mitoses e
hiperplasia do epitélio. O primeiro esta mais envolvido na fase inicial da
cicatrizacao e o segundo PPAR[ no controle da proliferacdo dos queratindcitos
desta fase (Hatanaka; Curi, 2007).

A fase de formacéao do tecido de granulacdo ou fase proliferativa € uma
fase de predominante atividade celular onde ocorre o preenchimento do espaco
produzido pela lesdo por fibroblastos, matriz extracelular e proliferacdo de
vasos sanguineos (Mcculloth e Kloth, 2002). E denominada fase de formacao
do tecido de granulacdo por causa do aspecto granular e com coloracao

avermelhada produzida pela angiogénese no local da lesdo. Nesta fase ocorre
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grande proliferacdo fibroblastica e migracdo celular para dentro da matriz

provisoria (O’Leary et al., 2002).

Durante a fase de remodelagem, o tecido de granulacdo é substituido
por tecido cicatricial e a crosta, rica em fibrina, é substituida por tecido
cicatricial maduro devido uma deposicdo ordenada de fibronectina e colageno
tipo Ill, e finalmente, por colageno tipo I, &cido hialurénico e proteoglicanas
(O’leary et al., 2002). O tamanho da ferida € diminuido substancialmente pela
acdo de células mediadoras da contracdo da matriz. Isto € primariamente feito
pelos fibroblastos que se encontram no tecido de granulacdo, muitos dos quais
se diferenciam em um fenétipo, no qual sdo referidos como miofibroblastos
(OLeary et al., 2002). Nessa fase ha reorganizacédo de colageno e aumento da
resisténcia da cicatriz. A remodelagem envolve etapas sucessivas de
producéo, digestéo e orientacédo das fibras colagenas (Hatanaka; Curi, 2007).
Apesar de uma longa fase de remodelagem, as fibras colagenas no tecido
cicatrizado nao se tornaréo tdo organizadas como na derme intacta, da mesma
forma, a resisténcia ténsil da cicatriz, também ndo sera igual (Monaco e

Lawrence, 2003).

Ha diferencas significativas no reparo de lesbes na pele entre adultos e
embribes de mamiferos. Nos adultos, normalmente o reparo termina com a
formacédo de cicatrizes de diferentes graus. Por outro lado, uma lesédo na pele
do feto pode fechar rapidamente, com reconstituicdo da estrutura original, sem
cicatriz e a reconstituicdo completa da pele, incluindo a formac&o de um padrao
normal de matriz extracelular, capilares, foliculos pilosos, glandulas, vasos e
nervos (Ferguson and O'Kane, 2004, Whitby and Ferguson, 1991). Diferencas
na pele de embriées e adultos estdo relacionadas com o perfil e concentragcao
de fatores de crescimento celular; com a composicdo de matriz extracelular;
com o estado de diferenciacdo de células como fibroblastos, queratinécitos,
células endoteliais e células inflamatérias (Ferguson et al., 1996, Whitby and
Ferguson, 1991). Os embrides possuem baixas taxas de TGFB1, TGFp2,
PDGF e altos niveis de TGFB3 e a manipulagao de feridas de adultos pela
adicdo de TGFB3 ou neutralizacdo de PDGF, TGFB1 e TGFB2 resulta em
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fechamento sem cicatriz (Gawronska-Kozak, 2004, Ferguson and O'Kane,
2004).

Também diferem entre embrides e adultos além dos fatores de
crescimento, componentes da matriz extracelular. Embrides possuem mais
tenascina-C e ap0s o reparo das lesdes a deposicdo de coldgeno é
indistinguivel da pele sem lesdo (Ferguson et al., 1996, Whitby and Ferguson,
1991). Outro componente da matriz em maior quantidade na pele de fetos é o
acido hialurénico numa forma altamente hidratada onde exerce o papel que
permite a resisténcia a deformacéo e facilita o movimento celular (Toole, 1997,
Clark, 1996) e também estimula a sintese de colageno por fibroblastos in vitro
(Mast et al, 1991, 1993).

Citocinas pro-inflamatérias, tais como a interleucina 6 (IL-6) e
interleucina 8 (IL-8), também sao produzidas na ferida de pele de fetos, porém,
esta producdo € minima quando comparada com a de adultos (Liechty et al,
2000). A baixa producdo dessas citocinas na ferida de fetos correlaciona-se
com a quase auséncia de leucocitos e com a reducdo da resposta inflamatoria.
Desta forma, quando IL-6 exdgeno € adicionado na ferida de feto, ocorre
formacéo de cicatriz (Liechty et al, 2000; Harty et al, 2003).

Como vimos, uma série de fatores influenciam o processo de reparo,
mas uma reacdao inflamatéria minima tem sido correlacionada com a auséncia
ou diminuicdo de cicatrizes apos lesbes em peles de fetos e também em

adultos com alteracBes na atividade imunoldgica.

Trabalhos anteriores mostraram que em camundongos tolerantes a OVA
a injecdo parenteral de OVA minutos antes da lesdo inibe a inflamacdo e
diminue a cicatriz (Costa et al, 2011, Matos, 2011).

Os estudos que mostram que os efeitos indiretos da injecdo de
antigenos tolerados inibem processos inflamatérios, como a reducdo da
inflamacéo induzida pela injecdo de carragenina na pata de camundongos

(Ramos et al., 2009), a formagao de granulomas em torno de ovos de S.
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mansoni (Carvalho et al, 2002; Azevedo-Jr, 2012) ou ainda a inflamacao apos
lesbes de pele (Costa et al., 2011, Matos, 2011), utilizaram a OVA como

antigeno tolerado e o Al(OH)3 como adjuvante durante a imunizacao.

1.7 - Utilizac&o da zeina, uma das proteinas do milho

Animais que recebem proteinas do milho em sua dieta ndo sofrem
reacdes anafildticas quando imunizados com a zeina (Wells and Osborne,
1911). A adicdo de zeina a imunizagdo com DNP-OVA impede a formacédo de
anticorpos para DNP, mostrando que em nivel de anticorpos os efeitos
indiretos da tolerancia podem ocorrer com componentes da dieta (Carvalho et
al, 1996).

