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IFEN: Interferon.

Ig: Imunoglobulina.

IL : Interleucina.

I.p.: Via intraperitoneal.
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Resumo

A injecdo parenteral de proteinas previamente midtridas por via oral
inibe 0 desencadeamento de respostas imunes anpsotedo especificamente
relacionadas e bloqueia reacdes inflamatdrias igerarimunolégica, tais como
doencas auto-imunes. Este efeito inibitorio queodeénamos “efeitos indiretos
da tolerancia oral” também é conhecido como “bydarsuppression”. Neste
trabalho mostrou-se que a injecédo i.p. de OVA+AI(©Hjinutos antes da

Injecao i.v. de ovos dé&chistosoma mansoni em camundongos tolerantes a OVA

blogueia a formacdo de granulomas pulmonares. D&tnooRse que ha menor
expressdo de ICAM-1 no parénquima pulmonar adjacans granulomas de
camundongos tolerantes a OVA e imunizados com OVAGHWH); em

comparacdo com grupos controles. Aos 18 dias ajmscalacdo dos ovos, ndo
foram observadas diferencas na intensidade dessgoelea CD3, CD4, F4/80 e
a-SMA nos granulomas de grupos tolerante e controfesreducado dos

granulomas apés a re-exposicdo parenteral de mpastetoleradas nao foi

correlacionada com alterac6es nos niveis de cdeclinl/Th2 presentes no soro

ou em extratos pulmonares.

Palavras chave: granulomaSchistosoma mansoni, tolerancia oral, inflamacé&o.
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Abstract

Parenteral injection of tolerated proteins intallyrtolerant mice inhibits
the initiation of immunological responses to untedigproteins and blocks severe
chronic inflammatory reactions of immunological gin, such as autoimmune
reactions. This inhibitory effect wich we have edll“indirect effects of oral
tolerance” is also known as “bystander suppressibi@iein, we show that i.p.
injection of OVA + AI(OH) minutes before i.v. injection ofchistosoma
mansoni eggs into OVA tolerant mice blocked the increagepolmonary
granulomas. In addition, the expression of ICAMAllung parenchyma in areas
outside the granulomas of OVA orally tolerant migas significantly reduced.
However, at day 18 after granuloma induction thems no difference in
immunofluorescency intensity to CD3, CD4, F4/80d anSMA per granuloma
area of tolerant and control groups. Reductionrahglomas by reexposure to
orally tolerated proteins was not correlated witkhdt in Th-1/Th-2 cytokines in

serum or Iung extract.

Key words: granuloma, Schistossoma mansoni, oral i@rance, inflammation.
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1 — Introducéo

1.1 - Tolerancia Imunologica.

A nocado de tolerancia imunoldgica, desendalva partir dos experimentos de
Medawar e colaboradores com aloenxertos (Medav@fi1)1l embora incorporada como
um aspecto basico da dindmica do sistema imun@skimilada como uma transformacao
negativa, uma auséncia de reatividade. Assim, aadatia imunolégica € definida como
uma condicdo em que uma resposta imune delet@rievénida, suprimida ou direcionada
para uma resposta inécua. Neste sentido, o conbetwrdos mecanismos da tolerancia sao
importantes para o desenvolvimento de terapia®deghs autoimunes (Miller, 1996).

Por outro lado, a tolerancia imunolégica taml#descrita como um processo ativo
onde os linfécitos T ocupam o centro das atencdast@erancia € admitida como um
aspecto da “regulacdo” de respostas imunes (Bluesg011). Além disso, a maioria das
preocupacdes com a tolerancia imunoldgica estadelpara a “tolerancia natural”, ou
seja, para o conjunto de mecanismos que impedirdesenvolvimento de agressotes
“autoimunes”. Tudo se passa como se esse “desdomdr@o” da imunogenicidade do
proprio corpo (a discriminacédo self/nonself) repreasse a “fisiologia” imunoldgica.

No entanto, a tolerancia imunolégica a materiatgy@nicos externos ao corpo € um
aspecto importante do viver sadio (Vaz et al., J984 verdade, a maioria dos contatos do
organismo com materiais imunogénicos ocorre atragd@s mucosas e tem como
consequéncia o desenvolvimento de tolerancia. Esi@gsa categoria os produtos

imunogénicos da microbiota autdctone e as proteiaateta.



14

1.2 - Tolerancia Oral

A chamada tolerancia oral a materiais contatgubr via digestiva € um estado no
gual a imunizacao parenteral com um antigeno édmipela ingestdo prévia do mesmo
antigeno, como ocorre fisiologicamente com as prageda dieta. (Richman et al., 1978;
Weiner, 2001; Weiner et al., 2011; Sgarbi Reid.e2812).

Embora microbios sejam vistos como patdgehog € bem estabelecido que a
maioria das interagbes sdo simbioticas e, em asins@ntos de germes (germ-free),
observam-se alteracdes estruturais como: reducéantanho das placas de Peyer, reducéo
dos foliculos linféides no baco, reducdo dos niggsemicos de IgG e IgA, reducdo da
celularidade dos linfonodos mesentéricos e da l&mndpria, com reducédo de células T
CD4+ e de células o, observa-se também alteracbes funcionais comaicéedda
expressao de receptores do tipo Toll e MHC clalssenlenterdcitos e redug¢do do niumero
de linfdcitos intra-epiteliais (Lee et al., 201@a#bi Reis et al., 2012).

A grande maioria das pessoas desenvolve uma rolar&obusta a microbiota
intestinal e as proteinas da dieta. Uma pequenzelpade individuos (5-6%) apresenta
reacOes adversas a essas proteinas, tais comaglaligientares e distirbios de natureza
mais grave, englobados sob o nome de doencas atflaas intestinais como a doenca de
Crohn e a colite ulcerativa. A origem de tais disitis € atribuida a uma quebra ou falha da
inducdo ou manutencao da tolerancia oral (Stral898), mas ha indicacdes recentes de
gue a concomitancia de multiplos fatores possanseessdaria para que tais processos se
desenvolvam (Caldwell et al., 2010).

O conhecimento dos mecanismos que controlaeudibrio entre a tolerancia oral

e a imunopatologia da mucosa intestinal, por ura,lédim aspecto da imunologia basica e,
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por outro lado, é fundamental para o desenvolvimela terapias para o tratamento de

doencgas autoimunes e outras doencgas gastrintastinai
1.3 - Caracteristicas imunoldgicas da mucosa intasal

O tubo digestivo abriga grande quantidadéndiécitos organizados em um Tecido
Linféide Associado ao Intestino (Gut Associated Ipynoid Tissue, GALT). Além de
constituir o maior componente do sistema imunegaidb linféide associado a mucosa
digestiva estd em contato constante com grandedaaté de materiais antigénicos. Ali se
encontram a maioria dos linfécitos do organismagdeegue cerca de 80-90% de linfocitos
B produtores de imunoglobulinas localizam-se nestiho delgado (Van der Heijeden et
al., 1987). Esse tecido pode ser dividido em sgies, ha linfécitos no epitélio, na lamina
propria, nas placas de Peyer e nos linfonodos rtesgms (Mowat, 2003). Cerca de 60-
70% dos linfocitos da lamina propria sdo CD4+ 8@el0% sao CD8+. Os linfocitos intra-
epiteliais sdo predominantemente CD8+, apresentaeptores para caderina-E presentes
nos enterdcitos e atuam ativamente na manutencépitdio (Wittig et al., 2003).

