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RESUMO

A tolerancia oral tem sido classicamente definida como um estado
de hiporeatividade para resposta celular e / ou humoral a um antigeno pela
administracdo prévia do mesmo antigeno por via oral. Estudos do nosso grupo
tém mostrado que a susceptibilidade a tolerancia oral diminui com a idade.
Desde que a tolerancia oral é fundamental para manter a homeostase do
intestino, o seu declinio com o envelhecimento pode resultar no aumento da
susceptibilidade ao desenvolvimento de reacfes inflamatdrias no intestino,
como alergia alimentar em animais idosos. Assim, o0 objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos do envelhecimento na indugédo da tolerancia oral e da alergia
alimentar. Usamos camundongos BALB / c de 8, 28, 53 e 92 semanas de idade
e analisamos a inducéo de tolerancia oral por gavagem ou ingestao voluntaria
utiizando como antigeno a Ovalbumina (Ova). Observamos que o
envelhecimento € seguido por uma diminuigdo na inducdo de tolerancia oral
por gavagem e de respostas imunes (Ig, IgGl, S-IgA e IgE) anti-Ova. A
producao de IL-4 e IL-10 especificas, citocinas com atividade pré-inflamatérias /
reguladoras, por células do baco estimuladas com Ova foi reduzida em
camundongos idosos. Os efeitos do envelhecimento mais acentuados no bago
do que nos sitios da mucosa intestinal (linfonodos mesentéricos e placas de
Peyer). No entanto, no baco e nos linfonodos mesentéricos, o niamero de
células T com fendtipo regulador (CD4+CD25+FoxP3+, CD4+CD25+LAP+,
CD4+CD25-LAP+) aumentou nos camundongos tolerantes idosos. Esses
resultados estdo de acordo com outros trabalhos nos quais alguns mecanismos
reguladores sdo preservados em camundogos tolerantes por ingestao
voluntaria. Ao observarmos que 0s animais idosos sdo menos susceptiveis a
tolerancia oral, nosso proximo estudo foi verificar se eles tendem a desenvolver
reacoes inflamatérias no intestino. Para observarmos o impacto do
envelhecimento na inflamacgéo intestinal, usamos um modelo de alergia
alimentar induzido por Ova. Primeiramente, um aumento de varios
componentes imunologicos (células T ativadas e citocinas) dos animais idosos
que foi associada com a reducdo da eficiéncia respostas imune-especificas

inflamatorias e reguladoras. Os niveis de IgG, IgA e IgE anti-Ova estavam
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reduzidos em camundongos idosos alérgicos (53 a 92 semanas de idade). No
que diz respeito a resposta de anticorpo local, a produgéo de S-IgA secretéria
total em camundongos ndo manipulados nao foi afetada pelo evelhecimento.
Entretanto, os niveis de SIgA anti-Ova em camundongos alérgicos estao
diminuidos com o envelhecimento. Sugere-se que o acumulo de células de
memoria e ativadas no sistema imune de animais idosos alérgicos levam a uma
reducdo na abilidade de lidar com antigenos novos. Segundo, a habilidade
reduzida dos camundongos idosos em responder imunologicamente, pode ser
cineticamente monitorada no modelo de alergia alimetnar utilizado.
Camundongos alérgicos jovens (8 semanas de idade) produzem altos niveis de
IgG1 e IgE séricas especificas tanto quanto S-IgA especifica no muco
intestinal; eles também apresentam altos niveis de IL-4,IL-5, IL-10 e TGF-
especificos produzidos por células do baco e dos LnM in vitro e uma
significante reducdo no cosumo de solucéo de Ova ( Aversao). Todos esses
parametros estavam progressivamente aumentados ap0s a imunizacao
primaria chegando ao pico de producao apos o desafio oral nos animais jovens.
A supressdo de todos parametros foi obtida pelo consumo prévio de Ova.
Camundongos de meia idade alérgicos (53 semanas de idade), entretanto,
apresentaram baixos niveis de IgE e IgG1 séricas especificas e demonstraram
aversao ao consumo de Ova com menor intensidade. Interessantemente, eles
apresentaram nenhuma supresséo aos parametros alérgicos quando ingerindo
oralmente Ova por gavagem. A produc¢do de citocinas especificas ( IL-4, IL-5,
IL-10 e TGF- B) pelas células do baco e dos LnMs apresentaram um platd com
nenhuma variacdo em todos os pontos do experimento (sensibilizacdo e
reforco) e ndés somente pudemos observar um pequeno pico na producédo de
citocinas apdés 7 dias de desafio oral com solugcdo de clara de ovo. Para
examinar variacdes pontuais no numero de células reguladoras e ativadas
durante a tolerancia oral e inducdo de alergia alimentar, nos utilizamos
camundongos transgénicos D0O.11.10 com 53 semanas de idade, com TCR
especifico para Ova. NOs observamos que as células T CD4+CD25+Foxp3+ e
CD4+CD25+LAP+ tanto quanto as células T CD4+CD44+ estédo reduzidas nos
linfonodos mesentéricos e nos bacos dos animais tolerantes. Portanto, nos

podemos concluir que a suscetibilidade a tolerancia oral e a inducdo de
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respostas imunes inflamatoérias declinam com o envelhecimento. A manutencao
de alguns fatores reguladores ( omo a IL-10) e algumas populacdes de células
T reguladoras nos tecidos linféides associados ao intestino em camundongos
idosos pode ter um efeito de preservacdo da homeostase da mucosa e da
inducao da tolerancia oral induzido por regimes orais naturais como a ingestéao
voluntéria.
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ABSTRACT

Oral tolerance has been classically defined as a state of
hyporesponsiveness of cellular and/or humoral response to an antigen by prior
administration of the same antigen by oral route. Studies from our group have
shown that susceptibility to oral tolerance decreases with age. Since oral
tolerance is critical to maintain gut homeostasis, its decline with aging may
result in increased susceptibility to develop gut inflammatory reactions such as
food allergy in aged animals. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effects of aging in oral tolerance and food allergy induction. We used BALB/c
mice at 8, 28, 53 and 92 weeks of age and analyzed oral tolerance induction by
either gavage or continuous feeding of ovalbumin (Ova). We observed that
aging is followed by a decreased in induction of both oral tolerance induction by
gavage and immune responses (Ig, IgG1, S-IgA and IgE) to Ova. Production of
specific IL-4 and IL-10, cytokines with proinflammatory/regulatory activity, by
spleen cells stimulated with Ova was reduced in aged mice. The effects of
aging were more accentuated in spleen than in mucosal sites (mesenteric
lymph nodes and Peyer's patches). However, numbers of spleen and
mesenteric lymph node CD4+ T cells with regulatory phenotypes
(CD25+FoxP3+, CD25+LAP+, CD25-LAP+) increased in tolerant aged mice.
This result is in concert with our finding that some regulatory elements might be
preserved in aged mice since they could still be rendered tolerant by a
continuous feeding protocol. Since aged mice were less susceptible to oral
tolerance, we next study whether they were prone to develop gut inflammatory
reactions. To test the impact of aging in gut inflammation, we used a model of
Ova-induced food allergy. First, the general increased availability of immune
elements (activated T cells and cytokines) in aged mice was associated with a
reduced efficiency in mounting specific immune responses of both classes,
inflammatory and regulatory. Serum anti-ovalbumin (OVA) I1gG, IgA and IgE
levels were reduced in allergic aged mice (53- to 92-week-old). Oral tolerance
induction to these parameters also declined with age. Regarding the local
antibody response, production of total secretory IgA (S-IgA) in non-manipulated

mice was unaffected by aging as we have previously reported. However, anti-
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OVA SIgA levels in allergic mice diminished with aging. It seems that the
accumulation of already experienced and committed cells in the immune system
of aged animals lead to a reduced ability to deal with novel antigens. Second,
the reduced ability of aged mice to mount an immune response could be
kinetically monitored in the food allergy model. Young (8-week-old) allergic mice
produced high levels of specific serum IgE and IgG1 as well as specific S-IgA in
the intestinal mucus; they had elevated levels of specific IL-4, IL-5, IL-10 and
TGF-beta produced by spleen and MLN cells in vitro and a significant reduction
in the consumption of OVA solution (aversion). All these parameters were
progressively increased after primary immunization, boost and peaked after oral
challenge in young mice. Suppression of all parameters was obtained by OVA
feeding. Allergic aged (53-week-old) mice, however, had lower levels of specific
serum IgG1 and IgE, and showed less accentuated aversion. Interestingly, they
showed no suppression of allergic parameters when fed OVA by gavage.
Specific cytokine production (IL-4, IL-5, IL-10 and TGF-beta) by spleen and
MLN cells showed a plateau with no variation throughout time points of the
experiment (sensitization and boost) and we could only observed a small peak
in cytokine production after 7 days of oral challenge with egg white solution. To
examine putative variations in regulatory and activated T cells during oral
tolerance and food allergy induction, we used DO.11.10 (Ova-TCR transgenic)
mice. We observed that CD4+CD25+FoxP3+ and CD4+CD25+LAP+ as well as
CD4+CD44+ T cells were reduced in mesenteric lymph nodes and spleens of
tolerant mice. Therefore, we concluded that both susceptibility to oral tolerance
and induction of inflammatory immune responses declined with aging.
Maintenance of some regulatory elements (namely IL-10 and some populations
of regulatory T cells) in the gut lymphoid tissues of aged mice might have the
effect of preserving mucosal homeostasis and oral tolerance induction by

natural regimens such as continuous feeding.
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1. Introducao

O Tecido Linfdide associado as mucosas

O termo “sistema imune das mucosas” foi criado por John
Bienenstock ha 40 anos atras (Gill et al., 2010). Ele sugeriu o conceito quando
descreveu o tecido linfoide associado aos bronquios e observou sua
similaridade anatdomica com o do trato gastrointestinal (Bienenstock and
McDermott, 2005). Evidéncias sugerem que o sistema imune linféide associado
as mucosas constitui m unico 6rgdo, com grande extensdo e em constante
interacdo entre seus componentes distantes. Trabalhos j& demonstraram que
imunizacdes intranasais contra o virus da Herpes podem gerar protecdo
vaginal contra infeccbes geradas pelo mesmo virus (Gallichan et al., 2001).
Outros estudos com pacientes com HIV (Human Immunodeficiency Virus)
observaram altas concentragcdes de Imunoglubulina A (IgA) especifica nas
secregcOes vaginais, nasais e na saliva desses pacientes (Artenstein et al.,
1997).

Entretanto, a maioria dos autores divide o tecido linféide associado
as mucosas (MALT) em termos morfolégicos e funcionais, como formado pelo
tecido linféide associado ao intestino ou trato gastrointestinal (GALT), pelo
tecido linféide associado aos brénquios (BALT) e pelo tecido linféide associado
a nasofaringe (NALT) (Brandtzaeg, 1996)

O BALT, juntamente com o NALT, apresentam agregados
linfocitérios responsaveis pela resposta imune a antigenos inalaveis. Além
disso, possuem organizacdo estrutural semelhante a encontrada nas placas de
Peyer do intestino, apresentando células M, linfocitos intraepiteliais, centros
germinativos e células dendriticas (Bienenstock and McDermott, 2005). O
BALT é pouco evidente em humanos e camundongos normais, mas durante
infeccbes pulmonares apresenta um alto grau de desenvolvimento (iBALT)
(Rangel-Moreno et al., 2006; Tschernig and Pabst, 2000).
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O Tecido Linfédide associado ao intestino

O tecido linfoide associado ao intestino ou ao trato gastrointestinal
(GALT), como os demais tecidos associados & mucosa, esta em constante
interacdo com o meio externo. No intestino, a presenca de células epiteliais e
0s elementos imunes ai presentes facilitam o reconhecimento e a absorgcao de
nutrientes, induzindo respostas imuno-moduladoras e também respostas
inflamatdrias contra patdogenos (Chahine and Bahna, 2010).

O GALT é formado por tecidos linféides organizados e células
imunocompetentes distribuidas na superficie da mucosa. As placas de Peyer
(PPs) e os linfonodos mesentéricos (LnMs) formam as estruturas linféides
organizadas enquanto os linfocitos da lamina propria (LP) e os linfocitos
intraepiteliais (IELs) representam as células imunocompetentes dispersas.

As placas de Peyer estédo localizadas na regido da submucosa do
intestino delgado, sdo um dos sitios mais importantes de geracdo de
plasmocitos produtores de IgA secretéria (S-IgA) e ndo dependem da
microbiota intestinal para sua geragdao (Mowat, 2003). Entretanto, seu papel
indutor ja foi motivo de discussdo. Em camundongos deficientes de placas de
Peyer, foram observados plasmacitos produtores de S-IgA na lamina prépria,
sugerindo a existéncia de locais alternativos para a indugéo da troca de isotipo
para IgA secretéria (Yamamoto e cols.,, 2000). De fato, Fagarasan e
colaboradores mostraram mais tarde que pelo menos 50% da IgA secretoria
tem origem de linfécitos B1 da lamina prépria onde eles fazem a troca de
isotipo e se tornam plasmadcitos secretores de IgA ( Fagarasan et al, 2001).
Esses autores defendem a idéia que o microambiente da LP é suficiente para
induzir troca de isotipo de células B IgM+ para plasmdcitos produtores de S-
IgA. Além disso, Rescigno e colaboradores demonstraram que as células
dendriticas localizadas na lamina propria do intestino sdo capazes de captar
bactérias do lumen intestinal e realizar a apresentagdo de antigenos in situ
(Rescigno and Borrow, 2001).

Os linfonodos mesentéricos (LnMs) sdo os maiores linfonodos do

corpo humano, os primeiros a se formarem durante a embriogénese e
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representam a conexdo entre as vias periféricas e mucosas na recirculacdo
linfatica (Newberry & Lorenz, 2005). Alguns trabalhos sugerem que a auséncia
dos LnMs inibe a inducéo de tolerancia oral e a producéo de IgAS nas mucosas
(Spahn et al., 2002; Yamamoto et al., 2000). Logo os linfonodos mesentéricos

possuem um papel fundamental na reatividade imunol6gica das mucosas.
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As células do intestino sdo especializadas na captacao e apresentacdo de
antigeno, na inducdo de imunidade antimicrobiana e na manutencdo de
tolerancia contra antigenos exégenos (lzcue et al., 2009).

Os foliculos linfoides isolados (ILFs) também participam da ativacao
das respostas imunes no GALT. Morfologicamente, estes sdo agregados
linfocitarios localizados ao longo do intestino delgado (Hamada et al., 2002),
apresentando centros germinativos e células M como as placas de Peyer;
porém, sem regides contendo linfocitos T e dependente da microbiota para seu
desenvolvimento (Lorenz, 2003). Nos ILFs, os linfécitos e as células
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apresentadoras de antigenos (APCs) apresentam grande proximidade, o que
possivelmente facilitaria a apresentacdo de antigenos e a indugcéo da resposta
imune (Astwood et al., 1996; Hamada et al., 2002; Lorenz, 2003).

Os sitios indutores das mucosas apresentam caracteristicas
comuns, como uma camada de células epiteliais interligadas por juncdes
formando uma barreira impermeével entre o limen intestinal e 0 meio externo.
Além disso, contém grande quantidade de células M organizadas em foliculos
linfoides, que sdo essenciais na captacdo, transporte e processamento de
antigenos provenientes do lumen intestinal (Ogra, 2009). O GALT apresenta
uma variedade de células efetoras presentes ao longo do limen intestinal,
como células B e T, células dendriticas, macrofagos e outras células
apresentadoras de antigenos (APCs) que participam ativamente desse
complexo processo de manutencdo da homeostase da mucosa intestinal (Faria
and Weiner, 2005).

Desta forma, a mucosa intestinal € a maior area de contato natural
dos antigenos com o organismo, representando assim, a maior fonte de
perturbacdes na atividade do sistema imune.

A IgA secretoria (S-IgA) é o anticorpo mais abundante nas
secrecfes mucosas e possui diversos atributos funcionais, atuando como
eficiente barreira imunoldgica contra agentes infecciosos no intestino.

A IgA é secretada principalmente na forma de dimeros associados
por uma unica cadeia J. Esses dimeros de IgA se ligam especificamente a
receptores de imunoglobulinas poliméricas (plgR), presentes nas superficies
basais das células epiteliais. Posteriormente, esse complexo € internalizado e
transportado por transcitose (Apodaca et al., 1991). Na superficie apical das
células epiteliais, o receptor plgR é clivado, liberando a por¢cdo extracelular
ainda aderida a IgA dimérica, denominada componente secretor (SC)
(Brandtzaeg et al., 1999). Esse componente secretor possivelmente contribui
na protecdo da S-IgA contra clivagens proteoliticas.

Em camundongos, ja foi observado o papel mucofilico da S-IgA, isto
€, juntamente com seu componente secretor ela interage com a mucina
presente no muco intestinal e captam o antigeno ou a bactéria do epitélio

intestinal formando um biofilme (Bollinger et al., 2006). Além disso, ja foi
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observado também em camundongos deficientes em plgR, a auséncia de S-
IgA e 0 aumento da permeabilidade da mucosa. Esse processo levaria a um
consequente aumento desregulado da captacdo de antigenos da dieta e de
bactérias da microbiota (Johansen et al., 1999).

Ja 80% da IgA sérica dos primatas incluindo os humanos, é
monomérica, resultante da sintese de células B provenientes da medula éssea.
(Otten and van Egmond, 2004).

Através da mucosa intestinal, cerca de 130-190 gramas de proteinas
circulam diariamente provenientes da dieta. Menezes e colaboradores
demonstraram que as proteinas presentes na dieta tém um papel importante na
maturacdo do GALT. Eles observaram que em camundongos tratados com
dieta livre de proteinas ha prejuizo do desenvolvimento morfolégico do trato
gastrointestinal, que apresenta baixos niveis de linfdcitos, 1gG, IgA e citocinas
ativadas perante respostas do tipo Th2 (Menezes et al., 2003).

Além da estimulacdo por proteinas da dieta, as bactérias que
colonizam o intestino grosso em humanos, chegando a 10*microorganismos /g
de fezes que representam uma fonte de estimulacdo importante nesse sitio
(Menezes et al., 2003). Na presenca de antigenos, as bactérias comensais do
intestino (microbiota) se ligam aos receptores do tipo Toll (TLRS) presentes nas
células do sistema imune inato, como macrofagos, ativando-os. Em geral, a
resposta imune resultante dessa ativacdo € ndo inflamatéria em condicdes
normais (Hooper and Macpherson, 2001; Neish et al., 2000).

Além disso, para a manutencdo de condicbes propicias para a
homeostase, a microbiota fornece energia através de nutrientes (como
vitaminas K e B12) e protecdo contra colonizacdo de bactérias patogénicas ao
intestino (Peterson et al., 2007; Tsuji et al., 2009).

Estudos com animais germ-free (isentos de germes) sugerem que 0
intestino normalmente possui um grau de ativacdo basal induzida pela
microbiota. Na auséncia dessas bactérias comensais, 0 GALT, o bago e outros
tecidos linfoides apresentam-se pouco desenvolvidos. Essas anormalidades
desaparecem quando se adicionam bactérias da microbiota ou ligantes de TLR

na agua ingerida pelos animais (Rakoff-Nahoum et al., 2004). Sendo assim, a
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microbiota intestinal € uma importante fonte de regulacdo e maturacdo do
sistema imune no intestino.

A interacdo do epitélio intestinal (inducé&o da producédo de citocinas)
com as células dendriticas, macréfagos e células T reguladoras presentes na
lamina propria do intestino também parece ser importante para a manutencao

da homeostase do intestino (lliev et al., 2009; Rescigno et al., 2008).

A Tolerancia Oral

A tolerdncia oral tem sido classicamente definida como um
fenbmeno de longa duracdo, no qual a exposicdo prévia de um determinado
antigeno pela via oral resulta em uma diminui¢cdo da capacidade do organismo
de montar respostas imunes apds exposicdes parenterais subsequentes a este
mesmo antigeno, com ou sem a presenca de adjuvantes (Thomas and Parrott,
1974; Vaz et al., 1977). Uma vez que a tolerancia oral tenha sido induzida,
varios aspectos da resposta imune antigeno especifica Thl e Th2 sao
suprimidos como: producdo de imunoglobulinas de varias classes como IgE,
IgM, e Ig de diferentes isotipos (Afuwape et al., 2004; Vaz et al., 1977); reacao
de hipersensibilidade tardia — DTH (Mowat et al., 1982) e producédo de varias
citocinas (Afuwape et al., 2004; Weiner, 1994).

Diversos fatores do sistema imune da mucosa favorecem o
desenvolvimento da tolerancia oral.

O processo digestivo do intestino altera estruturalmente as proteinas
da dieta facilitando o desenvolvimento de tolerancia oral. J& foi comprovado
que a hidrélise de antigenos, tornando-os solluveis, deixa-os mais
tolerogénicos que os antigenos particulados (Chehade and Mayer, 2005).

A microbiota também tem um papel importante nha manutencdo da
tolerancia oral. Em estudos com camundongos germ-free, foi demonstrado uma
alta propenséao a intolerancia alimentar relacionada a altera¢des da imunidade
inata e da auséncia da estimulagcdo de TLR-4 (Toll-like receptor 4) pelo LPS
das bactérias (Bashir et al., 2004; Sudo et al., 1997).
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Outros fatores também estéo relacionados a inducdo da tolerancia
oral, como a idade (Faria et al., 1993; Hanson, 1981; Vaz et al., 1981), o estado
nutricional (Lamont et al., 1987a; Lamont et al., 1987b) e o estado imunoldgico
dos animais (Vaz et al., 1987); além da natureza, dose e via de administracdo
do antigeno, bem como a frequéncia e o intervalo entre elas (Gaboriau-
Routhiau and Moreau, 1996).

Strobel e colaboradores demonstraram que camundongos de
linhagem susceptivel a inducédo de tolerancia por via oral (B6D2F1), quando
tratados com Ova nas primeiras 48 horas de vida, ndo desenvolveram o estado
de tolerancia, apresentando altos niveis de anticorpos especificos anti-Ova.
Somente apdés a segunda semana de vida, o estado de tolerancia oral foi
alcancado, com a obtencdo de niveis significativos de supressdo dos
anticorpos anti-Ova (Strobel and Ferguson, 1984).

A suscetibilidade & inducdo de tolerancia por via oral surge
provavelmente por volta do 17° dia ap0s o nascimento, posterior a organizacao
do tecido linféide da mucosa intestinal; principalmente das placas de Peyer; ao
surgimento das enzimas proteoliticas, a migracao dos linfécitos para o intestino
e ao “fechamento” da mucosa intestinal com a consequente diminuicdo da
absorcao de moléculas (Vaz et al., 1981).

Os processos de envelhecimento e maturacdo do GALT também
interferem na inducdo de tolerancia oral. Camundongos de linhagens
susceptiveis & tolerancia por via oral (B6D2F1 e C3H/HeJ) com 8 semanas de
idade, tornam-se refratarios a tolerancia induzida por gavagem quando
adultos(24° semana) ou de meia idade (40° a 44° semana de idade) (Faria et
al., 1993; Rios et al., 1988).

A transferéncia de células do baco de animais B6D2F1 jovens tanto
para animais neonatos como idosos aumenta a susceptibilidade a inducao da
tolerdncia oral nestes animais, em contraste, a transferéncia de células de
camundongos idosos para jovens 0s tornam menos susceptiveis (Lahmann et
al., 1992).

Entretanto, em nosso laboratorio, trabalhos demonstraram que a
administracdo de antigenos por ingestdo voluntaria é capaz de induzir

tolerancia oral em animais senis (70 semanas de idade), mostrando que o
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envelhecimento estd associado a uma diminuicdo na suscetibilidade a inducdo
de tolerancia oral, mas ndo a uma completa refratariedade (Faria et al., 1998).
Ja foram descritos dois mecanismos para explicar o fendmeno da
tolerancia oral: anergia (auséncia de funcdo) ou delecdo clonal (perda de
funcdo devido a apoptose) e regulacdo ativa (células T reguladoras). Estas
idéias j& foram estendidas pela demonstracdo que células T tolerizadas
oralmente tém problemas na atividade locomotora, o qual restringe sua
habilidade em atravessar o endotélio vascular ou a sua interacdo com DCs e

células B in vivo (Strobel and Mowat, 2006).
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Figura 2: Mecanismos indutores da tolerancia oral.

A auséncia de resposta a antigenos in6cuos pode ser explicada por células T anérgicas, dele¢éo clonal
por apoptose ou ativacdo de subpolulagbes de células T reguladoras. Essa ativacdo de células T
reguladoras pode ocorrer localmente ou em sitios distantes, como nos linfonodos mesentéricos ou no
figado apds a disseminacédo de antigenos sollveis absorvidos ou transportados por APCs. As células
reguladoras CD25+ podem ser positivas ou negativas para Foxp3 e contém subpopulacdes de células
Trl,Th3 ou LAP+, que produzem citocinas supressivas como IL-10 e TGF-B. Essas células reguladoras
sdo importantes no desenvolvimento do balanco de producdo de células Th2 e Thl. (Per Brandtzaeg,
2010).

Segundo Weiner e colaboradores, o fator determinante de qual
forma de tolerancia periférica se desenvolvera seria a dose de antigeno
utilizada. Uma dose Unica e alta de antigeno levaria a anergia ou a delecao de
células T por apoptose (Weiner, 1994; Weiner et al., 1994), consequéncia da
inibicdo da ligagdo do CD80 presente nas células T ao CD86 das APCs
(Mellman and Steinman, 2001). Ja doses baixas e multiplas de antigeno
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estariam associadas a geracdo de células T reguladoras (Weiner, 1994), como
as células T reguladoras das subpopulagcées Trl (produtoras de IL-10), Tr3
(produtoras de TGF-B) e CD4'CD25" (produtoras de TGF-B) (Chahine and
Bahna, 2010).

Ja foi observado em humanos que baixas doses de proteinas

administradas via leite materno para bebés € uma maneira eficiente de torna-
los tolerantes a essas proteinas (Verhasselt et al., 2008). Os primeiros testes
experimentais foram em camundongos utilizando modelos de asma induzida
por ovalbumina. Os antigenos inalados pela mée aparecem no leite materno e
protegem a prole dos efeitos da asma com a producdo de células T
reguladoras (Verhasselt et al., 2008).
A relacdo da dose administrada e a inducdo de tolerancia também foi
observada em neonatos sensibilizados com PN e desenvolveram alergia com
producédo de IgG1, que pode ser prevenida parcialmente por inibidor de PAF e
pelo consumo materno de baixa dose de PN durante a gestacéo e lactacao (a
protecdo foi associada a baixa razdo 1gG2/IgG1l e baixa producdo de IgE)
(Lopez-Exposito et al., 2009).

Algumas evidéncias tém sido mostradas de que as formas de
tolerancia, anergia ou delecéo e regulacdo ndo sao independentes e podem se
sobrepor.

Um fator em comum desses mecanismos esté a secrecao de TGF-
(Transforming Growth Factor Beta). O TGF-f é uma citocina reguladora, que
pode ser induzida através do tratamento de células T com anticorpo anti-CTLA-
4 (antigeno 4 de linfécitos T citotoxicos), embora esta molécula tenha sido
primeiramente descrita na inducdo de anergia in vivo (Nakamura et al., 2001).
Além disso, alguns estudos sobre propriedades de células reguladoras as
descrevem como anérgicas e os eventos de delecdo clonal ocorridos na
mucosa intestinal parecem criar condi¢cdes para secrecdo local de TGF-f
(Takahashi et al., 1998).