E possivel que os efeitos indiretos da tolerancia oral aos componentes
comuns da dieta possam também alterar o processo de reparo de lesbes

cutaneas diminuindo a formacéo de cicatrizes.

Os cereais em graos constituem a principal fonte alimentar da maior
parte das pessoas. Nos paises em desenvolvimento a maior parte da producao
de milho é destinada ao consumo humano, enquanto que nos paises
desenvolvidos grande parte da producéo € destinada a industria e producéo de
racdo animal. O milho é, entdo, uma das principais matérias primas para a
industria de alimentos (Fageer & Tinay, 2004, Goncalves et al., 2003). Desse
cereal, é possivel obter 6leo, fuba, canjica, farelo, amido, amilose,
amilopectina, zeina e fibras. As proteinas do grdo de milho podem ser
classificadas em seis fracdes de acordo com Landry & Moureaux (1970), como
albumina, globulina, zeina, glutelina 1, glutelina 2 e glutelina 3. A zeina
pertence a classe de prolaminas, que ocorre especificamente em cereais, e é a
maior classe das proteinas constituintes do milho, aproximadamente 45 — 50
%.
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2 — Objetivos

2.1 - Objetivo Geral
Verificar se a melhora do reparo de lesGes na pele de camundongos produzida
pelos efeitos indiretos da tolerancia oral pode ser observada com uma proteina

diferente da ovalbumina ou na auséncia de adjuvante.

2.2 - Objetivos Especificos

1 — Avaliar se os efeitos indiretos da tolerancia oral a um componente da dieta
(zeina) diminuem o infiltrado inflamatério e a area do tecido de granulacao apés
a lesdo, analisando histologicamente a pele nos dias 5 e 7 apés a leséo.

2 — Avaliar se os efeitos indiretos da tolerancia oral a um componente da dieta
(zeina) facilitam a regeneracdo da pele e reduzem a area da cicatriz,
analisando histologicamente a regido da leséao 40 dias apos a leséo.

3 — Verificar se a imunizacdo secundaria com uma proteina tolerada sem
adjuvante e concomitante com a lesdo na pele de camundongos diminui o
infiltrado inflamatério e a area do tecido de granulacdo, analisando

histologicamente a pele no dia 5 apods a lesao.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 — Animais

Camundongos C57BL/6, machos, com oito semanas de idade,
procedentes do Biotério Central da UFMG. Durante todo o experimento 0s
animais permaneceram no Biotério de Animais Experimentais do Departamento

de Morfologia (Camara Climatizada).
3.2 - Dieta dos camundongos: racado contendo Zeina

Os animais receberam racdo para Animais de Laboratério Nuvital/Nuvilab
CR-1 como Unica fonte de alimento. O milho entra na composicdo desta racao
gue, portanto, contém zeina.
3.3 — Antigenos

Zeina - A proteina purificada foi obtida da Sigma (Sigma Aldrich St.
Louis, MO).

Ovalbumina - obtida da Sigma (Sigma Aldrich St. Louis, MO).

3.4 — Adjuvante

A imunizacao foi feita com ou sem o adjuvante hidréxido de aluminio -

Al(OH)3 (Medicamento Genérico, Sao Paulo, Brasil).

3.5 - Efeitos indiretos da tolerancia oral com componente da dieta

Todos os camundongos foram alimentados com racdo comercial para
animais de laboratdrio (Nuvital/Nuvilab CR-1) que contém milho na sua
composicdo. Quando os animais chegaram a oitava semana de vida, 0 grupo
experimental recebeu uma injecéo i.p. de 10 ug de zeina + 1,6 ug de Al(OH);3

num volume final de 100 pl por via intraperitoneal (i.p.) até 30 minutos antes da
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lesdo incisional ou excisional na pele do dorso. Os camundongos dos grupos
Controle receberam 250 pl de salina i.p. até 30 minutos antes da lesao.

3.6 - Inducéo de tolerancia oral a OVA pelo tratamento oral com solucao

de clarade ovo e efeitos indiretos da tolerancia oral com OVA

Para inducdo de tolerancia oral para OVA os camundongos do grupo
experimental receberam um tratamento oral com clara de ovo na concentragéo
1:5 em &gua, como unica fonte de liquido, durante trés dias consecutivos. Este
tratamento oral terminou sete dias antes da imunizagdo primaria por via i.p.
com 10 pug de OVA + 1,6 mg de AI(OH)3 + salina, num volume final 250 pL.
Alguns grupos receberam uma imunizacéo secundaria com 10 pg de OVA sem
adjuvante 14 dias apos a primaria. Os grupos controle ndo tolerantes a OVA
nao tiveram tratamento oral com clara de ovo e foram mantidos com agua ad

libitum.

3.7 - Efeitos indiretos da tolerancia oral com ou sem adjuvante

Para comparar o efeito indireto da injecdo do antigeno tolerado com
adjuvante ou na auséncia de adjuvante os animais receberam a lesédo logo

apos a imunizacao primaria ou secundaria com OVA.

3.8 - Modelos Experimentais para estudo do fechamento da leséo cutanea

3.8.1 - Lesao Incisional no dorso

Os animais foram anestesiados pela injecdo i.p. de 0,10 ml de uma
solucéo de cloridrato de Ketamina (97 mg/Kg) (Dopalen injetavel-Vetbrands) e
xilazina (16,5 mg/Kg) (Dopaser solucdo injetavel) diluidos 1:3 em salina
fisiol6égica. ApGs a anestesia foi feita a tricotomia e limpeza da pele com alcool
70%. Uma ferida incisional linear de 1,0 cm de extensdo e com profundidade
até a camada muscular da pele foi feita com uma lamina de barbear, em um
dos lados paramédio do dorso (Figura 1). Em seguida, a borda da lesdo foi

aproximada e a ferida protegida com Micropore (3M).
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Figura 1 — Incisdo linear no
dorso. Adaptado de: Reid RR,
Said HK, Mogford JE, Mustoe, TA.
The future of wound healing:
Pursuing surgical models in
transgenic and knockout mice. J
Am Coll Surg. v. 199, n. 4, p. 578-
585, 2004(Reid et al., 2004).