As placas de Peyer (Johannes Conrad Peyer, 1853;1sGo grandes colecfes de
células B em meio a areas de células T. O epitljgrajacente apresenta diferencas
morfologicas em relacdo a outras areas, como lerdascova reduzida e maior infiltracdo
por células M. As células M sédo enterdcitos moddims presentes no epitélio associado as
placas de Peyer, que exibem intensa atividade ipicenc Patdgenos com8almonella,
Shigella, Yersinia e reovirus se ligam as células M e podem ser éracims em seu
interior. As células M ndo processam antigenosprasgantam peptideos a células T, mas
transferem antigenos as células apresentadorgsinkgpais células apresentadoras sao as

células dendriticas. Uma caracteristica importaitetecido linféide intestinal € a sua



16

capacidade de secretar IgA (Tomasi, 1992). As aglBlrealizam mudanca de isotipo, para
IgA, nas placas de Peyer sob a influéncia de fr&HL-10. No intestino, a IgA é um
dimero ao qual é adicionado um componente seaetdre torna a molécula mais
resistente a protedlise nas mucosas. A secrecfpAda feita por plasmacitos localizados
na lamina propria e essas moléculas sdo conjugadl@@mponente secretorio durante a
transcitose pela célula epitelial. A IgA é encotidraa saliva, secrecao biliar, respiratoria,
geniturinaria, lagrimas, leite e suor.

A acumulagdo de linfocitos nos linfonodos nméSecos requer selectina-L e
também integrina4p7. Devido a este duplo requisito, os linfonodos enéfricos sao
considerados locais intermediarios na recirculag@ce os tecidos periféricos e a mucosa
(Weiner, 2001). As células linfoides ativadas patigenos nas mucosas exibem moléculas
de adesdoodp7 ou MADCAM-1) diferentes daquelas ativadas nosdtec periféricos

(04B1 ou VLA4) (Weiner, 2001).
1.4 - Caracteristicas da tolerancia oral.

A exposicdo oral a um antigeno pode deseacadetolerancia oral; imunizacao
sistémica; e/ou secrecao local de IgA.

Além disso, foi demonstrado que animais @mesnte imunizados por via oral
apresentam estabilizagdo dos titulos de anticogposiesafios subsequentes, sendo que
animais imunizados por via parenteral respondem alavacdes progressivas da
reatividade especifica a cada exposi¢cdo ao mestigeao. Ou seja, mais que uma inibicao
(supresséo), a tolerancia oral representa umailestigdo dos niveis de resposta especifica

(Verdolin et al., 2001).
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A tolerancia oral afeta varios aspectos da rafgoe imunoldgica: ela reduz o
aparecimento de células formadoras de anticorpds anticorpos circulantes; reduz a
hipersensibilidade retardada e a proliferacdo antgespecifica de células T “in vitro”
(Titus et al., 1981). A reducao do titulo de ampos geralmente é mais dificil de se obter
do que a reducgédo de respostas celulares, sendoigicedos titulos de IgE uma excecéo a
essa regra (Maia et al., 1974; Faria et al., 1999).tolerdncia oral previne o
desenvolvimento de algumas doencas auto-imunesiegueais (Khoury et al., 1990;
Zhang et al.,, 1990), alergia (Pomeranz, 1970; Vawodgdtraten et al., 1991) e asma
experimental (Russo et al., 2001)

Experimentalmente, a tolerancia oral pode degencadeada pela administragédo
intragastrica (gavagem) ou pela ingestao voluntimiantigeno (Faria et al., 1993).

Embora muito efetiva para bloquear o inicé rdspostas imunes, a ingestdo de
antigenos por animais nos quais essa respostatjaess andamento, frequentemente
potencia a resposta imune, em vez de inibi-la (E@tdl., 1998; Strobel et al., 1998). Essa
dificuldade na inducéo de tolerancia oral em orgaons previamente imunizados, como
seria desejavel em casos de doencas auto-imuneanhamse aplica principalmente a
supressao da producdo de imunoglobulinas, poisposta celular e a proliferacdo de
linfécitos antigeno-especificos sdo mais facilmemégluzidas mesmo em animais
previamente imunizados. O sistema imune seria sugseptivel a sinais tolerogénicos na
fase inicial da expansao clonal (Leishman et &Q02. Apesar de seu potencial uso na
prevencdo de algumas doencas auto-imunes e akefgioaanas, poucos avangos tém sido
obtidos com o uso da tolerancia oral no tratamdetdoencas ja em curso (Weiner, 2004;

Weiner et al., 2011). Em um modelo murino de asmagdministracdo oral do antigeno
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apos a sensibilizacao teve um efeito terapéutiniiddo (Chung et al., 2002; Russo et al.,

2001).
1.5 - Mecanismos da tolerancia oral

Pequenas quantidades de proteinas intactaaroialmente degradadas no intestino
penetram na circulacdo diariamente e anticorpoa parantigenos da dieta podem ser
encontrados em individuos normais (Husby et al85L9No entanto, a expansédo clonal
progressiva dos linfocitos, caracteristica da retgponune especifica, esta ausente para 0s
antigenos que foram contactados inicialmente pelalas mucosas. Um dos mecanismos
propostos para explicar a tolerancia oral é a delegonal, proposta originalmente por
Burnet para explicar a tolerdncia aos auto-compeserQutro mecanismo proposto é a
anergia que tornaria os linfocitos incapazes ddifprar e produzir respostas imunes. A
anergia pode refletir uma apresentacdo antigériiesada, com poucas moléculas cé-
estimulatorias nas interagbes celulares. Incluidastas moléculas co-estimulatorias
encontram-se ICAM-1, B7-1, B7-2 e CD40. E propasittda que as células dendriticas
intestinais sdo os elementos cruciais no desencexida da resposta local, sendo que
eventos inflamatorioassociados levariam a imunizacdo e a auséncidldmatao levaria
a tolerizacédo por via oral (Strobel et al., 1998).

Dois argumentos séo decisivos para a rejeledtas duas hipdteses (delecéo clonal
e anergia) para explicar a tolerancia oral e mostjae a tolerancia oral € um fenémeno
ativo: a) a transferéncia adotiva da tolerancialpddcitos T de doadores tolerantes para
receptores normais (naive); e, b) melhor aindanpossibilidade de romper a tolerancia
pela transferéncia de linfécitos de doadores inadus, que estdo ho momento produzindo

anticorpos, para receptores tolerantes, nos qusigese de anticorpos se interrompe.



19

Vérios fatores afetam a indug¢do e a manutedegatolerancia oral, incluindo uma
combinacdo de idade e espécie ou linhagem dos anid@se e natureza do antigeno
usado, sendo maxima em camundongos adultos joveesrescentes em animais idosos
(Vaz et al., 1997; Faria et al., 1998). A trandfieré de células linféides do bago de animais
jovens para animais idosos, antes do contato camtigeno, os torna susceptiveis ao
desencadeamento de tolerancia oral (Lahmann et1892). Além disso, é possivel
transferir adotivamente a tolerancia oral para arsmormais pelo transplante de linfocitos
T de doadores singénicos tolerizados por doses @#tantigeno por via oral (Richman et
al., 1978). Esses experimentos sdo contrarios ia ke que mecanismos como delecao
clonal ou anergia sejam os responsaveis pela taliera

Ha evidéncias de que a tolerdncia oral skaencadeada por mecanismos
supressivos mediados por células T, mecanismossagivolvendo células T regulatérias,
através da secrecdo de citocinas, como frGMiller et al., 1992; Weiner, 2001).
Linfécitos T CD4+ com atividade supressora foraraniificados na mucosa intestinal,
linfonodos mesentéricos e no baco e sugeriu-seisaéngia de uma subpopulacdo de
células regulatorias (Th3) que produziriam IL-4;1Q e TGFB, em seu papel supressor
(Smith et al., 2002; Strobel et al., 1998; Weirg0Q1). Por outro lado, demonstrou-se que
animais deficientes em IL-4, assim como animaisadi@s com anticorpos anti IL-10
desenvolvem tolerancia oral (Strobel et al., 1398jner, 2001).

Sub-populacgdes de linfécitos com marcadfenestipicos especificos e com padrdes
de secre¢do de citocinas distintos sdo observaglamutosa, como células Th3, Trl,
CD4+CD25+, CD8+, e células T produtoras de TGF € 0L(Weiner, 2001). Vinte e

quatro horas apés a ingestdo de um antigeno jbsavam células regulatorias, com a
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capacidade de secretar citocinas com atividadeessra, como IL-4, IL-10 e TGF nas
placas de Peyer e nos linfonodos mesentéricos @elyal., 1995).