Portanto, anergia/delecdo e supressao ativa possivelmente séo
diferentes aspectos de um mesmo processo tolerogénico, sendo conectados

pelo contato com o antigeno no intestino (Faria and Weiner, 2005).
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Inicialmente, a atividade reguladora das células T CD4" foi ligada a
producdo de citocinas Th2, como IL-4 e IL-10, e associada a supressédo da
producdo de citocinas Thl, como IL-2 e INF-y. No entanto, varios estudos
demonstraram que a supressdo mediada pela tolerancia oral também é efetiva
em respostas mediadas por células Th2, ou seja, tanto respostas Thl como
Th2 podem ser suprimidas na tolerancia oral (Faria and Weiner, 2006a; Faria
and Weiner, 2006b; Melamed et al., 1996).

Atualmente o papel das células T reguladoras na tolerancia oral e
seu mecanismo de acdo tém sido bastante discutidos.

As células T reguladoras foram descritas primeiramente por Gershon
e colaboradores em 1970 e eram tidas como células T CD8" supressoras
(Gershon and Kondo, 1970). No entanto, Sakaguchi e colaboradores em 1995
caracterizaram as células T regulatérias como células T CD4" expressando o
receptor da alta afinidade para IL-2 (IL-2Ra ou CD25), que é essencial para a
sua funcdo reguladora (Sakaguchi et al., 1995a; Sakaguchi et al., 1995b).
Outros estudos, realizados em camundongos deficientes para a expressao de
CD8", confirmaram que a inducdo da tolerAncia oral ocorria
independentemente de células T CD8", mas era dependente de células T CD4"
(Garside et al., 1995; Hornquist et al., 1996).

As células Tregs CD4'CD25" sdo células anérgicas, ou seja, ndo
proliferam bem e ndo secretam IL-2, apresentam propriedades supressoras, e
tém sido descritas como responsaveis pela regulacdo dos mecanismos de
doencas autoimunes e alergias (Sakaguchi et al., 2004; Sakaguchi, 2004;
Takahashi et al., 1998). Além disso, seu mecanismo de acdo envolve o contato
celular mais que a secrecao de citocinas embora elas sejam dependentes para
sua sobrevivéncia e expansdo da IL-2 produzida por outros linfocitos T
(Sakaguchi et al., 2004). Essa dependéncia de IL-2 exégena parece nao ser
somente um requisito importante para sua manutencdo e funcionamento, mas
também para o controle da frequiéncia dessas células no corpo.

Vérios marcadores ja foram descritos para as células T CD4'CD25",
como o CD45RB“Y, CD25, CTLA-4, receptor de TNF induzido por
glicorcoticoéide (GITR), fator de transcricdo FoxP3 (Forkhead box p3), LAP

(peptideo associado a laténcia) e TGF-f de membrana (Hori et al., 2003;
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McHugh and Shevach, 2002; McHugh et al., 2002; Nakamura et al., 2001; Oida
et al., 2003). O CTLA-4 tem papel inibidor da proliferacdo de linfocitos T e
possui um papel importante durante a inducdo da tolerancia oral.
Camundongos tratados oralmente com anti-CTLA-4 apresentam proliferacéo de
células T especificas acelerada, prejudicando a inducéo da tolerancia (Chen
and Ma, 2002). O GITR € um marcador constitutivo expresso em células Tregs
CD4'CD25", CD8'CD25" e CD4"CTLA-4 intracelular (McHugh et al., 2002). O
FoxP3 é um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento e funcéo
das células T CD4'CD25" nativas, e esta relacionado na supressao de doencas
autoimunes e alergias alimentares (Sakaguchi et al., 2006).

Uma forma de TGF-B expressa na membrana celular esta associada
com a atividade regulatoria das células Tregs CD4'CD25" (Nakamura et al.,
2001). O TGF-B de membrana das células T reguladoras € produzido na forma
inativa e ligado ao peptidio associado a laténcia (LAP). Assim, a atividade
biolégica dessas células depende da dissociacdo da TGF-f madura do
complexo latente. In vivo, sdo ativadas por proteases que clivam o complexo
latente, e a plasmina € uma das proteases envolvidas no processo de ativacao
(Oida et al., 2003). Células T CD4+CD25-LAP+ também j& foram descritas
como imuno-moduladoras em modelos experimentais de colite (Oida et al,
2003).

O CD45RB é uma fosfatase expressa em altos niveis na superficie
celular de linfécitos virgens. A expressédo de CD45RB diminui apés a ativacédo
dos linfécitos T sendo que células CD45RB™" sdo consideradas células T de
memoria (Lee and Vitetta, 1990; Lee et al., 1990).

Alguns estudos indicam que o intestino é um importante local de
desenvolvimento de Tregs Foxp3® e que células dendriticas (DCs) intestinais
especializadas promovem a expressdo de Foxp3 através de um mecanismo
que é dependente de TGF- B local tendo como cofator o acido retindico, um
metabdlito da vitamina A (Coombes et al., 2007; Mucida et al., 2007; Sun et al.,
2007). Sendo assim, o desenvolvimento periférico de Tregs Foxp3™ representa
um mecanismo de auxilio para amplificar o repertério de Tregs em locais

anatomicamente especializados, como na mucosa intestinal.
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Trabalhos também mostram uma reciprocidade entre o
desenvolvimento de Tregs Foxp3® e células T efetoras, sendo que células T
CD4" se diferenciam em Tregs Foxp3"* na presenca de TGF-B ou em células
Th17, que secretam IL-17, uma citocina pro-inflamatéria potente, na presenca
de TGF-B e IL-6. Deste modo, o TGF- 3 tem um efeito paradoxal, pois estimula
distintas subpopulagfes de células T com efeitos opostos na resposta imune
(Bettelli et al., 2006; Veldhoen and Stockinger, 2006).

Mucida e colaboradores, utilizando modelo experimental de asma,
demostraram que camundongos deficientes em Tregs naturais (nTregs),
produzidas no timo como resultado da sele¢cdo por autoantigenos, séo
altamente suscetiveis a inducdo de tolerancia oral. A exposicdo oral ao
antigeno nesses animais leva a geracdo de Tregs periféricas antigeno-
especificas que expressam Foxp3 e CTLA-4, sugerindo que a inducdo da
tolerancia oral ndo requer nTregs e que Tregs com caracteristicas similares sao
induzidas pela administracdo oral de antigeno. Entretanto, essa tolerancia &
reduzida quando TGF- € bloqueado. Esse trabalho é consistente com a idéia
de que a administracdo oral de antigeno gera Tregs antigeno-especificas num
processo que requer TGF- para indugédo de Foxp3 (Mucida et al., 2005).

Véarios estudos mostraram que existe uma expansao de células T
CD4'CD25" nas placas de Peyer, LnM e tecidos periféricos linféides de
camundongos tratados oralmente com antigenos (Chung et al., 2005). Essas
células mostraram ter atividade reguladora in vitro e in vivo e expressam Foxp3
assim como outros marcadores associados as Tregs incluindo CTLA-4 e GITR.
A funcédo supressora de Tregs oralmente induzidas parece ser, pelo menos,
parcialmente dependente de TGF-B, com um pequeno papel para IL-10. Isto
condiz com evidéncias de que Tregs que produzem TGF-3 ou expressam essa
molécula em sua superficie sdo responsaveis pela prevencao de vérias formas
de doencas inflamatérias como a colite (Strobel and Mowat, 2006).

Como mencionado anteriormente, varios trabalhos apontam a
citocina TGF-B como fator de ligagédo entre os dois mecanismos de indugéo de
tolerancia oral (Faria and Weiner, 2006b). TGF-B pertence a familia de
polipeptidios envolvidos no controle do crescimento e desenvolvimento celular.
Em mamiferos, existem trés isoformas de TGF-B: TGF-B1, TGF-f2 e TGF-[33.
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O TGF-B1 € abundante no intestino, tendo efeito estimulador na diferenciacao
das células epiteliais, troca de isotipo de S-IgA possuindo, além disso,
propriedades imunossupressoras sobre linfécitos (Kim and Kagnoff, 1990).

O envolvimento do TGF- na tolerancia oral foi descrito inicialmente
por Miller e colaboradores demonstrando a capacidade de células T CD8+
tolerantes de migrar para 6rgaos linféides suprimindo respostas imunes (Miller
et al., 1992). Apdés a administracdo oral de proteina basica de mielina (MBP),
essa supressao foi relacionada com a liberacdo de TGF-B que resultava na
inibicdo de células efetoras e liberacdo de citocinas nao-especificas (“bystander
suppression™supressao do espectador inocente) (Miller et al., 1992).

Posteriormente, foi observado que camundongos geneticamente
modificados (receptores TCR-Ova especificos), apds serem tratados oralmente
com altas doses de Ova, produziam TGF-3 e apresentavam delegéo de células
T (Chen et al., 1995; Chen et al., 1997). Sendo assim, o surgimento de TGF-3
poderia estar relacionado com eventos apoptoticos, justificando a delecao
dessas células T especificas.

A capacidade do TGF-B em induzir troca de isotipos para IgA pode
justificar estudos classicos que sugeriram que a tolerancia oral estava
interigada com um aumento da sintese de S-IgA na mucosa intestinal
(Challacombe and Tomasi, 1980). Entretanto, a relacdo entre a inducdo de
tolerancia oral e a producdo de S-IgA no intestino ainda ndo esta esclarecida.
Alguns trabalhos sugerem que ocorre um aumento na producdo de S-IgA
durante a inducéo de tolerancia oral (Fujihashi et al., 1996), ja outros acreditam
gue os niveis de S-IgA diminuem durante a inducéo da tolerancia (Grdic et al.,
1998; Kato et al., 2001).

Vérios estudos ja comprovaram o papel regulador do TGF-8,
demonstrando que, em camundongos geneticamente deficientes para a via de
sinalizacdo de TGF-B em células T, ocorre o desenvolvimento espontaneo de
doenca autoimune com secrecdo de autoanticorpos e ocorréncia de infiltrado
inflamatorio em varios 6rgaos (Gorelik and Flavell, 2000).

Simioni e colaboradores examinaram o papel das células dendriticas
na inducéo de tolerancia oral & Ovalbumina (Ova) em camundongos normais e

transgénicos (DO.11.10) para Ova (contendo alta frequéncia de linfocitos T
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expressando o transgene que codifica 0 TCR especifico para um peptideo da
Ova) (Simioni et al., 2004). Esses autores observaram que a administracédo de
Ova por gavagem ou por ingestdo voluntaria induzia tolerancia oral dose
dependente em camundongos normais jovens e senis, mas nos camundongos
DO.11.10 a tolerancia néo ocorria. A producéo de TGF- foi maior em culturas
de células T de camundongos normais e geneticamente modificados quando
estimuladas por células dendriticas de camundongos normais tolerantes
(Simioni et al., 2004). Esses resultados sugerem a importancia das células
dendriticas na estimulacéo de células produtoras de TGF-B durante a indugao
de tolerancia oral especifica em modelo murino.

Entretanto, o aumento da producdo de TGF- ndo é uma
consequéncia comum em todos os modelos de inducdo de tolerancia oral
(Baggi et al.,, 1999; Gonnella et al., 2001; Hirahara et al., 1995). Baggi e
colaboradores, utilizando modelo experimental para miastenia grave,
observaram que, ap6s administracéo oral de epitopos de células T especificos
(TAChR) em camundongos, a producdo de TGF- n&o sofria alteragdes (Baggi
et al., 1999). Husby e colaboradores demonstraram que, em humanos, o
aumento de TGF-B nao é observado durante a inducéo da tolerancia especifica
para KLH (“keihole limpet hemocyanin”) (Husby et al., 1994).

Portanto, apesar de em alguns modelos experimentais ja estarem
estabelecidos mecanismos responsaveis pela inducdo de tolerancia oral,
incluindo as células moduladoras envolvidas, existem outros mecanismos de

inducao de tolerancia oral ainda ndo explorados.

A Alergia Alimentar

Como ja foi dito, o trato gastrointestinal € um 6érgao linféide
importante na reatividade imune devido a sua constante interacdo com a
microbiota e com antigenos provenientes da dieta alimentar. Em circunstancias
normais, essa interagéo induziria toleréncia oral, entretanto, qualquer falha na
ativacdo ou manutencdo da homeostase intestinal resultaria em reacdes

inflamatorias, tanto locais como sistémicas (Paschoal et al., 2009).

Pagina | 14



A alergia alimentar é uma dessas reacoes, definida como um tipo de
aversao imune a proteinas da alimentacdo sendo ou ndo dependente da
producao especifica de imunoglobulinas de classe IgE (Sampson, 1999).

As alergias alimentares tém sido consideradas um dos maiores
problemas de saude das Américas (Mansueto et al., 2006). Em 2007, foi
observando um aumento de 18% de incidéncia de alergia alimentar em
criancas, comparado a década anterior (Fleischer et al., 2011).

A prevaléncia de reacdes alérgicas em humanos é maior nos
primeiros cinco anos de vida, sendo mais frequentes em criangas com menos
de quatro anos de idade (Sicherer and Sampson, 2006). Os alimentos mais
comuns causadores de alergia alimentar na infancia sao leite de vaca, ovos,
amendoim, trigo, soja, castanha, peixe e frutos do mar (Sicherer, 2011).

Entretanto, a maioria das alergias alimentares infantis € curada
espontaneamente com o avancar da idade do individuo e somente 2% dos
adultos sofrem dessa doenca (Sampson, 1999). Em adultos, os alimentos mais
comuns causadores da alergia sédo frutos do mar, amendoim, castanha e peixe
(Sicherer, 2002). As reacOes alérgicas alimentares podem afetar diversos
orgdos e consequentemente induzir uma diversidade de sintomas (Sicherer
and Sampson, 2010). De acordo com um trabalho publicado em 2001 pela
Academia Européia de Alergia e Imunologia Clinica (EAACI), existem dois tipos
de reacdes alimentares; as téxicas e as nao-tdxicas (Johansson et al., 2001).

As ndo-toxicas, também conhecidas como intolerancia alimentar,
sao reacoes fisiologicas desencadeadas por agentes toxicos ao organismo (ex:
venenos) ou responsaveis pela geracdo de doencas metabdlicas (ex:
deficiéncia a lactose) (Mansueto e cols., 2006).

Por outro lado, as reacfes alimentares toxicas ou as consideradas
como “verdadeiras” sdo mediadas por respostas imunoldgicas dependentes ou
nao da producdo da Imunoglobulina E (IgE) (Sicherer, 2002).

No processo alérgico dependente da producédo de IgE, as proteinas
da dieta alimentar, quando ingeridas, atravessam a camada de células
epiteliais do intestino e entram em contato com o tecido linfoide associado a
mucosa intestinal. Os fragmentos protéicos sao processados por células

apresentadoras de antigenos (APCs), expostos na membrana dessas células e
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reconhecidos por receptores de células T especificos. Na presenca de
interleucina-4 (IL-4), a inducdo da reacdo alérgica € iniciada com a
diferenciacdo de células T virgens auxiliares (Th) em células Th2 efetoras.
Geralmente, células Th2 quando estimuladas, produzem uma diversidade de
citocinas, incluido IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que, entre outras funcdes, tém o
papel de inducdo da diferenciacdo de células B em plasmdcitos produtores de
IgE (van Wijk and Knippels, 2007).

Os anticorpos IgE especificos apresentam alta afinidade para os
receptores de mastocitos e basofilos. Apds uma segunda exposi¢cdo ao mesmo
alérgeno, a ligacédo de anticorpos IgE estimula a degranulacdo de mastocitos e
liberacdo de mediadores inflamatérios, como histaminas, citocinas e proteases.

Esses mediadores desencadeiam uma série de reacfes alérgicas
cutdneas (urticérias, equizemas), gastrointestinais (nauseas, diarréias, dores
abdominais, vOomitos), respiratorias (tosse, rinites) e sistémicas (colapsos)
(Sampson, 2004).

De acordo com alguns estudos, 4% da populacdo mundial apresenta
reacOes alérgicas alimentares mediadas pela producéo de IgE (Kanny, 2001).

Curiosamente, 50% das criancas alérgicas ao leite de vaca nao
apresentam reacdes IgE-dependentes. Testes diagndésticos para alergia
alimentar foram realizados para detectar na pele desses individuos anticorpos
IgE ligados a mastdcitos na pele, e isso ndo foi observado. Alega-se que as
reacBes imunoldgicas que ocorrem sao devido a ativacdo de células T efetoras
ou de anticorpos da classe IgG (Bischoff et al., 2000; Majamaa et al., 1999;
Veres et al., 2003).

Entretanto, é importante lembrar que embora anticorpos da classe
IgE induzam a degranulagdo de mastdcitos, os reais mecanismos efetores que
acontecem nas lesBes intestinais dos pacientes alérgicos sao dificeis de
identificar usando somente testes clinicos ou biopsias de mucosa (Bengtsson
et al., 1997; Knutson et al., 1993; Lim et al., 2001).

Estudos em camundongos ja demonstraram que a permeabilidade
intestinal é alterada por consequéncia de numerosos fatores, como apoptose

de células epiteliais, presenca de patdgenos, respostas celulares inflamatérias
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com liberagdo de citocinas ou ingestdao oral de etanol (Andrade et al., 2003;
Hogan and Rothenberg, 2008).

Nas placas de Peyer, as células T CD4+ séo ativadas por antigenos
do intestino e migram para a lamina prépria. Em individuos saudéaveis, essas
células morrem por apoptose, mas, na alergia alimentar, o aumento da
permeabilidade pode levar a entrada exacerbada de antigenos para a lamina
propria ativando mais que o normal as células T, quebrando a tolerancia
mediada pelas citocinas imunossupressoras e células T reguladoras. As
citocinas pro-inflamatoérias logo estimulam o aumento da permeabilidade
epitelial, gerando um ciclo continuo de inflamacéo (Macdonald and Monteleone,
2005)(Figura 3).
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Figura 3. O aumento da permeabilidade epitelial e seu papel no
desenvolvimento do processo inflamatorio mediado por células T do
intestino.

(Macdonald and Monteleone, 2005)

7

O colostro humano é rico em S-IgA materna. Estudos ja
comprovaram que bebés com amamentacdo exclusiva, apresentam baixa
incidéncia de alergia alimentar (Zeiger and Heller, 1995). A presenca no leite

materno de citocinas como TGF-f e IL-10 podem contribuir para o
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desenvolvimento da tolerancia oral, pelo fato de terem efeitos supressivos e por
induzirem a producgao de IgAS na mucosa (Brandtzaeg, 2010).

Outros estudos também ja comprovaram que maes que apresentam
baixos niveis de S-IgA especificas para proteinas do leite de vaca tém maior
probabilidade de terem bebés alérgicos ao antigeno (Jarvinen et al., 2000;
Savilahti et al., 1991).

O grupo de Sicherer observou que humanos alérgicos ao amendoim
apresentam HLA (antigeno leucocitario humano) distintos dos individuos
alérgicos ao leite de vaca (Sicherer, 2002). Ambos 0s grupos respondem
preferencialmente as reagbes do tipo Th2 e cada um ao seu alérgeno
especifico, apresentando niveis séricos muitos altos de IgE especifica com
subsequente desenvolvimento da alergia (Sicherer, 2002).

Como mencionado anteriormente, os antigenos sollveis sdo menos
imunogéncicos que os particulados. Estudos ja demonstraram que bebés
alimentados via mamadeira com introducdo precoce de dieta soélida
apresentam uma tendéncia a desenvolverem respostas tipo Th2 e consequente
incidéncia de alergia alimentar (Anderson, 1997). A causa provavel desse fato
seria a complexidade das proteinas do leite contrapondo com a imaturidade do
trato gastrointestinal dos bebés (Anderson, 1997).

As células epiteliais intestinais sdo importantes para o0
desenvolvimento da tolerancia oral ou inducdo da alergia alimentar. J& foi
demonstrado que enterdcitos expressando MHC de classe Il atuam como
células apresentadoras de antigenos na mucosa intestinal (Blumberg et al.,
1999; Yu and Perdue, 2001).

Além disso, outros trabalhos observaram que, em camundongos,
apos sensibilizagdo com “horseradish peroxidase” (HRP), ocorre um transporte
acelerado através do epitélio intestinal de complexos formados por alérgenos-
IgE ligados ao receptor CD23 dos enterécitos com subseqiente transferéncia
aos mastocitos da mucosa (Yu & Perdue, 2001). Logo, essa via mediada pelo
receptor CD23 dos enterdcitos provavelmente facilita o transporte de antigenos
especificos no epitélio intestinal de camundongos (Tu et al., 2005).

As células apresentadoras de antigenos (APCs), como as células

dendriticas e macrofagos, também possuem funcdo importante durante o
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processo alérgico (Bilsborough and Viney, 2004). Essas APCs apresentam
receptores do tipo Toll (“Toll-like receptors”™-TLRs) que estdo envolvidos no
reconhecimento de alérgenos em mastocitos humanos estimulando a producao
de citocinas, como IL-9 e IL-13 (Stassen et al., 2001). A IL-13 tem um papel
importante na troca de isotipo para IgE e a IL-9 provavelmente est4 envolvida
na diferenciacdo de células Th especificas, juntamente com a IL-4, auxiliando
nas respostas alérgicas dependentes de IgE (Takeda et al., 2003).

Outra caracteristica importante nas reacfes alérgicas €é a
acumulacado de eosindéfilos no sangue periférico e nos tecidos (Bischoff et al.,
1997). A atuacdo dos eosinofilos como APCs promove uma expansao de
células Th2 nos tecidos inflamados, amplificando as respostas imunes do tipo
Th2 (Shi et al., 2004). Os eosinofilos expressam uma série de moléculas co-
estimuladoras (CD40, CD28, CD86, B7-1 e B7-2) (Woerly e cols., 1999;
Rothenberg, 2001), algumas citocinas estimulatérias ( IL-2, IL-6, IL-12, IL-4, IL-
10) (Kita and Gleich, 1996; Lacy et al., 1998; Lucey et al., 1989; Ohkawara et
al., 1996) e podem induzir a expressédo de MHC de classe Il (Lucey et al., 1989)
(Lucey e cols., 1989). Shi e colaboradores demonstraram que a transferéncia
de eosinodfilos ativados induz resposta antigeno-especifica in vivo (Shi et al.,
2004).

A ativacdo e o recrutamento dos eosinofilos para as areas
inflamatérias sdo dependentes da estimulacdo de eotaxina e IL-5 (Coeffier et
al., 1994; Yamaguchi et al., 1988).

A IL-5 estimula a diferenciacdo e proliferacdo dos eosinéfilos na
medula éssea além de regular o recrutamento dos eosinéfilos para os tecidos
inflamados (Coeffier e cols., 1991; Rothenberg e cols., 1995). Ja a eotaxina tem
efeito quimiotatico estimulando a acumulacdo de eosindfilos para os sitios
inflamatorios (Coeffier et al., 1994; Rothenberg et al., 2001).

A utilizacdo de modelos experimentais animais para a
compreensao da patofisiologia de alergias alimentares tem aumentado
gradativamente nos ultimos anos (Knippels et al., 1999; McCabe et al., 2001),
principalmente quando os 0rgédos em estudo séao de dificil acesso, como o trato

gastrointestinal (Untersmayr and Jensen-Jarolim, 2006).
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Nos modelos de inducdo de alergia alimentar aplicados em
roedores, a variedade de linhagens existentes, a utilizagdo de animais
geneticamente modificados e a possibilidade de analises experimentais com
muitas amostras, sdo algumas das vantagens da aplicacdo frequente desses
modelos em trabalhos experimentais (Knippels et al., 1999; Noverr and
Huffnagle, 2005).

Cara e colaboradores utilizaram modelo murino de alergia
alimentar para analisar a inducdo de tolerancia oral e a producédo de IgE-
especifica (Cara, 1995). Observaram que, em animais tolerantes a alergia ndo
era detectada e consequentemente a producdo de IgE era baixa. Ja 0s
imunizados previamente com Ova, quando desafiados oralmente com o
antigeno, apresentavam aversao ao mesmo e a producao de IgE era maior, o
que caracteriza uma reacao alimentar alérgica (Andrade, 1999; Cara, 1995).

Nesse trabalho, utilizaremos como antigeno a ovalbumina (Ova) e
como adjuvante o hidréxido de aluminio (Al (OH)3), analisando a producéo IgE,
IgA secretéria e de outras imunoglobulinas totais e especificas. Além disso,
vamos avaliar as alteracbes ocorridas no intestino apés o processo de
envelhecimento em um modelo experimental de alergia alimentar murino

anteriormente descrito por Saldanha e colaboradores (Saldanha e cols., 2004).

O Envelhecimento

Devido aos avanc¢os da medicina, das politicas publicas de saude e
do desenvolvimento socioeconbmico, estamos vivendo mais do que
antigamente e em ritmo acelerado. Em 2009, havia cerca de 21 milhdes de
idosos no pais e, entre 1999 e 2009, o percentual das pessoas com 60 anos ou
mais de idade no conjunto da popula¢do passou de 9,1% para 11,3% (IBGE,
2010).

Segundo os dados do perfil dos idosos do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), em 1940, a média de vida do brasileiro
(expectativa de vida ao nascer) era de 45,5 anos e em 2008, passou-se para

72,7 anos, ou seja, mais 27,2 anos de vida. De acordo com projecdes, 0 pais
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continuara adicionando anos na vida média de sua populagdo, alcan¢cando em
2050 o patamar de 81,29 anos, basicamente o mesmo nivel atual da Islandia
(81,80), Hong Kong, China (82,20) e Japédo (82,60).Em escala mundial, a
esperanca de vida ao nascer foi estimada, no periodo 2005-2010 em 67,2 anos
e, para 2045-2050, a ONU projeta uma vida média de 75,40 anos (IBGE,
2010).

Entretanto, apesar do aumento do tempo de vida ser um fator
positivo, também representa novos desafios para os individuos e para a
sociedade. O avanco da idade é acompanhado pelo surgimento de doencas
decorrentes do aumento da susceptibilidade a infecgdes.

Nos mamiferos, o desenvolvimento, a diversificacdo estrutural e a
maturacdo funcional do repertério imune sdo marcadas por um processo
continuo e dindmico. Esse processo, denominado senescéncia, se inicia na
vida fetal e culmina com a senescéncia (Ogra, 2010).

Apesar do grande progresso nos ultimos anos da caracterizacdo do
sistema imune da mucosa, ainda néo esta claro quais sdo as reais alteracdes
que ocorrem nesse sistema com o envelhecimento (Fujihashi and Kiyono,
2009).

De acordo com alguns trabalhos, o envelhecimento afeta tanto a
resposta imune adaptativa quanto inata. A ativacdo de macréfagos, migracéo e
fagocitose de células dendriticas, ativacdo mediada por receptores Toll, sintese
de intermediarios reativos de oxigénio e a eficiéncia de fagocitose dos
neutréfilos demonstram estar enfraquecidas ou desreguladas em algum grau
durante o processo de senescéncia (Nikolich-Zugich, 2005; Pfister and Savino,
2008).

Em humanos idosos, observamos a proliferacdo de células NK
maduras, porém, a citotoxidade e a producdo de citocinas por essas células
estdo reduzidas devido aos efeitos do envelhecimento (Solana and Mariani,
2000).
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Na imunidade adaptativa, os efeitos do envelhecimento s&o
drasticos nas propriedades das células B e T. No entanto, as células T tém se
mostrado mais susceptiveis aos efeitos do envelhecimento (Listi et al., 2006;
Taub and Longo, 2005). Essa maior susceptibilidade se da pelo fato das
células T serem produzidas no timo, o qual involui com o avancar da idade,
diminuindo assim, a producdo de timdcitos tanto em humanos quanto em
camundongos. Acreditava-se que a perda de timocitos e de massa timica
estava diretamente relacionada ao declinio da funcdo imune mediada por
células T, assim como a resisténcia reduzida a infecgbes e a incidéncia
aumentada de cancer e doencas autoimunes no idoso. Entretanto, varios
trabalhos mostram que, apesar da atrofia significante, o timo do idoso ainda
tem capacidade, ainda que reduzida, de promover diferenciacdo de células T e
de produzir células T virgens (Taub and Longo, 2005).