3.8.2 - Lesao Excisional no dorso

Os camundongos foram anestesiados pela injecdo i.p. de 0,10 ml de
uma solugcdo de cloridrato de Ketamina (97 mg/Kg) (Dopalen injetavel-
Vetbrands) e Xilazina (16,5 mg/Kg) (Dopaser solucéo injetavel) diluidos 1:3 em
salina fisiologica. Apés a anestesia, foi feita a tricotomia e limpeza da pele com
alcool 70%, e foi feita a ferida no dorso do animal com um Punch dermatolégico
com diametro de 6,5mm como mostra figura 2 e as lesdes foram deixadas sem
curativo e sem reaproximacdo das bordas, de modo a fechar por segunda
intencao.

A 1 2 Figura 2 - Excisdo na pele do
dorso de camundongos.
Adaptado de: GALIANO et al. 2004
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3.9 - Avaliagdo do fechamento da les&o excisional no dorso do

camundongo

A lesdo excisional foi fotografada 40 dias apés a lesédo. Para tanto, os
camundongos foram anestesiados com dose minima de anestésico e
posicionados em decubito ventral ao lado de uma régua milimetrada. As fotos
foram feitas com maquina digital (Sony DSC-F717, Japao) e foram transferidas
para o computador para posterior analise com o programa Image Tool Version
3.0 (UTHSCSA, San Antonio, Texas USA). Nesse programa a area da lesao foi

delimitada e medida em mm?2.

3.10 - Coleta da pele e Processamento Histolégico

Nos dias 5, 7 e 40 apos a lesdo, os animais foram sacrificados e logo
apos foram coletados os fragmentos de pele para a avaliacdo histopatoldgica
da leséo. O fragmento da pele foi cortado em duas partes perpendicular ao eixo
maior da lesdo, tanto para a leséo incisional quanto para a lesdo excisional
(Figura 3). O material histolégico foi fixado em formalina de Carlson em
Tampao Milloning (pH 7.0) por 24h e depois o material foi transferido para

alcool 70% e submetido as etapas que se seguem em temperatura ambiente:

Desidratacao: série gradual de etanol (70% - 100%) — 30 minutos cada

Diafanizacao: xilol em temperatura ambiente (3X) — 20 minutos cada

Infiltracdo: Parafina a 56° C (3X) — 20 minutos cada

Inclusdo: em parafina a 56°C.

Posteriormente a inclusado, foram realizados cortes histologicos com uso

do Micrétomo Semi Automatico (Microm — HM 335 E) na espessura de 5um.

Esses cortes foram entdo corados com HE (Hematoxilina e Eosina) ou TG

(tricromético de Gomori).
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Figura 3 — Coleta e processamento histoldégico da pele do dorso de camundongos com
les@o incisional e excisional.

3.11 - Anélises morfoldgicas dos tecidos

A coloracdo de Hematoxilina e Eosina foi utilizada para a identificacéo
de estruturas como glandulas sebaceas, foliculo piloso, tecido epitelial, tecido
adiposo, musculo, infiltrado inflamatorio e tecido de granulacdo. O tricromatico
de Gomori foi utilizado para melhor visualizacdo do tecido conjuntivo e das

fibras colagenas.

3.12 - AquisicOes de imagens

As imagens de microscopia de luz foram adquiridas utilizando uma
camera Olympus Q Colour 3 acoplada ao microscopio Olympus BX50
conectadas ao computador através do programa Q-Capture Pro (Qlmaging,

Canada).

3.13 — Morfometria

Para quantificar os diferentes tipos celulares presentes na area de
reparo foram feitas andlises morfométricas dos numeros de células
inflamatorias e fibroblastos contando sete ou dez areas da lesdo de 100 pm?2
cada, usando um reticulo de 100 pm?2 colocado na ocular do microscépio
(Figura 4).
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Figura 4 — Reticulo de 100 pm?2
para uso naanalise
morfometrica.

Para a quantificacdo de células da leséo incisional foram contadas trés
areas na regido da lesdo e quatro areas adjacentes a camada muscular da
derme proximas da area lesada (Fig. 5 A). Na leséo excisional, foram contadas
seis areas na regiao da lesdo sendo trés abaixo do epitélio e trés na regido da
derme e outras quatro na regido da camada muscular da pele préximas a
regido da leséo (Fig. 5 B).
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Figura 5 - Posicdo de campos para analise morfométrica. Em A, para contagem de células
na area da lesdo Incisional e em B, para contagem na area da leséo Excisional.

3.14 - Andlise estatistica dos resultados

Para andlises estatisticas usou-se o programa Graphpad Prism 5
(GraphPad Software, CA, USA) e as diferencas estatisticas entre 0s grupos
foram determinadas usando ANOVA one-way e teste Student-Newman-Keuls.

Valores para p<0,05 foram considerados significativos.
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4 — Resultados

4.1 - Analise da influéncia do adjuvantenos efeitos indiretos da
administracdo parenteral de uma proteina tolerada no reparo de leséo

incisional na pele de camundongos.

Para examinar se a inje¢cdo de proteinas toleradas interfere no processo
de reparo de leséo de pele mesmo na auséncia do adjuvante utilizou-se o
modelo de lesdo incisional linear. Seis grupos de camundongos foram
utilizados, os animais foram tratados como descrito em materiais e métodos e

ilustracéo abaixo (Figura 6):

Influéncia do Adjuvante Hidroxido de Aluminio nos Efeitos Indiretos da Tolerancia Oral

Grupos:
Dias Consecutivos
(-3-2-1) 0 7 Dias (12 Primaria) 14 Dias (22 Secundaria + lesdo)
Controle Agua i.p. Salina i.p. salina + Jesdo
= 3 0
AT 87 A
Adjuvante Agua i.p. Al (OH)3 i.p. Al (OH)3 + lesédo
N=6 / : A /,
LS S vy
Imune Controle Agua i.p. Al (OH)3+ OVA+lesédo
N=6 P P A
A AL
Imune Sem Adj. 22 Agua i.p. Al (OH)3+ OVA i.p. OVA + lesédo
N=6 o e e
I W
Tolerante Controle  Agua + Ova i.p. Al (OH)3+ OVA+lesédo
N=6
PPy
Tolerante Sem Adj. ZawAgua +Ova i.p. Al (OH)3+ OVA i.p. OVA + lesédo
N=6
22 L 25