Estudos em animais transgénicos revelam audinfbonodos mesentéricos sao
indispensaveis na inducéo de tolerancia e de imdeidao contrario das placas de Peyer
(Smith et al., 2002). Estudos com transferénciacélelas T CD4+ de camundongos
transgénicos para o TCR anti-ova para camundongbsequentemente submetidos a
esquemas de tolerizacdo ou de imuniza¢do, demmarstgue tanto na imunizagdo, quanto
na tolerizacdo, ocorrem ativacéo e proliferacdoéielas T nas placas de Peyer, linfonodos
periféricos e linfonodos mesentéricos. Nos linfaredthesentéricos, os animais tolerizados
apresentam menor ativacdo e proliferacdo que aminmaunizados. Em animais
imunizados, ha maior persisténcia de células T plasas de Peyer. Nos linfonodos
periféricos ndo se observam diferencas nos dojsogr(Smith 2002).

Estudos (Sakaguchi et al., 1985; 2000) detramasn que sub-populacdes de células
T possuem a capacidade de inibir o desencadeamemtsdes auto-imunes experimentais.
Estas células foram caracterizadas como célulagdlatorias com fenétipo CD4+CD25+.
O aumento da frequéncia de células T CD4+CD25+ s$&n correlacionado com o
estabelecimento da tolerancia (Bilsborough et241Q2). Essas células T CD4+CD25+
constituem 15 a 30 por cento dos linfocitos T emmé&woios saudaveis e em recém nascidos.
Tais células sdo dotadas de atividade supressoratfo”, necessitando de contato célula-
célula, o que sugere que tal efeito ndo ocorr@édree citocinas (Fai et al., 2001).

Estudos demonstraram (Schwartz et al., 20§2¢ as células regulatérias
CD4+CD25+ tém um papel fisiolégico na manutencadameostase do organismo, ndo
apenas como ceélulas supressoras. Estas ceélulasatéegs apresentam um papel

importante na recuperacdo de lesdes experimerdassstema nervoso central em animais
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de experimentacdo, sendo o efeito protetor antigepecifico. Essas células, portanto,
atuam tanto na regeneracdo neural quanto no desmmanto de lesdes de auto-
imunidade nas encefalites alérgicas.

Além das células T, tem-se dado também uteacao especial as células
apresentadoras de antigenos do intestino paraaxplitolerancia oral (Weiner, 2001b). O
intestino apresenta distintas subpopulacdes ddasétlendriticas caracterizadas como:
linféides (CD11c+/CD8+/CD11b-), mieldides (CD11cB&/CD11b+) e duplo negativas
(CD11c+/CD8-/CD11b-). Cada subpopulacdo apreserdpripdades distintas, sendo a
mais evidente a producdo de IL-10 pela bema mieldide. As células dendriticas da
placa de Peyer polarizam as células T especifigasduzirem citocinas de padrdo Th2 e
IL-10 (Mowat, 2003). Ha um trafego de células déimhs da mucosa em direcdo aos
linfonodos mesentéricos sendo que a exposicdo adaBSa aumento desse fluxo. Em
situacbes onde ocorre lesdo tecidual, na preseeca RE, as células dendriticas
produziriam IL-12 desencadeando imunidade sistémit@cal. Sendo assim, a tolerancia
oral ndo ocorreria simplesmente em decorrénciaistangbo entre “self e non-self’, mas
como parte de uma reacgao a sinais de lesdo (“ge(idatzinger, 2002), como fendbmenos
inflamatérios presentes na mucosa intestinal (Mp2@®3).

Assim, a tolerancia imunolégica pode setavicomo um estado dinédmico e
fisiologico onde atuam varios fatores sejam locaisistémicos. Encontramos na literatura
evidéncias da participagdo de multiplos tipos eetd, entre eles diversas células
regulatorias (nTregs, iTregs, Th3, Trl e CD8+ Tyegendo o intestino o maior sitio de
inducéo de células regulatorias induzidas (Bilsbghoet al., 2002; Bluestone, 2011; Tang

et al., 2008; Weiner et al., 2011; Sgarbi Reid.ef@12; Mucida et al., 2005).
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A tolerancia oral é um fenébmeno imunolégico ativmmo demonstrado pela
incapacidade de desencadea-la em animais defisientem moléculas
co-estimulatérias, e € um fendmeno que dependatdee$ relacionados a dieta e a flora

intestinal (Weiner et al., 2011; Sgarbi Reis et2012).

1.6 - Efeitos indiretos da tolerancia oral

Em 1981, Vaz e colaboradores mostraram queeagdes desencadeadas pela
injecdo de DNP-Ova em camundongos tolerantes pooral a Ova eram capazes de inibir
respostas imunes a uma proteina ndo relacionad®;H2Ml, injetada simultaneamente.
Esse fenbmeno foi denominado de supressdo cru¥adaef al., 1981). Posteriormente
varios outros trabalhos mostraram que essa inibiigiorrente da injecdo parenteral de
antigenos tolerados pode ocorrer com diferenteteipas presentes na dieta ou mesmo
auto componentes, independentemente, portantdadievnducao da tolerancia (Carvalho
et al.,, 1994, 1996 e 1997). O fator crucial n®igdo seria a exposicdo a um antigeno
“tolerado” em condig¢fes “imunizantes”, isto é, p@ parenteral e com adjuvantes.

Os efeitos indiretos da tolerancia oral nésultam do fen6meno conhecido como
“competicdo antigénica”’, em que os antigenos coanpgtela ligacdo no MHC das células
apresentadoras de antigenos; ndo requerem quégerentolerado e o segundo antigeno
sejam injetados pela mesma via; requerem que gematitolerado seja introduzido por
uma via imunizante, sendo que as vias venosa dus@oaineficazes; e requerem que o
antigeno tolerado seja introduzido antes do segantigeno (Carvalho et al., 1994, 1996 e

1997). A presenca do antigeno tolerado apenas naizatao primaria é capaz de inibir



23

imunizagBes secundarias e terciarias com antigef@selacionados, mesmo na auséncia
do antigeno tolerado (Carvalho et al., 1997).

A proposta mais conhecida para explicar esfteisos sugere que o contato com o
antigeno tolerado faria surgir uma sub-populacdocélelas regulatorias (Th3) que
produzem IL-4, IL-10 e TGIB; e que essas citocinas seriam também respongaslais
supressao de linfocitos reativos a outros antiggmesentes na mesma ocasido e nos
mesmos locais (Miller et al., 1991; Strobel et 4698; Weiner, 2001). Essa hipotese é
conhecida como supressdo do “espectador inoceNt®’entanto, varios aspectos dos
efeitos indiretos, como os citados acima, tornampravavel a hipotese do espectador
inocente (Carvalho et al., 1997).

Os efeitos indiretos da exposi¢cdo parengerahtigenos tolerados podem interferir
com o estabelecimento de reacbes inflamatérias rilgeno imunoldgica, ou nao-
imunolégica, como no edema de pata gerado pelgéimjee carragenina (Ramos et al.,
2008), podem apresentar efeitos sistémicos, adiedar a mobilizagdo de leucdcitos na
medula e os niveis de leucécitos circulantes emefosedie peritonite alérgica (Rodrigues
2006) e podem também alterar o processo de ciagéiizem feridas de pele (Costa et al.,
2011).

Quando injetados na veia da cauda de camgoedaormais, ndo-infectados, ovos
vivos de Schistosoma mansoni, embolizam na circulacdo pulmonar onde desenaadaia
formacdo de granulomas. Quando isso é feito em mdomgos previamente tolerizados
com ovalbumina (Ova) e os animais sdo concomitagréninjetados (i.p.) com Ova em
adjuvante CFA, ha uma drastica reducédo das dimsmd@e granulomas pulmonares ao
redor dos ovos d& mansoni (Carvalho et al., 2002). Este fenbmeno nédo digpdéa de

uma explicacdo adequada.
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1.7 - Granuloma Esquistossomatico

A inflamacao é definida como um conjunto Heracdes desencadeadas em animais
multicelulares por um estimulo lesivo. Pode sesgifecada conforme o tempo de reacao,
conforme as caracteristicas do exsudato e confosoee etiologia. As alteragbes
inflamatérias sdo estereotipadas e seguem umarsggige fendbmenos como aumento de
permeabilidade celular, exsudacao de leucécites@ucéao por cura, reparacao ou fibrose.