Durante o processo de envelhecimento, distdrbios na sinalizacéo
das células T supressoras podem estar associados com a relativa abundancia
de células T helper. As respostas imunes funcionais e reguladoras alteradas do
GALT podem explicar o aumento da incidéncia de infecgdes e neoplasias no
trato gastrointestinal com a o avancar da idade ( Schmucker ET AL,2003;
Thoreux,2007).

No processo de envelhecimento, células T CD4" virgens secretam
niveis mais baixos de IL-2 levando a uma diminuicdo na expressdo de CD25
(IL-2R). Além disso, elas apresentam uma proliferacao reduzida e diferenciacéo
incompleta para células T efetoras Thl ou Th2 (Linton and Dorshkind, 2004).

Pagina | 22



Primary lymphoid tissues Secondary lymphoid tissue
Thymus CD8‘ T cell CD4* T cell © ®

©0 GI>
Young CQ @@ @ @ @ ,, A=
@ %@ — 008

Lymphord > %
precursor Bone © @
marrow % ©B cal Blood © © @
vessel
Involuted ©©$©
thymus
old =
(D Fewer T Fewer naive

and B cells cells exported
produced to periphery?

Lymphoid
precursor

Decreased
haematopoietic
tissue in the bone marrow

@@ Oligoclonal expansion ©

of CD8* memory T cells

(Dorshkind et al., 2009)

Figura 4: Efeitos do envelhecimento na producdo de linfécitos e na

distribuicdo para os 6rgaos secundarios.

Muitos eventos contribuem para o declinio do nimero e da fungéo das células do sistema imune
adaptativo com o0 avango da idade. A geracdo de células T diminui como resultado da involug¢&o timica
(que envolve o decréscimo das massas medulares e corticais timicas e aumento de gordura). A producdo
de células B provavelmente também diminui com o envelhecimento devido ao declineo de medula 6ssea
hematopoiética. Logo, poucas células T virgens e possivelmente poucas células B sdo exportadas para a
periferia. A expansédo oligoclonal da populagdo de células T CD8+ se inicia por volta dos 60 anos de
idade, o que resulta no declinio do repertorio de células T virgens e o0 aumento de células T CD8+ de
memodria na periferia.

Estudos em camundongos demonstram que o perfil de producéo de

7z

citocinas por células T ativadas também € alterado durante o processo de
senescéncia. Observa-se uma reducdo de IL-2, TNF-a, e GM-CSF e um
aumento de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 por células T CD4" (de Faria et al., 1998;
Kang et al.,, 2004). Entretanto, em humanos, alguns autores relatam que a
producéo de IL-2 por células T CD4" virgens é relativamente normal e essas
células se diferenciam em células T efetoras de maneira similar aquela ocorrida
em individuos jovens (Gomez and Cabrini, 2004).

A reducdo substancial de linfécitos T virgens e o aumento
concomitante de linfocitos T de memdéria pode ser uma das razdes pela qual a
imunidade mediada por célula esteja prejudicada no idoso (Linton and

Dorshkind, 2004). Essa troca de populacdes parece ser uma consequéncia da
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proliferacdo homeostatica compensatoria em resposta ao numero reduzido de
linfécitos T naive, assim como, a influéncia da exposi¢cdo acumulativa a
antigenos (Linton and Dorshkind, 2004). O efeito dessa reducédo de células T
virgens no “pool” periférico seria uma contragdo do repertério de células T que
levaria a uma baixa capacidade de responder a novos antigenos. Outra
possivel razdo para essa baixa capacidade de resposta seria a ativacao
alterada das células T de memodria que se acumulam no envelhecimento
(Linton and Dorshkind, 2004).

Alguns trabalhos demonstram que a frequéncia aumentada de
doencas autoimunes na senescéncia pode ser devida a uma transducao de
sinais alterada em células T e B (Hasler and Zouali, 2005). Em células T, um
dos eventos iniciais na ativacéo, a liberacdo de célcio, esta reduzida tanto em
humanos como em camundongos idosos. Em células B, ocorrem alteracdes
substanciais no mecanismo celular de sinais de transdugdo no receptor de
células B (BCR) e outros receptores (Hasler and Zouali, 2005).

Concomitantemente com a producéo timica reduzida de células T
ndo reguladoras € concebivel que também haja uma reducdo na producéo de
células T reguladoras (Tregs) ao longo do envelhecimento. Sendo assim,
caminhos alternativos para a geracao periférica de Tregs sdo necessarios para
compensar esse déficit e para prevenir o aparecimento de doencas
autoimunes. Apesar de alguns estudos mostrarem que a funcdo supressora
das Tregs esté reduzida em quase 90% apoOs 50 anos de idade em humanos,
outros estudos ndo confirmam esse resultado mostrando que a funcao
supressora das Tregs no idoso esta tdo preservada quanto no jovem (Dejaco et
al., 2006).

Outra alteracdo comum de células T no envelhecimento € a
expansao clonal de células T CD8+, sendo que um unico clone pode ocupar
uma proporcao significativa do total no “pool” de células T CD8+. Embora
também possa ocorrer expansdo clonal de células T CD4+, a expansdo de
células T CD8+ é mais proeminente (Czesnikiewicz-Guzik et al., 2008). Ainda é
questionavel se as Tregs mantém seu repertorio policlonal no envelhecimento.
Um estimulo recorrente antigénico poderia reduzir a diversidade dessas

células.
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Em relacdo ao repertorio de células B, observou-se que a producgéo
de células B pela medula 6ssea declina significativamente com a idade (Min et
al., 2006). Em humanos senescentes, a afinidade dos anticorpos pelo antigeno
€ baixa e a troca de isotipo das células B é deficiente quando comparadas as
células jovens (Frasca et al., 2008). Trabalhos na literatura relatam um declinio
na producao de imunoglobulinas IgM, 1gG e IgA em linfonodos periféricos e de
IgA secretéria no muco intestinal de animais idosos (Fujihashi and McGhee,
2004). Entretanto, outros estudos observaram um aumento de IgM e IgG no
soro e de IgA na saliva de humanos idosos (Arranz et al., 1992).

Em trabalho recente do nosso grupo, mostramos que VAarios
elementos reguladores presentes na mucosa intestinal, tais como linfocitos
intraepiteliais com TCRyd, a producao local de TGF-f e IL-10 assim como a
frequéncia de células Treg com o fenotipo CD4+LAP+, estdo reduzidos durante
do processo de envelhecimento em camundongos. No entanto, alguns outros
elementos como as células Treg CD4+CD25+Foxp3+ da mucosa intestinal sdo
particularmente resistentes aos efeitos do envelhecimento e a preservacao
dessas células pode estar relacionada a manutencdo da homeostase intestinal
em animais idosos (Santiago et al, 2011).

Deste modo, podemos observar que, no envelhecimento, ocorrem
alteracbes de varios mecanismos e células do sistema imune em geral e do
tecido linféide associado ao intestino em particular, dos quais grande parte esta
envolvida na inducdo da tolerancia oral. Sendo assim, provavelmente o
fendmeno do envelhecimento atue de alguma forma no processo de inducéo da
tolerancia oral.

Neste trabalho, analisaremos o0s efeitos do processo de
envelhecimento na inducéo de tolerancia oral e da alergia alimentar. Trabalhos
anteriores do nosso laboratério demonstraram que camundongos idosos
exibem um decréscimo na susceptibilidade a inducéo de tolerancia oral. Varias
linhagens de camundongos foram testadas e observou-se que a partir de 20°
semana de idade a indugdo de tolerancia oral e seus efeitos sistémicos sédo
alterados pelo processo de senescéncia (Faria et al., 1993).

Sendo assim, utilizamos neste trabalho camundongos jovens (8

semanas de idade), de 28 semanas (x 6 meses), 53 semanas (se um
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camundongo tem tempo de vida estimado por volta de dois anos, 53 semanas
seria a metade do seu tempo de vida) e camundongos de 92 semanas de

idade, com quase 2 anos de idade.
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2. Objetivo Geral

Estudar os efeitos do envelhecimento na inducéo de tolerancia oral e no

processo de alergia alimentar.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a susceptibilidade de camundongos fémeas BALB/c quanto a:

e Inducdo de tolerancia oral, utilizando como adjuvante hidréxido de

aluminio (Al(OH)3) durante o processo de envelhecimento;

e Producado de anticorpos totais e especificos, séricos e fecais contra

ovalbumina (Ova).

2. Analisar, em camundongos fémeas BALB/c, como as mudancgas
ocorridas durante o envelhecimento interferem na indugéao de toleréncia

oral avaliando:

e Frequéncia e fungdo de <células T reguladoras (LAP+,
CD4+CD25+FoxP3+) em linfonodos mesentéricos, placas de Peyer e
baco de animais senis comparados com animais jovens, apds a

administracéo oral da Ova;

e Producdo de citocinas (IL-10, TGF-B, IL-4, IL-2, IL-5, TNF-a) por
células isoladas de baco, placas de Peyer e linfonodos mesentéricos de
animais senis comparados com animais jovens, apos a administracdo

oral de Ova;

3. Avaliar a susceptibilidade de camundongos fémeas BALB/c jovens e

idosos quanto a:

e Inducdo de alergia alimentar através da analise da aversdo ao

consumo da Ova e peso dos animais;
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e Caracteristicas fenotipicas das subpopulacdes de linfocitos

(utilizando os marcadores CD4, CD25, CD45RBlow) isoladas do baco,

linfonodos mesentéricos;

4.

Avaliar a susceptibilidade de camundongos DO11.10 BALB/c de 53

semanas quanto a:
e Inducao de alergia alimentar;

e Frequéncia de células T reguladoras das subpopulacdes
CD4*CD25*FoxP3*, CD4"CD25'LAP; CD4'CD25 LAP; CD4'CD44" na

inducao da tolerancia oral e na alergia alimentar.
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3. Materiais e Métodos

A. Animais

Foram utilizados camundongos fémeas BALB/c com idade de 8 a 92
semanas de idade que foram fornecidos pelo Biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas (CEBIO) da UFMG e mantidos no Biotério Experimental do
Laboratorio de Imunobiologia.

Também foram utilizados camundongos DO.11.10 (transgénicos para o
TCR reativo com o peptideo 323-339 da ovalbumina) (Haskins et al., 1983;
Kearney et al., 1994).

Os camundongos D0.11.10 possuem o fundo genético BALB/c e, na
nossa colbnia, contam com 60-85% dos linfécitos T circulantes positivos para o
anticorpos KJ.17 (reativo com o TCR transgénico). Esses animais foram
adquiridos do Centro de Bioterismo da Universidade de Séo Paulo (USP), Séo
Paulo. Os animais permaneceram em ambiente com controle de iluminacao,
ventilacdo e temperatura, e também receberam adgua e comida sem restricdes

durante todo o tempo do experimento.

B. Protocolo Experimental para Indugdo de Tolerdncia Oral
em camundongos BALB/c idosos:

Animais de 8, 28, 53 e 92 semanas de idade foram tratados por via
oral com Ova (grupos gavagem e ingestdo voluntaria) ou salina (grupo
imune). A imunizacao primaria foi realizada 7 dias ap0s o tratamento oral e
consistiu na injecdo de 10 pug de OVA e 1 mg de AlI(OH)3, diluidos em 0,2ml
de solucéo salina (NaCl 0,15M) na cavidade peritoneal.

A imunizacdo secundaria foi realizada 14 dias ap6s a priméria e
consistiu na injecdo, por via intraperitoneal, de 10ug de Ova diluidos em
0,2ml de solugéo salina (NaCl 0,15M). Sete dias apds o reforco com Ova,
os animais foram sacrificados para obtencdo do soro, fezes e 6rgaos para

suspensao de células. Numero de animais/grupo: 5
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7 dias 14 dias 7dias  cyjtura de
células

FACS
Tratamento Imunizagao Imunizagao Coleta de soro e
fezes
Oral Primaria (i.p) Secundaria (i.s) Coleta de
Gavagem intestino
Ova 10 pg Ova
Ingestao 10 ug Ova
Voluntéria[ 4mg/ml 1 mg Al (OH);
Salina
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

1 T 1 1

Coleta fezes (IgAs)

Coleta soro (Igs-totais, IgE, IgG1)

Coleta Baco e LnM (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B)

C. Protocolo Experimental para Indugdo de alergia
alimentar em camundongos BALB/c idosos:

Animais de 8 e 53 semanas de idade foram tratados por via oral com

Ova por gavagem (grupo tolerante) ou salina (alérgico). A imunizacao
priméria foi realizada 7 dias apds o tratamento oral e consistiu na injecéo de
10 pug de OVA e 1 mg de AI(OH)3, diluidos em 0,2ml de solucdo salina
(NaCl 0,15M) na cavidade peritoneal. A imunizacdo secundaria foi
realizada 14 dias apdés a primaria e consistiu na inje¢do, por via
intraperitoneal, de 10pug de OVA diluidos em 0,2ml de solugéo salina (NacCl
0,15M). Sete dias apdés o desafio, os animais foram sacrificados para
obtencdo do soro, fezes e Orgdos para suspensdo de células. Sete dias
apos a imunizacao secundaria iniciou-se a inducéo de alergia alimentar com
solucéo de clara de ovo diluida 1:5 em agua, contendo aproximadamente
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10 mg/ml de Ova e apoOs sete dias consecutivos 0s animais foram
sacrificados e 0s mesmos 0Orgdos j4 descritos coletados. Numero de

animais/grupo: 5

7 dias 14 dias 7 dias 7 dias Cultura de
células
. Coleta de soro
Tratamento Imunizagao Imunizagao Fim da Indugdo e fezes
s s da tolerancia oral
Primaria (i. ‘e e
:)ral (i.p) Secundaria (i.s) e inicio da Coleta de
Gavagem induc'a'lo de intestino
1 alergia alimentar
Ova O ugOva 10 ug Ova aOva
Ingestao >
Voluntéria [ 4mg/ml 1 mg Al (OH);
J
Salina Solugdo Clara de
Ovo 1:5
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia21 o-= Dia35
10mg/ml

‘l‘ TTTTTT‘[

Coleta Bago e LnM (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B)

Coleta fezes (IgAs)

Coleta soro (Igs-totais, IgE, IgG1,)

Peso dos animais

Aversao ao consumo de Ova
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D. Protocolo Experimental para Inducdo de alergia
alimentar em camundongos idosos DO. 11.10:

Animais transgénicos D0O.11.10 de 53 semanas de idade foram
tratados oralmente com Ova por gavagem (GRUPO TOLERANTE) ou salina
(GRUPO IMUNE). A imunizacgdo primaria foi realizada 7 dias apds o tratamento
oral e consistiu na injecdo de 10 ug de OVA e 1 mg de Al(OH)3, diluidos em
0,2ml de solucédo salina (NaCl 0,15M) na cavidade peritoneal. Apos 24hs,
analisamos a producdo de células T reguladoras CD4+CD25+FoxP3+,
CD4+CD25+LAP+, CD4+CD25-LAP+ e CD4+CD44+ no baco, linfonodos
mesentéricos e placas de Peyer dos amimais por citometria de fluxo. Apos 13
dias, foi realizada a imunizacdo secundaria que consistiu na inje¢do, por via
intraperitoneal, de 10ug de OVA diluidos em 0,2ml de solugdo salina (NaCl
0,15M).Sete dias apds a imunizagdo secundaria iniciou-se a inducéo de alergia
alimentar com solucdo de clara de ovo diluida 1:5 em &gua, contendo
aproximadamente 10 mg/ml de Ova. Apds 24hs, analisamos novamente a
producdo de células T reguladoras CD4+CD25+FoxP3, CD4+CD25+LAP,
CD4+CD25-LAP, CD4+CD44+ no baco, linfonodos mesentéricos e placas de
Peyer dos animais por citometria de fluxo e apds seis dias consecutivos
avaliamos novamente a producao das células T reguladoras acima citadas dos

mesmos 0rgaos ja descritos. Namero de animais/grupo:5
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FACS Dia 22
Indugdo de FACS

3 . CD4+CD25 .
7 dias 24hs Fo:,,s’ " 13 dias 7 dias  Alergia 24hs
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, CD4+CD44+) FoxP3,

Tratamento Imunizacs Refor¢o Ova CD4+CD25+LAP,
Oral muniza¢ao Bago, LnM, PP CD4+CD44+)
Priméria 10 ug Ova Bago, LnM, PP
(i.p) 10 pg Ova Solugdo Clara de
Gavagem | Ova 1 mg Al (OH); Ovo 1:5 6 dias
4mg/ml Ova
10mg/ml
FACS
Salina
( CD4+CD25+
FoxP3,
CD4+CD25+LAP,
CD4+CDA44+)
Bago, LnM, PP
Dia 0 Dia7 Dia 8 Dia 14 Dia 21 Dia 35

111 111

E. Indugdo de Tolerancia Oral

O protocolo para a inducdo de tolerancia oral ja descrito em
trabalhos anteriores do laboratério (Faria, 1993; Faria, 1998) que consiste
inicialmente em tratar os animais por via oral com 20mg de ovalbumina (Ova), 3
vezes cristalizada (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, USA) diluida em salina
(NaCl 0,15M). Cada animal recebe 20mg de Ova em 0,2 ml de solugéo aquosa
por administracdo intragastrica (gavagem) utilizando-se uma agulha com ponta
arredondada ou por ingestédo voluntaria de uma solucdo contendo 4mg/ml de
Ova (cada animal bebe média 5 ml por dia) por um periodo de 24 horas. Sete
dias ap6és o tratamento oral, os animais foram imunizados por via
intraperitoneal (i.p.) com 10 pug de Ova e 1mg de Al (OH)3 Logo apés 14 dias, é
realizada uma imunizacdo secundéaria com 10 ug de Ova diluidos em 0,2 ml de
salina (NaCl 0,15M). Sete dias ap6s o booster com Ova, 0s animais séo

sacrificados e os parametros desejados avaliados.
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F. Indugado de alergia alimentar

O modelo para inducao de alergia alimentar ja foi descrito por Saldanha
e colaboradores (Saldanha e cols. 2004). Sete dias apds a imunizacéo
secundaria, os camundongos foram expostos por via oral a uma solucdo de
clara de ovo (1:5) diluida em &gua durante sete dias como Unica fonte de
liquido. De acordo com Saldanha e colaboradores, essa solucdo de clara de
ovo contém aproximadamente 10 mg Ova/ml (Saldanha e cols.,2004)

As mamadeiras com essa solucdo foram pesadas e trocadas
diariamente para avaliagdo do consumo. O consumo foi medido através da
comparacao da quantidade ingerida por cada grupo experimental com o grupo
controle composto de animais normais. Deste modo, padronizamos que 0
liquido ingerido pelo grupo controle equivalia a 100%; logo, os valores dos
grupos experimentais foram obtidos calculando-se a porcentagem
correspondente desse valor.

G. Obtencgado dos soros

Antes de cada experimento, os animais foram anestesiados por
injecado intraperitoneal de 0,1ml de uma solucdo contendo 1,7mg do anestésico
cloridato de ketamina misturado a 0,33mg do relaxante muscular 2-(2,6-xilino)-
5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (xilazina) em tampéao fisiol6gico. Logo apos
anestesiados, foi feita uma inciséo na veia axilar de cada animal e o sangue foi
coletado em tubos eppendorfs. Em seguida, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, os 6rgéos e o intestino foram coletados e processados.
Os soros foram obtidos apds coagulagdo por centrifugacdo a 2500 rpm e

estocados a -20°C para posteriores analises.

H. Obtenc¢do do muco intestinal

Os camundongos foram separados em gaiolas individuais e as fezes
de cada animal coletadas preferencialmente no periodo da manha. As fezes de

cada camundongo foram pesadas e para cada 100 mg de fezes usou-se 1ml
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PBS gelado. A mistura foi agitada por 5 minutos; centrifugada por 30 minutos a
2000 rpm; e o sobrenadante coletado. Em todos experimentos, a dosagem da
producdo de IgAs secretéria foi feita no mesmo dia do sacrificio dos animais,

para evitar eventual degradacao da imunoglobulina.

I. Medida de anticorpos séricos totais anti-Ova por ELISA

Microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark) foram
sensibilizadas com a solucao de Ova (2ug/poco) em tampao carbonato pH 9,6
(100ul/poco) e mantidas overnight a 4°C. Apos este periodo, as placas foram
lavadas com salina contendo 0,05% Tween-20 (solugéo salina-Tween) (SIGMA
Chemical Co.), e bloqueadas com 200 uL/ poco de 0,25% caseina diluida em
PBS (PBS-caseina), por no minimo, 1 hora a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas com salina-Tween e, em seguida, foram incubadas com 0 soro
dos camundongos em diluicdo seriada (1:100 a 1:12800) em PBS-caseina
durante uma hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas com salina-
Tween por seis vezes e incubadas com 100 uL/ poco da solucdo do anticorpo
anti-lgs totais conjugado a peroxidase de camundongo (Southern Biotecnology
Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. Apds esse tempo, as placas foram
lavadas novamente com salina-Tween por seis vezes e foram reveladas
através da incubacédo com 100 pL/ poco do substrato (H202 + OPD) diluido em
tampéo citrato pH 5 durante 20 minutos, ao abrigo da luz. A reacédo foi
interrompida com 20 uL/ poco da solucdo de acido sulfarico 2N. Ao final, a
reacao foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automatico (Bio-
Rad Model 450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 nm. Todas as placas
tiveram como controle positivo, um soro imune e como controle negativo, um

soro normal em dilui¢cdes seriadas.

J. Medida de IgG1 e IgG2a anti-Ova por ELISA

Esse protocolo foi realizado como o descrito no item 6 com algumas
modificacdes. Resumidamente, placas foram incubadas com 100 uL/poco de

uma solucdo de Ova (2ug/pocgo) diluida em tampdo carbonato pH 9,6 e
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mantidas overnight a 4°C. No dia seguinte, apés 3 lavagens, foi feito o blogueio
com 200 uL/ pogco de PBS-caseina, por no minimo, 1 hora a temperatura
ambiente. ApOs essa etapa, foi adicionado o soro diluido a 1:10, realizadas
diluicdes seriadas e as placas foram incubadas a 37°C durante uma hora. Apds
lavagem, foram adicionados o0s anticorpos anti-isotipos marcados com
peroxidase (Goat anti-mouse IgG1-HRP Southern Biotecnology Associate Inc.
ou Goat anti-mouse IgG2a UNLB) na diluicdo de 1:15.000. Uma solucéo
adicional de deteccdo contendo estreptavidina conjugada a peroxidase foi
requerida para 1lgG2a UNLB, incubando-as com na diluigdo de 1:15000 por 45
minutos. Apds incubacido durante a 37°C, foi usado o sistema de revelagao

com H202 + OPD ja descrito anteriormente.

K. Obtencgado das Fezes e Preparo para dosagem de S-IgA

Os camundongos foram separados individualmente por gaiola um
dia antes da coleta de fezes. As fezes de cada animal foram recolhidas com
pinca para microtubos de centrifuga de 1,5 ml e mantidas no gelo (para nao
reduzir os niveis de S-IgAs). As fezes foram pesadas e para cada 0,19 de fezes
foi adicionado 1mL de PBS 1X gelado. A seguir, o conteudo foi centrifugado por
20 minutos a 600g a 4°C. O nivel de S-IgAs foi dosado por ELISA no dia da
coleta.

L. Medida de IgA secretoria anti-ova por ELISA

Em resumo, microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark)
sdo sensibilizadas (100uL/poco) com uma solugdo contendo Ova (4ug/poco)
diluidas em tamp&o carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Apos este
periodo, as placas séo lavadas salina-Tween por trés vezes e bloqueadas com
200 pL/ poco de PBS-caseina, por no minimo, 1 hora a temperatura ambiente.
Foi adicionado 200 pL/ po¢co do muco intestinal total e mantidos durante uma
hora a 37°C. Para controle positivo padrdo, foram utilizados anticorpos IgA
purificados de camundongos (Southern Biotecnology Associate Inc.), além do

controle negativo da propria placa sem adi¢cdo de soro (branco). Em seguida,
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as placas foram incubadas com 100 pL/ pocgo da solucdo de anticorpo anti-IgA
conjugado a peroxidase (Goat anti-mouse IgA — HRP Southern Biotecnology
Associate Inc,) na diluicdo de 1:2000 durante uma hora a 37°C.As placas foram

reveladas através da adicdo de 100 uL/ poco do substrato (H202 + OPD)

diluido em tampao citrato pH 5 durante 20 minutos, ao abrigo da luz. A reacéo
foi interrompida com 20 pL/poco da solugcédo de acido sulfurico 2N. Ao final, a
reacao foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automatico (Bio-
Rad Model 450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 nm.

M.Medida de IgA secretoria total por ELISA

Esta medida foi realizada conforme descrito anteriormente com
algumas modificacbes. Microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde,
Denmark) foram sensibilizadas com 100 pL/ po¢co com anticorpos policlonais
de cabra anti-imunoglobulinas de camundongo (1:2000) (Southern
Biotecnology Associate Inc.), diluidos em tampéao carbonato pH 9,6 e mantidas
overnight a 4°C. Apds este periodo, as placas foram lavadas com salina
contendo 0,05% Tween-20 (solugédo salina-Tween) (SIGMA Chemical Co.), e
blogueadas com 200 uL/ poco de 0,25% caseina diluida em PBS (PBS-
caseina), por no minimo, 1 hora a temperatura ambiente.As placas foram
lavadas com salina-Tween e, em seguida, os mucos foram adicionados (100
pL/poco) em diluicdes seriadas (fator 0.5) a partir de 1:20 para IgA do lavabo
intestinal. Em seguida, as placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas
com 100 pL/ poco da solucdo do anticorpo policlonais de cabra especificos
para as cadeias o de camundongos (Southern Biotecnology Associate Inc.)
conjugados com biotina (1:10000) durante uma hora a 37°C.Novamente as
placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas com 100 pL/ poco de
uma solucdo de streptavidina conjugada a peroxidase (1:15000) (Southern
Biotecnology Associate Inc.) durante uma hora a 37°C.Em seguida as placas
foram lavadas com salina-Tween e foram reveladas através da incubagédo com

100 pL/ pogco do substrato (H202 + OPD) diluido em tampéo citrato pH 5

durante 20 minutos, ao abrigo da luz. A reacao foi interrompida com 20 pL/

poco da solucéo de acido sulfurico 2N. Ao final, a reagéo foi detectada através
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de uma leitura no leitor de ELISA automético (Bio-Rad Model 450 Microplate
Reader), usando o filtro de 492 nm.

N. Medida de IgE sérica anti-Ova por ELISA

Microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark) foram
sensibilizadas com 50 pL/ pogo com anticorpos de rato anti-lgE de
camundongo (rat anti-mouse IgE-UNLB, Southern Biotecnology Associate Inc.)
na diluicdo 1:250 e mantidas overnight a 4°C. Apds este periodo, as placas
foram bloqueadas com 200 pL/ poco de PBS-caseina, por no minimo, 1 hora a
temperatura ambiente. Foram adicionados em seguida 50 pL/ po¢o do soro
total e mantidos durante duas horas a temperatura ambiente. Em seguida,
apos cinco lavagens com salina-Tween, foi adicionada uma solucdo de Ova
biotinilada (50 pL/poc¢o) diluida em PBS-caseina (1:200) e as placas foram
incubadas durante uma hora em temperatura ambiente. Apds esse periodo,
uma solucao adicional de deteccdo contendo estreptoavidina conjugada a
peroxidase (Southern Biotecnology Associate Inc.) na diluicdo de 1:15.000 (50
uL/ poco) foi adicionada e as placas incubadas por 45minutos a temperatura

ambiente. Em seguida, foi realizada a etapa de revelacao.