S v

Figura 6 - Protocolo experimental, a influéncia do adjuvante Hidréxido de Aluminio nos
efeitos indiretos da tolerancia oral. Os animais tolerantes receberam uma solucéo de clara
de ovo diluida 1:5 em &gua, como Unica fonte de liquido, durante trés dias consecutivos. Sete
dias ap0s o tratamento oral, foi realizada a imunizagao primaria e os camundongos receberam
10 pg de OVA + 1,6 mg de Al (OH); + salina fisiolégica por via intraperitoneal (i.p.). A
imunizacdo secundaria foi realizada vinte dias depois da imunizacdo primaria com 10 pg de
Ovalbumina sem adjuvante, minutos antes da les&o incisional linear de primeira intencdo na
pele. O grupo controle foi mantido com agua.
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Os animais foram sacrificados cinco dias apés a lesao e fez-se a analise
histopatologica apoOs coloracdo com HE para avaliar sehavia diferenga no

infiltrado inflamatdrio, tecido de granulacao e re-epitelizacdo, entre 0s grupos.

No quinto dia ap6s a lesédo no grupo controle sem nenhum tratamento
adicional pode-se observar uma completa re-epitelizacdo em todos os animais.
No entanto, o epitélio encontra-se retraido na area da lesdo e mais espesso
gue na area adjacente, com um acumulo de células na camada espinhosa. O
tecido de granulacdo engloba uma area extensa e ainda ocorre uma grande
quantidade de células inflamatorias além de fibroblastos (Fig. 7 C, E e F). Na
derme adjacente a area da lesdo e na camada muscular da derme também se

encontram muitas células inflamatérias (Fig. 7 C).

Ja no grupo Lesdo+Adjuvante no quinto dia apdés a lesdo pode-se
observar que todos 0s animais do grupo apresentavam um epitélio retraido na
area da lesdo, a maioria com uma crosta discreta, epitélio bastante espesso,
com um acumulo de células na camada espinhosa exatamente na area da
lesdo e também todos os animais reepitelizaram, semelhante ao grupo controle

como pode ser visto na figura7 B e C.

Na analise morfométrica quantificou-se o numero de fibroblastos e
células inflamatérias no local da lesédo e ao redor da mesma como descrito na
metodologia (Fig. 5A). A injecdo do adjuvante nao interferiu no niamero de
células inflamatorias e fibroblastos encontrados no quinto dia apds a lesao (Fig.
7).
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Figura 7 — Avaliagdo histopatoldégica e morfometrica do fechamento da ferida incisional
linear de primeira intengcdo no dorso de camundongos C57BL/6 e influéncia no perfil
celular do adjuvante hidréxido de aluminio nos grupos controle. Em A é possivel observar o
grupo pele intacta onde o mesmo néo sofreu nenhuma alteracéo, apenas a coleta de sua pele.
Com cinco dias apds a lesédo ha completa re-epitelizacdo, com presenca de crosta em alguns
animais de ambos os grupos. Observa-se um infiltrado inflamatério na area da lesdo e sua
disperséo na derme ao redor da mesma. O infiltrado inflamatdrio disperso mais intensamente na
camada muscular da derme no grupo que recebeu apenas a lesdo quando comparado ao grupo
lesdo+adjuvante. (A) Células inflamatérias por pm?2, (?) Fibroblastos por pm2. O grupo
Lesdo+Controle recebeu apenas a lesédo e imunizacéo i.p. com salina tanto na primaria quanto
na secundaria, j& o grupo Lesdo+Adjuvante recebeu apenas 1,6mg Al(OH); i.p. em ambas as
imunizacdes 12 e 22 e sempre vinte dias apés a primaria foi feita a lesdo mais a imunizacao
secundéaria em ambos os grupos. Coloracao HE, objetivas de 10x, escala da barra = 100um.
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Costa e colaboradores mostraram que em camundongos tolerantes a
OVA ainjecao i.p de OVA mais adjuvante AI[(OH)3 minutos antes de uma lesdo
incisional na pele diminui o numero de células inflamatorias e de fibroblastos e
melhora o reparo da pele (Costa et. al., 2011). Em nossos experimentos
testamos se 0 mesmo efeito poderia ser obtido na auséncia de adjuvante. Para
efeitos de comparacao incluimos no protocolo 0os grupos que receberam a
lesd@o logo apo6s a imunizacdo primaria com OVA + Al(OH)3, tolerantes ou ndo
a OVA. Como podemos ver na figura 1, nos camundongos tolerantes a OVA, a
injecdo de OVA + AI(OH)s; reduziu o numero de celulas inflamatorias e de
fibroblastos enquanto que nos grupos Imune Controle e Controle isso néo
ocorreu exatamente como encontrado por Costa e colaboradores (Fig. 8) em
2011 (Costa et al, 2011).

Na analise morfométrica quantificou-se o numero de fibroblastos e células
inflamatorias no local da lesdo e ao redor da mesma como ja foi descrito na
metodologia (Fig. 5A). Observou-se como mostra a figura 8 que o numero de
células inflamatorias e fibroblastos (Fig. 8 E e F) sdo estatisticamente diferente

do grupo Lesao+Controle.
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Figura 8 — Avaliagdo histopatol6égica e morfometrica do fechamento da ferida incisional
linear de primeira intengcdo no dorso de camundongos C57BL/6 e influéncia no perfil
celular do adjuvante hidroxido de aluminio nos efeitos indiretos da tolerancia oral. Em A é
possivel observar o grupo pele intacta onde o mesmo nao sofreu nenhuma alteragdo, apenas a
coleta de sua pele. Com cinco dias ap0s a lesdo ha completa re-epitelizagdo. Observa-se um
infiltrado inflamatério na area da lesdo e sua dispersao na derme ao redor da mesma no grupo
lesdo+Imune Controle e também O infiltrado inflamatério dispersa mais intensamente na camada
muscular da derme. Ja o grupo Lesdo+Tolerante Controle tem menos células inflamatérias e
fibroblastos quando comparado com o grupo Lesdo+Controle. (E) Fibroblastos por umz2, (F)
Células inflamatérias por um2. Barras pontilhadas: pele intacta sem lesdo, barras pretas:
imunizados com salina, barras listradas: imunizados i.p. com 1,6mg Al(OH); mais 10ug
OVA(Imunizagao primaria)+lesdo incisional. Barras Brancas: previamente tolerizado para OVA e
imunizado i.p. com 1,6mg Al(OH); mais 10pg OVA e leséo incisional. Coloracdo HE, objetivas de
10x, escala da barra = 100um.* p<0,05 em comparacdo com o controle imune (ambos
imunizacao primaria).