A manifestacdo da resposta inflamatoria diterentes tecidos depende de fatores
especificos relacionados aos 6rgaos e células,coem do padrdo de citocinas no meio
inflamatério (Jacob set al., 1997).

Em processos inflamatorios crénicos podedesencadeada uma reacdo do tipo
granulomatosa. Um granuloma pode ser definido coma colecdo compacta de fagocitos
mononucleares maduros que pode ou ndo estar achatgzade aspectos acessorios, tais
como necrose ou infiltracdo de outros leucécitosngl et al., 1998). A dindmica de
formacdo do granuloma varia de acordo com o ageigico que desencadeia a sua
formacdo, um agente que pode ser intracelularaesiular ou mixto (Lenzi et al., 1991)
Uma outra caracteristica que um granuloma podesept& é a presenca de células
gigantes multinucleadas tipo Langhans ou tipo cafoanho. Essas células gigantes séo
formadas pela coalescéncia e fusdo de céluladiéipies (Adams, 1983). A formacédo de
granulomas pode ocorrer em varias patologias husnem@o na tuberculose, hanseniase,
sifilis, paracococidiose e esquistossomose.

A esquistossomose € uma doenca parasitaeiaogorre apés a infeccao conso
mansoni, e sua morbidade esta correlacionada com a foondgé granulomas que se

formam em torno dos ovos do parasita, que se deaposios tecidos do hospedeiro,
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preferencialmente no intestino, figado e pulmdes. gtanulomas em torno dos ovos,
localizados nas vénulas do figado, podem evoluin fibrose e hipertensao das veias do
sistema porta-hepéatico (Gryseels et al., 2006).

A formacdo dos granulomas na esquistossoraasependente de linfécitos T
sensibilizados para antigenos presentes no o\® dhansoni levando a uma resposta do
tipo hipersensibilidade tardia com grande produd@dNFe (Jacobs et al., 1997; Phillips
et al., 1977; Co et al., 2004). Camundongos atisnau SCID (Imunodeficiéncia Severa
Combinada), que ndo produzem linfécitos T madysogdem apresentar parasitemia, mas
ndo chegam a formar granulomas (Phillips et alZ,71@miri et al., 1992). A transferéncia
adotiva de linfécitos T de camundongos infectadwa 8 mansoni é capaz de sensibilizar
receptores normais que, entdo, quando infectadamafm granulomas mais rapidamente
(Phillips et al., 1986). Na infeccéo natural, ndaufase aguda, inicial, entre 8 e 10 semanas
com grande celularidade e producédo de altos niledstocinas. Ja na fase crbnica, entre 16
e 20 semanas, ha fibrose, reducéo da celularidalilmiruicdo da producdo de citocinas.
Com a evolugdo da infeccdo, observa-se, reducatamanho dos granulomas. Esse
fenbmeno imunomodulatério € observado apenas m@aldigNo intestino e nos pulmdes,
nao se observa alteracdo na morfologia dos grams@em o passar do tempo (Silva et al.,
2000; Souza Vidal et al., 1993).

Observando a cinética celular nos granulomas, regoque ha um trafego, com
células entrando e saindo do granuloma. Os lirdédibcalizados no granuloma possuem
marcadores de ativacdo celular (CD69, IL-2R) e pred citocinas (IL-2; IL-4 e INF.

Se comparados a linfocitos presentes no bago,esemes no granuloma produzem IL-2
em menor quantidade. Devido a isto, os linfocimsalizados nos granulomas sdo mais

propensos a sofrer apoptose. A analise do cididlacedos linfécitos localizados nos



26

granulomas revela que a maioria encontra-se naiesta0/G1l, sendo que um maior
namero de linfécitos no baco encontram-se em gralido (Rumbley et al., 1998). Os
linfécitos localizados nos granulomas sdo espedfiara antigenos do ovo (SEA) como
demonstrado em experimentos de migragdo, onde servab maior recrutamento e
permanéncia nos granulomas com SEA, de linfocitisSEA (Rumbley et al., 1998).

Outras células presentes nos tecidos podetitipar da regulacdo da inflamacéo
no granuloma. Mastocitos, baséfilos e eosindfilosiglo ativados pelos receptores de
imunoglobulinas FCcR1 atuam nessa regulacéo atdavéscrecao de citocinas (IL-3 e IL-4)
(Keegan et al., 1992).

Na esquistossomose, a reagcdo granulomatosadmente seguida de fibrose que
pode produzir alteracdes circulatérias graves ngéas afetados, e torna-se o principal
fator de morbidade. A formacao de granulomas eaaesolucao para a fibrose dependem
de fatores como citocinas e ativacdo de sub-popesaespecificas de linfécitos (Pearce et
al., 2002; Phillips et al., 1986; Cheever, 1997g€ler et al., 1998). A injecao de IL-12
junto com ovos dé&. mansoni por via intraperitoneal, antes da infeccdo permaacom
cercarias, reduz a fibrose em torno do granuloma rEgluzir o nimero de ovos ou de
vermes adultos (Wynn et al., 1995). Os individuage capresentam maior fibrose
geralmente apresentam um perfil de citocinas coedgminancia de IL-13 e de TNF,
sendo que o IFNteria uma acao oposta (Pearce et al., 2002; Catdds 2008).

O modelo que utilizamos no estudo dos ganat, inoculacdo endovenosa de
ovos de S mansoni, permite estudar varios granulomas no mesmo estag
desenvolvimento, ou seja, sincronizados, uma vez a@pl ovos chegam ao pulméo ao
mesmo tempo. Granulomas pulmonares isolados deamnimas diferentes fases de

infeccdo natural po& mansoni e inoculados com ovos por via endovenosa, api@sant
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padrbes diferentes de secrecao de citocinas (Chextsall., 1994). A secrecao de IL-4 é
mais pronunciada nos primeiros dois dias de formad@ granuloma em animais com
infeccao natural em fase inicial. Essa producale¥ada mesmo na auséncia de estimulos
no meio de cultura. A secrecéo de IfFMo meio de cultura na fase inicial ou crénica da
infeccdo ndo apresentou diferencas, sendo independda presenca de estimulo
antigénico. A IL-4 e o IFN modulam atividades de macréfagos, como produedb-d e

de TNFa. Tanto em animais na fase inicial, quanto na ¢a8eica da infeccdo, observa-se
a mesma sequéncia de eventos com producao ineiatt e tardia de TNk, apenas com
niveis bem menores em animais cronicos. O uso til®gros neutralizantes para IL-4 em
animais com granulomas pulmonares esquistossoreaticgubmetidos a transferéncia de
células linféides do baco de animais em fase ihicamusaram uma reducédo de 40 a 45% no
tamanho dos granulomas, sendo que anticorpos hearitas para IFi ndo causaram
alteracdes. Morfologicamente os autores observgraranimais submetidos ao tratamento
com anticorpos neutralizantes para IL-4 e {Ryresentaram, nos granulomas, reducao da
celularidade, reducdo do numero de eosindfilosfodaacdo de células epitelidides e de
células gigantes. O papel exercido por IL-4 serdeaecrutar as células nas fases iniciais
da formacao do granuloma esquistossomatico.

Em outro estudo, (Chensue et al., 1992) obsese que diferentes agentes de lesdo
causam diferentes padrbes de secrecdo de citodkmamais inoculados com “beads”
revestidos por PPD ou SEA apresentam perfil deicids diferentes. O primeiro com perfil
Thl e o segundo com perfil Th2. Sendo que, no dparaiinduzido por PPD ou SEA, a
citocina TNFoa possui papel importante, ocorrendo reducédo de &d%% do granuloma,

respectivamente, quando ausente. Macrofagos isol@a® granulomas mostram niveis de
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TNF e IL-6 diferentes se isolados de granulomasermo “beads” sensibilizados com PPD
ou SEA, sendo que o TNF é mais elevado em bead$&ire a IL-6 em beads com SEA.