0. Medida de IgE sérica total por ELISA

Em resumo, microplacas de poliestireno (NUNC, Roskilde, Denmark)
sao sensibilizadas com 50 uL/ poco com anticorpos de cabra anti-IgE totais de
camundongo (1:250) (Southern Biotecnology Associate Inc.), diluidos em
tampdo carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Apds este periodo, as
placas foram blogueadas com 200 uL/ po¢o de PBS-caseina, por no minimo, 1
hora a temperatura ambiente. Foram adicionados 50 uL/ poco do soro total e
mantidas durante uma hora a 37°C. Para controle positivo padrdao, foram
utilizados anticorpos IgE purificados de camundongos (Southern Biotecnology
Associate Inc.), além do controle negativo da propria placa sem adi¢éo de soro
(branco). Em seguida, as imunoglobulinas ligadas foram detectadas utilizando

50 pL/ poco da solugédo do anticorpo anti-Ig marcada com biotina (1:500)
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(Southern Biotecnology Associate Inc.) durante uma hora a 37°C. As placas
foram incubadas com 50 pL/ poco de uma solugéo de streptavidina conjugada
a peroxidase (1:5000) (Southern Biotecnology Associate Inc.) durante uma
hora a 37°C. Para revelagao, foi adicionado 100 uL/ pogo do substrato (H202 +
OPD) diluido em tamp&o citrato pH 5 durante 20 minutos, ao abrigo da luz. A
reacao foi interrompida com 20 pL/ poc¢o da solucédo de acido sulfurico 2N. Ao
final, a reacdo foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA

automético (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), usando o filtro de 492 nm.

P. Preparagdo de suspensdo das células linfdides

a) Meio de cultura
Foi utilizado meio RPMI 1640 como meio incompleto e, como meio de

cultura, RPMI 1640 enriqguecido com 2 nM de L-glutamina, 50 mM de 2-
mercaptoetanol, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de fungizona, 1mM de
piruvato de sédio, 0,1 mM de aminoacidos ndo-essenciais, 25 mM de HEPES e

5-10% de soro fetal bovino inativado.

b) Preparacao de suspensoes celulares
As suspensfes de células do baco, placas de Peyer e linfonodos

mesentéricos (LnM) foram preparadas de acordo com a seguinte técnica,
padronizada em nosso laboratério:

e Retirar os 6rgédos e manté-los em meio incompleto;

e Colocar o baco em um macerador de vidro e pressionar em meio
incompleto. No caso dos LnM, placas de Peyer macera-los utilizando
as extremidades asperas de laminas de vidro;

e Transferir a suspenséao de células para um tubo de 15 mL;

e Centrifugar a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C;

e Desprezar 0 sobrenadante e ressuspender as células em meio
completo e contar as células viaveis;

Obs: no caso do baco, desprezar o sobrenadante e acrescentar 9 mL de

agua destilada para lisar as heméacias, e imediatamente apds, adicionar 1 mL
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de PBS 10X concentrado. Centrifugar novamente a 1200 rpm, por 10 minutos,

a 4°C. Ressuspender as células em meio completo e contar as células viaveis.

c) Contagem das células viaveis
Para a contagem das células viaveis, foi utilizado o corante eritrocina.

Misturar 50 pl da suspenséo celular em volume igual de eritrocina e colocar na
Céamara de Neubauer. Apés a contagem das células ndo-coradas (viaveis), o
namero de células é expresso de acordo com a férmula: n° de células / ml =

(células viaveis x diluicdo x 10*)/n° campos contados na Camara de Neubauer.

Q. Cultura de células e coleta do sobrenadante

Foi colocado 125 pl/ pogo da suspensédo de células, com concentracao
igual a 5 x 10° (para cultura celular) — 1 x 10’ células/ ml (para citometria de
fluxo) em uma placa de 96 pocos. Foram adicionados 125 pl/ poco da solugéo
do mitbgeno Concanavalina A (Con A) 2 pg/ml como controle positivo de
ativacado (SIGMA), solucéo de Ova (60mg/ml) (100 ul/ pogo) e de meio (100 pl/
poco) para controle negativo de ativacdo. As culturas estimuladas com Con A
foram utilizadas como controle positivo do ensaio e aquelas ndo estimuladas
com meio foram utilizadas como controle negativo. Os dados de estimulacéo
especifica sdo obtidos pela subtracdo do controle negativo no valor encontrado
na cultura estimulada com Ova. As células foram mantidas em cultura em uma
estufa umidificada com uma atmosfera de 5% de CO;, a 37°C. Apés 24h e 72h,

foi coletado 200 ul de sobrenadante para dosagem de citocinas.

R. Medida da concentragcdo de citocinas no sobrenadante
da cultura celular por ELISA

As placas foram sensibilizadas com 50 pl/poco de anticorpos
monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra IL-5, IL-10, TNF-a, IL-2, IL-4, e
TGF-B, 1 pg/ml (R&D SYSTEMS), diluidos em tampao carbonato pH 9,6 e
mantidas overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas com salina
tween e bloqueadas com 200 pl/poco de PBS-caseina, por, no minimo, 1 hora
a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados os sobrenadantes e
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as placas foram incubadas overnigth a 4°C. No dia seguinte, as placas foram
novamente lavadas e foram incubados por 1 hora a temperatura ambiente 50
pl/poco de anticorpos monoclonais de camundongo especificos para IL-5, IL-
10, TNF-qa, IL-2, IL-4 (BD Pharmingen) e TGF-B (R&D SYSTEMS) marcados
com biotina na concentracéo de 0,5 pg/ml. Uma solucéo adicional de deteccao
contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (50 pl/pogo) (Southern
Biotecnology Associate Inc.) em uma diluicdo de 1:15000 foi adicionada e
incubada por 1 hora a temperatura ambiente. A reacdo enzimatica foi entéo
revelada incubando-se as placas, no escuro, com uma solugdo contendo 0,2
pl/ml de H,O, e 0,4 mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampé&o citrato pH
5,0 até o desenvolvimento de uma coloragcdo amarelo-escuro. Apds essa
etapa, as reacdes foram interrompidas pela adicdo de 20 pl/poco de uma
solucdo de acido sulftrico a 2N. A absorbancia (A = 490 nm) de cada pocgo foi
obtida pelo leitor de ELISA automético (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

S. Obtencdo dos dados no citometro de fluxo e andlise dos
resultados

Em uma placa de 96 pocos de fundo em U foram colocados 25 pl de
suspensao celular (250.000 — 500.000 células/well) e 10 ul de anticorpos (na
diluicho padronizada) conjugados com fluorocromos - PE(ficoeritrina),
FITC(fluoresceina) ou CyChrome (Cy) — que se ligam as moléculas de
interesse (CD4, CD25, Foxp3, CD44, CD45RB e LAP), expressas nas células
de camundongos. As placas foram entdo encubadas a 4°C durante 30 minutos
e decorrido esse tempo foi entdo acrescentados 200 pl de PBS azida/pocgo para
lavagem da placa que foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos a 300g
.Essa lavagem foi realizada por trés vezes. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente, o pellet foi ressuspendido em 200 ul de paraformaldeido 1% e
as suspensdes armazenadas a 4 °C e protegidas de luz até aquisicdo em
FACScan. No caso de anticorpos que nao estavam marcados diretamente com
fluorocromo (ex: conjugados a biotina), apds a primeira lavagem as células
foram incubadas com 10ul de solugéo contendo estreptavidina conjugada ao

fluorocromo durante mais 30 minutos e posteriormente foram realizadas mais
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duas lavagens e as células foram entéo fixadas em paraformaldeido 1% para
aquisicdo. Para marcacédo intracelular de Foxp3 as amostras foram
permeabilizadas com PBS-saponina apos fixacdo e entdo incubadas com o
anticorpo anti-Foxp3 PE por 30 minutos a 4 °C. Em seguida as amostram foram
lavadas duas vezes com PBS-saponina e uma vez com PBS azida. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente, o pellet foi ressuspendido em
200 pl de paraformaldeido 1% e as suspensdes armazenadas a 4 °C e
protegidas de luz até aquisicdo em FACScan. Em todos os oOrgaos foram
utilizados os anticorpos IgG1 ou 1gG2 FITC, PE ou CyChrome para controle
negativo. A aquisicdo dos dados foi realizada utilizando um FACScan de trés
cores (Becton Dickison, Mountain View, Califérnia). O numero absoluto de
células foi calculado a partir da contagem do nimero de células total de cada

orgéo isolado e analisados através do software FlowJo Three Stars.
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Figura 5: Analise de leucocitos do bago por citometria de fluxo.

A figura 4A representa um perfil celular de tamanho e granulosidade (FSC vs SSC) onde foi selecionada a
regido correspondente a populagdo de linfocitos. A figura 4B representa SSC versus a populagdo CD4+
(CY ou PE). As figuras 4 C-F representam as populagbes FL2 vs FL3 CD25+(FITC)Foxp3+(PE),
CD25+(FITC)LAP+(CY), CD25-(FITC)LAP+(CY) CDA(FITC) vs CD44(PE), CD45RB(PE) vs SSC dentro
do gate de linfocitos.
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T. Andlise Estatistica

A andlise foi realizada entre 0s grupos em um mesmo tempo por
ANOVA para testar a hipotese de que os valores entre grupos experimentais
sao diferentes em um mesmo tempo e teste t de Student bi-caudal entre o
mesmo grupo em dois tempos diferentes para testar a hipétese de que o valor
médio de um grupo experimental é diferente entre diferentes tempos. Foi

utilizado grau de significancia p< 0,05.

U. Solugoées utilizadas

A. SolucBes usadas no teste de ELISA
Tampao Carbonato pH 9,6
Na,CO3 0,015M
NaHCO3; 0,035M
Tampao Fosfato (PBS) pH 7,2
NaCl 0,0015M
KCI 0,0081M
Na;HPO,4 x 7 H,O 0,1369M
KH,PO,4 0,0027M
PBS-caseina
Tampao fosfato pH 7,2
Caseina 25%
Salina fisiologica
NaCl 0,85%
Salina-Tween
Salina fisiologica 0,85%
Tween 20 0,05%
Tampao Citrato pH 5
Na,HPO,4 0,2M
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Acido citrico (C¢HgO7) 0,1M
Solucéo de acido sulfarico
H,SO4 2N
Solucéo do substrato (por placa)
OPD: 4 mg
H,O, 2l
Tampao citrato pH 5: 10 mL

B. Solugbes usadas na marcacao fenotipica de linfocitos
PBS-azida

Tampao fosfato pH 7,2

Azida sodica 0,01%
PBS-W

Tampao fosfato pH 7,2

BSA (albumina sérica bovina) 5%
Mac Facs Fix

NacCl: 0,15M

Cacodilato de sodio

Paraformoldeido 1%
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4. Resultados

Parte I:

O Processo de Envelhecimento e a
Inducéo da Tolerancia Oral
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7 dias 14 dias 7dias  cyjtura de
células
FACS
Tratamento Imunizag¢ao Imunizag¢ao Coletade soro e
fezes
Oral Primaria (i.p) Secundaria (i.s) Coleta de
Gavagem intestino
Ova 10 pg Ova
Ingestdo 10 ug Ova
Voluntaria[ 4mg/ml 1 mg Al (OH);
Salina
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

1 I 1 1

Coleta fezes (IgAs)
Coleta soro (Igs-totais, IgE, 1gG1)
Coleta Bago e LnM (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B)

Protocolo 1 : Indugcdo de Toleréncia Oral em camundongos BALB/c
idosos normais.

A. Avaliacao da Indugao da tolerancia oral durante o processo
de envelhecimento.

Inicialmente, analisamos os efeitos do envelhecimento na indugéo
de tolerancia oral, utilizando como antigeno a ovalbumina (Ova) e hidréxido de
aluminio (AI(OH)3) como adjuvante, conforme mostrado no Protocolo 1. Para
tal, foram analisados os niveis de imunoglobulinas totais anti-Ova (IgTotal anti-
Ova) e de IgG1l (Fig.6 A e B respectivamente) e IgG2a anti-Ova (Fig.7) .Os
animais do grupo salina serdo denominados “imunes” e aqueles do grupo

gavagem e ingestdo voluntaria serdo denominados tolerantes.
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Inicialmente, observamos que o processo d envelhecimento afetou a
producdo de Imunoglobulinas especificas nos grupos controle imunes. Ocorreu
reducdo desses niveis a partir de 53 semanas de idade (Figura 6 A e B). A
producdo de IgG2a anti-Ova néo foi afetada, mas os niveis dessa classe de
anticorpos forma muito baixos em todos os grupos (Figura 7).

Observamos que de 8 semanas de idade até 92 semanas, 0S
animais tratados previamente com 20mg de Ova administrada por gavagem ou
por ingestdo voluntaria, mantém os niveis de anticorpos séricos totais anti-Ova
mais baixos quando comparados aos niveis de anticorpos obtidos dos animais
do grupo imune tratados com salina (Fig.6A). Apesar da reducgao significativa
na producéo de anticorpos especificos a medida que os animais envelheceram,
entretanto, até 28 semanas, a tolerancia oral foi mantida.

Observamos que a baixa producao de anticorpos séricos totais anti-
Ova € mantida pelos grupos de animais tratados por via oral com Ova.
Entretanto, apenas o0 grupo tratado por ingestdo voluntaria mantém a
supressao significativa da resposta imune de anticorpos em todas as faixas
etérias (Fig.6A).

Quando analisamos 0s niveis de anticorpos séricos 1gG1 anti-Ova,
observamos que, a partir de 53 semanas, a producdo de anticorpos é muito
reduzida em todos 0s grupos e em consequéncia, a diferenca significativa entre

0 grupo salina e os tolerantes desaparece (Fig.6B).
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Figura 6: Efeito do envelhecimento na inducdo de imunidade e
tolerancia oral.
Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), foram tratados oralmente com salina ou
20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria. Sete dias apds tratamento oral, os grupos Salina,
Ingestdo Voluntaria e Gavagem foram imunizados intraperitoneamente com 10 pug de Ova e 3 mg de Al
(OH); diluidos em 0,2 ml de salina (imunizagdo primdria). Quatorze dias apds a imunizagdo primaria,
esses mesmos animais receberam uma nova imunizagdo intraperitoneal contendo 10ug de Ova diluida
em salina. Sete dias apds a imunizagdo secundaria, os animais foram sacrificados e os soros coletados.
Os anticorpos séricos Ig total (A) e IgG1(B) anti-Ova foram medidos por ELISA e os resultados expressos
como média aritmética + erro da somatdria das médias das absorbancias obtidas com os soros de cada
grupo diluidos a partir de 1:10. As letras representam a diferenca estatistica entre os grupos em um mesmo
tempo (ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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Com relacdo aos niveis de anticorpos IgG2a anti-Ova analisados,
notamos que somente nos grupos tolerantes tratados por ingestdo voluntaria,
houve uma baixa producéo de anticorpos especificos em todos os intervalos de
idades analisados quando comparados aos grupos tratados com salina (Fig.7).

Deste modo, observamos que a susceptibilidade a inducdo de
tolerancia oral se manteve ao longo do envelhecimento, quando analisamos os
anticorpos totais e IgG2a anti-Ova, mas ndo os anticorpos IgG1 anti-Ova. Além
disto, o regime de ingestdo voluntaria mostrou-se mais eficaz na inducédo de

tolerancia oral.
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Figura 7: Efeito do envelhecimento na producéo de lgG2a especifica.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), foram tratados oralmente com salina ou
20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria. Sete dias apds tratamento oral, os grupos Salina,
Ingestdo Voluntdria e Gavagem foram imunizados intraperitoneamente com 10 pg de Ova e 3 mg de Al
(OH)3 diluidos em 0,2 ml de salina (imunizagdo primaria). Quatorze dias apds a imunizagdo primaria,
esses mesmos animais receberam uma nova imunizagao intraperitoneal contendo 10ug de Ova diluida
em salina. Sete dias apds a imunizagdo secundaria, os animais foram sacrificados e os soros coletados.
Os anticorpos séricos IgG2a anti-OVA foram medidos por ELISA e os resultados expressos como média
aritmética * erro da somatdria das médias da absorbancia obtida com os soros de cada grupo diluidos a
partir de 1:10. As letras representam a diferenga estatistica entre os grupos em um mesmo tempo
(ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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B. Andlise da produg¢ao de IgA secretdria no muco intestinal
apoés a inducao de tolerancia oral e durante o
desenvolvimento do processo de envelhecimento.

Apoés a confirmacdo da possibilidade de inducao de tolerancia oral
no processo de envelhecimento (Fig.6 e 7), a producao de IgA secretoria total e
especifica na mucosa intestinal foi avaliada (Fig.8).

Observamos uma reducao na producdo de IgA secretéria total nos
animais tolerantes por Gavagem quando comparados aos tratados com salina
nas idades de 8, 28 e 92 semanas (Fig.8A). Curiosamente, com 28 semanas
de idade, o nivel basal de IgA secretéria total € maior significativamente que
nos demais grupos tratados(Fig.8A).

Com relacdo a producdo de IgA secretdria anti-Ova, notamos uma
diferenca significativa entre os grupos tolerantes e os tratados com salina
somente com 8 e 92 semanas de idade (Fig.8B). A medida que os animais
envelheceram, observamos uma reducdo de IgA especifica em todos os
grupos, tolerantes e imune, o que condiz com resultados recentes do nosso

laboratorio (Speziali et al., 2009).
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Figura 8: Efeito do envelhecimento na producédo de IgA secretéria total e
anti-Ova no muco intestinal.
Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), foram tratados oralmente com salina ou
20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria. Sete dias apds tratamento oral, todos os animais
foram imunizados intraperitoneamente com 10 pg de Ova e 1 mg de Al (OH); diluidos em 0,2 ml de
salina (imunizagdo primdria). Quatorze dias apds a imunizagdo primaria, os animais receberam uma
nova imunizagdo intraperitoneal contendo 10ug de Ova diluida em salina. Sete dias apds a imunizagdo
secundaria, os animais foram sacrificados e as fezes coletadas. Os anticorpos das classe IgA Total (A) e
anti-Ova (B) presentes nas fezes foram dosados por ELISA. Os resultados foram expressos como a média
aritmética + erro da absorbancia obtida com a somatdria das médias da absorbancia obtida com os
mucos dos camundongos de cada grupo diluidos 1:20 (A) e com o muco total dos camundongos de cada
grupo (B). As letras representam a diferenca estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e
entre 0 mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Testt Student bicaudal).
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C. Analise da producao de IgE sérica apos a inducdao de
tolerancia oral e durante o processo de envelhecimento.

Apos verificarmos que a producdo de IgA secretoria total e
especifica apresenta oscilagdes durante o envelhecimento, resolvemos analisar
os niveis de IgE, uma classe de imunoglobulina induzida pela imunizagdo com
hidroxido de aluminio e muito sensivel ao processo de inducdo de tolerancia
oral.

Observamos diferencas estatisticamente significativas nos niveis de IgE
séricos totais e anti-Ova somente nos grupos tolerantes por ingestao voluntéria
e gavagem nas idades de 8 e 28 semanas, quando comparados aos grupos
tratados com salina (Fig.9A). Entretanto, ndo observamos diferencas
significativas na producdo de IgE total sérica entre os grupos tratados por
ingestdo voluntaria e gavagem com o0 avan¢co da idade. Outro achado
interessante foi o aumento do nivel basal de IgE total durante o envelhecimento
(Fig.9A).

Com relacdo a producdo de IgE sérica anti-ova, podemos notar uma
reducdo estatisticamente significativa entre os grupos tolerantes e imune nas
idades 8, 28 e 92 semanas de idade, ou seja, a inducdo de tolerancia foi
mantida (Fig.9B).

De 8 para 28 semanas, observamos uma drastica reduc¢do na producao
de IgE anti-Ova nos grupo tratados com salina, porém, oS grupos tolerantes
das mesmas idades também tiveram seus niveis de IgE especifica reduzidos
(Fig.9B).

Além disso, observamos também que a producao de IgE sérica anti-Ova
se reduz com o envelhecimento dos animais (Fig.9B).

Pagina | 53



IgE sérica Total

A
1 - a B Salina
E Ingestdo Voluntaria
0,8 -
0O Gavagem
§ @ Basal
0,6 g

Idade (Semanas)

B IgE sérica anti-Ova
B Salina
14 & Ingestio Voluntaria
a

0,8 - O Gavagem
Q: 0,6 -
o

04 -

C
0,2 d
' b e e f fef,e f ee
8 28 53 92

Idade (Semanas)

Figura 9: Efeito do envelhecimento na producdo de anticorpos IgE

séricos totais e anti-Ova.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), foram tratados oralmente com salina ou
20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria. Sete dias apds tratamento oral, todos os animais
foram imunizados intraperitoneamente com 10 pg de Ova e 3 mg de Al (OH); diluidos em 0,2 ml de
salina (imunizagdo primaria). Quatorze dias apds a imunizagdo primaria, os animais receberam uma
nova imunizagdo intraperitoneal contendo 10ug de Ova diluida em salina. Sete dias apds a imunizagdo
secundaria, os animais foram sacrificados e os soros coletados. Os anticorpos séricos IgE foram medidos
por ELISA e os resultados foram expressos como a média aritmética = erro das absorbancias obtidas dos
soros totais dos camundongos de cada grupo. As letras representam a diferenca estatistica entre os
grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) (
Test t Student bicaudal).
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D. Analise da produg¢ao de IL-4 apos a indugao de tolerancia
oral e durante o envelhecimento.

De acordo com a literatura, a citocina IL-4 participa do processo de troca de
isotipo para IgE e IgG-1 nas reagdes inflamatorias induzidas pelo adjuvante
hidroxido de aluminio. Ela pode também auxiliar na manutencdo da tolerancia
oral. Sendo assim, analisamos a producdo de IL-4 por células do baco,
linfonodos mesentéricos (LnM) e placas de Peyer (PP) em todos 0s grupos
apos a inducdo de tolerancia oral e durante o processo de envelhecimento
(Fig.10).

Observamos que, no baco a producdo de IL-4 nos grupos tolerantes
(ingestdo voluntaria e gavagem) estava significativamente reduzida em
camundongos de 8, 28 e 92 semanas quando comparados aos grupos tratados
com salina (Fig.10A). Com o avancar da idade, até 53 semanas de idade,
notamos uma significativa reducdo da producdo de IL-4 principalmente no
grupo imune, essa reducao também ocorre no grupo ingestao voluntaria nas
idades de 8, 28 e 92 semanas (Fig.10A).

Nos linfonodos mesentéricos, somente 0s animais com 8 semanas
apresentaram uma menor producdo de IL-4 nos grupos tolerantes em
comparacao ao grupo imune (Fig.10B). A partir de 28 semanas de idade, ndo
notamos diferencas significativas na producdo de IL-4 entre 0S grupos
tolerantes e imune (Fig.10B). Entretanto, de 8 para 28 semanas de idade, 0s
animais tratados com salina apresentaram uma reducdo nos niveis de IL-4
quando comparados aos grupos tolerantes, que nao apresentaram alteracbes
(Fig.10B).

Quando analisamos as placas de Peyer, ndo notamos diferencas
significativas entre os grupos tolerantes e imune e nem entre as diferentes
idades (Fig.10C).

A observacdo mais significativa, entdo, foi a reducédo na producéo de IL-4
mediante estimulo especifico pelas células do baco e linfonodos mesentéricos

a partir de 28 semanas de idade (Figuras 10 A e B).
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Figura 10: Efeito do envelhecimento na producdo de IL-4 por células do
baco, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imuniza¢do secundaria, foram
sacrificados e os bacos(A), LnM (linfonodos mesentéricos)(B) e PP (Placas de Peyer) (C) coletados. As
suspensoes celulares obtidas desses 6rgdos foram incubadas e estimuladas in vitro com Ova durante 72
horas. O sobrenadante das culturas foi coletado apds 72 horas para dosagem de IL-4 por ELISA. Os
resultados representam o valor da concentragdo encontrada no sobrenadante das células estimuladas
subtraido o valor encontrado no sobrenadante das células cultivadas somente em meio de cultura. As
barras representam a média aritmética * erro dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. As
letras representam a diferenca estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e entre o
mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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E. Avaliacao da produgao de IL-10 apds a inducao de
tolerancia oral e durante o envelhecimento.

A citocina IL-10 suprime a producéo de citocinas pro-inflamatorias, além de
estar relacionada com a modulacéo da tolerancia oral. Deste modo, avaliamos
sua producdo pelas células do baco, LnM( linfonodos mesentéricos) e PP
(Placas de Peyer) em todos os grupos apés a inducdo de tolerancia oral e
durante o processo de envelhecimento (Fig.11).

Observamos que no baco, a producéo de IL-10 estava reduzida nos grupos
tolerantes (ingestédo voluntaria e gavagem) quando comparados aos animais do
grupo imune com 8 e 28 semanas de idade (Fig.11A). Também notamos que a
producao de IL-10 no grupo imune diminuiu significativamente a medida que os
animais envelhecem (Fig.11A).

Nos linfonodos mesentéricos, notamos diferencgas significativas na producéo
de IL-10 entre o grupo salina e tolerantes somente em camundongos com 8 e
28 de idade (Fig.11B). A producédo de IL-10 se reduz nos grupos tolerantes por
ingestdo voluntaria de 8 para 28 semanas quando comparados aos grupos
salina e gavagem (Fig. 11B). A partir de 53 semanas de idade, producéo de IL-
10 n&o se altera tanto no grupo imune nem nos grupos tolerantes (Fig.9B). De
modo geral, podemos observar que de 8 para 92 semanas de idade, nos
grupos imune e tolerante por ingestdo voluntaria, a producdo de IL-10 nos
linfonodos mesentéricos diminuiu significativamente em comparacdo ao grupo
tolerante por gavagem, que nao se alterou(Fig.11B).

Nas placas de Peyer, observamos reducdo da producdo de IL-10 nos
grupos tolerantes de 8 para 28 semanas de idade, entretanto, no grupo imune
essa producdo nao se alterou (Fig.11C). N&o observamos diferencas
significativas entre 0s grupos tolerantes e imune, em todas as faixas etarias

analisadas na producéao de IL-10 (Fig.11C).
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Figura 11: Efeito do envelhecimento na producédo de IL-10 por células do
baco, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imuniza¢do secunddria, foram
sacrificados e os bagos (A), LnM (B) e PP (C) coletados. As suspensdes celulares obtidas desses 6rgdos
foram incubadas e estimuladas in vitro com Ova durante 72 horas. O sobrenadante das culturas foi
coletado apds 72 horas para dosagem de IL-10 por ELISA. Os resultados representam o valor da
concentracdo encontrada no sobrenadante das células estimuladas subtraido o valor encontrado no
sobrenadante das células cultivadas somente em meio de cultura. As barras representam a média
aritmética + erro dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. As letras representam a diferenca
estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes
(p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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F. Andlise da producao de TGF-B apds a indugao de tolerancia
oral e durante o envelhecimento.

Como j4 dito, a citocina TGF-B possui papel importante na inducdo da
tolerancia oral. Assim, analisamos sua producdo no baco, linfonodos
mesentéricos e placas de Peyer em todos 0s grupos apds a inducdo da
tolerancia oral e ao longo do processo de envelhecimento (Fig.12).

Observamos que, nos bacos, dos animais de 8 semanas de idade, a
producdo de TGF-f no grupo tolerante ingestdo voluntaria foi menor
significativamente quando comparada a observada no grupo imune e no grupo
tolerante por gavagem (Fig.12A). Ja4 com 28 semanas, a diferenca nos niveis
de TGF-B entre os grupos tolerantes desaparece em comparagdo com 0 grupo
imune (Fig.12A). Surpreendentemente, com 53 semanas de idade, 0s animais
de todos 0s grupos apresentaram um aumento significativo na producao de
TGF-3 em comparagdo com o0s animais de 8 e 28 semanas (Fig.12A).
Entretanto, com 92 semanas de idade, esse aumento permaneceu (Fig.12A).