Por outro lado, nos animais tolerantes a OVA a imunizacdo secundaria
com OVA na auséncia de adjuvante ndo conseguiu reproduzir os efeitos
indiretos da tolerancia oral como visto por Costa em 2011, onde a imunizagao
secundaria com OVA na ausencia do hidroxido de aluminio como adjuvante
ndo diminuiu o numero de fibroblastos e nem de celulas inflamatorias como

visto no grupo Tolerante Controle (Fig. 9).
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Na analise morfométrica quantificou-se o numero de fibroblastos e células
inflamatoérias no local da lesdo e ao redor da mesma como j& foi descrito na
metodologia (Fig. 5A). Observou-se como mostra a figura 9 que o numero de
células inflamatorias e fibroblastos (Fig. 9 E e F) ndo sdo estatisticamente
diferente do grupo Lesdo+Controle.
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Figura 9 — Avaliagdo histopatoldégica e morfometrica do fechamento da ferida incisional
linear de primeira intencdo no dorso de camundongos C57BL/6 e influéncia no perfil
celular do adjuvante hidroxido de aluminio nos efeitos indiretos da tolerancia oral nos
grupos experimentais. Em A é possivel observar o grupo pele intacta onde o mesmo néo
sofreu nenhuma alteracé@o, apenas a coleta da pele. Com cinco dias apds a lesdo ha completa
re-epitelizagdo em ambos os grupos. Observa-se um infiltrado inflamatério na area da leséo e
sua dispersado na derme ao redor da mesma no grupo lesdo+Iimune sem Adj. Na 22 e também o
infiltrado inflamatério disperso mais intensamente na camada muscular da derme. J4 o grupo
Lesdo+Tolerante sem Adj. Na 2% tem menos células inflamatérias e fibroblastos quando
comparado com o grupo Les@o+Controle, porém ndo séo significativamente diferente do mesmo
(E) Fibroblastos por umz?, (F) Células inflamatdrias por um2. Barras pontilhadas: pele intacta sem
lesdo, barras pretas: imunizados com salina, barras listradas: imunizados i.p. com 1,6mg Al(OH)3
mais 10pg OVA(Imunizagdo priméria)+lesdo incisional e imunizados i.p. com 10ug
OVA(Imuniza¢do Secundaria). Barras Brancas: previamente tolerizado para OVA e imunizado
i.p. com 1,6mg AI(OH); mais 10ug OVA+lesdo incisional e imunizados i.p. com 10ug
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OVA(Imunizacdo Secundéria). Coloracdo HE, objetivas de 10x, escala da barra = 100um.*
p=<0,05 em comparagao com o controle imune (ambos imunizagéo primaria).

4.2 - Efeitos indiretos da administracdo parenteral de uma proteina da
dieta no reparo de lesdes incisionais lineares na pele do dorso de

camundongos.

Inicialmente avaliamos os efeitos indiretos da toleréncia oral com uma
proteina presente na dieta regular dos camundongos no reparo de lesdes
incisionais, cuja cicatriza¢cao ocorre por primeira intencdo. Os camundongos de
oito semanas de idade foram divididos em dois grupos conforme protocolo
apresentado na figura 10 A. O grupo controle da lesdo recebeu uma injecéao de
250 pl de salina por via i.p. 30 minutos antes da leséo e o grupo experimental
recebeu uma injecdo i.p. de 10ug Zeina em 1,6 mg de Al(OH)3 30 minutos

antes da lesao.

Grupos Experimentais

= % Salinai.p
e A - N ~ Lesdo Incisional

(n=6) . (Coleta 05d)

Agua + Ragdo

v

Imuniza¢do com

‘\/\ % Zeina e Adjuvantei.p.
Lesao Incisional
Zeina g > g ' mncisional
R = (Coleta 05d)

Agua +Racdo .

Figura 10 A — Protocolo experimental, efeitos indiretos da tolerancia oral a um
componente da dieta (zeina).
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No dia 05 apos a lesdo a pele foi coletada para avaliagdo histologica
onde foram analisados os aspectos gerais do tecido, o infiltrado inflamatério e o
tecido de granulacgéo (Fig. 3).

No grupo controle Lesdo observamos que todos o0s animais
apresentavam uma completa re-epitelizacdo, com o epitélio retraido e mais
espesso na area da lesdo. Havia um acumulo de células na camada espinhosa
na area da lesdo. Neste grupo o tecido de granulacdo formado estendia-se por
uma ampla area. A derme adjacente a area da lesdo e a camada muscular da
derme apresentavam um grande namero de células inflamatérias (Fig. 11 B).
Em todos os animais do grupo havia um inicio de deposicdo de colageno na

derme.

Por outro lado, no grupo experimental que recebeu uma injecdo de
Zeina antes da lesao foi possivel observar que no quinto dia apos a leséao todos
0s animais do grupo apresentavam um epitélio levemente retraido na area da
lesdo, menos espesso, com menor numero de células na camada espinhosa
gue o grupo controle. O tecido de granulacédo estendia-se por uma menor area,
a derme adjacente a éarea da lesdo e a camada muscular da derme
apresentava uma discreta presenca de células inflamatorias (Fig. 11 C). Em

todos os animais deste grupo também havia o inicio da deposicao de colageno.

Fizemos, entdo, uma analise morfométrica do numero de células
inflamatérias e fibroblastos contando estas células em sete areas da lesao,
cada uma destas areas com 100 um?, conforme descrito na metodologia (Fig.
5A).