O uso de anticorpos neutralizantes para {FBausa reducdo dos granulomas
induzidos por PPD (20%) e aumento dos granulondszidos por SEA (50%) (Chensue
et al., 1995). Anticorpos neutralizantes para ThFcausam reducdo do granuloma
induzidos por PPD (40%) e por SEA (15%). O baque IL-10 ndo causa alteracdes.

Wynn (1993) e colaboradores demonstraramvesdr da deteccdo de RNAmM no
figado, que animais infectados c@mmansoni apresentavam niveis elevados de citocinas
tanto de padrdo Thl (10 a 15 vezes) quanto Tha (8% vezes). Em animais inoculados
por via endovenosa com ovos de S. mansoni e cornulgraas pulmonares, os autores
demonstraram que, a partir do primeiro dia, ha atonge secrecdo de IFNIL-1p e IL-6,

a partir do terceiro dia ha aumento de IL-2, IL-1.40 e a partir do sexto dia observa-se
aumento de IL-5 e TNk. O uso de anticorpos neutralizantes para IL-4-2 tausaram
reducédo no diametro dos granulomas a partir doos#igt com acentuacao entre 10 e 14
dias.

Observa-se a secre¢do de citocinas na é&ssgosose hepatica murina com uma
mudanca de padréo inicialmente do tipo Thl (ILEX ¥) para Th2 ( IL-4, IL-5, IL-6 e IL-
10) (Jacob set al., 1998), relacionadas com fendémale hipersensibilidade do tipo
imediata, eosinopoiese e producdo de imunoglobuinala foi demonstrado que o
tratamento com anticorpos anti IL-4 reduz drastiesat® o tamanho do granuloma ao redor
de ovos deS. mansoni no pulméo, ndo afetando o tamanho dos granulomesmes no
figado no mesmo animal (Cheever et al., 1998).canpios neutralizantes para IL-2 e IL-4
diminuem o tamanho do granuloma devido a reducédatdacdo de linfécitos CD4 e

reducdo da diferenciacdo e expansao de linfocib@s(Thensueet al., 1992).
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A citocina TNFa possui a capacidade de restaurar a formacéo delgnaas ao
redor de ovos d& mansoni em animais com imunodeficiéncia severa combin&da D)
(Jacob set al., 1997; Ritter et al., 1996). Lukac®laboradores (1994) demonstraram que
TNF a possui papel importante na formacdo dos granulposegio que o tratamento in
Vivo com anticorpos contra esta citocina causag&oluno tamanho dos granulomas. Esses
autores também demonstraram correlacdo entre essnie TNFa e de expressdo de
ICAM-1 nas células linfocitarias.

A formacgédo do granuloma esquistossomoéticuegliada por linfocitos T CD4, e
varias moléculas coestimulatérias também particigdamundongos deficientes em CD80
(B7-1) e em CD86 (B7-2) ndo produzem resposta ¢pamatosa adequada aos ovosSde
mansoni, sendo que apenas a presenca de CD86 restaureapssédade. O bloqueio da
molécula CD86 causa diminuicdo na producao de IIL-4% e IL-13 por linfécitos CD4+
(Pearce et al., 2002). A modula¢édo do granulom@mmaa crénica da esquistossomose esta
relacionada com a diminuicdo de MHC-1l e CD86, asgta a niveis elevados de IL-10
(Jacobs et al., 1998).

Acredita-se que a fibrose patoldgica na esgegstmose mansonica deve-se a um
balancgo inadequando entre os perfis de secrecéibodeas de padréo Th-1 (IFN TNF o
e IL-2), e de padrao Th-2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9Ie-13) (Lenzi et al., 1997). A resposta de
padréo do tipo 2 exercem protecdo nas fases midamidoenca mas sédo responsaveis pelo
desencadeamento da fibrose. Animais nocautes pataelpara IL-10 apresentam maior
mortalidade nas fases iniciais da esquistossonireemecanismo postulado para explicar
a diferenca entre as manifestacfes clinicas e @gticar a transicdo Th1l/Th2 seria a
diferenca nos macréfagos. Estas células sdo étaskt como macrofagos com padréo

classico (NOS-2) e macréfagos com padréo alterm@fivg-1) (Mill set al., 2000; Wyn et
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al., 2004) e apresentam padrdes de ativacdo diésreonforme a linhagem dos animais.
Os macrofagos influenciam a natureza da resposteos deS. mansoni inoculados no
pulméo, e padrdes de ativacdo opostos podem smnses/eis por quadros morfoldgicos
distintos. Interessantemente estas células atiyadasizem fatores que podem controlar a
extensdo do processo inflamatério, de uma maneracpna, como demonstrado em
relacdo a molécula RELM+Resistin Like Molecule). Animais nocaute paraaas®lécula
exibem inflamagdo mais severa, granulomas maiorewier expressao de genes para
citocinas do tipo Th-2 (Nair et al., 2009).

Observa-se em experimentos de analise gldbadxpressdo génica, em animais
Knockout, que os animais polarizados para uma stégpmune Thl (IL10-/- e IL4-/-) ou
polarizados para uma resposta Th2 (IL10-/- e IL-)24presentam granulomas pulmonares
gue ocupam extremos opostos, tanto em celularidadeto em tamanho (Sandler et al.,
2003). Os animais com padrao Th1l possuem granslomeaores e com menor quantidade
de eosindfilos, j& nos animais com padrédo Th2 ecoroposto. O padrdo de expressao
génica dos animais com padrdo Thl apresenta preéooia de moléculas relacionadas a
fase aguda, quimiocinas para neutréfilos, mondécéosinfcitos e relacionadas com
apoptose. Os animais polarizados para uma resposiae Th2 expressam genes
relacionados com moléculas de reparo, metalopegesie quimiocinas para mondcitos e
eosinofilos. Observa-se uma diferenca na deposieamlageno, sendo que ha um acumulo

maior nos animais com citocinas do tipo Th2 (Sanetial., 2003).
1.8 - Moléculas de Adeséao

Tanto a deposicdo de ovos nos tecidos quantogracdo dos leucécitos para a

formacédo dos granulomas depende da expressédo deutas de adesao.
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As moléculas de adesado podem ser agrupadag€emmilias (caderinas, selectinas
e integrinas) e uma superfamilia (imunoglobulirdesproteinas. A interagcdo entre ovos de
S mansoni e o endotélio, tem sido muito investigada. Logésag oviposicdo o endotélio
recobre os ovos, sendo esse fenbmeno mais acenh&dwesenca de soro quando
realizado em cultura. As células endoteliais retituesn-se em cerca de 4 horas. Nessa
fase inicial, ndo se observa resposta inflamatémas ovos j& embrionados desencadeiam
fendbmenos inflamatérios (File, 1995). In vitro, ebsa-se a expressdo de ICAM-1 nas
células endoteliais expostas ao antigeno do ovoesmmediante uma exposicao
concomitante a TNE (Lukacs et al., 1994).

Moléculas de adesdo que apresentam homotmyia membros da familia das
imunoglobulinas, que estdo envolvidas nos procedsosnigracdo dos leucocitos séo:
MAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecylel@AM-1 (intercellular adhesion
molecule 1) e VCAM-1 (vascular cell adhesion moled). A integrinan4p7 possui papel
como receptor para migracdo nas mucosas e tamtémhere VCAM-1 e a fibronectina,
participando de fendmenos inflamatdrios. A faseralamento no endotélio ocorre sem
ativacdo leucocitaria; a ativacdo ocorre na faseliada por integrinas (Hogg et al.,
1995).

O figado expressa constitutivamente ICAM-4 c@ulas endoteliais dos sinusoides.
Na infeccdo poS mansoni ou apos a injecdo de “beads” contendo antigerdsess do
ovo (SEA), observa-se aumento expressao de ICAMpdrt& do terceiro dia de exposicao
e ha correlagéo entre a expressdo de moléculated@@me a deposicdo de ovos no figado.
A interacdo mais importante na formacao dos granatose da entre ICAM-1 e seu ligante
LFA-1. Os granulomas crescem até a oitava ou désen@ana de infeccdo, coincidindo

com o padrdo de expressdo de ICAM-1. A marcacamaimstoquimica para ICAM-1,
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inicialmente fraca e difusa, acentua-se a partioittva ou décima semana com marcacao
mais intensa ao redor do granuloma, principalmesi® células endoteliais; apos vinte
semanas, ha apenas fraca marcacao nas margermdtogra (Ritter et al., 1996).