Nos linfonodos mesentéricos e nas placas de Peyer, notamos um perfil na
producdo de TGF-B semelhante ao encontrado no baco (Fig.12B e C,
respectivamente). Nos dois 6rgéos, a producdo de TGF-B foi suprimida nos
grupos tolerantes na idade de 8 semanas. Com 28 semanas de idade, nhotamos
diferencas entre os grupos tolerantes e imune somente nas placas de Peyer
(Fig.12C). Entretanto, o pico de producdo de TGF-f nos animais com 53
semanas de idade ocorreu nos dois 6rgaos, tornando-se reduzido na idade de
92 semanas em todos os grupos (Fig.12B e C, respectivamente).
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Figura 12: Efeito do envelhecimento na producao de TGF-B por células do
baco, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imunizacdo secundaria, foram
sacrificados e os bagos (A), LnM (B) e PP (C) coletados. As suspensdes celulares obtidas desses 6rgdos
foram incubadas e estimuladas in vitro com Ova durante 72 horas. O sobrenadante das culturas foi
coletado apds 72 horas para dosagem de TGF-B por ELISA. Os resultados representam o valor da
concentracdo encontrada no sobrenadante das células estimuladas subtraido o valor encontrado no
sobrenadante das células cultivadas somente em meio de cultura. As barras representam a média
aritmética + erro dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. As letras representam a diferenca
estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes
(p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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G. Analise da produ¢ao de TNF-a apos a inducao de tolerancia
oral e durante o envelhecimento.

TNF-a é uma das citocinas liberadas pelas células T durante as
respostas imune-especificas inflamatorias, sendo assim, avaliamos suas
concentragbes apés a inducdo de tolerancia oral e durante o processo de
envelhecimento (Fig.13). Observamos que nos bacos, nos animais de 8 até 53
semanas de idade, a producdo de TNF-a nos animais tolerantes foi menor
significativamente quando comparada aquela dos animais no grupo
imune(Fig.13A). Com 92 semanas de idade essa diferenca significativa entre
0s grupos desapareceu, sendo que a reducdo nos niveis de TNF-a nos animais
imunes foi responsavel por eliminar essa diferenca (Fig.13A). Além disso, nas
faixas etarias analisadas notamos oscilacées na producdo de TNF-a em todos
0S grupos, porém, de modo geral, comparando as idades de 8 e 92 semanas,
producéo de TNF-a & menor nos animais idosos (Fig.13A).

Nos linfonodos mesentéricos (LnM), nos animais de 8 semanas de
idade, a producdo de TNF-a no grupos tolerante por ingestdo voluntaria foi
significativamente menor quando comparada aquela observada no grupo imune
e ao grupo tolerante por gavagem (Fig.13B). Essa diferenca entre os grupos
nao foi observada nas idades de 28 e 53 semanas (Fig.13B). Curiosamente, a
diferenca na producdo de TNF-a entre os grupos tolerantes e imune foi
restaurada nos animais com 92 semanas de idade (Fig.13B). Entretanto, em
comparacao aos animais com 8 semanas de idade, a producédo de TNF-a foi
significativamente a mesma nos grupos salina e tolerante por ingestédo
voluntaria, ocorrendo uma significativa reducdo no grupo tolerante por
gavagem (Fig.13B).

Nas placas de Peyer, observamos que, nos animais de 8 até 28
semanas de idade, a producdo de TNF-a nos grupos tolerantes foi menor
significativamente quando comparada a observada no grupo imune (Fig.13C).
Essa diferenca ndo é detectada nos animais com 53 semanas de idade, porém
€ novamente restaurada com 92 semanas de idade (Fig.13C). De modo geral,
podemos observar que, nos animais de 8 para 92 semanas de idade, nos
grupos tolerantes, a producdo de TNF-a diminuiu significativamente em

comparacao ao grupo imune, que néo se alterou (Fig.13C).
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Figura 13: Efeito do envelhecimento na producéo de TNF-a por células do
baco, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imuniza¢do secundaria, foram
sacrificados e os bagos (A), LnM (B) e PP (C) coletados. As suspensdes celulares obtidas desses drgdos
foram incubadas e estimuladas in vitro com Ova durante 72 horas. O sobrenadante das culturas foi
coletado apds 24 horas para dosagem de TNF-a por ELISA. Os resultados representam o valor da
concentragdo encontrada no sobrenadante das células estimuladas subtraido o valor encontrado no
sobrenadante das células cultivadas somente em meio de cultura. As barras representam a média
aritmética = erro dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. As letras representam a
diferenga estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois
tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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H. Andlise da producao de IL-2 apds a induc¢ao de tolerancia oral
e durante o envelhecimento.

De acordo com a literatura, a producdo de citocina IL-2 se torna
deficiente durante o processo de envelhecimento em camundongos. Deste
modo, avaliamos sua sintese apo0s a indugdo de tolerancia oral e durante o
processo de envelhecimento (Fig.14).

Observamos que, no baco dos animais de 8 semanas, 0S grupos
tolerantes (ingestdo voluntéria e gavagem), apresentam menor producao de IL-
2 quando comparados ao grupo imune (Fig.14). Resultados semelhantes foram
também observados nos animais de 92 semanas de idade (Fig.14A). Além
disso, nas faixas etarias analisadas notamos oscilacdes na producao de IL-2
em todos os grupos, mas, de modo geral, comparando as idades de 8 e 92
semanas, a produgdo de IL-2 € menor nos animais do grupo tolerante por
gavagem (Fig.14A).

Nos linfonodos mesentéricos (LnM), observamos variacdes na
producado de IL-2 significativas entre os grupos tolerantes e imune apenas nos
animais com 8 e 92 semanas de idade, sendo que 0s grupos tolerantes
apresentaram menor producdo de IL-2 quando comparado ao grupo salina
(Fig.14B). Observamos um aumento na producdo de IL-2 nos animais de 53
semanas dos grupos imune e tolerante por gavagem (Fig.12B). Entretanto, a
producdo de IL-2 estava significativamente reduzida nos animais de 92
semanas grupos tolerantes, o que ndo aconteceu no grupo imune, que se
mostrou estavel (Fig.14B).

Nas placas de Peyer (PP), observamos oscilacées na producédo de
IL-2 entre os grupos com o avango da idade, mas nos animais de 8 a 92
semanas de idade, essa produgdo aumentou significativamente (Fig.14C).
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Figura 14: Efeito do envelhecimento na producédo de IL-2 por células do
baco, linfonodos mesentéricos e placas de Peyer.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imunizacdo secundaria, foram
sacrificados e os bagos (A), LnM (B) e PP (C) coletados. As suspensdes celulares obtidas desses 6rgaos
foram incubadas e estimuladas in vitro com Ova durante 72 horas. O sobrenadante das culturas foi
coletado apds 24 horas para dosagem de IL-2 por ELISA. Os resultados representam o valor da
concentracdo encontrada no sobrenadante das células estimuladas subtraido o valor encontrado no
sobrenadante das células cultivadas somente em meio de cultura. As barras representam a média
aritmética + erro dos valores obtidos para cada camundongo do grupo. As letras representam a diferenca
estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes
(p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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I. Andlise do nimero de células CD4'CD25'FOXP3* apds a
inducao de tolerancia oral e durante o envelhecimento.

Como ja mencionado anteriormente, baixas doses de antigeno
administradas oralmente induzem a toleréncia oral através da estimulacdo de
células T reguladoras (CD4°CD25") suprimindo a resposta imune. De acordo
com alguns trabalhos, o nimero de células CD4'CD25'FoxP3" se altera
durante o processo de envelhecimento. Sendo assim, nosso proximo passo foi
avaliar a producéo dessas células apos a inducéo de tolerancia oral e durante o
processo de envelhecimento (Fig.15).

No baco, observamos que o nimero de células CD4'CD25"FoxP3"
nos animais com 53 e 92 semanas € reduzida no grupo tolerante por ingestao
voluntaria quando comparado ao grupo salina (Fig.15A). Similarmente ao
observado na producdo de TGF-B, com 53 semanas de idade, os animais de
todos 0s grupos apresentaram um aumento significativo na porcentagem de
células CD4'CD25'FoxP3" em comparagdo com 0s animais de 28 e 92
semanas (Fig.15A). Entretanto, com 92 semanas de idade, o numero de
células CD4"CD25FoxP3" se reduz em todos os grupos (Fig.15A).

Nos linfonodos mesentéricos, observamos um aumento na no
nimero de células CD4'CD25'FoxP3" somente a partir de 53 semanas de
idade (Fig.15B). Entretanto, com 53 semanas 0 numero de células
CD4"CD25'FoxP3" nos grupos tolerantes é menor quando comparado ao
grupo imune (Fig.15B).

Essa situagéo fica mais evidente com 92 semanas de idade, na qual
0S grupos tolerantes apresentam significativamente menor nimero de células
CD4"CD25"FoxP3" que o grupo imune (Fig.15B).

Nas placas de Peyer, observamos variagdes no numero de células
CD4'CD25'FoxP3" em todos os grupos com o avancar da idade (Fig.15C).
Com 92 semanas de idade, o grupo gavagem apresentou maior nimero de
células CD4'CD25'FoxP3" que os demais grupos (Fig.15C). JA& com 53
semana de idade, todos 0s grupos apresentaram aumento no numero de
células. Entretanto, com 92 semanas de idade, somente o grupo imune

manteve esse aumento (Fig.15C).
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Figura 15: Efeito do envelhecimento no numero de células
CD4+CD25+FoxP3 ap6s a inducdo de tolerancia oral.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imunizacdo secundaria, foram
sacrificados e o bago (A), LnM (B) e PP (C) coletados. As células desses érgaos foram marcadas com
anticorpos especificos ligados a moléculas de Cycrome, FITC ou PE e analisados por citometria de fluxo.
As barras representam a média aritmética + erro do nimero de células x 10° analisadas em cada grupo
de 5 camundongos. As letras representam a diferencga estatistica entre os grupos em um mesmo tempo
(ANOVA) e entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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J. Andlise do numero de células CD4'CD25'LAP" apés a indugdo
de tolerancia oral e durante o envelhecimento.

Outra subpopulacdo de linfécitos T com fendtipo regulador ja descrita
como importante na indugdo de imunossupressdo via mucosa oral sao as
células CD4+CD25+ expressando a molécula de TGF-p na forma precursora
(contendo LAP). Deste modo, analisamos a produgcdo de células
CD4'CD25'LAP+ (Fig.16) e CD4'CD25LAP+ (Fig.17) no baco e linfonodos
mesentéricos apos a inducdo de tolerancia oral e durante o desenvolvimento
do processo de envelhecimento.

Na Fig.16A, observamos que no baco, ocorreram variagdes no nimero
de células CD4"CD25'LAP+ em todas as faixas etarias. Entretanto analisando
as idades 8 e 92 semanas observamos um aumento dessas células em todos
0S grupos, sendo que com 92 semanas de idade ndo houve diferencas
estatisticas entre os grupos (Fig.16A ).

Nos linfonodos mesentéricos, observamos que a partir de 53 semanas
de idade, os animais do grupo imune apresentaram um aumento no niumero de
células CD4"CD25 LAP+ quando comparados aos grupos tolerantes (Fig.16B).

Entretanto, animais tolerantes com 92 semanas de idade apresentaram
um aumento significativo do nimero de células CD4"CD25'LAP+ nos grupo
tolerante por gavagem chegando a se igualar ao niumero de células observados

no grupo imune (Fig.16B).

Pagina | 67



m . o L.
r_su 1400 - M Salina mIngestdo Voluntaria ([0 Gavagem
@ e €
: 1200 - e —
oz 1000 -
a
< 600
i
o 400 ; a,d a
$ 200
2
o 0
8 28 53 92
Idade (semanas)
B
__1200 -
8
% 1000
S 800
LnM &
T 600
o
<
T 400
N
a
o 200
+
3
o 0

8 28 53 92
Idade (semanas)

Figura 16: Efeito do envelhecimento no numero de células
CD4+CD25+LAP+ ap6s a inducéo de tolerancia oral.

Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imunizacdo secundaria, foram
sacrificados e o bago (A) e LnM (B) coletados. As células desses érgdos foram marcadas com anticorpos
escpecificos ligados a moléculas de Cycrome, FITC ou PE e analisados por citometria de fluxo. As barras
representam a média aritmética + erro da porcentagem de células analisadas em cada grupo de 5
camundongos. As letras representam a diferenca estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e
entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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K. Andlise do niimero de células CD4'CD25 LAP" apés a indugdo
de tolerancia oral e durante o envelhecimento.

Na Fig.17, observamos que o numero de células CD4"CD25LAP+ no
baco nos animais de 8 e 92 semanas de idade reduz significativamente nos
grupos tolerantes comparados ao imune.(Fig.17A).

Com 28 semanas de idade, observamos uma reducado significativa em
todos os grupos quando comparados com as idades 8 e 53 semanas (Fig.17A).
Entretanto, com 92 semanas de idade, o nimero de células CD4'CD25LAP+
aumenta significativamente em todos os grupos quando comparados aos
animais de 53 semanas de idade (Fig. 17A). Os animais dos grupos tolerantes
com 92 semanas de idade apresentam semelhante numero de células
comparados aqueles com 8 semanas de idade(Fig. 17A).

Ja nos linfonodos mesentéricos, observamos que nos animais com 28
semanas de idade e tolerantes por ingestdo voluntaria apresentaram maior
namero de células CD4"CD25LAP+ quando comparado ao grupo tolerante por
gavagem e ao grupo imune da mesma idade (Fig. 17B). A partir de 53
semanas, observamos um aumento significativo no numero de células
CD4'CD25LAP+ em todos 0s grupos e que se mantém com 92 semanas de
idade (Fig. 17B). Entretanto, nédo foi verificado diferencas significativas entre os

grupos nas idades acima citadas (Fig. 17B).
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Figura 17: Efeito do envelhecimento no numero de células CD4+CD25-
LAP+ ap6s a inducéo de tolerancia oral e durante o envelhecimento.
Camundongos fémeas BALB/c de 8, 28, 53 e 92 semanas (n=5), apds a imuniza¢cdo secundaria, foram
sacrificados e baco (A) e LnM (B) coletados. As células desses 6rgdos foram marcadas com anticorpos
escpecificos ligados a moléculas de Cycrome, FITC ou PE e analisados por citometria de fluxo. As barras
representam a média aritmética + erro da porcentagem de células analisadas em cada grupo de 5
camundongos. As letras representam a diferenca estatistica entre os grupos em um mesmo tempo (ANOVA) e
entre o mesmo grupo em dois tempos diferentes (p<0,05) ( Test t Student bicaudal).
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Parte Il:

O Processo de Envelhecimento e a
Inducéo da Alergia Alimentar
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7 dias 14 dias 7dias  cyjtura de

células
FACS
Tratamento Imunizagao Imunizagao Coletade soro e
fezes
Oral Primaria (i.p) Secundaria (i.s) Coleta de
Gavagem intestino
Ova 10 pg Ova
Ingestdo 10 ug Ova
Voluntéria[ 4mg/ml 1 mg Al (OH);
Salina
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Coleta fezes (IgAs)
Coleta soro (lgs-totais, IgE, 1gG1)
Coleta Bago e LnM (IL-4, IL-5, IL-10, TGF-B)

Protocolo 2: Inducdo de tolerancia oral e alergia alimentar em
camundongos BALB/c idosos normais:

O modelo de inducgéo de alergia alimentar utilizado nesse trabalho foi
adaptado de Saldanha e colaboradores e consiste na administracdo oral de
ovalbumina (Ova) a animais previamente imunizados com 0 mesmo antigeno
(Saldanha et al, 2004).

Esse modelo foi escolhido devido ao fato de propormos investigar
quais seriam os efeitos do envelhecimento no processo de tolerancia oral e da

inducao de alergia alimentar que esta demonstrado no protocolo 2.
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L. O envelhecimento inibe a indu¢ao da alergia alimentar.

Primeiramente, foi avaliada a inducdo de alergia alimentar em
camundongos de 8 e 53 semanas tratados com solucédo salina (grupo Alérgico)
e solucado de Ova por gavagem (grupo Tolerante) (Fig.18).Foram analisados os
niveis séricos de IgE anti-OVA, um anticorpo produzido em altas concentracdes
durante os processos inflamatorios, tais como alergia alimentar (Fig.18A).

Observamos que, o0s niveis séricos de IgE anti-Ova aumentaram
gradualmente nos animais jovens do grupo alérgico apos a imunizagcao primaria
(Dia 21). O mesmo né&o ocorre no grupo tolerante (Fig.18A). Por outro lado, em
camundongos idosos, esse aumento gradual de anticorpos IgE anti-Ova no
soro nao € observado. A producdo de IgE sérica anti-Ova nos idosos foi

suprimida no grupo tolerante em relacdo ao grupo salina (Fig.18A).
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Figura 18: O efeito do envelhecimento na producao de IgE anti-Ova.
Camundongos BALB / c de 8 e 53 semanas de idade foram tratados por via oral com salina (grupo
Alérgico (Al)); 20 Ova mg por gavagem (grupo Tolerante (T)) ou ndo-tratados (grupo controle) (NT) (Dia
0). Apds 7 dias, os animais foram imunizados ip com 10 mg Ova e 1mg de Hidroxido de Aluminio
(AI(OH)3) (Dia 7), e receberam um reforgo de s¢ de 10ug de Ova apds 14 dias (dia 21). Para a indugdo de
alergia alimentar (Dia 28), os camundongos foram desafiados oralmente com uma solucdo de clara de
ovo contendo aproximadamente 10 Ova mg / ml, durante sete dias consecutivos (dia 28-35). Apds a
inducdo de alergia alimentar, os animais foram sacrificados (dia 35). Em cada etapa da inducdo de
tolerancia oral, bem como apds a indugdo da alergia alimentar, foram analisados os niveis de citocinas e
anticorpos de produgdo (em soro e intestino). Analise de OVA IgE especifica medida por ELISA. Barras
representam a média + SEM de 5 camundongos BALB / ¢ por grupo (* p <0,05). As primeiras letras
representam as diferencas significativas entre os diferentes grupos no mesmo tempo (ANOVA) e as
letras segundo do mesmo grupo entre diferentes épocas (Student T) (p <0,05).
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A aversdo a ingestdo do antigeno € caracteristica de reacoes
alérgicas. Ela foi relacionada com a producao de IgE sérica especifica (Cara,
1997) e esta relacionada a perda de peso (Dourado, 2006)

Conforme observado na figura 19, avaliamos a aversado a ingestao
de solucao contendo Ova na inducédo de alergia alimentar em animais jovens e
idosos. Em animais jovens, observamos que, apos o terceiro dia de inducdo de
alergia alimentar, o grupo alérgico apresentou aversao o consumo espontaneo
de solucao clara de ovo com relacdo ao grupo tolerante (Fig.19). Em contraste,
o consumo de solugao de clara de ovo ndo apresentou alteracdes significativas
nos animais tolerantes (Fig.19). Essa caracteristica ndo foi observada entre os
animais idosos, 0os grupos salina e tolerante ndo apresentaram diferencas
significativas quanto ao consumo de solucédo de clara de ovo durante a inducéo

de alergia alimentar em comparagdo com 0s animais ndo-tratados (Fig.19).
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Figura 19: O efeito do envelhecimento no consumo de Ova durante a
inducao de alergia alimentar.

Durante a inducdo de alergia alimentar foi avaliado o consumo de clara de ovo, contendo 10 mg/ml de
Ova em animais de 8 e 53 semanas de idade baseando-se no consumo de animais ndo tratados que no
grafico seriam a porcentagem 100%. (* p< 0,05)
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Alguns trabalhos demonstraram que a indugéo de alergia alimentar
em camundongos BALB/c os induz a perderem peso. (Dourado, 2006;
Saldanha et al., 2004).

Na Figura 20, analisamos o0 peso corporeo dos animais durante a
inducéo de tolerancia oral e ap6s a inducdo de alergia alimentar a Ova em
ambas as idades (Fig.20). Em animais jovens, observou-se que apés a inducao
de alergia alimentar a Ova (dia 35), o grupo alérgico perdeu cerca de 25% do
Seu peso corporeo em comparacao ao grupo tolerante (Fig.20). No entanto, em
camundongos idosos, observou-se a perda de peso em ambos 0S grupos,
alérgico e tolerante, quando comparados com o grupo ndo-tratado (Fig.20). Em
animais idosos, que apresentam maior peso inicialmente quando comparados
aos jovens, a perda corporal também foi ao longo da inducdo de alergia

alimentar (Fig.20).
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Figura 20: O efeito do envelhecimento no peso corpdreo na tolerancia oral
e nainducao de alergia alimentar.

Durante a tolerancia oral e a indugdo de alergia alimentar foi avaliado o peso corpéreo dos animais de 8
e 53 semanas de idade. As primeiras letras representam as diferencas significativas entre os diferentes

grupos no mesmo tempo (ANOVA) e as segundas letras o mesmo grupo entre diferentes tempos
(Student T) (p <0,05).
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M. O envelhecimento afeta a produgao de anticorpos durante
a indugao de Tolerancia Oral e de Alergia Alimentar.

Para estudar a indugcdo da tolerancia oral no modelo de alergia
alimentar utilizado, avaliamos a cinética de producdo de IgG1l anti-Ova nos
animais jovens (8 semanas) e idosos (53 semanas) (Fig. 21). Observamos que,
a indugdo de tolerancia oral reduziu os niveis de IgG1 anti-Ova nos animais
idosos tanto quanto nos jovens (Fig. 21). Entretanto, apos a inducéo de alergia
alimentar (Dia 35), notamos que, nos animais idosos, a tolerancia induzida néo
se manteve, pois nao existem diferencas significativas entre 0s grupos
alérgicos e tolerantes (Fig. 21).

Nos animais jovens, ap0s a inducdo de alergia alimentar (Dia 35),
observamos uma alta producdo de IgGl anti-Ova no grupo alérgico em
comparacdo com 0s animais tolerantes, fato que ndo ocorreu nos animais
idosos (Fig. 21).
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Figure 21: O efeito de envelhecimento na indugao da tolerancia oral.

Analise da produgdo de IgG-1 anti-Ova de animais com 8 e 53 semanas de idade dosada por ELISA. As
primeiras letras epresentam as diferencas significativas entre os diferentes grupos no mesmo tempo
(ANOVA) e as segundas letras o mesmo grupo entre diferentes tempos (Student T) (p <0,05).

Analisamos também os niveis de IgA secretoria (s-IgA) anti-Ova
(Fig. 22). Nos animais jovens, ap0s a imunizagdo secundaria durante a inducéo
da tolerancia oral (Dia 21), notamos um aumento gradual na producédo de IgAs
total nos animais alérgicos em comparacao com 0s grupos tolerantes e controle

(Fig. 22). Apo6s a inducdo de alergia alimentar (Dia 35), essa producdo
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alcancou um alto nivel nos animais alérgicos, o que néo foi observado nos
demais grupos (Fig.22).

Por outro lado, observamos baixos niveis de producdo de IgAs total
nos animais idosos durante a inducdo de tolerancia oral e também apos a
indugdo de alergia alimentar. Notavelmente, observamos que o0s animais
alérgicos produzem mesmo quando idosos maior quantidade de IgAs total que
os demais grupos (Fig. 22).
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Figure 22: O efeito de envelhecimento na producéo de IgAs anti-ova.

Andlise da producdo de IgAs anti-Ova do muco intestinal de animais com 8 e 53 semanas de idade
dosada por ELISA. As primeiras letras representam as diferengas significativas entre os diferentes grupos
no mesmo tempo (ANOVA) e as segundas letras o mesmo grupo entre diferentes tempos (Student T) (p

<0,05).

Pagina | 80



N. O balan¢o da producao de citocinas na indu¢ao da tolerancia
oral e da alergia alimentar é alterado pelo envelhecimento.

Ao avaliarmos a producao de citocinas, focalizamos nosso estudo
naquelas relacionadas a alergia alimentar e a tolerancia oral: IL-4, IL-5, TGF-B
e IL-10 produzidas por células do baco e dos linfonodos mesentéricos (Fig.23
e Fig.24 respectivamente) estimuladas in vitro com Ova.

Na Figura 23, ao verificarmos a producdo de IL-4 no bagco dos
animais jovens, notamos que a partir da imunizacdo primaria (dia 21), a
producao de IL-4 pelo grupo alérgico ja se torna estatisticamente mais alta que
no grupo tolerante (Fig. 23A). ApOs a inducdo de alergia alimentar, essa
diferenca se tornou mais evidente, o que caracteriza o processo inflamatério
presente no grupo alérgico e com menor intensidade no grupo tolerante (Fig.
23A). Ja nos animais idosos isso ndo aconteceu. Apos a inducdo de alergia
alimentar a producao especifica de IL-4 nao difere entre os grupos alérgico e
tolerante. Curiosamente, nos animais ndo tratados, a producdo de IL-4
aumentou apés a inducdo de alergia alimentar, possivelmente por ser o
primeiro contato desses animais com a ingestdo de Ova, seria natural o
aumento de citocinas inflamatorias (Fig. 23A).

A producéo de IL-5 no bago dos animais jovens € mais evidente no
grupo alérgico a partir da imunizacdo primaria que no grupo tolerante (Dia 21)
(Fig. 23A). Apos a inducédo da tolerancia oral, a producédo de IL-5 especifica no
grupo alérgico aumentou significativamente e se manteve apos a inducao de
alergia alimentar, o que néo € visualizado nos demais grupos (Fig. 23B).

Entretanto, nos animais idosos, a producao de IL-5 foi mais baixa
em todas as fases de indugcdo de tolerancia oral e alergia alimentar em
comparacao aos animais jovens, porém semelhante fato é observado nos
animais jovens, apdés a imunizacdo primaria (Dia 21), ocorreu um aumento
significativo na producdo de IL-5 especifica no grupo alérgico com relacdo ao
grupo tolerante, e, apos a inducdo da alergia alimentar, essa diferenca se
tornou mais visivel (Fig. 23B).

O TGF-B € uma citocina que desempenha um papel crucial na
inducéo de tolerancia oral, assim analisamos a sua producdo por células do
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baco (Fig.23C). Observou-se que , em animais jovens, a producdo TGF- apos
a indugcdo de tolerdncia oral em camundongos alérgicos € maior quando
comparada a produzida pelo grupo tolerante (Fig.23C). Apés o desafio oral com
solucéo de clara de ovo, notamos um aumento de producgéao de TGF-3 no grupo
alérgico, quando comparado ao grupo tolerante (Fig.23C). Nos camundongos
idosos, a producdo TGF-B foi mais baixa em todos o0s grupos quando
comparada a produzida pelos grupos jovens (Fig.23C). Notamos também, que
apos a inducao de alergia alimentar, ndo observamos diferencas significativas
na producdo de TGF-f entre o grupo alérgico e tolerante (Fig.23C).

Segundo a literatura, a IL-10 inibe a producéo de citocinas pro-
inflamatérias e além disso, esta relacionada a modulagédo da tolerancia oral.
Analisamos a producgéo de IL-10 em camundongos jovens e verificamos que
apos, a inducao de tolerancia oral, a producéo de IL-10 é baixa em relacdo ao
grupo tolerante (Fig.23D). Apds a inducdo de alergia alimentar com Ova,
observamos um aumento na producdo de IL-10 no grupo alérgico, o que nao
ocorreu no grupo tolerante (Fig.23D). Em camundogos idosos, a producao de
IL-10 é maior quando comparada a produzida pelos animais jovens (Fig.23D).
Nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos alérgico e
tolerante de animais idosos apods a inducéo de alergia alimentar (Fig.23D). Por
outro lado, ap6s a inducdo da alergia alimentar, a producdo de IL-10 se
reduziu em ambos os grupos, sendo que os camundongos alérgicos foram os

mais afetados (Fig.23D).
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Figure 23: Avaliacao cinética da producéo de citocinas no baco durante a
tolerancia oral em modelo de alergia alimentar.