Tanto o namero de células inflamatérias quanto de fibroblastos estava
reduzido nos animais do grupo experimental que recebeu a injecdo da Zeina
antes da lesdo, quando comparados aos animais do grupo controle que

recebeu injecdo de salina antes lesdo (Fig. 11 D e E).
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Figura 11 - Injecao Intraperitonial de zeina 30 minutos antes da lesao de pele incisional
reduz o numero de celulas inflamatorias e fibroblastos. Em A, esta representada Pele
Intacta onde a mesma néo sofreu nenhuma alteracéo, ja em B e C representa o quinto dia apés
a lesdo, onde se vé uma completa re-epitelizacéo, tecido de granulagdo e inicio de deposi¢édo
de matriz extracelular na derme, (D) fibroblastos por um2 X 10-3, (E) células inflamatérias por
pum2 X 10-%. Barras rachuradas: pele intacta, barras sélidas: imunizados com salina, barras
abertas: previamente tolerizado para Zeina e imunizados. i.p. com 1,6mg Al(OH); mais 10ug
Zeina.* p0,05. estatisticamente diferente do grupo Lesao Incisional Controle e Pele Intacta.
Coloracédo HE, objetivas de 10X; escala da barra = 100um.
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4.3 - Efeitos indiretos da administracdo parenteral de uma proteina da

dieta no reparo de lesGes excisionais na pele do dorso de camundongos.

Em seguida avaliamos os efeitos indiretos da tolerancia oral com uma
proteina presente na dieta regular dos camundongos no reparo de lesdes
excisionais, cuja cicatrizacdo ocorre por segunda intencdo. Os camundongos
de oito semanas de idade foram divididos em dois grupos conforme protocolo
apresentado na figura 10 B. O grupo controle da lesdo recebeu uma inje¢cao de
250 pl de salina por via i.p. 30 minutos antes da lesé&o e o grupo experimental
recebeu uma injecdo i.p. de 10ug Zeina em 1,6 mg de Al(OH)3 30 minutos

antes da lesao.

Grupos Experimentais

Lesao

(

(n

n

6)

L o Salinai.p
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v
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. P % Zeina e Adjuvantei.p.
. A Lesao Excisional
AL —_ " (Coleta07d)

Agua + Racdo .

Figura 10 B- Protocolo experimental, efeitos indiretos da tolerdncia oral a um
componente da dieta (zeina).

No dia 07 apOs a lesdo a pele foi coletada para avaliacdo histolégica
onde foram analisados o0s aspectos gerais do tecido, o infiltrado inflamatério e o

tecido de granulacéo (Fig. 3).
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No grupo controle Lesdo observamos que todos o0s animais
apresentavam uma crosta sobre a area da lesdo e a maioria dos animais
apresentava uma completa re-epitelizacdo, com o epitélio contraido e mais
espesso na area da lesdo. Havia um acumulo de células na camada espinhosa
na area da lesdo. Neste grupo o tecido de granulacdo formado estendia-se por
uma ampla area onde eventualmente encontravam-se hemacias. A derme

adjacente a area da lesdo e a camada muscular da derme apresentavam

células inflamatérias (Fig. 12 B e E).

Por sua vez, no grupo experimental que recebeu a injecdo de Zeina
pouco tempo antes da lesdo observamos uma crosta menor e re-epitelizacéo
completa em todos 0s animais. Nestes animais também o epitélio encontrava-
se contraido na area da lesdo, porém menos espesso. O tecido de granulacao
era menos extenso e com poucas hemacias. A derme adjacente a area da
lesdo e a camada muscular da derme também apresentavam células
inflamatorias, porém em menor quantidade (Fig. 12 C e F). Todos 0s animais
deste grupo apresentavam um pequeno acumulo de células adiposas na parte

inferior da area de cicatrizacao ou proxima a mesma.

Para a analise morfométrica as células inflamatorias e fibroblastos foram
contados em dez areas da lesdo, sendo cada area com 100 um?, conforme

especificado na metodologia (Fig. 5B).
Como se vé na figura 12 G e H o numero de células inflamatorias e de

fibroblastos esta reduzido nos animais do grupo experimental que recebeu a

injecdo de Zeina antes da leséo.
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Figura 12 - Injecao Intraperitonial de zeina 30 minutos antes da lesao de pele excisional
reduz o numero de fibroblastos e células inflamatérias. Em A e D esta representada a Pele
Intacta onde a mesma nao sofreu nenhuma alteracéo, j4 em B, C, E e F representa sétimo dia
apés a lesdo, onde se vé uma completa re-epitelizacédo, tecido de granulacéo e inicio de
deposigdo de matriz extracelular na derme, (G) fibroblastos por pm2 X 10-%, (H) células
inflamatérias por um2 X 10->. Barras rachuradas: pele intacta, barras soélidas: imunizados com
salina, barras abertas: previamente tolerizado para Zeina e imunizados i.p.com 1,6mg Al(OH)3
mais 10ug Zeina, objetivas de 4X e 10X. A, B e C fotos em aumento 40X e D, E e F fotos em
aumento de 100x, apds coloracdo em HE. .* p0,05. estatisticamente diferente do grupo Lesao
Excisional Controle e grupo Pele Intacta; escala da barra = 100pm (D, E e F) e 40um (A, B e
C).
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4.4 - Andlise da matriz extracelular apds o reparo das lesfes incisionais e
excisionais em camundongosque receberam uma imunizagdo com uma

proteina componente da dieta.

Para avaliar se a imunizagdo com uma proteina da dieta (Zeina) altera a
deposicao de colageno e melhora o processo de reparo da lesdo na pele,
comparamos os tecidos dos grupos controle Lesdo e experimental (Zeina)
através de analises histoldgicas 40 dias apds a lesdo nos dois modelos de
lesdo, ou seja, incisional e excisional. Os tecidos foram corados com

Tricromatico de Gomori para melhor avaliacao das fibras colagenas.

Aos 40 dias apos a lesao, tanto incisional quanto excisional, o epitélio
reconstituido ndo estava mais espesso e podemos distinguir a area onde
ocorreu a leséo pela auséncia de foliculo piloso, glandulas sebaceas, musculo
e tecido adiposo tanto nos grupos controle quanto nos grupos experimentais
(Fig. 13 e 14).