Esses estudos demonstram que ICAM-1 é imperfzara a formagéo do granuloma
e que elementos secretados pelos ovds dmnsoni podem induzir a expressao de ICAM-
1, sendo isto precedido pela produgdo de tNEukacs et al., 1994; Ritter et al., 1996).
Observam-se dois padroes de expressao de ICAMpfim®iro com marcacado em todo o
granuloma, presente na oitava semana; outro, corcagéo na periferia esta presente no
inicio da terceira semana e retorna, de forma p@eunciada, na vigésima semana. A
analise por imunomicroscopia eletronica revelaomalizacdo de ICAM-1 e pigmento
esquistossomatico na face luminal dos hepaté@toasoéides, macréfagos e eosindfilos
(Jacob set al., 1997).

Animais deficientes para o gene de ICAM-1 apesentam alteracdo na formacéao
dos granulomas devido a maior expressdo compeisatér VCAM-1. Animais SCID
apresentam marcacao imunohistoquimica significeata ICAM-1, mesmo na auséncia de
resposta imunoldgica, provavelmente devido a igteralireta entre o endotélio vascular e
0 ovo deS mansoni (Jacob set al., 1997; Jacob set al., 1998; Rittal., 1996).

Formas soluveis de ICAM-1 e de Selectinat&@presentes no soro de pacientes
com esquistossomose mansdnica, havendo difereragm<ancentracdes nas diferentes
formas clinicas. Pacientes com formas mais gragessantam maiores niveis. Acredita-se
gue as formas soluveis de ICAM-1 apresentariam apelpimunorregulador por bloquear

sinais co-estimulatorios das células apresentadierastigenos (Jacob set al., 1998).
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1.9 - Pulmobes

Em humanos adultos normais, o0 trato respimat@ossui uma area de
aproximadamente 703nque esta diretamente em contato com o meio atebéterior.
Apresenta uma via de conducdo e uma estrutura quareatosa com extensa
vascularizacdo que é responsavel pela hematosga de conducéo é revestida por células
ciliadas, células secretoras de muco e linfocitostia-epiteliais. Na lamina propria ha
mastaocitos, linfécitos B e plasmocitos secretoresgd. Possui também células dendriticas
residentes, predominantemente mieldides.

Os pulmdes possuem um sistema inato que maat@sterilidade alveolar e é
constituido por um mecanismo ciliar e muco. Ha &amlyarios grupos de moléculas que
auxiliam esta situacdo. Entre essas substancias astdefensinas, as catelicidinas e as
colectinas (Zhang et al., 2000). A resposta ada&ptétdesencadeada quando este sistema &
sobrepujado.

Nos pulmdes, a atividade imunoldgica adayagsta expressa em duas regides
distintas: no tecido linféide associado aos bréosjuBALT (na sigla em inglés), e nos
linfonodos do mediastino.

Os alvéolos pulmonares séo revestidos powlal planas denominadas
pneumacitos, de tipos | e Il, e possuem em seusrlamacrofagos, células dendriticas e
linfécitos T. O estroma intersticial alveolar padssuacrofagos, células dendriticas,
linfécitos T, linfécitos B, mastdcitos, mas nao ton plasmacitos. Na presenca de
patdégenos, o tecido linfoide pulmonar se desviasele estado basal, para um estado
inflamatério. Macréfagos alveolares provavelmerddipipam desta mudanca. A ativacao

do endotélio em vasos pulmonares aumenta a exprdesdarcadores de “homingi4pl



34

e CCR10, que sao expressos constitutivamente téliepespiratorio e cujos ligantes sao
VCAM1 e CCL28. Por sua vez, no intestino os mexapns de “homing” levam a
expressao dexdf7 e CCR9. Células endoteliais dos capilares pulnesnaxpressam
constitutivamente ICAM-1 e P-selectina cujos ligensdo LFA-1 (antigeno associado a
funcéo linfocitaria) e PSGL1 (glicoproteina ligarde P-Selectina 1). Outros ligantes
descritos sdo CXCR6-CXCL16 e a integrindpl (VLA-1). As células dendriticas
pulmonares exibem alto ritmo de reciclagem (turnpeesao rapidamente mobilizadas
durante infeccbes ou em re-exposicdo a antigenesiapmente contactados. Essa
mobilizacdo em estados basais envolve a particpdgd CR1 e CCR5.

As células epiteliais alveolares produzenddxitrico, quimiocinas e citocinas
(interferons, G-CSF e GM-CSF) e ICAM-1. Os macrofaglveolares fagocitam antigenos
gue alcancam a luz alveolar, e impedem sua apeggentao BALT; ndo migram para
linfonodos regionais e ndo possuem papel signiWicaha apresentacao antigénica. Os
macrofagos alveolares induzem a expressdanvi@® nas células epiteliais alveolares
levando a ativacdo de T@Hocalmente. A manutencdo do numero de macrofagos
alveolares se da pela proliferacdo local de seesupsores e em estados inflamatorios
através da emigracao de mondcitos sanguineos,sane QCL2-CCR2 em sua migracao.

Células T regulatorias participam da respost agentes infecciosos e podem
prevenir o desencadeamento de reacdes alérgigagiméo, um mecanismo que pode ser
rompido em reacdes inflamatorias através da ativdedcélulas dendriticas por patdégenos

com grande secrecao de IL-6 e IL-1 (Holt et alQ&0
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2 — ODbjetivos

Objetivo geral:

Caracterizar 0s mecanismos envolvidos na reducéd® granulomas

esquistossomaticos pela injecdo intraperitoneabvddbumina (OVA) em camundongos

previamente tolerizados por via oral com OVA.

Objetivos especificos:

Analisar histologicamente os granulomas pulmemaavaliando o tamanho,

composicao celular e grau de fibrose nos dias 11514 e 18 apos a inoculacdo
dos ovos;

Analisar por imunofluorescéncia o infiltradaflamatorio na regido contendo os
ovos em fragmentos de pulméo coletados 18 dias ajp@sculacdo dos ovos, para
avaliar a presenca de:

2.1 — linfocitos T através da marcagdo com arpa®rnti-CD3 e anti-CDA4.

2.2 - macréfagos através da marcacdo com antbBF4/8

2.3 — miofibroblastos através da marcacao cormuSiA.

Analisar por imunofluorescéncia a expressaonudéculas de adesdo (ICAM-

1/CD54) nas células que compdem o granuloma pdapeuno tecido pulmonar ao

redor do granuloma, 18 dias ap6s a inoculacao dos, 0

Avaliar as citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IFNe TNFo em extrato de pulméao, 14 dias
apos a inoculacéo dos ovos.

Avaliar as citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IFN-e TNFo no soro, nos dias 1, 5, 14 e 18

apos a inoculacéo dos ovos.
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3 — Materiais e Métodos

3.1 - Animais.

Camundongos C57BL/6 adultos jovens (8 semanas)edémforam obtidos do
Centro de Bioterismo da UFMG e permaneceram ncéBamte Animais Experimentais do
Departamento de Morfologia (Camara Climatizada) cagdo padrado para camundongos e
agua, de acordo com as recomendacdes do Comitéicded Experimentacdo Animal
(CETEA) da UFMG.

3.2 - Antigenos.

Foi utilizada ovalbumina cristalizada (Ova, Signra@V).

3.3 - Tratamento oral para obtencéo de tolerancia.

Camundongos receberam “ad libitum” uma solucaolae de ovo na diluicdo de
1:5 em &gua, contendo em média 4 mg de ovalbununanp (Faria 1993), em lugar da
agua, por trés dias consecutivos. As garrafas wodatea solugdo foram trocadas
diariamente para prevenir contaminacdo. Os grupmdrale receberam apenas agua
filtrada. Este tratamento terminou 7 dias antelsmleizacéo parenteral.