Camundongos BALB / c de 8 e 53 semanas de idade foram tratados por via oral com salina (grupo
Alérgico ou 20 mg Ova por gavagem (grupo Tolerante) ou ndo-tratados (Dia 0). Apds 7 dias, os animais
foram imunizados ip com 10 mg Ova e 1mg de Hidréxido de Aluminio (Al(OH)3) (Dia 7), e receberam um
reforgo de s¢ de 10ug de Ova apds 14 dias (dia 21). Para a indugdo de alergia alimentar (Dia 28), os
camundongos foram desafiados oralmente com uma solucio de clara de ovo contendo
aproximadamente 10 Ova mg /ml, durante sete dias consecutivos (dia 28-35). Em cada etapa os animais
foram sacrificados e o bago coletado até o final da inducdo de alergia alimentar (dia 35). Niveis de (A) IL-
4 (B) IL-5 (C) TGF-B e (D) IL-10 foram dosados por ELISA. Barras representam a média + SEM de 5
camundongos BALB / ¢ por grupo (* p <0,05). As primeiras letras representa as diferencas significativas
entre os diferentes grupos no mesmo tempo (ANOVA) e as letras segundo do mesmo grupo entre
diferentes épocas (Student T) (p <0,05).
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Nosso proximo passo foi avaliar no LnM as mesmas citocinas
avaliadas no bacgo dos animais jovens e idosos (Fig.24). Nos animais jovens,
detectamos niveis mais baixos de IL-4 no grupo tolerante em relacdo ao grupo
alérgico apos inducao de tolerancia oral (Fig.24A). Observamos que 0s niveis
de IL-4 aumentaram no grupo tolerante em relagdo aos niveis obtidos de IL-4
do mesmo grupo, apdés a inducdo de alergia alimentar (dia 35) (Fig.24A).
Mesmo assim, essa producdo pelo grupo tolerante foi menor em relacdo ao
grupo alérgico (Fig.24A).

Em animais idosos, néo foi observada diferenca significativa entre os
grupos alérgico e tolerante apés a indugdo de tolerancia oral (dia 28) (Fig.24A).

De fato, ap6s o desafio oral com OVA, somente o grupo alérgico
apresentou um aumento significativa na producdo de IL-4 comparada a
produzida pelo grupo tolerante (Fig.24A).

Nos animais jovens, notamos que o0s niveis de producdo de IL-5
foram suprimidos ap6s a imunizag¢do primaria (dia 21) no grupo tolerante com
relacdo ao grupo de alérgico (Fig.24B). Além disso, observamos um aumento
significativo de IL-5 nos animais alérgicos ap0s a inducao de tolerancia oral que
atingiu um alto patamar apés a inducdo de alergia alimentar com Ova
(Fig.24B).

Em contraste, ndo observamos uma producédo significativa de IL-5
em camundongos idosos apds inducdo de tolerancia oral (Fig.24B). Somente
apos a inducao de alergia alimentar o aumento da producao dessa citocina foi
detectado no grupo alérgico em comparacao ao tolerante (Fig.24B).

Quando avaliamos a producédo de TGF-B nos animais jovens,
observamos diferencas significativas entre os grupos alérgico e tolerante apés
a inducéao de tolerancia oral (dia 28) e apds a inducéo de alergia alimentar (dia
35) (Fig.24C). Tanto na inducdo de tolerancia oral, quanto apés a inducéo de
alergia alimentar, a producdo de TGF- especifica foi inibida nos animais
jovens tolerantes quando comparados aos animais alérgicos e aos nao-
tratados (Fig.24C). Apos a inducéo de alergia alimentar, observou-se um rapido

aumento da producao de TGF-B nos grupos alérgico e tolerante (Fig.24C).
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Portanto, no grupo alérgico, esse aumento foi mais expressivo
comparado ao grupo tolerante (Fig.24C).

Em animais idosos, notamos que a producao de TGF-B especifica foi
baixa em todos os tempos e grupos analisados em comparacdo aos jovens
(Fig.22C). No entanto, apos a inducdo da alergia alimentar (dia 35), um
aumento de TGF-B producédo foi observada nos grupo alérgico e tolerante
guando comparados aos obtidos apds a inducao de tolerancia oral (Fig.24C).

Com relacdo a producéo IL-10, nos animais jovens, somente apos o
tratamento oral é que observamos que o0 grupo alérgico produziu maiores
niveis de IL-10 comparados aos grupos tolerantes (Fig.24D). Depois disso,
apenas o desafio oral com Ova (dia 35), foi capaz de elevar os niveis de
producédo de IL-10 especificos no grupo alérgico (Fig.24D).

Nos animais idosos, a supressdo da producdo de IL-10 no grupo
tolerante foi observada somente apdOs inducdo de alergia alimentar, Antes
disso, os niveis de IL-10 do grupo alérgico e tolerante ndo séo estatistimanente
significativos (Fig.24D).

Nossos resultados indicaram que a tolerancia oral suprime as
consequéncias do envelhecimento, modulando a producédo de anticorpos e de

citocinas pro-inflamatorias.
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Figure 24: Avaliacdo cinética da producédo de citocinas nos LnM durante a
tolerancia oral em modelo de alergia alimentar.

Camundongos BALB / ¢ de 8 e 53 semanas de idade foram tratados por via oral com salina (grupo
Alérgico ou 20 mg Ova por gavagem (grupo Tolerante) ou ndo-tratados (Dia 0). Apds 7 dias, os animais
foram imunizados ip com 10 mg Ova e 1mg de Hidréxido de Aluminio (Al(OH)3) (Dia 7), e receberam um
reforco de s¢ de 10ug de Ova apods 14 dias (dia 21). Para a indugdo de alergia alimentar (Dia 28), os
camundongos foram desafiados oralmente com uma solugdo de clara de ovo contendo
aproximadamente 10 Ova mg /ml, durante sete dias consecutivos (dia 28-35). Em cada etapa os animais
foram sacrificados e os linfonodos mesentéricos coletados até o final da inducdo da alergia alimentar
(dia 35). Niveis de (A) IL-4 (B) IL-5 (C) TGF-B e (D) IL-10 foram dosados por ELISA. Barras representam a
média + SEM de 5 camundongos BALB / ¢ por grupo (* p <0,05). As primeiras letras representam as
diferencas significativas entre os diferentes grupos no mesmo tempo (ANOVA) e as letras segundo do
mesmo grupo entre diferentes tempos (Student T) (p <0,05).
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0.0 envelhecimento e o papel das células reguladoras
CD4'CD25'CD45RB"™" apés a inducdo da alergia alimentar .

Muitos trabalhos demonstraram que a subpopulacdo de células T
CD4'CD25*CD45RB"" participa na supressdo da resposta imune durante a
tolerancia oral através da producédo de TGF-B e IL-10 (Sakaguchi et al., 2001)
(Chehade and Mayer, 2005).

Neste trabalho foram analisados em camundongos jovens o numero
absoluto de células T CD4'Cd25'CD45RB™ no baco (Fig.25A) e nos
linfonodos mesenéricos (LnM) (Fig.25B). Observou-se que os bacos de
camundongos  alérgicos  apresentam  maior numero de  células
CD4'CD25*CD45RB™ que no grupo tolerante (Fig.25A). Entretanto, nos
linfonodos mesentéricos esse aumento do numero de células
CD4'CD25'CD45RB™ foi observado no grupo tolerante (Fig.25B).

Em camundongos idosos, observou-se nimeros mais elevados de
células CD4*'CD25'CD45RB™™ em comparacdo aos jovens, tanto no baco
guanto nos linfonodos mesentéricos, sendo que o grupo alérgico se destacou
em relacdo ao grupo tolerante (Fig.25 A e B)..

A subpopulacdo de células T CD4*CD25'CD45RB™™ apresenta
funcdo reguladora no controle das respostas imunes a doencas alérgicas em
camundongos. No modelo utilizado neste trabalho, mostramos que as citocinas
IL-10 e TGF-B, bem como as células T CD4"CD25*CD45RB"" est&o envolvidas
em eventos modulatérios imunes desencadeados pela reacdo alérgica e pelo
processo de envelhecimento. Pretendemos estudar a participacdo de outras
células T reg como potenciais candidatos para mediadores de tolerancia oral,
possivelmente com a utilizacdo de outros marcadores, como LAP e Foxp3.

A partir desses resultados, concluimos que a mucosa intestinal tem
mecanismos de regulacdo que contribuem para preservar a homeostase local.
Esses mecanismos operam na inducdo da tolerancia oral. No entanto, para
manter sua integridade nos processos inflamatorios ou fisiolégicos, durante o
envelhecimento, a mucosa rapidamente recruta mediadores reguladores, como
s-IgA, citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-B e diferentes sub-

populacdes de células T reguladoras.
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Figura 25: Avaliacdo do numero absoluto de células T reguladoras
CD4*CD25*CD45RB"" apés ainducéo de alergia alimentar.

Camundongos BALB / c de 8 e 53 semanas de idade foram tratados por via oral com salina (grupo
Alérgico ou 20 mg Ova por gavagem (grupo Tolerante) ou ndo-tratados (Dia 0). Apds 7 dias, os animais
foram imunizados ip com 10 mg Ova e 1mg de Hidrdéxido de Aluminio (Al(OH)3) (Dia 7), e receberam um
reforco de s¢ de 10ug de Ova apods 14 dias (dia 21). Para a indugdo de alergia alimentar (Dia 28), os
camundongos foram desafiados oralmente com uma solugdo de clara de ovo contendo
aproximadamente 10 Ova mg /ml, durante sete dias consecutivos (dia 28-35). No dia 35 os animais
foram sacrificados e os dérgaos coletados. As barras representam a média + SEM de 5 camundongos
BALB / ¢ por grupo As letras representam as diferencas significativas entre os diferentes grupos no
mesmo tempo (ANOVA) (p <0,05).
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P. O envelhecimento e o papel das células reguladoras durante
a indugdo da tolerancia oral e a indu¢ao da alergia alimentar
a Ova em camundongos DO.11.10 idosos.

FACS

( CD4+CD25+
7 dlas 24hs FoxP3,

13 dias

—V CD4+CD25+LAP -

, CD4+CD44+)
Trata mento

Booster Ova

Dia 22

Indugdo de FACS

7 dias  Alergia 24hs

=)y  (CD4+CD25+
FoxP3,
CD4+CD25+LAP,

Alimentar

oral Imunizacdo Bago, LnM, PP CD4+CD44+)
Primaria 10 ug Ova Bago, LnM, PP
(i.p) 10 pg Ova Solugdo Clara de
Gavagem  Ova 1 mg Al (OH); Ovo1:5 6 dias
4mg/ml Ova
10mg/ml
FACS
Salina ( CD4+CD25+
FoxP3,
CD4+CD25+LAP,
CD4+CDA44+)
Bago, LnM, PP
Dia 0 Dia 7 Dia 8 Dia 14 Dia 21 Dia 35

111 111

Protocolo 3: Inducdo de alergia alimentar e tolerancia oral em
camundongos DO.11.10 idosos:

Nosso préximo passo foi avaliar como o envelhecimento influenciaria
no perfil de células reguladoras ativadas no tecido linféide associado a mucosa
intestinal durante a tolerancia oral e apds a inducdo de alergia alimentar.
Algumas subpopulacbes de células reguladoras como CD4'CD25'FoxP3 e
CD4'CD25'LAP sdo descritas como muito importantes para inducdo de
2008; Faria and Weiner, 2005).

Utilizamos camundongos transgénicos DO. 11.10 de 53 semanas de idade que

tolerancia oral (Curotto de Lafaille et al.,

possuem TCR especifico para o peptideo 223-232 da Ova para facilitar a

andlise da ativagdo antigeno-especifica das células T reguladoras.

Isolamos células do baco, dos linfonodos mesentéricos e das placas
e avaliamos o numero de células T CD4'CD25'FoxP3,

26, 27 e 28

de Peyer
CD4'CD25'LAP, CD4'CD25LAP e CD4'CD44" (Figs.
respectivamente).
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No bago, ndo observamos diferencas significativas no numero de
células T CD4"CD25"FoxP3 entre 0s grupos tolerante e imune (Fig.26).

Na Fig. 26, observamos 24hs ap0s a imunizacao primaria (Dia 8),
diferencas significativas entre 0s grupos, ocorrendo uma supressdo na
producdo de células T CD4'CD25"FoxP3 ativadas nos bacgos dos animais do
grupo tolerante em relacdo aos imunes (Fig.26A). No inicio da inducdo da
alergia alimentar (Dia 22), verificamos um aumento no numero de células em
ambos os grupos, porém sem diferencas significativas entre eles (Fig.26A).
Ap6s a inducéo de alergia alimentar, o nimero de células T CD4"CD25"FoxP3
se reduziu nos dois grupos, sugerindo que a alergia alimentar suprimiu a
ativacdo das células T CD4'CD25"FoxP3 (Fig.26A).

Com relacdo a subpopulagdo de células T CD4'CD25'LAP*
observamos diferencas significativas entre 0s grupos apos a imunizacdo
primaria (Fig.26B). O grupo tolerante apresentou maior nimero de células T
CD4"CD25"LAP" que o grupo imune. Esse resultado se manteve 24hs apés a
inducao de alergia alimentar e o0 aumento das células nos dois grupos também
foi observado comparando os dias 8 e 22 (Fig.26B). Entretanto apds a inducao
de alergia alimentar (Dia 35), houve uma drastica reducdo na producao de
células T CD4'CD25'LAP*, sugerindo que o processo alérgico inibiu a
producado desta subpopulacéo de células reguladoras (Fig.26B).

Ao analisarmos a producdo de CD4"CD25 LAP*, observamos que
no dia 8, o niumero dessas células ndo apresentou diferengas significativas
entre os grupos. No dia 22, o nimero de células T CD4"CD25 LAP" aumentou
significativamente em ambos o0s grupos, sendo que o0 grupo tolerante
apresentou maior nimero de células T CD4'CD25 LAP* que o grupo imune
(Fig.26C).

O namero de células T CD4'CD44" ap6s a imunizagdo primaria (Dia
8), foi alto em ambos os os grupos (Fig.26D). J4 no inicio da inducdo da alergia
alimentar, o nimero de células T CD4°CD44" se reduziu no grupo tolerante
comparado ao grupo imune (Fig.26D). ApoOs a inducdo de alergia alimentar,
apesar do numero absoluto de células diminuir em ambos 0s grupos, a a
reducdo no nimero de células T CD4°CD44" se mantém significativamente no

grupo tolerante comparado ao grupo imune (Fig.26D).
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Figura 26: O Efeito do envelhecimento no numero absoluto de células
CD4+CD25+Foxp3, CD4+CD25+LAP, CD4+CD25-LAP e CD4+CD44+ no
baco durante ainducéo de alergia alimentar.

Camundongos fémeas e machos, DO11.10 de 53 semanas foram tratados oralmente com 20mg de Ova
(tolerante- barras brancas) ou salina (imune-barras pretas) tratados oralmente com 20mg de OVA e
imunizados i.p.com 10ug de Ova + 1mg de AlI(OH); 24 hs depois, (Dia 8), os 6rgdos foram coletados.
Treze dias depois, receberam um refor¢o de solu¢do de 10ug de Ova e apds sete dias foi iniciada a
inducdo de alergia alimentar. Um dia apds a indugdo de alergia alimentar, os 6rgaos foram coletados
(Dia 22). Apds seis dias consecutivos de ingestdo de clara de ovo, os animais foram sacrificados e os
orgdos coletados (Dia 35). As células foram marcadas com anticorpos especificos ligados aos
fluorocromos Cy, FITC ou PE e analisados por citometria de fluxo. As andlises foram realizadas utilizando
Flowlo Tree Stars, dentro do gate de células CD4+. As barras representam a média aritmética + desvio
padrdo da quantidade de células. As letras representam a diferenga estatistica entre os grupos (ANOVA)
(p <0,05). N° de animais/grupo = 5.
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Na Fig. 27, avaliamos as mesmas popula¢gfes de células T reguladoras,
porém nos linfonodos mesentéricos (LnM) (Fig.27).

Observamos que, 24hs apos a imunizacao primaria (Dia 8) jA ocorreram
diferencas significativas entre os grupos. Houve reducdo no numero de células
T CD4'CD25'FoxP3 ativadas no grupo imune em relacdo ao tolerante
(Fig.27A). No inicio da inducdo da alergia alimentar (Dia 22), esse resultado se
inverte, ocorrendo um aumento no nimero de células T CD4"CD25"FoxP3 no
grupo imune em comparacao ao grupo tolerante. (Fig.27A). Apos a inducao de
alergia alimentar, o nimero de células T CD4'CD25'FoxP3 se reduziu
drasticamente nos dois grupos, sugerindo que a alergia alimentar suprime a
ativacdo das células T CD4'CD25"FoxP3 também nos LnM (Fig.27A).

Com relacdo a populacdo de células T CD4'CD25'LAP, observamos
diferengas significativas entre os grupos apds a imunizacéo priméaria (Fig.27B).
O grupo tolerante produziu menores nimeros de células T CD4"'CD25'LAP*
que o grupo salina (Fig.27B). Entretanto, 24hs apo0s a inducdo de alergia
alimentar (Dia 22), o nuimero de células T CD4'CD25'LAP" aumentou
rapidamente nos dois grupos, porém sem diferengas significativas entre eles
(Fig.27B).

Curiosamente, apo6s a inducdo de alergia alimentar (Dia 35), houve uma
dréstica reducéo no nimero de células T CD4"CD25'LAP" (Fig.27B).

Ao analisarmos a producdo de CD4"CD25LAP”, observamos que, no dia
8, 0 numero dessas células apresentou diferencas significativas, com a
reducéo de células T CD4"CD25*LAP™ no grupo tolerante, comparado ao grupo
imune (Fig.27C). No inicio da inducao de alergia alimentar, o nimero de células
T CD4"CD25LAP" no grupo tolerante se manteve, porém o nimero de células
T CD4"CD25LAP” se reduziu no grupo imune (Fig.27C). No fim da inducéo de
alergia alimentar, esse resultado se inverteu novamente, e houve a reducgao do
namero de células T CD4"CD25LAP" no grupo tolerante em relacdo ao grupo
salina (Fig.27C).

Quando analisamos a producido de células T CD4'CD44" apos a
imunizacdo primaria (Dia 8), 0 grupo tolerante apresentou maior numero de
células T de CD4'CD44" com relagdo ao grupo imune (Fig.27D). No inicio da

inducgéo da alergia alimentar, o nimero de células T CD4"CD44" atingiu um alto
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patamar nos dois grupos, porém sem diferencas significativas entre eles
(Fig.27D). Ap6s a inducao de alergia alimentar, o nimero absoluto de células T
CD4'CD44" diminuiu em ambos os grupos, mas sem diferencas significativas

entre eles (Fig.27D).
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Figura 27: O efeito do envelhecimento no numero absoluto de células
CD4+CD25+Foxp3, CD4+CD25+LAP, CD4+CD25-LAP e CD4+CD44+ nos
linfonodos mesentéricos durante a inducao de alergia alimentar.
Camundongos fémeas e machos, DO11.10 de 53 semanas foram tratados oralmente com 20mg de Ova
(tolerante- barras brancas) ou salina (imune-barras pretas) tratados oralmente com 20mg de OVA e
imunizados i.p.com 10ug de Ova + 1mg de AI(OH); 24 hs depois, (Dia 8), os 6rgdos foram coletados.
Treze dias depois, receberam um reforco de s¢ de 10ug de Ova e apds sete dias foi iniciada a indugdo de
alergia alimentar. Um dia apds a indugdo de alergia alimentar, os érgdos foram coletados (Dia 22). Apds
seis dias consecutivos de ingestdo de clara de ovo, os animais foram sacrificados e os drgaos coletados
(Dia 35). As células foram marcadas com anticorpos especificos ligados aos fluorocromos Cy, FITC ou PE
e analisados por citometria de fluxo. As analises foram realizadas utilizando FlowJo Tree Stars, dentro do
gate de células CD4+. As barras representam a média aritmética + desvio padrdo da quantidade de
células. As letras representam a diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA) (p <0,05). N° de
animais/grupo = 5.
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Na Fig. 28, avaliamos o perfil das mesmas populacdes de células T
reguladoras nas placas de Peyer (PP) (Fig.28).

Observamos na Fig. 28A que 24hs ap0s a imunizacao primaria (Dia
8) ja ocorreram diferencas significativas entre os grupos, houve reducdo do
nimero de células T CD4'CD25'FoxP3" ativadas no grupo imune em relagdo
ao tolerante (Fig.28A). No inicio da inducdo da alergia alimentar (Dia 22), esse
resultado se inverteu, ocorreu um aumento significativo no nimero de células T
CD4'CD25'FoxP3* no grupo imune em comparagdo ao grupo tolerante
(Fig.28A). Apos a inducéo de alergia alimentar (Dia 35), o numero de células T
CD4"CD25"FoxP3" se reduziu drasticamente nos dois grupos, sugerindo que a
alergia alimentar suprime a ativacéo das células T CD4"CD25"FoxP3* também
nas PP (Fig.28A).

Com relacdo a populacido de células T CD4'CD25'LAP”,
observamos também diferencas significativas entre 0s grupos apds a
imunizacao primaria (Fig.28B). O grupo tolerante apresentou um nimero menor
de células T CD4"CD25'LAP" que o grupo imune (Fig.28B). Entretanto, 24hs
apos a inducdo de alergia alimentar (Dia 22), o numero de células T
CD4"CD25'LAP" aumentou rapidamente nos dois grupos, com menor nimero
no grupo tolerante em comparacdo ao grupo imune (Fig.28B). Apés a inducdo
de alergia alimentar (Dia 35), houve uma expressiva reducdo no numero de
células T CD4'CD25'LAP* em ambos os grupos, mantendo mesmo assim, a
reducéo de células T CD4"CD25'LAP" no grupo tolerante em relagdo ao grupo
imune (Fig.28B).

Ao analisarmos a producdo de CD4"CD25LAP”, observamos que no
dia 8, o nimero dessas células apresentou diferencas significativas entre os
grupos, com reducao significativa do nimero de células T CD4"CD25 LAP" no
grupo tolerante, comparado ao grupo imune (Fig.28C). No inicio da inducdo de
alergia alimentar (Dia 22), o numero de células T CD4"'CD25LAP* em ambos
0S grupos aumentou significativamente, porém o grupo tolerante apresentou
maior numero dessas celulas, em comparacdo ao grupo imune (Fig.28C). No
fim da indug&o de alergia alimentar esse resultado se inverteu novamente, com
a reducdo do numero de células T CD4'CD25LAP" no grupo tolerante em

relacéo ao grupo imune (Fig.28C).
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Quando analisamos o numero de células T CD4°CD44" apés a
imunizacao primaria (Dia 8), ambos 0s grupos apresentaram altos nimeros de
células T CD4'CD44", entretanto o grupo tolerante apresentou maior nimero
que o grupo imune (Fig.28D). No inicio da inducdo da alergia alimentar, o
nimero de células T CD4'CD44" manteve-se alto nos dois grupos, sem
diferencas significativas entre eles (Fig.28D). Apdés a inducdo de alergia
alimentar, o nimero absoluto de células T CD4'CD44" diminuiu tanto, que
essas ceélulas quase desapareceram em ambos os grupos sem diferencas

significativas entre eles (Fig.28D).
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Figura 28: O efeito do envelhecimento no numero absoluto de células
CD4+CD25+Foxp3+, CD4+CD25+LAP+, CD4+CD25-LAP+ e CD4+CD44+
nas placas de Peyer e no processo de inducao de alergia alimentar.
Camundongos fémeas e machos, DO11.10 de 53 semanas foram tratados oralmente com 20mg de Ova
(tolerante- barras brancas) ou salina (imune-barras pretas) tratados oralmente com 20mg de OVA e
imunizados i.p.com 10ug de Ova + 1mg de AI(OH); 24 hs depois, (Dia 8), os 6rgdos foram coletados.
Treze dias depois, receberam um reforgo de s¢ de 10ug de Ova e apds sete dias foi iniciada a indugdo de
alergia alimentar. Um dia apds a inducdo de alergia alimentar, os érgaos foram coletados (Dia 22). Apds
seis dias consecutivos de ingestdo de clara de ovo, os animais foram sacrificados e os érgdos coletados
(Dia 35). As células foram marcadas com anticorpos especificos ligados aos fluorocromos Cy, FITC ou PE
e analisados por citometria de fluxo. As analises foram realizadas utilizando FlowJo Tree Stars, dentro do
gate de células CD4+. As barras representam a média aritmética + desvio padrdo da quantidade de
células. As letras representam a diferenga estatistica entre os grupos (ANOVA) (p <0,05). N° de
animais/grupo = 5.

Pagina | 95



Esses resultados sugerem que as populacdes de células T
reguladoras analisadas dos animais idosos apresentam um papel importante
na inducdo da tolerancia oral, mesmo durante o envelhecimento. Em
camundongos idosos (Balb/c e DO.11.10), a reducdo da susceptibilidade a
inducao de tolerancia oral € concomitante & diminui¢cdo no niumero de células T
com fenoétipo regulador, encontradas em oOrgdos linfoides associados ao
intestino (LnM e PP).
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5. Discussao

Na primeira parte de resultados, verificamos quais seriam os efeitos
do envelhecimento na inducdo de tolerancia oral. Para tal, utilizamos
camundongos BALB/c em 4 idades diferentes (8, 28, 53 e 92 semanas) e
analisamos os niveis de imunoglobulinas totais, IgG1 (Fig.6 A e B) e IgG2a
anti-Ova (Fig.7).

Esse € um parametro utilizado por varios autores que ja
demonstraram que a indugdo de tolerancia oral se traduz na supressdo da
producdo de anticorpos séricos especificos (Challacombe and Tomasi, 1980;
van der Heijden et al., 1987).

Com o avanco da idade, notamos que a producdo de anticorpos
totais e IgG1 especificos estava reduzida no grupo imune, porém o efeito da
tolerancia oral se mantinha nos demais grupos (Figé A e B). Ja a producédo dos
anticorpos lgG2a anti-Ova oscilava ao longo das idades (Fig.7). De acordo
com alguns trabalhos, o envelhecimento altera a transducdo de sinais em
células B e T diminuindo, assim, a ativacdo doa linfocitos e a subsequente
producéo de anticorpos especificos. Além disso, o processo de envelhecimento
também esta associado a reducdo de células T com capacidade efetora e
proliferativa, o que prejudicaria a resposta imune efetiva a novos antigenos
(Schmucker et al., 2003; Thoreux et al., 2000). Esses resultados e outros
complementares a eles, foram publicados recentemente pelo nosso grupo
(Speziali et al., 2009) mostrando que embora ocorra um aumento dos niveis de
imunoglobulinas séricas totais, a producao de IgG1 e Ig especificas, declinam
com o envelhecimento. A capacidade proliferativa dos linfécitos T também se
mostrou comprometida nesse estudo (Speziali et al., 2009).

A tolerancia oral, por ser uma resposta nao inflamatéria comum a
antigenos presentes na mucosa intestinal, também é prejudicada pelos fatores
relacionados ao envelhecimento. Em nosso laboratério, ja foi observado que a
tolerancia oral a Ova pode ser induzida por gavagem em todas as linhagens de
camundongos jovens, porém, somente € observada em camundongos idosos
das linhagens C3H/HeJ com 20 semanas e B6D2F1 de 38 semanas de idade

(Faria et al., 1993).
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Outros trabalhos também relataram resultados semelhantes.
Wakabayashi e cols. observaram a refratariedade a tolerancia oral em
camundongos entre 6 e 8 meses de idade, utilizando como antigeno hemacias
de carneiro (Kato et al., 2003; Wakabayashi et al., 1999).