X —esy
ko

Pele Intacta _ ) Les&o Incisional

40 dias apos a lesao

Figura 13 - DeposicBes de colageno foram melhoradas por uma injecéo i.p. de zeina
antes da lesdo incisional na pele do dorso de camundongos C57BL/6. Deposi¢do de
coladgeno e formacao de cicatriz 40 dias apdés a lesdo. Setas indicam local de reparo. Coloragéo
de Tricromatico de Gomori. Fotos com objetivas de 10X; escala da barra = 100um.

No entanto, a area da cicatriz dos grupos controle (Fig. 13 B e 14 B)

apresentava um aspecto tipico com fibras colagenas organizadas em feixes
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paralelos, finos e abrangendo uma area mais extensa do que as dos grupos
experimentais, tratados com zeina (Fig. 13 C e 14 C). Interessantemente, nos
grupos tratados com zeina a area da cicatriz além de ser menor apresentava
fibras coldgenas com um arranjo semelhante ao encontrado na pele intacta, ou

seja, com fibras organizadas em forma de rede de basquete (Figl3 C e 14 C).

Outro aspecto interessante encontrado nos grupos tratados com zeina
foi que a matriz extracelular depositada na area da cicatriz encontrava-se mais
densa, semelhante a da pele intacta, enquanto a do grupo controle era frouxa e
delgada. O tratamento com zeina também resultou num melhor reparo da area
da lesdo quando se observa que o tecido reconstituido estava no mesmo nivel
da pele que ndo sofreu a lesdo, ao contrario do grupo controle onde se pode
notar uma depressao do tecido reconstituido 40 dias apés a lesdo (Fig. 13 e
14).

Pele Intacta ~ Lesdo Excisional Controle

Les&o Excisional Zeina

40 dias apos a lesao

Figura 14 - DeposicBes de colageno foram melhoradas por uma injecéo i.p. de zeina
antes da lesdo excisional na pele do dorso de camundongos C57BL/6. Deposi¢cdo de
coladgeno e formacao de cicatriz 40 dias apés a lesdo. Setas indicam local de reparo. Coloragéo
de Tricromatico de Gomori. Fotos com objetivas de 10X A, B e C; escala da barra = 100pum.

Aos 40 dias apds a leséo excisional medimos a area da cicatriz antes de
coletar a pele para as analises histologicas. Para a medida, os animais foram
levemente anestesiados e a cicatriz foi fotografada. A medida da éarea foi
realizada nas fotografias digitais através do programa UTHSCSA Image Tool

version 3.0.
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Area da ferida (mm?)

De encontro com o0 que observamos a nivel microscopico, podemos
também ver macroscopicamente corroborando os dados histologicos (Fig. 14)
que; o reparo da ferida dos animais do grupo experimental tratado com Zeina
foi mais regular resultando numa cicatriz menor quando comparados com 0s

animais grupo controle Leséo (Fig. 15).

Lesao+Zeina
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Figura 15 — Melhora da cicatrizacdo de feridas cuténeas por injecdo parenteral de um
componente da dieta regular (zeina) apds 40 dias. (A) Prancha representativa dos grupos
Controle lesédo e Zeina. Este ultimo recebeu a lesdo logo apdés uma imunizagéo i.p. com 10ug
de zeina em 1,6mg Al(OH)*. (B) Medida da area da lesdo excisional de ambos o0s grupos ap6s
40 dias, onde os pontos representam os valores obtidos de cada animal e o tragco horizontal
representa a média do grupo.
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5.0 - Discussao

Neste trabalho estudamos a influéncia da injecao parenteral de
antigenos tolerados sobre o reparo de lesGes cirlirgicas na pele de
camundongos. Trabalhos prévios jA haviam demonstrado que a injecdo i.p de
OVA +AI(OH)3 antes da lesé@o cutanea reduz o infiltrado inflamatério, reduz o
namero de fibroblastos e melhora a cicatrizacdo (Costa et al. 2011; Matos
2011). Estes resultados foram confirmados neste trabalho com 0s nossos
grupos controle (Fig. 8). No entanto, vimos aqui que a injecdo secundaria de
OVA solavel antes da lesdo ndo reduziu significativamente o infiltrado
inflamatério ou o nimero de fibroblastos (Fig. 9).

A injecdo apenas do adjuvante, sem a proteina tolerada, tampouco teve
o efeito de alterar o infiltrado inflamatdrio e o numero de fibroblastos (Fig. 7).
Estes dados sugerem que o adjuvante ativa componentes adicionais do
processo anti-inflamatério provocado pela injecdo da proteina tolerada. O
adjuvante tem varios efeitos ainda ndo bem compreendidos que podem

potenciar o efeito desencadeado pela proteina tolerada.

Curiosamente, em diferentes grupos de camundongos imunizados com
uma dose Unica de OVA mas com variadas dose do adjuvante Al(OH)3 ou
entdo uma dose Unica do adjuvante com variadas doses de OVA verificou-se
gue a maior producdo de anticorpos anti-OVA estava correlacionada com

maiores doses do adjuvante e ndo da OVA (Vaz et al. 1981).

E interessante notar também que os estudos sobre o tempo de
persisténcia da tolerancia oral mostram que a imunizacdo parenteral em
adjuvante com a proteina dada por via oral relaciona-se com a persisténcia da

tolerancia oral por longo tempo (Santiago, 2011).
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Assim, 0 adjuvante parece ser um componente importante nos efeitos da
injecdo da proteina tolerada tanto para a manutencédo da tolerancia oral por
longos tempos quanto para o estabelecimento dos efeitos indiretos da
tolerancia oral vistos no reparo de lesbes cutdneas em camundongos. As
acOes do adjuvante podem estar relacionadas com a complexidade de formas
e interacdes dele no local da injecéo.

Exley et al, em 2010, mostraram que o adjuvante pode ter inUmeras
formas de interacdo como, por exemplo, particulas de aluminio dissolvido ou
conjugado com o antigeno ativam diversas células, entre elas macrofagos que
persistem por um longo periodo no local da injecdo possibilitando a
apresentacao antigénica através da molécula de MHC. Podem também ativar
células dendriticas através de seus receptores do tipo Toll ou podem produzir
morte celular por necrose ou apoptose em células musculares no local em que
€ injetado (Exley et al, 2010).