3.4 - Granulomas pulmonares.

Sete dias ap0s a inducdo da tolerancia oral, 2006 wivos foram injetados pela
veia da cauda em 0,2 ml de solugao salina 1,8%@v0s deS. mansoni foram obtidos a
partir do figado de camundongos Swiss com 8 a fifaisas de infeccdo por 70 cercérias,
gentilmente cedidos pela Professora Débora Negraoe& do Departamento de

Parasitologia do ICB-UFMG.



37

3.5 - Imunizagoes.

Camundongos pré-tratados com OVA por via oral (grtgierante) e controles
(grupo imune) receberam uma imunizagao intraperéb(.p.) com 1Qug de Ova + 1,6 mg
Al(OH)3 em 0,25 ml de salina poucos minutos antes da ag&a i.v. dos ovos d&
mansoni. Um grupo controle ndo foi imunizado (grupo gramog).

3.6 - Sangria.

Para obtencéo de soro uma amostra de sangue ébadaldo plexo axilar antes da
retirada dos pulmdes, e, ap0s a coagulacdo o sbegparado e congelado a -20°C para
teste dos anticorpos anti-OVA e anti-SEA (antigsoldivel do ovo) e analise quantitativa
de citocinas por “cytometric bead array” (CBA).

3.7 - ELISA.

Anticorpos anti-Ova e anti-SEA do soro foram detdos por ensaios
imunoenzimaticos padrao. Em resumo, placas degpiotiro (Nunc) foram sensibilizadas
overnight a 4°C com g por well de proteina purificada, lavadas comnsationtendo
0.05% Tween-20, saturadas com 0.25% caseina diledasalina tamponada (PBS).
Depois de novamente lavadas adicionou-se o soraliengdes sucessivas de 1:50 a
1:1600. Depois de 1 hora, a 37°C, as placas foemadhbs, incubadas por 1 hora a 37°C
com imunossoro de cabra anti-lg de camundongo gadmu com peroxidase (Southern
Biotechnology). Depois de novamente lavadas, aditiese HO, e ortofenilenodiamino
(OPD) para revelar a reagédo. Apos 20 minutos, @aceéoi interrompida pela adicdo de
H.SO, 1:20, e lida a 492 nm em leitor de ELISA (BioR&tkrcules, CA). Os resultados
foram obtidos apds a soma das densidades Oticaseadiluicdes dos soros dos animais
individuais. Cada resultado representa a médiat8&kinco animais por grupo.

3.8 - Histologia.
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Os animais foram sacrificados por deslocamentoica@rmos dias 1, 5, 11, 14 e 18
apos a injecao i.v. dos ovos. Para avaliacdo Bgittd, um dos pulmdes foi fixado por
imersdo em solucdo de formalina de Carlson em tarivifoning (pH 7.0) por 24h. Apos
a fixacdo, o material histolégico foi transferidar@ alcool 70° e submetido as etapas que
se seguem em temperatura ambiemesidratacdo: séries graduais de etanol (70%-
100%), 30 minutos cadd®iafanizacdo: xilol em temperatura ambiente (3X, 20 minutos
cada);Infiltracdo: Parafina a 56°C (3X, 20 minutos cadhjclusdo: Parafina a 56°C.
Cortes de gm foram corados com hematoxilina/eosina ou Trictwwoade Gomori.
Imagens digitalizadas foram obtidas usando-se ucnostopio 6tico (Olympus BX50 com
camera Olympus Q Colour 3) e analisadas utilizesel@ software Q-Capture Pro (Q
Imaging, Canada).

3.9 - Processamento do material para imunofluoresnéia.

Um dos pulmdes foi fixado em solucdo de metanol 80%MSO (dimetil
sulfoxido) 20%, imerso em gelo seco (-54°C) e fexido para congelador a -80°C onde
permaneceu por cerca de sete dias para a criatsigési (Carvalhaes et al., 2006). Em
seguida, o material foi transferido para congelade20°C por um a dois dias e levado para
a temperatura ambiente para as etapas de des&rathgfanizacao, infiltracao e inclusao
em paraplast. Apos a inclusdo em paraplast, foemtizados cortes histologicos dend de
espessura e submetidos a técnica de imunofluoacéom o0s seguintes anticorpos
primarios: rato anti-F4/80 (eBioscience San Die@d), rato anti-CD3 (Pharmigen San
Diego, CA), rato anti-CD4 (Pharmigen, San Diego,)Gaamundongo ant-SMA (Sigma
St. Louis, MO) e camundongo anti-ICAM-1 (R&D Systenan Diego, CA). Apds

lavagem com PBS, os cortes foram incubados em tampa ambiente com anticorpos
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secundarios cabra anti-lgG de camundongo conjugadoAlexa 488 (Molecular Probes,
Eugene, OR) ou cabra anti-lgG de rato conjugado [Edr@ (eBioscience San Diego, CA).
Apoés lavagem em PBS, os nucleos foram marcados £6rdiamidino-2-phenylindol
(DAPI) e os cortes foram novamente lavados com &B8s de serem montados com uma
mistura de 10% 1.0 M Tris-HCI, pH 9.0 and 90% giate

No inicio do experimento, foi feito o controle senuso dos anticorpos primario e
secundario para verificar se o tecido possuia fumoescéncia. Este resultado foi negativo
para animais de todos 0s grupos experimentaist@Exx®vo deS mansoni cuja auto-
fluorescéncia foi excluida das analises. Contratizando somente 0s anticorpos
secundarios foram feitos em todos os experimentosae negativos em todos 0s casos.

3.10 - Analise atraves de microscopia confocal.

Os cortes submetidos a técnica de imunofluoresaéfmiam analisados em
microscopia confocal (Zeiss 510META,; Carl Zeiss AGherkochen, Germany). Foram
coletadas 3 imagens de cada amostra com as okjet¥®o ou 63x. As imagens foram

analisadas em escala de «cinza através do programmgeTool 2.0

(http://www.uthscsa.edu/dig/itdesc.hdmlA intensidade de fluorescéncia é fornecida @sada

unidade “Nivel de Cinza”, que varia do valor zepoe{o) ao valor 255 (branco). Quanto
mais préximo ao valor 255, maior a intensidaderfigoéncia. Para a analise quantitativa
todos os parametros de configuragdo do microscopimos no inicio da aquisicdo dos
dados foram mantidos para cada anticorpo usado gsmm@nostras de todos 0s grupos
experimentais e controle do anticorpo secundaoojando o nivel de fluorescéncia

uniforme, confidvel e possivel de comparacéao.

3.11 - Andlise atraves de imunohistoquimica
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Cortes histolégicos dos pulmdes, fixados em fortaoiponado e incluidos em parafina,
com espessura dep foram submetidos a analise imunohistoquimica pdataccédo de
ICAM-1 (Caltag Laboratories, San Francisco, CA, Rainoclonal Antibody to Mouse
CD54 ICAM-1), pela técnica de imunohistoquimicaetiit usando anticorpo biotinilado,
estreptavidina peroxidase e diaminobenzidina (DABYiluicdo do anticorpo obtida para
melhores resultados foi de 1/40. A reacdo foi zadih no Laboratério de Patologia
Comparada do Departamento de Patologia Geralartdia-se o Kit Ultravision Detection
System da LAB Vision Corporation. Os cortes sagdesfinizados em xilol, hidratados
em concentragfes decrescentes de alcool seguidaguie corrente. Em seguida séo
submetidos a reativagdo antigénica utilizando aicsml Retrieval (Dako) conforme
recomendacdes do fabricante. Logo apds, os co#esssbmetidos ao bloqueio da
peroxidase enddgena através de uma solucdo deiqeedi hidrogénio a 3% em metanol.
Para evitar ligagOes inespecificas, as laminasirgdidadas com soro bloqueio fornecido
pelo Kit. Feito isso, as laminas sdo incubadas cornticorpo primario (anti-CD54)
biotinilado, por uma hora. Ap0s essse passo, agd@nsao incubadas com o complexo
Estreptavidina-peroxidase fornecido pelo Kit. Aakgdo € feita com uma solucédo de
DAB fornecida pelo Kit. A contra coloracédo é realia com Hematoxilina. No final, a
lamina &€ montada conforme rotina histolégica cooigral.