Kato e cols. também mostraram a refratariedade a inducdo da
tolerancia oral em camundongos de 6-8 meses, 12-14 meses e 24 meses
tratados por gavagem com Ova. Segundo esses autores, tal refratariedade se
deve a um defeito na interacdo de células T nas placas de Peyer. Esse trabalho
mostrou que ocorre uma diminuicdo no tamanho das placas de Peyer com o
envelhecimento assim como uma reducdo no numero de células dendriticas
(DCs) sugere que ocorre uma alteracdo nas atividades de células T e B em
animais idosos. Tal alteracdo pode estar relacionada em parte com o declinio
na funcéo de (DCs) nas placas de Peyer (Kato et al., 2003).

Ao analisarmos a producdo de IgA secretéria no muco intestinal,
notamos uma variacdo na producao de IgA total e anti-Ova com o avancar da
idade (Fig.8). Comparando os camundongos de 8 e 92 semanas, observamos
que a sIgA total se encontra reduzida nos grupos imune e tolerante por
ingestdo voluntaria (Fig.8A). E interessante notar que ndo ocorreu declinio dos
niveis de slgA nos animais ndo manipulados durante o envelhecimento
(Fig.8A).

Em camundongos de 92 semanas, ndo observamos alteragoes
significativas na producdo de slgA anti-Ova nos tolerantes, somente o grupo
imune (Fig.8B). esse resultado também faz parte de um estudo recentemente
publicado pelo nosso grupo (Santiago et al., 2008) mostrando que embora o0s
niveis totais de slgA nao se altere durante o envelhecimento em camundongos
nao manipulados, a producédo de slgA especifica se reduz.

As funcdes das células B também estédo alteradas no processo de
envelhecimento. A formacao dos centros germinativos se reduz e as respostas
a anticorpos diminuem e se tornam mais lentas, e a redugdo da afinidade dos
anticorpos e maturacao de também é reduzida (Nikolich-Zugich, 2005).

Na literatura existem varias controvérsias a respeito da producéo de
IgAs no envelhecimento. Trabalhos ja demonstraram que em ratos idosos
quando imunizados oralmente com toxina colérica nativa, apresentam um
declinio significativo na producéo de IgAs especifica (Schmucker et al., 1988).

Pagina | 98



Outros estudos mostram que ha um aumento de IgM e IgG no
plasma e soro e de IgA no soro e saliva de humanos idosos € no muco
intestinal de camundongos idosos (Arranz et al., 1992; Fujihashi and McGhee,
2004, Listi et al., 2006). Nossos dados recentemente publicados (Santiago et
al., 2008) e apresentados aqui, mostram uma distin¢cao clara entre a producao
de slIgA total e sIgA especifica.

Ao avaliamos a producéo de IgE sérica total e anti-ova, notamos que
apos 28 semanas o efeito da tolerancia oral ndo é mais observado (Fig.9 A e
B). Os niveis de IgE produzidos pelos camundongos idosos a partir de 28
semanas se reduzem (Fig.9 A e B).

A producédo de IgE sérica é muito sensivel & inducdo de tolerancia
oral como mostrado anteriormente por trabalho do nosso grupo analisando a
supressdo de varios parametros imunolégicos da alergia pela tolerancia oral
(Fernandes, 2007; Rios et al., 1988).0s parametros inflamatérios mais
facilmente inibidos sdo a producédo de IgE e a migracdo de eosinofilos para o
sitio inflamado.

Nos dultimos anos, varios trabalhos tem usado a inducdo de
tolerancia oral especifica como tratamento de alergias alimentares, as quais
tém como principal consequéncia a alta producao de IgE sérica (Staden et al.,
2007).

Neste estudo, observamos que, embora a producdo basal de IgE
sérica tenha aumentado com o envelhecimento (Fig. 9A), a producédo de IgE
anti-Ova se reduziu (Fig. 9B). De fato, alguns trabalhos relatam que o processo
envelhecimento reduz os sintomas de alergias alimentares, por diminuirem
drasticamente a producéo de IgE sérica total e especifica e a degranulacao de
eosinofilos. Estudos em humanos ja demonstraram que a producdo de IgE
sérica é mais baixa em individuos acima de 60 anos de idade, comparados aos
jovens, de 24 anos de idade. (Mathur et al., 2008)

Nosso proximo passo entdo foi analisar a producdo de IL-4 no
envelhecimento, pois a citocina IL-4 estimula a troca de isotipo para IgE, além
de auxiliar a inducéo de tolerancia oral (Brandtzaeg et al., 1996; Corren, 2011).
Observamos que a producao especifica de IL-4 (em cultura estimulada por
Ova) foi significativamente menor no bago dos animais tolerantes quando
comparada aquela obtida nos camundongos imunes (Fig.10A). Esse resultado

Pagina | 99



condiz com a literatura, pois citocinas pro-inflamatérias estdo reduzidas no
processo de tolerancia oral (Sun et al., 2010). Camundongos do grupo tolerante
com 28 e 92 semanas de idade ainda apresentaram reducdo na producao de
IL-4 (Fig.10A) mostrando que, da mesma forma que IgE, a secrecéo de IL-4 é
um parametro bastante sensivel a inducdo de tolerancia oral. Nos demais
orgaos, de forma geral, a producdo de IL-4 se mantém em baixos niveis e
estavel ao longo do envelhecimento (Fig.10B e C).

Da mesma forma que a IgE, a producdo especifica de IL-4 por
células do bago e dos linfonodos mesentéricos de camundongos BALB/c
imunizados diminuiu a partir das 28 semanas de idade. Varios trabalhos tém
demostrado que a producédo de IL-4 € reduzida em animais idosos (Busse and
Mathur, 2010; Gelfand et al., 2004; Hasegawa et al., 2006). Em modelos de
asma, camundongos BALB/c idosos imunizados com Ova apresentam menor
guantidade de IL-4 no fluido broncoaoveolar quando comparados aos animais
jovens imunizados (Gelfand et al., 2004). Hasegawa e cols. observaram que
camundongos idosos com TCR Ova especifico apresentam baixa expressao de
IL-4 quando células T CD4+ virgens sdo purificadas do baco e estimuladas
com Ova (Hasegawa et al., 2006).

A reducdo de todos os parametros relacionados a resposta imune
especifica induzida nos camundongos BALB/c idosos (IgG1l, IgE, IL-4)
mediante a imunizagcdo com Ova + Al(OH)3; pode estar relacionada aos efeitos
gerais do envelhecimento no sistema imune. Como jA mencionado, esse
processo afeta tanto a funcdo das células B e T como também reduz
significativamente a producdo dessas células pela medula éssea e pelo timo
(Linton and Dorshkind, 2004). A consequéncia ao longo do tempo seria um
acumulo de linfécitos ativados (principalmente linfocitos T de memoria) e a
reducdo do pool de linfocitos virgens. Esse acumulo de linfécitos de memoaria
reduziria a capacidade do sistema imune de reagir a antigenos novos,
diminuindo assim o0s niveis de imunoglobulinas especificas e citocinas
produzidas apos estimulagéo especifica como observamos no nosso modelo.

Avaliamos a seguir, o papel das citocinas anti-infamatérias no
envelhecimento e apds a inducédo da tolerancia oral (Fig.11 e 12). A producéo
de IL-10 no bago até 28 semanas é reduzida nos animais tolerantes quando
comparada a observada no grupo imune (Fig.11A). As principais citocinas
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reguladoras envolvidas na inducéo de tolerancia oral séo IL-10 e TGF-B (Faria
and Weiner, 2006a; Rizzo et al., 1999; Sonoda et al., 1989). Ja foi estabelecido
que a administracdo oral de antigenos induz a producdo de células T
reguladoras, transformando a mucosa intestinal no maior sitio extra timico
indutor de células T reguladoras (Weiner et al., 2011). Entretanto, a tolerancia
oral induzida por <células T reguladoras Iinduzidas de subtipo
CD4+CD25+FoxP3+CD45RB"" na auséncia de células T reguladoras naturais
ndo é dependente da producéo de IL-10 (Mucida et al., 2005).

Em alguns trabalhos do nosso laboratério observamos uma
correlacéo direta entre a inducéo de tolerancia oral e a producdo aumentada de
IL-10. No entanto, enquanto que essa correlacdo foi clara em modelos de
inflamagé&o do tipo Thl (como a encefalomielite autoimune experimental) (Faria
et al, 2003), ndo obtivemos o mesmo resultado em estudos de tolerancia oral
utilizando modelos de inflamacéo alérgica (Santiago, 2011)

Observamos, além disto, que a producéo de IL-10 se reduziu a partir
de 28 semanas de idade no baco principalmente, mas também nos LnM e PP
e, a partir de entdo, se manteve constante sem diferengas significativas entre
os grupos (Fig. 11A, B e C, respectivamente). Estudos recentes em nosso
laboratério comprovam que a mucosa intestinal em camundongos idosos €
severamente afetada pelo processo de envelhecimento com a reducdo da
frequéncia de linfécitos intraepiteliais e a reducédo da producao de IL-10 e TGF-
B no intestino delgado (Santiago et al., 2011).

Nosso proximo passo foi avaliar como estaria a producdo de outra
citocina anti-inflamatéria, TGF-B, apés a inducdo da tolerancia oral nos
mesmos o6rgaos de animais idosos (Fig. 12A, B e C, respectivamente).
Observamos diferencas significativas entre 0os grupos imune e tolerante com
menor producdo de TGF-B pelos animais tolerantes somente até 28 semanas
de idade (baco e PP). Apés essa idade, ndo observamos diferencas entre os
grupos. Ocorreu, na verdade, uma oscilagdo com aumento (53 semanas) e
reducdo (92 semanas) da producédo de TGF-f em todos os orgaos (Fig. 12A, B
e C, respectivamente). Como ocorre um aumento na idade de 53 semanas na
producdo de TGF-B em todos os 6rgaos e os experimentos em animais de
idades diferentes foram realizados em épocas diferentes, ndo podemos
eliminar a hipotese de que essa oscilacdo pode ser devida a diferencas nos
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testes de ELISA nesse periodo. Experimentos confirmando esses resultados
S&80 necessarios nesse caso.

Vérios trabalhos demonstram o envolvimento importante do TGF-
na indugéo de tolerancia oral (Faria et al., 2003; Santos et al., 1994; Weiner,
1994). Ja foi observado inclusive que somente a administracdo oral do TGF-
induz o aumento da tolerancia oral (Ando et al., 2007). Entretanto, no nosso
trabalho, observamos que os grupos tolerantes produziram menor quantidade
de TGF-B que o grupo salina no bago, LnM e PP (8 semanas)(Fig. 12). Esse
mesmo resultado foi obtido também em trabalhos recentes do nosso laboratorio
utilizando um modelo de imunizacdo semelhante (Santiago et al., 2011)

Outros autores também ja mostraram que a producédo de TGF- nao
€ sempre observada na inducao de tolerancia oral (Baggi et al., 1999; Husby et
al., 1994). Baggi e colaboradores, utilizando modelo experimental demiastenia
grave, observaram que em camundongos, apos administracéo oral de epitopos
de células T especificos (TAChR), a producdo de TGF-B nao sofria alteragdes
(Baggi e cols., 1999). Husby e colaboradores demonstraram que em humanos,
o aumento de TGF-f ndo é observado durante a inducdo da tolerancia
especifica para KLH (“keihole limpet hemocyanin”) (Husby e cols., 1994).

Uma hipétese para explicar o declinio na producéo de IL-10 e TGF-3
com o envelhecimento seriam as alteracdes em células apresentadoras de
antigenos em animais idosos.

Trabalhos relatam que as células dendriticas estdo alteradas em
namero e funcado durante o envelhecimento (Santiago et al., 2011; Shurin et al.,
2007; Simioni et al.,, 2010). Santiago e colaboradores observaram que as
células dendriticas presentes nos linfonodos mesentéricos de animais idosos
(53 semanas) nao estimulam a producao de TGF-B por linfocitos T estimulados
com antigeno (Santiago et al., 2011). Shurin e colaboradores observaram que
em humanos, o numero de células dendriticas nas placas de Peyer é menor
em idosos do que em individuos jovens (Shurin et al., 2007). Outros trabalhos
ja relataram que camundongos acima de 40 semanas de idade apresentam
células dendriticas incapazes de induzirem proliferacdo de células T CD4+ no
baco, prejudicando assim, a producdo de citocinas (Fujihashi and McGhee,
2004; Simioni et al., 2010).

Pagina | 102



Entretanto, Carlson e colaboradores observaram que o0s niveis
séricos TGF-B1 aumentam por volta de um ano de idade em camundongos e
entre 60 e 90 anos de idade em humanos ( periodo pos reprodutivo) (Carlson
et al., 2009).

De acordo com esses diversos dados, a produgcao de TGF-f3 oscila com
o envelhecimento, o que condiz com nossos resultados (Fig. 12).

Investigamos a seguir a producéo das citocinas TNF-a e IL-2 apoés a
inducdo de tolerancia oral e o efeito do envelhecimento na producao dessas
citocinas (Fig.13 e 14, respectivamente). Ambas as citocinas séo facilmente
suprimidas pela inducdo de tolerancia oral em varios modelos de inflamacéo
(Faria and Weiner, 2006).

Com relagdo a TNF-a, observamos que a supressao dessa citocina
pro-inflamatodria pela indugdo de tolerancia oral foi mantida no baco de
camundongos até 53 semanas de idade. Houve uma reducdo drastica na
producdo de TNF-a em todos os animais de 92 semanas de idade sem
diferencas significativas entre os grupos (Fig.13 A). Nos demais 6rgdos, LnM e
PP, a producdo de TNF-a foi variavel com a idade dos animais, e, em
camundongos de 92 semanas de idade, a producdo de TNF-a foi bastante
reduzida nos grupos tolerantes (Fig.13 B e C). De acordo com alguns
trabalhos, o TNF-a, além de seus conhecidos efeitos pré-inflamatérios, também
possui um potente efeito imuno-modulador de células T CD4+ e, em alguns
casos, pode inibir doencas autoimunes como lupus e diabetes tipo | (Aringer
and Smolen, 2008; Chen et al., 2007; Jacob et al., 1990).

Além disso, o receptor Il do TNF é expresso em células T
reguladoras humanas e murinas nas quais estd associando a sua alta
capacidade supressora (Chen et al., 2007). Esse potente atividade imuno-
moduladora do TNF poderia explicar, principalmente no baco, a baixa producao
de TNF-a nos animais idosos dos grupos tolerantes em relagédo ao grupo imune
(Fig.13A). Nos animais jovens, a indugdo de tolerancia oral ndo afetou a
producéo dessa citocina.

Agius e colaboradores analisaram a produgédo de TNF-a na pele de
individuos com mais de 70 anos de idade (Agius et al., 2009). Eles observaram
gue apobs a injecédo subcutanea de um antigeno nesses individuos, os linfécitos
nao migram para o local, apesar de ndo apresentaram qualquer alteracao
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quando testados in vitro. Aparentemente, com o envelhecimento, o0s
macrofagos produzem niveis mais baixos de TNF-a, o que reduz a expressao
de moléculas de adesdo nesse tecido e, consequentemente, a migracao de
células T para o local da injecao (Agius et al., 2009).

Ao avaliarmos a producéo de IL-2 (Fig.14), observamos que ela foi
significativamente menor nos baco e LnMs dos animais de 8 e 92 semanas de
idade dos grupos tolerantes quando comparados com 0s animais da mesma
idade do grupo imune (Fig.14A e B). A indugao de tolerancia oral, em geral, se
acompanha da supressdo da producgéo de citocinas como IL-2 e INF-y. No
entanto, varios estudos mostraram que a supressao mediada pela tolerancia
oral também ¢é efetiva em respostas mediadas por células Th2, ou seja, tanto
respostas Thl como Th2 podem ser suprimidas pela administracdo oral de
antigenos (Faria and Weiner, 2006a; Melamed et al., 1996). Nossos resultados
nesse estudo mostraram resultados semelhantes. Camundongos que se
tornaram tolerantes pela administracdo oral de Ova apresentaram niveis
reduzidos de citocinas como IL-4, TNF- a e IL-2.

Nossa préoxima questdo foi analisar a indugéo de tolerancia oral e o
efeito do envelhecimento na producdo das tdo bem descritas populacdes de
células T reguladoras e alguns subtipos, CD4+CD25+FoxP3+ (Fig.15),
CD4+CD25+LAP+ (Fig.16) e CD4+CD25-LAP+ (Fig.17).

Vérios marcadores ja foram descritos para as células T reguladoras
naturais, sendo os principais o receptor a da interleucina 2 (CD25) e o Foxp3
(fator de transcricdo forkhead box p3) os quais sdo essenciais para a sua
funcdo reguladora, alémde outros marcadores como CTLA-4 e GITR
(glucocorticoid inducible tumor necrosis factor receptor family molecule)
(Sakaguchi et al., 2007).

O TGF- 3 de membrana contendo o peptideo associado LAP (latent
associated peptide) esta presente em células CD4'CD25" e CD4'CD25 de
camundongos normais. As células que expressam LAP na sua superficie sdo
células Tregs dependentes de TGF-B (Oida et al., 2003). Ja foi demonstrado
que antigenos administrados por via oral podem induzir a producéo de células
reguladoras CD4'CD25"(Zhang et al., 2001) e que células CD4+CD25-LAP+
sao importantes na imuno-modulagéo da colite experimental (Oida et al, 2003).
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Compativel com o que observamos com relacdo a producéo de TGF-B
(Fig.12A), camundongos de 53 semanas de idade de todos 0s grupos
apresentaram um aumento significativo no numero de células
CD4'CD25'FoxP3" em comparacdo com os animais de 28 e 8 semanas
(Fig.15A). Entretanto, com 92 semanas de idade, a producdo de TGF- e o
nimero de células CD4'CD25'FoxP3" estavam altos em todos 0s grupos,
principalmente no grupo salina (Fig.15A).

Em humanos idosos, as células T presentes no sangue periférico
apresentam redugdo da expansdo clonal in vitro e respondem menos a
vacinacfes (Grubeck-Loebenstein et al., 2009; McElhaney and Effros, 2009).
Vérios trabalhos supdem que, em camundongos idosos (acima de 20
semanas), as altera¢des funcionais ocorridas com as células T sdo devidas ao
acumulo de células T de memodria, principalmente as que expressam CD44
(Zhao et al., 2007). Na literatura, acredita-se que as células reguladoras de
fenotipo Th3 sdo as CD4'CD25 Foxp3 LAP® existentes no sistema imune
periférico e que estas sdo geradas pela ativacdo com antigenos presentes no
intestino. Esses antigenos do intestino sinalizam para os TCRs das células T
aumentando as propriedades reguladoras dessas células e iniciando a cascata
de sinalizagcdo. (Weiner et al., 2011). As células Th3 reguladoras presentes no
intestino sdo importantes agentes imuno-moduladores da mucosa intestinal
mantendo a homeostase desse tecido frente ao desafio constante com
antigenos (Weiner et al., 2011).

E interessante notar que ocorre um aumento de células T
reguladoras (de diferentes fenétipos) no baco e nos LnM (mas nédo nas placas
de Peyer) de camundongos idosos. Duas possibilidades podem explicar esse
aumento. A primeira € que essas células T reguladoras, embora aumentadas
em numero, ndo sdo efetivas nos animais senescentes. Esse fenbmeno seria
anélogo ao que ocorre com o aumento dos niveis de imunoglobulinas totais nos
animais idosos em paralelo a reducdo da producdo de imunoglobulinas
especificas com a idade (Speziali et al, 2009). Outra possibilidade seria que,
embora esses animais sejam menos susceptiveis a inducéo de tolerancia oral,
o aumento de alguns componentes imuno-reguladores seria importante para
manter algum grau de homeostase da mucosa intestinal e de indugéo de

tolerdncia mediante a utilizacdo de protocolos como a ingestdo voluntaria. De
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fato, camundongos idosos sao menos susceptiveis, mas nao sao totalmente

refratarios a inducao de tolerancia oral (Faria et al, 2003; Figs. 6A e 9B).

Em uma segunda parte desse estudo, avaliamos o efeito do
envelhecimento na indugéo da alergia alimentar.

Os avancos feitos em estudos da mucosa intestinal relacionados ao
sistema imune nos ultimos anos tem sido de extrema importancia para a
caracterizacdo dos mecanismos responsaveis pela homeostase do intestino.

Ainda s&o questionados quais seriam o0s fatores essenciais para a
interface salude e doenca. A mucosa intestinal apresenta diversos
componentes que a protegem de processos inflamatérios, como o epitélio
intestinal, com suas células epiteliais e caliciformes, essenciais na protecao da
mucosa, as células M que auxiliam na captacdo de antigenos, a microbiota, os
componentes da dieta, além de um amplo complexo celular imune responsavel
pelo reconhecimento e eliminacdo de patégenos provenientes do meio externo
(Izcue et al., 2009)

Entretanto, alguns fatores interferem na homeostase do intestino,
estimulando processos inflamatérios, gerados devido a presenca de patégenos
ou a falhas nos mecanismos imunorreguladores da mucosa intestinal
((Brandtzaeg, 2010). Além disso, mecanismos que prejudicam a inducdo da
tolerancia oral ou a sua manutencdo, propiciam as reacdes intestinais de
hipersensibilidade as proteinas da dieta (Saurer and Mueller, 2009).

Como demonstramos, na primeira parte, que ocorreu uma reducao
na susceptibilidade a inducdo de toleradncia oral nos camundongos idosos,
nesta parte do trabalho, avaliamos os efeitos do envelhecimento nos processos
de inducdo de alergia alimentar. Quando a tolerancia oral € deficiente, a
ingestdo de proteinas da dieta por via oral pode gerar também um tipo de
resposta imune inflamatéria, a alergia alimentar, que é definida como uma
reacdo de hipersensibilidade do tipo | mediada pela producdo de
IgE(Brandtzaeg, 2010; Sampson, 1999). Adaptamos o protocolo de inducdo de
alergia alimentar ja utilizado por Saldanha e colaboradores (Saldanha et al.,
2004) e testamos em camundongos BALB/c jovens (8 semanas) e idosos (53

semanas).
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Nosso primeiro passo foi avaliar a hipétese de um aumento na
susceptibilidade a inducdo de alergia alimentar ap0s o0 processo de
envelhecimento. A inducdo de alergia alimentar a um antigeno esta
diretamente relacionada a producdo de IgE especifica (Basso et al., 2003;
Helm et al., 2000; Schroeder and Cavacini, 2010). Durante as respostas
inflamatorias dos processos alérgicos na mucosa intestinal, os anticorpos IgE
séricos se ligam aos mastocitos presentes no intestino, ativando-os,
ocasionando sua degranulacdo e consequente liberacdo de mediadores
inflamatorios (Prussin and Metcalfe, 2003; Sampson, 1999).

Na figura 18, observamos que quando induzimos alergia alimentar nos
animais jovens, o0 grupo tratado oralmente com salina e imunizado
posteriormente com Ova associado ao adjuvante Al(OH); e desafiado por via
oral com o mesmo antigeno apresentou altos niveis de anticorpos séricos anti-
Ova da classe IgE quando comparado ao grupo tolerante (Fig.18). Além disto,
observamos claramente que a producdo de IgE especifica obedeceu a um
aumento crescente durante as varias imunizagdes e desafio com o antigeno.

Por outro lado, nos animais idosos observamos uma baixa producao de
anticorpos séricos IgE anti-Ova (Fig.18B). Apo6s o desafio oral com Ova (dia
35), o grupo tratado oralmente com salina com posterior imunizacdo também
apresentou maiores niveis de IgE especifica em comparacdo aos demais
grupos da mesma idade, porém em intensidade muito menor do que os animais
jovens (Fig.18A). Mais que a baixa intensidade, observamos que n&o houve
nenhum crescimento na producdo de IgE anti-Ova nesses animais, mesmo
apos sete dias de desafio oral com o antigeno (Fig. 18B). Ao contrario, a
producéo de IgE especifica nos camundongos idosos foi induzida em baixos
niveis e atingiu um 4&pice que se manteve durante todos os desafios
antigénicos posteriores.

Em humanos, reacfes alérgicas sdo muitas vezes “encobertas” por
diversos fatores gerados pelo declinio das atividades fisiol6gicas ocorridas
durante o envelhecimento (Mohrenschlager and Ring, 2011). Segundo Diesner
e colaboradores, o aumento do pH gastrico devido a administracdo de
medicamentos acido-supressivos por idosos provavelmente impedem a

sensibilizacdo ao alérgeno (Diesner et al., 2011).
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Deste modo, resolvemos avaliar se o envelhecimento interfere nas
consequéncias da alergia alimentar. Trabalhos anteriores demonstraram que
camundongos com alergia a ovalbumina evitam a posterior ingestao de solucao
de clara de ovo (Cara et al., 1994; Cara et al.,, 1997) e essa aversao ao
consumo do alérgeno esta relacionada a producdo de anticorpos especificos
da classe IgE (Andrade, 1999).

De fato, observamos que camundongos jovens alérgicos
desenvolveram aversdo ao consumo da solucdo de clara de ovo apds a
inducéo de alergia alimentar. A administracdo oral prévia do antigeno induziu
tolerancia também a esse parametro e ndo observamos aversao nos animais
do grupo tolerante (Fig.19).

Da mesma maneira que houve uma redugdo na producgéo de IgE
anti-Ova nos animais idosos, ndo observamos aversédo nos animais idosos do
grupo alérgico (Fig.19).

De acordo com Saldanha e colaboradores, nesse modelo de alergia
alimentar observa-se perda de peso corp6reo apds o consumo prolongado de
clara de ovo por camundongos BALB/c (Saldanha e cols., 2004). Sendo assim,
resolvemos acompanhar o peso dos animais ao longo da inducéo da tolerancia
oral e apés a inducéo de alergia alimentar a Ova hos camudongos jovens € nos
idosos (Fig.20). Observamos que, em animais jovens alérgicos, houve uma
perda significativa de peso corpéreo quando comparados aos animais do grupo
tolerante (Fig.20).

Trabalhos jA demonstraram gque esse emagrecimento ndo tem como
causa a ma absorcdo dos nutrientes provenientes da dieta, uma vez que a
mucosa intestinal permanece integra (Moreira, 2006). Além disso, 0s niveis de
albumina sérica permanecem inalterados (Moreira, 2006). Saldanha e
colaboradores também ndo associaram essa perda de peso corpéreo a um
menor consumo de liquido ou racdo (Saldanha, 2006). Segundo Dourado e
colaboradores, a reducdo de tecido adiposo em animais alérgicos esta
associada a alteracbes metabdlicas como a diminuicdo de triglicerideos,
glicose sérica, colesterol total e acidos graxos livres (Dourado et al., 2011). Nos
animais idosos alérgicos, também observamos perda de peso corpéreo apos o

desafio oral com clara de ovo, porém os animais ja estavam inicialmente mais

Pagina | 108



obesos que os jovens e a diferenca entre o grupo tolerante idoso e o alérgico
nao foi significativa (Fig.20).

Uma das caracteristicas tipicas das inflamacdes alérgicas nas
mucosas é a hipersecrecdo de muco pelas células caliciformes induzida por
citocinas como IL-4 e IL-13 (Blanchard et al., 2004). Nesses animais, o numero
e morfologia dos eosindfilos locais também estdo alterados (Schwab et al,
2003).

Até o fim da escrita deste trabalho, infelizmente ndo conseguimos o0s
resultados morfolégicos da mucosa intestinal dos animais idosos, devido a
problemas técnicos com as preparacdes histolégicas. Esse processo esta em
andamento pois esses dados sédo de fundamental importancia para identificar a
ocorréncia de alergia.