Os resultados aqui apresentados ndo nos permitem avaliar
separadamente os efeitos da injecdo da proteina tolerada ou do adjuvante.
Infelizmente ainda ndo foi possivel avaliar o efeito da injecdo secundaria de

OVA sem adjuvante na cicatrizacéao, pelo menos aos 40 dias depois da lesao.

Seria importante avaliar o resultado do processo de reparo com 40 dias,
por exemplo, para verificarmos se a pequena alteracdo no namero de células
inflamatorias e no numero de fibroblastos no grupo que recebeu a injecéo
secundaria de OVA sem adjuvante poderia ter consequéncias na deposicao de
colageno. Isto porque as vezes o numero de células ndo teve alteracdo

significativa, mas a ativacao destas células ocorreu de maneira diferente.

A andlise do papel do adjuvante AI(OH)3 no desencadeamento dos
efeitos inibidores da re-exposicdo a antigenos tolerados por via parenteral tem
importancia pratica e tedrica. Teoricamente, ela é util para o entendimento da
prépria natureza de seu mecanismo molecular/celular; na pratica, ela é Uutil
porque até o momento sO exploramos o efeito de uma Unica re-exposi¢cao ao

antigeno tolerado em AI(OH)3; ignoramos ainda, por exemplo, o efeito de
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multiplas exposi¢cfes e também qual seja o(s) prazo(s) ideal para que a inibicao

seja 6tima.

Na outra parte deste trabalho verificamos que a injecdo i.p de zeina +
Al(OH)3 antes da lesdo diminuiu significativamente o numero de células
inflamatdrias e de fibroblastos (Fig. 11 e 12). Além disso, reduziu a area da
cicatriz e melhorou a organizacao das fibras colagenas depositadas nesta area
(Fig. 13 e 14). As alteracdes produzidas pela injecdo de zeina ocorreram tanto
em modelo de lesdo incisional quanto excisional. Nos animais controles a area
da cicatriz € maior e com um padrdo de deposicdo de colageno frouxo com

fibras finas e paralelas (Fig. 13 B e 14 B).

Por outro lado, a matriz depositada na area da lesdo do grupo Zeina €
semelhante a da pele intacta (Fig. 13 C e 14 C). No entanto, ndo observamos a
ocorréncia de regeneracao de musculo, glandulas e foliculos pilosos. Assim
como visto em estudos anteriores de nOsSsSoO grupo 0S nOssos resultados
mostram que os efeitos indiretos da tolerancia oral podem melhorar a
cicatrizacdo. As analises morfolégicas sugerem que 0 processo de reparo
modificado pelos efeitos indiretos da tolerancia oral tornam-se mais
semelhantes ao reparo que ocorre na fase tardia do desenvolvimento fetal,
onde a matriz extracelular € depositada de forma semelhante a da pele intacta,
mas sem a regeneracdo completa das estruturas da pele (Mori et al 2008;
Cuttle et al 2005).

A ocorréncia dos efeitos indiretos da tolerancia oral pela injecdo de
zeina ja tinha sido demonstrada pela avaliacdo da formacdo de anticorpos
(Carvalho, et al 1996). Nestes experimentos publicados em 1996 camundongos
gue eram alimentados rotineiramente com racdo comercial contendo milho
foram imunizados com DNP-OVA mais zeina e produziram niveis

significativamente reduzidos de anticorps anti-DNP.
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Os resultados do presente trabalho mostram que também € possivel a
ocorréncia dos efeitos indiretos da tolerancia oral pela injecdo de zeina no
reparo de lesBes cutdneas, Além do mais, comparacbes das andlises
histolégicas da pele de camundongos com os efeitos indiretos da tolerancia
oral produzidos apoés a injecdo de OVA ou de zeina sugerem que a zeina pode
ter um efeito mais pronunciado, o que tornaria mais adequado a proposi¢cao do
uso de zeina para estudos futuros de aplicacbes clinicas, como em casos de

cirurgia plastica.

O numero de cirurgias no pais cresce a cada dia segundo pesquisa
realizada pelo IBOPE. Somente no ano de 2009 foram realizadas 645.464
cirurgias plasticas e o Brasil é o segundo lugar no ranking de cirurgias plasticas
no mundo. Os Estados Unidos ocupa o primeiro lugar com 1,5 milhdes de
cirurgias (2009), segundo dados da Sociedade Americana de Cirurgia Plastica

e Estética. Um grande problema ap0s as cirurgias é a formacao de cicatrizes.

Além do interesse clinico que estes estudos podem despertar temos
ainda um grande interesse na continuidade dos estudos cientificos que podem
revelar aspectos interessantes da interconectividade entre os fenémenos
imunoldgicos e de reparo tecidual. Os aspectos aqui abordados dependem de
um condicionamento imunolégico sistémico criado através da mucosa intestinal

pela ingestdo de uma proteina presente numa dieta regular.

A absorcao de proteinas pelo trato digestivo tem amplas consequéncias
imunoldgicas que vao desde a modificacdo morfolégica em oOrgdos linfoides
associados a mucosa, que pode ser vista em animais alimentados com dietas
livre de macromoléculas (Menezes et al.,2003), a alteracdes significativas em
processos inflamatorios produzidos pela injecdo parenteral de proteinas
previamente administradas por via oral (Ramos et al, 2009 , Azevedo-Jr et al,
2011, Costa et al, 2011).
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6.0 — Conclusoes

A imunizagdo secundéria com uma proteina tolerada sem adjuvante e
concomitante com a lesdo na pele de camundongos, ndo diminui o infiltrado
inflamatério e a area do tecido de granulacdo, analisando histologicamente a
pele nos dia 5 apos a leséo.

Os efeitos indiretos da imunizagdo parenteral com uma proteina tolerada

(Zeina do milho):

= Reduzem o infiltrado inflamatério na area da leséo incisional e excisional
nos dias 5 e 7 respectivamente;

u

= Melhora o reparo e reduz a cicatriz formada pela deposicdo de uma

matriz extracelular de estrutura mais similar a pele normal;
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