3.12 - Andlise quantitativa das citocinas séricasd® pulmao

Amostras de soro foram coletadas como previamesgeritib e armazenadas a —
20°C até o uso. Cem miligramas de tecido pulmonar destars animais de cada grupo
experimental foram homogeinizadas em 1 ml de PBi&0do inibidores de proteases ( 0,1

mM de fenilmetilsulfonil fluoreto, 0.1 mM de Clomete benzetbnio, 10 mM de EDTA e
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20 KI aprotinin A)e 0,05% de Tween 20. As amostras eram entdo ceyadas por 10
minutos em 3000 RPM e o sobrenadante usado par@iaea As citocinas ( IL-2, IL-4, IL-
5, IFNy e TNFo) presentes no soro e no pulmao foram dosadas ¢GiGBA (Cytometric
Bead Array) Th1/Th2 conforme especificacdes doidabte (BD Biosciencies, CA, USA).

3.13 - Analise estatistica.

Os resultados foram analisados utilizando-se owsoé Graphpad Prism 4
(GraphPad Software, CA, USA), através de analiseadidncia, ANOVA, e em seguida
aplicado o teste Student-Newman-Keuls. Valores de< 9,05 foram considerados

significativos. Os resultados foram expressos cam@dia + SEM.

4 — Resultados
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Para avaliar os efeitos indiretos da injecdo garehde uma proteina tolerada na
formacao de granulomas, camundongos tratados coM @Y via oral, e animais controle
nao tratados com OVA, receberam uma injecao i.@Owe em adjuvante Al(OH)pouco
antes da inoculagdo i.v. de 2000 ovos vivosSdastosoma mansoni por uma veia da
cauda. Outro grupo controle recebeu apenas a mgiuide ovos, sem imunizacao i.p. Para
avaliar o estabelecimento da tolerancia oral a CAfaicorpos anti-OVA foram dosados no

Soro.
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Figura 1 — O pré-tratamento com OVA por via oral inibe anamto de anticorpos anti-OVA no soro.
Anticorpos anti-OVA foram medidos por ELISA no sate camundongos naive (normal, barra pontilhada)
ou 18 dias ap0s a inoculagéo i.v. de ovo&.deansoni em camundongos nao imunizados (granuloma, barra
branca), imunizados com OVA (imune, barra hachyradienunizados com OVA ap0s pré-tratamento oral
com OVA (tolerante, barra preta). Elisa* foi obtidpds a soma das densidades Opticas de seis diuiigd
soro de 1:50 a 1:1600. Os resultados dos grafigoesentam a média + SEM. ¥0,05 tolerante versus

imune; t p< 0,05 imune versus normal.

Na figura 1 podemos ver que 0s animais tratadas ©O¥A por via oral antes da

imunizagdo i.p apresentam menos anticorpos anti-Qd6A que aqueles que foram
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imunizados com OVA sem o pré-tratamento por vid, @@stando o estabelecimento da
tolerancia oral a OVA.

Anticorpos anti-SEA também foram dosados no sara perificar se a injecao do
antigeno tolerado com adjuvante Al(QHpncomitante com a inoculagcdo dos ovos de
S mansoni resultaria na inibicdo da formacdo de anticorpas$EA. Podemos ver na
figura 2 que a re-exposicdo parenteral ao antiggiecado (OVA), néo inibiu a formacéao

de anticorpos anti-SEA.

2000 Normal

Granuloma
Imune
Tolerante

INUE

1500+

[EnN
o
o
2

*

Elisa anti-SEA

500+

Figura 2 — A re-exposicao parenteral ao antigeno tolerad®KOH); ndo reduz o nivel de anticorpos anti-
SEA. Anticorpos anti-SEA foram medidos no soro dmendongos naive (barra pontilhada) ou 18 dias ap6s
a injecdo de ovos d8 mansoni em camundongos ndo imunizados (barra branca), rados com OVA
(barra hachurada) e imunizados com OVA ap0és ptartento oral com OVA (barra preta). Elisa* foi alati
apos a soma das densidades épticas de seis dduiigdsoro de 1:50 a 1:1600. Os resultados doscgsafi

representam a média = SEM. £9,05 imune versus normal.

Embora os efeitos indiretos da tolerancia orakdeasdeados pela injecéo i.p de

OVA em AI(OH); em animais tolerantes a OVA n&o tenham inibidooamécdo de
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anticorpos anti-SEA, eles inibiram a formacédo d@sglomas. Na figura 3 podemos ver
gue o tamanho dos granulomas ao redor de ovoS daeansoni aos 18 dias apos a
inoculacédo dos ovos € menor nos camundongos gebersnm a injecdo i.p. do antigeno

tolerado.
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Figura 3 — A re-exposi¢cdo parenteral ao antigeno toleratuz a &rea dos granulomas. Granulomas
pulmonares foram medidos aos 18 dias apés a irgilde ovos d& mansoni. em camundongos nao
imunizados (barra branca), imunizados com OVA ¢bdrachurada) e imunizados com OVA apds pré-
tratamento oral com OVA (barra preta). Os resubadias graficos representam a média + SEM< {05

tolerante versus imune. ND: Nao detectado.

A andlise qualitativa dos granulomas corados cdinntbstrou que ha reducao na
guantidade de células, sem que haja alteracOedicagmas na composicdo celular dos

granulomas, uma vez que mesmo 0s granulomas metdorgaipo tolerante apresentam
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eosinodfilos, macrofagos e linfocitos (figura 4).08panalise qualitativa das laminas coradas
com HE, podemos concluir também que o grupo tolerapresenta reducédo do exsudato
inflamatério difuso e ao redor das vias aéreascjpdis, ou seja, hA menor exsudacao
alveolar de células inflamatérias. Os granulomasares de animais do grupo tolerante
também apresentam deposicdo de colageno, como gevdeisto apds coloracdo com
tricromético de Gomori (figura 4).

Granuloma Imune Tolerante

Hematoxilina e Eosina

Tricromético de Gomori

Figura 4 — Granulomas pulmonares 18 dias apds inocula¢gdm/de deS mansoni em camundongos ndo
imunizados (granuloma), imunizados com OVA (imuadmunizados com OVA apds pré-tratamento oral

com OVA (tolerante). Corte corado em HE ou tricrtiothde Gomori com aumento de 400X. Barra de escala
=25um.

Os granulomas que se formam ao redor de ovosS deansoni apresentam
caracteristicas morfolégicas distintas nas fasassificadas como pré-granulomatosa e
granulomatosa, sendo que na fase pré-granulomdidsaxsudacdo de neutrofilos,

macrofagos, eosinofilos, linfocitos e alteragcdescudares como microtrombos. Na fase
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granulomatosa, hé organizacdo destes elementdaresluformacéo de células gigantes e
fibrose. A figura 5 mostra os granulomas represmosde cada grupo apos coloracdo com
HE nos dias 1, 5, 11 e 14 apos a inoculacdo i.9.a@wms. As alteracdes observadas nos
animais tolerantes podem ser detectadas desdeses ifaciais sendo que nos animais
tolerantes a OVA a re-exposicao parenteral a estaipa reduz o tamanho dos granulomas
como mostra também a figura 6.

As andlises qualitativas (em maior aumento) dosugomas no dia 1 mostram um
infiltrado inflamatdrio com predominancia de netitcd e macrofagos ao redor dos ovos
em todos os grupos, sendo muito menos intensoupm dolerante. No dia 5, macrofagos,
eosinofilos e alguns linfécitos podem ser detetadlios dias 11 e 14, os granulomas estédo
mais organizados e alguns fibroblastos podem sectdelos. Os granulomas no grupo
tolerante seguem o0 mesmo padrao de organiza¢c&@mpwo alcancam o mesmo tamanho

dos demais grupos.
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