Como o0s animais jovens tratados com salina, imunizados e
desafiados por via oral apresentaram caracteristicas tipicas de animais
alérgicos, estes foram considerados como grupo alérgico. A titulo de
comparacao, adotamos essa denominacao para o grupo de animais idosos
tratado com salina, apesar destes ndo apresentarem caracteristicas de alergia
alimentar.

Nossa proxima avaliacdo foi observar se ocorreria inducdo de
tolerdncia oral durante o envelhecimento (Fig.21). Nos animais jovens,
observamos pela medida dos niveis séricos de anticorpos da classe IgG1 anti-
Ova que a tolerancia oral foi induzida com sucesso (Fig. 21). Os niveis de
anticorpos séricos IgG1l anti-Ova foram suprimidos no grupo tolerante em
comparacao com o grupo alérgico (Fig.21). A inducao de alergia alimentar no
modelo experimental testado em animais jovens ndo prejudicou o efeito da
inducdo da tolerancia oral, mas a acentuou. Porém, apesar de constatarmos
também a tolerancia oral em alguns pontos do protocolo de inducdo de alergia
em animais idosos (Figs. 18 e 21), a tolerancia ndo é mantida e ndo houve
supressdo das respostas de IgE e IgG1l ap6s o desafio oral com Ova nos
animais idosos (Fig. 21).

Os anticorpos secretados pelas células B presentes nas mucosas
sao, na sua grande maioria, da classe IgA (Macpherson et al., 2008; Schroeder
and Cavacini, 2010). As relacdes entre a inducdo de tolerancia oral e a
producdo de IgA secretdria ndo sdo ainda muito claras (Faria and Weiner,
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2006). Assim, avaliarmos a producdo de IgA secretdria (S-lgA) na mucosa
intestinal (Fig.22) Observamos que, nos animais jovens, 0s niveis de S-IgA
anti-Ova no intestino do grupo tolerante foram suprimidos apos a inducéo de
tolerdncia oral quando comparados aos niveis detectados nos animais do
grupo alérgico (Fig.22).

Essa inibicdo da producdo de S-IgA anti-Ova apoOs a inducdo de
tolerancia oral também ja foi observada em outros trabalhos. Mucida e
colaboradores observaram, em modelo experimental de asma alérgica, que a
inducdo de tolerancia oral suprime a producdo de IgA secretdria especifica
(Mucida et al., 2005).

Por outro lado, apds a inducdo de alergia alimentar, animais do
grupo alérgico apresentaram altos niveis de sIgA. J& foi demonstrado que a
producdo de IgA especifica nas fezes aumenta em modelo murino de
hipersensibilidade a amendoim (Lee et al., 2010). Kweon e colaboradores
observaram um aumento de células secretoras de IgA no intestino grosso em
modelo de diarréia de origem alérgica (Kweon et al.,, 2000). Mucida e
colaboradores também observaram que, apds a inducdo de asma experimental
em camundongos transgénicos, 0 grupo alérgico apresenta maiores niveis de
IgA secretdria que os grupos tolerantes (Mucida e cols., 2005).

Entretanto, nos animais idosos, observamos baixa producdo de S-
IgA especifica ao longo de todo experimento embora os animais do grupo
alérgico apresentem niveis mais altos de S-IgA anti-Ova quando comparados
aos do grupo tolerante (Fig.22).

A funcao das células B também esta alterada no envelhecimento. A
formacao de centros germinativos esté reduzida e a afinidade dos anticorpos
diminuida (e maturacdo de afinidade) (Nikolich-Zugich, 2005). Alguns estudos
mostram um declinio nos niveis de imunoglobulinas IgM, IgG e IgA nos
linfonodos periféricos e de IgA secretdria no muco intestinal de animais idosos
(Fujihashi and McGhee, 2004). Dados do nosso laboratério mostram que,
embora o0s niveis de sIgA total ndo se alterem ao longo do envelhecimento, a
producdo de slgA especifica em animais imunizados esta reduzida (Speziali et
al, 2009).

Ao avaliarmos os niveis de citocinas produzidas, observamos que
nos bacos (Fig.23A) e nos linfonodos mesentéricos (Fig.24A) de animais
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jovens, a producao de IL-4 no grupo alérgico foi maior quando comparada com
a obtida no grupo tolerante ao longo de todo o protocolo de inducéo de alergia
alimentar (dias 7-35). O aumento da producao de IL-4 nos animais imunizados
era esperado, pois o hidroxido de aluminio utilizado como adjuvante na
imunizacao primaria induz respostas do tipo Th2, com secre¢éo de IgE e I1gG1
(Faguim-Mauro and Macedo, 2000).

A IL-4 tém um papel importante em processos alérgicos, pois
estimula a troca de isotipo para IgE e de moléculas de adesdo no endotélio
promovendo o recrutamento de eosinofilos nos processos alérgicos (Corren,
2011).

Nos animais idosos, ocorreu um aumento da producéao de IL-4 nos
animais ndo manipulados, provavelmente por ser induzida pelo primeiro
contato com o antigeno durante o desafio oral. Observamos ainda que nao
houve diferencas significativas entre grupo alérgico e tolerante na producédo de
IL-4 (Fig.23A). Somente nos linfonodos mesentéricos, apés a inducdo de
alergia foi possivel observar um aumento de IL-4 no grupo alérgico (Fig.24A). A
IL-4 € necessaria para a ativacdo de células T CD4+ virgens em células
efetoras de memodria. Esse processo esta muito prejudicado com o
envelhecimento (Koga et al., 2000).

Ao analisarmos a producéo de IL-5, observamos que nos bacos
(Fig.23B) e nos linfonodos mesentéricos (Fig.24B) dos animais jovens do grupo
tolerante, a producao de IL-5 foi menor quando comparada com a producao de
IL-5 obtida no grupo alérgico.

A IL-5 esta envolvida na diferenciacao e proliferacdo dos eosinofilos
na medula 6ssea e na sua migracdo para a mucosa intestinal em modelos
murinos de alergia alimentar (Lampinen et al., 2004; Rothenberg and Daeron,
2009). Além disso, a IL-5 tem um papel no aumento da sintese de S-IgA por
células B1 e B2 presentes na mucosa intestinal (Lazarus et al., 2003) (Kunkel
& Butcher, 2003; Bao e cols., 1998; Brandtzaeg e cols., 1999). A tolerancia oral
também suprimiu com eficiéncia a producdo de IL-5 nos animais jovens (Figs.
23B a 24B). J4 nos animais idosos, a producdo de IL-5 estava bastante
diminuida nos bagos (Fig.23B) e LnM (Fig.24B) sendo detectada em niveis

altos apenas apos o desafio oral com Ova.
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Em conjunto, nossos resultados com a indugédo de alergia alimentar
e de tolerancia oral a esse processo em animais jovens e idosos mostram que
tanto as respostas inflamatorias (alergia) quanto as imunorreguladoras
(tolerancia oral) estdo comprometidas com o processo do envelhecimento. Em
um trabalho recente do nosso laboratério observamos um resultado
semelhante em camundongos jovens e idosos infectados com o parasito
Schistosoma mansoni. Camundongos de 8 semanas de idade (jovens)
apresentam granulomas hepéticos grandes na fase aguda da infeccdo. Na fase
cronica, ocorre uma significativa modulacéo desses granulomas que diminuem
de tamanho. Nos animais idosos, tais granulomas sdo muito menores na fase
aguda e estes ndo sofrem qualquer alteracdo na fase cronica da infeccao
(Speziali et al, 2010).

A citocina TGF-B, além de estar envolvida na inducdo da tolerancia
oral (Faria & Weiner, 2006; Letterio & Roberts, 1998), participa na troca de
isotipos para IgA exercendo um papel importante na producdo de IgA
secretoria na mucosa intestinal (Sonoda e cols., 1989; Borsutzky e cols., 2004).
Deste modo, analisamos a produgédo de TGF-$ no baco (Fig.23C) e linfonodos
mesentéricos (Fig.24C) dos animais de todos os grupos, desde o inicio da
inducéo de tolerancia oral até ao final da inducéo de alergia alimentar.

Nos camundongos jovens, em ambos os érgaos, observamos que a
producdo de TGF-B foi menor no grupo tolerante quando comparada com a
producdo de TGF-B observada nos animais do grupo alérgico (Figs. 23C e
24C). Como mencionado anteriormente, TGF-f € uma citocina que tem sido
amplamente descrita como sendo importante para a indugéo da tolerancia oral
(Faria & Weiner, 2005). Baixas doses de antigenos utilizadas para inducdo de
tolerancia oral resultam na ativacdo de células T regulatérias especificas que
agem pela producao de citocinas moduladoras como TGF-, IL-10 e IL-4 (Miller
e cols., 1992). Rizzo e colaboradores observaram que em camundongos
deficientes em IL-4 apresentam um decréscimo na produgdo de TGF-B. A
auséncia de IL-4 ou IL-10 resulta em uma reducao da producdo de TGF-f3 nos
linfonodos periféricos (Rizzo e cols., 1999).

A relagdo entre a supressdo mediada pela tolerancia oral e a alta

producdo de TGF-B ja foi descrita em varios modelos experimentais de
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doencas autoimunes (Faria & Weiner, 2005). No nosso modelo, essa
correlacéo néo foi observada e o grupo tolerante apresentou niveis menores de
TGF-B em comparagdo ao grupo alérgico. Provavelmente, nos animais
alérgicos, a producédo de TGF-B foi estimulada pelo proprio evento inflamatério
agindo de forma imunomoduladora, na tentativa de restaurar a homeostase na
mucosa intestinal. Nos animais idosos, detectamos baixa producédo de TGF-f
ao longo de todo experimento (Figs. 23C e 24C). Durante o processo de
envelhecimento, tanto em camundongos quanto em humanos, limitadas células
T sdo produzidas e exportadas para 6rgdos linféides secundarios, o que
explicaria a baixa producdo de TGF-B e IL-5 por animais idosos (Linton and
Dorshkind, 2004).

Ao avaliarmos a producéo de IL-10 pelas células do bago (Fig. 23D)
e dos LnMs (Fig.24D) nos animais jovens desde a inducdo de tolerancia oral
até o final da inducdo da alergia alimentar, observamos que, nos dois 6rgaos,
apos o tratamento oral, a producado de IL-10 nos animais do grupo tolerante foi
menor quando comparada com a producdo de IL-10 obtida no grupo alérgico
(Figs.23D e 24D). Notamos que, apdés o tratamento oral, o grupo alérgico
apresentou um aumento significativo nos niveis de IL-10 no baco e nos LnMs.
Esse resultado também néo era esperado, pois 0 grupo salina ndo teve contato
com o antigeno nesse periodo.

Em humanos, foi demonstrado que a IL-10 reduz a liberagdo de
citocinas pro-inflamatérias, como a IL-5, por mastécitos suprimindo a acao dos
eosinofilos em processos alérgicos (Schandene e cols., 1994), além de inibir a
troca de isotipo para IgE pelas células B (Punnonen e cols., 1993).

Provavelmente o papel da IL-10 foi muito maior como elemento anti-
inflamatorio recrutado pelo préprio processo de alergia. Por isto, sua producao
estd mais elevada nos animais alérgicos e ndo nos tolerantes (que néo estdo
inflamados). No modelo de asma experimental, foi demonstrado que os animais
alérgicos apresentavam altos niveis de IL-10 e TGF-B, assim como uma
freqliéncia elevada de células Treg CD4+CD25+Foxp3+ no lavado brénquio-
alveolar, em oposicao aos animais tolerantes que n&o apresentavam esses
elementos tipicos de eventos imuno-reguladores (Mucida et al., 2005).

A IL-10 é uma citocina produzida por uma variedade de células e
tem sido apontada como a principal citocina produzidas por células T
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regulatérias (Trl). (Groux e cols., 1997). IL-10 e o TGF-B, concomitantemente
com IL-4 e IL-5 também sao fatores estimulatérios para a troca de isotipo de
IgA na superficie das mucosas (Defrance e cols., 1992; Kunimoto e cols.,
1988). Ja foi observado em criancas alérgicas a leite que a propor¢do de
células T produtoras de IL-10 sdo menores comparadas as criangas normais
(Scott-Taylor et al., 2005). A sua baixa producéo nas placas de Peyer favorece
o desenvolvimento de alergia alimentar (Frossard et al., 2004).

Por outro lado, nos animais idosos, apds a inducdo de tolerancia
oral, observamos altos niveis de IL-10 produzidos no baco tanto no grupo
alérgico quanto no grupo tolerante, sem diferencas significativas entre os
grupos (Figs. 23D e 24D). Dados recentes do nosso laboratorio também
mostram que, em camundongos idosos, as células dendriticas dos LnM
produzem maior quantidade de IL-10 do que células dendriticas de animais
jovens (Santiago et al., 2011).

Vérios trabalhos demonstram que a subpopulacdo de células T
CD4+CD25+CD45RB"" estéo relacionadas com a supressdo das respostas
inflamatdrias durante a tolerancia oral pela producdo de TGF-f e IL-10
(Chehade and Mayer, 2005; Sakaguchi et al., 2001).

Neste trabalho, analisamos 0 namero de células
CD4+CD25+CD45RB"" presentes nos bacos e linfonodos mesentéricos
(Fig.25). Observamos nos animais jovens um numero maior de células
CD4+CD25+CD45RB"" nos bacos dos animais alérgicos quando comparados
com os animais do grupo tolerante. Ja nos linfonodos mesentéricos, esse
aumento foi observado no grupo tolerante (Fig.25). Nos idosos, observamos
um ndmero mais elevado de CD4+CD25+CD45RB"" tanto no baco quanto nos
linfonodos mesentéricos dos animais do grupo alérgico.

Muitos trabalhos ja demonstraram que as células T CD4+
expressando CD45RB apresentam funces efetoras e reguladoras, sendo que
o nivel de expressdo de CD45 diferencia essas células em virgens com
potencial para células efetoras patogénicas (CD45RB"") ou em células T com
atividade reguladora (CD45RB™) (Powrie et al., 1994); (Maloy and Powrie,
2001). A subpopulacéo de células CD4+CD25+CD45RB"" apresenta atividade
reguladora em doencgas alérgicas em camundongos (Hauet-Broere (Hauet-
Broere et al., 2003; Zhang et al., 2001)
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No modelo utilizado, mostramos que as citocinas IL-10 e TGF-
assim como as células T CD4+CD25+CD45RB"" estdo envolvidas em eventos
imuno-moduladores estimulados pela reacdo alérgica (mas nao pela tolerancia
oral) e pelo processo de envelhecimento. Pretendemos estudar, em
camundongos BALB/c, a participacdo de outras células Tregs como potenciais
candidatas a mediadores da tolerancia oral, possivelmente com a utilizacédo de
outros marcadores como LAP e FoxP3.

A partir desses resultados, concluimos que a mucosa intestinal
possui diversos mecanismos de regulacdo que contribuem para que a
homeostase local seja preservada. Os processos inflamatérios geralmente nao
acontecem no intestino devido a inducéo preferencial de tolerancia oral.

Entretanto, para manter sua integridade diante de eventuais
processos inflamatdrios ou de processo fisioldgicos como o envelhecimento, a
mucosa recruta rapidamente varios mecanismos regulatérios como S-IgA,
citocinas anti-inflamatorias, TGF-B e IL-10 e diferentes subpopulacdes de
células T reguladoras.

Avaliamos também o papel do envelhecimento no perfil de outras
populacdes de células reguladoras ativadas no tecido linféide associado a
mucosa intestinal durante a tolerancia oral e apos a inducdo de alergia
alimentar (Figs. 24, 25 e 26 respectivamente). Para isso, utilizamos
camundongos transgénicos D0O.11.10 que possuem TCR OVA-especifico para
Ova. Esse desvio no repertério dos camundongos D0O.11.10 facilita a analise
da ativacdo antigeno-especifica das células T reguladoras.

Estudos moleculares com células B e T dos o6rgdos linféides
tém demonstrado a ocorréncia de alteracoes funcionais
e nos perfis fenotipicos de células T em humanos e em animais durante o
envelhecimento. Estas mudancas incluem a alteracdo da direcdo das células
de meméria CD4+ de fenétipo CD44" e CD45R®, além de estarem associadas
com a reducédo da proliferacéo de células T e na producédo de citocinas (Maue
et al., 2009; Ogra, 2010). Outros trabalhos sugerem que a maioria das
respostas antigénicas no envelhecimento sdo mediadas por células T de
memoria (Woodland and Blackman, 2006).

Observamos que, mesmo em animais idosos, ocorre a atuagao
expressiva das células T reguladoras na indug&o de tolerancia oral. No baco,
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observamos que a producdo de células T reguladoras CD4'CD25'FoxP3" é
baixa com relacdo a demais populacdes de células T analisadas (Fig.26 A). Ja
a producdo de CD4'CD25'LAP" e CD4"CD25LAP" estdo mais evidentes nos
bacos dos animais do grupo tolerante no inicio da inducdo da alergia alimentar
(Fig.26 A). Foram detectados no inicio da alergia alimentar (Dia 22) nameros
menores de células T CD4"CD25'LAP nos LnM (Fig. 27) e PP (Fig. 28) nos
camundongos tolerantes. O fato mais curioso nesses resultados € que apés a
inducdo de alergia alimentar (Dia 35), todas as popula¢gBes de células Tregs
analisadas tém seus numeros reduzidos nos 6rgdos analisados (Figs.26,27 e
28). Uma provavel explicacdo para isto seria a apoptose dessas ceélulas, pois
sdo células T ativadas em animais com um repertério desviado para a
reatividade a Ova. Uma estimulacdo antigénica exagerada de células T
ativadas na mucosa pode leva-las a morte (Faria and Weiner, 2005).

Em experimentos utilizando camundongos mutantes, no qual a
expressdo de FoxP3 é inativada, foi observada a presenca de lesdes fatais
autoimunes e inflamatérias afetando varios 6rgédos (Littman and Rudensky,
2010). A auséncia de células T reguladoras CD4'CD25'FoxP3" pode causar
uma “quebra” na tolerancia e estimular o desencadeamento de respostas
inflamatorias, o que demonstra que a expressdo de FoxP3 nas células T
determina sua fungéo supressora (Fontenot and Rudensky, 2005).

No nosso estudo, encontramos um aumento de células T
reguladoras CD4"CD25"FoxP3 24hs apds o inicio da inducéo da alergia (dia
22) em todos os o6rgaos linféides examinados. Nos LnM e PP observamos
maior quantidade de células T reguladoras CD4"CD25 FoxP3" no grupo imune
em comparacao ao grupo tolerante.

Experimentos com camundongos demonstram o envolvimento das
células T CD4+CD25+ reguladoras na inducdo da tolerancia oral (Karlsson et
al., 2010). Essas células podem (Curotto de Lafaille et al., 2008) ou nao
expressar FoxP3 (Boirivant et al.,, 2008). Trabalhos ja demostraram que
camundongos idosos apresentam baixa quantidade de células T CD4+CD25+
com efeito supressivo (Zhao et al., 2007).

A presenca de grande numero de células Treg Foxp3+ em situagdes
de inflamag&o ndo esta muito claro na literatura. Apesar de estar estabelecido
gue as células Treg estédo envolvidas em todos os tipos de respostas mediadas
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por células T inflamatdrias, incluindo aquelas contra a alérgenos (Th2), sua
presenca em grande numero em locais de inflamacé&o crénica (Ruprecht et al.,
2005; Saruta et al., 2007) parece ainda um paradoxo. Nao estad claro
por que na inflamacdo cronica essas Tregs n&o exercem a sua funcdo
supressiva, se elas estdo suprimidas ou até mesmo se elas contribuem para a
patologia, por exemplo, induzindo a secrecdo de TFG-B que atua na fibrose
tecidual (Curotto de Lafaille et al., 2008). No entanto, Strickland e cols.
demonstraram, em modelo de asma em ratos, que o numero de células Treg
esta inversamente relacionado com a severidade da inflamacdo alérgica,
indicando que as Tregs modulam a inflamacdo no pulméao (Strickland et al.,
2006). Esses dados sugerem, entdo, que a presenca dessas células T reg em
locais inflamados tenha um papel benéfico de controle minimo da inflamacéo.

O TGF- B de membrana conhecido como LAP (latent associated
peptideo) esta presente em células CD4'CD25" e CD4'CD25 de animais
normais, todas as células que expressam LAP na sua superficie sdo células
Tregs dependentes de TGF- 3 (Oida et al., 2003). Alguns estudos ja relataram
muitas das células CD4"'CD25"FoxP3" supressoras expressam também LAP na
superficie, 0 que sugere que a expressao LAP/TGF- nas APCs e nas células
T CD4+ é necessaria para a geracao de células Tregs Foxp3+ (Andersson et
al., 2008; Gandhi et al.,, 2007). Recentemente a expressao de LAP foi
caracterizada como marcador de atividade anti-inflamatéria imunomoduladora
em células CD4"CD25" e CD4'CD25 tanto in vitro com in vivo (Ali et al., 2008).
A inducédo de células CD4+FoxP3+ via TGF-B talvez seja o0 mais importante
mecanismo da manutencdo da tolerancia e suas funcbes supressoras
(Andersson et al., 2008). Esses dados podem, entdo, explicar o grande niumero
de células CD4"CD25"LAP encontradas no bacgo do grupo tolerante (Fig.26 B).

Com relacdo a producéo de células T CD4'CD44", observamos um
aumento dessas células, principalmente 24hs ap6s a inducdo de alergia
alimentar (Figs.26D e 27D) em animais dos grupos imune e tolerante.

Alguns trabalhos demonstram que camundongos BALB/c a partir de
3 meses de idade apresentam naturalmente um aumento da producdo de
células TCD4+CD44+(Pinchuk and Filipov, 2008). Makita e cols observaram
que as células esplénicas CD4+CD25+ migram para a lamina propria e
suprimem a expansdo de células CD4+CD45RB e CD4+CD44+ em modelo
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experimental de colite (Makita et al., 2007). Esse fato explicaria o baixo numero
de células CD4+CD44+ no final da inducdo da tolerancia oral nos oOrgaos
analisados.

Inimeros fatores estédo envolvidos na indugéo da tolerancia oral para
as grandes quantidades e variedades de alimentos. Qualquer perturbagédo na
homeostase entre antigenos alimentares e a imunidade do intestino pode levar
a efeitos diversos na resposta imunologica, incluindo alergia alimentar.

Necessita-se de maiores estudos abrangindo outros aspectos, como
o envolvimento de outras citocinas, de outros marcadores, das alteracdes
histol6gicas da mucosa e das células atuantes em processos inflamatérios para

entender melhor a inducéo da alergia alimentar apds o envelhecimento.
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. Conclusodes

A inducéo de resposta imune especifica estava inibida pelo processo do
envelhecimento;

A inducdo de tolerancia oral se manteve em camundongos idosos
guando estes foram tratados por ingestdo voluntaria em todas as idades
examinadas e, em algumas idades, para o protocolo de gavagem;

A inducéo de tolerancia oral inibiu mecanismos inflamatorios (IL-4, IL-5 e
IL-2) em camundongos jovens e idosos;

Alguns mecanismos de regulacdo estavam preservados nos
camundongos idosos, tais como a producédo de TGF- e de células T
reguladoras, principalmente de fenétipo CD4°CD25" LAP+;

A inducédo de alergia alimentar (avaliada pela medida de IgE e IgG1
séricas anti-Ova, aversao ao consumo de Ova) declinou com o processo
do envelhecimento;

O aumento crescente dos nivies de IgE e IgG1 anti-Ova, e da producéo
de IL-4 e IL-5 observada nos camundongos jovens durante a inducdo de
alergia alimentar ndo ocorreu nos animais idosos nos quais todos 0s
parametros se encontraram reduzidos a um plateau muito baixo;
Observamos que em camundongos idosos DO0O.11.10 a inducdo da
alergia alimentar inibe praticamente todas as subpopulacdes de células
T reguladoras analisadas.

O processo de envelhecimento afetou tanto as respostas imunes
inflamatorias quanto as imunorreguladoras como a tolerancia oral.
Alguns mecanismos reguladores estavam preservados em 0Orgaos
linféides ligados ao intestino (linfonodos mesentéricos e placas de
Peyer) e isto pode explicar em parte a manutencédo da capacidade dos
animais idosos em se tornarem tolerantes quando a administracéo oral
de antigeno é feita por ingestdo voluntaria, uma forma mais natural de

exposicéo antigénica.
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Tabela 1: O efeito do evelhecimento nos mecanismos de inducao
de Tolerancia Oral.

Supressio
= Sem alteracgoes significativas
___Nao analisado

Efeito do . .
Envelhecimento Apés a INDUCAO DA TOLERANCIA ORAL

IMUNOGLOBULINAS

Ig Total anti-Ova

IgG1 anti-Ova

IgG2a anti-Ova

IgAs Total

IgAs anti-Ova

IgE sérica Total

IgE sérica anti-Ova

«— |[—|—|—

MECANISMOS BACO LnM PP
INFLAMATORIOS

IL-4 l = -
IL-5 l _ _

TNF-a - - l
IL-2 l l T
MECANISMOS
REGULADORES
IL-10

TGF-B

CD4'CD25" FoxP3

CD4'CD25" LAP

—>| —| —| «—

CD4°CD25 LAP

— — —>| —>
—>| —>
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Tabela 2: O efeito do envelhecimento nos mecanismos de inducao

da Alergia Alimentar.
¢ Supressio
= Sem alteracgoes significativas
___Nao analisado
Efeito do Apés a indugdo DE ALERGIA ALIMENTAR
Envelhecimento
CARACTERISTICAS DA JOVEM JOVEM IDOSO IDOSO
ALERGIA ALERGICO | TOLERANTE | ALERGICO TOLERANTE
IgE anti-Ova T l = =
AVERSAO A OVA T = = —
PESO CORPOREO l T l l
TOLERANCIA ORAL
IgG1 sérica anti-ova T l T T
IgAs anti-Ova T l T l

CITOCINAS BACO

- ! f f -

IL-5 T - T -

o [ I !
N ! | }
CD4'CD25'CD45RB T l T l
IL-4 T T T -

B f - f !
S I A O
ot - ! f
CD4'CD25'CD45RB l T T l
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Tabela 3: O efeito do envelhecimento na inducao da Alergia
Alimentar em animais transgénicos para a Ova.

¢ Supressao

= Sem alteracdes significativas

__Nao analisado

EFEITO DO
ENVELHECIMENTO

ApOs a indugdo de Alergia Alimentar EM CAMUNDONGOS
DO0.11.10 idosos

BACO

LnM

PP

SALINA

TOLERANTE

SALINA

TOLERANTE

SALINA

TOLERANTE

Células T
CD4'CD25'FoxP3

|

}

}

}

Células T
CD4'CD25'LAP

Células T

CD4'CD25LAP

Células T
cD4'cD44”

|
}
}

«— | — | «—

|
f
}

}
}
}

«— | — | «—
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Anexos

Anexo A: Aprovacio do projeto pelo Comité de Etica em
experimentacao Animal da UFMG.

ey UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 115/2007, relativo ao projeto intitulado
“ Envelhecimento e producéo de IgA na indugdo de toleréncia oral’, que tem
como responsavel(is) Ana Maria Caetano de Faria , esta(do) de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
13/ 08/2008.

Este certificado expira-se em 13/ 08/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 115/2007, related to the project entitled
“Aging and IgA production in the oral tolerance induction’, under the
supervisiors of Ana Maria Caetano de Faria, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in August 13, 2008.

This certificate expires in August 13, 2013.

Belo Horizonte, 18 de Agosto de 2008.

Q_ﬂ Lovet tL;’

Prof. Humberto Pereird Qliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/biceticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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