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DNP Dinitrofenil
Delayed Type Hypersensitivity - Hipersensibilidade do Tipo

DTH .
Tardio

ELISA Ensaio Imunoenzimatico

FACS Fluorescence activated cell sorter — separador de células ativado
por fluorescéncia

FAE Follicle associated epithelium — epitélio associado ao foliculo

Fc Fragmento cristalizavel - Regido constante das moléculas de
imunoglobulinas

FMO Fluorescence minus one — fluorescéncia menos um

Foxp3 Forkhead Box P3 — fator de transcrigao de células T regulatdrias

GALT Tecido Linféide associado a mucosa gastrintestinal

GM-CSF Fator Estimulador de Colénia — Granuldcitos / Macréfagos

GvH Graft vs Host - Enxerto versus Hospedeiro

IFN-y Interferon-y

IgA, 1gG, IgE, IgM

IL-n

ILF

Imunoglobulinas com cadeias pesadas a, v, &, u

Interleucinas — n= numeros diferenciadores

Isolated lymphoid follicles - foliculos linféides isolados



LALT

LDALT

LM

LPS
MALT
MHC
MNL
NK
OPD
PBS
PFC
PP

RAG

RNAm

rpm

SALT/DALT
SCID

TALT

TCR
TGF-p
Th1
Th2
TNF-a
Treg

XiX

larynx-associated lymphoid tissue — tecido linféide associado a
laringe

lachrymal-drainage-associated lymphoid tissue — tecido linfoide
associado a mucosa das glandulas lacrimais

Linfonodos mesentéricos

Lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas
Tecido Linféide associado as mucosas

Complexo Principal de Histocompatibilidade
Linfonodos mesentéricos

Células Natural Killer

Ortofenilenodiamina

Tampéao Salino Fosfato

Plaque-forming cells - células formadoras de placas

Placas de Peyer

Recombination activating gene - Proteina de recombinagao
génica de linfécitos

RNA mensageiro
Rotagdes por minuto

salivary-gland- or duct-associated lymphoid tissue - tecido
linféide associado a glandula salivar

Severe combined immunodeficiency — imunodeficiéncia severa
combinada

Eustachian tube-associated lymphoid tissue — tecido linfoide
associado ao tudo de Eustaquio

Receptor da célula T

Fator de crescimento tumoral-f
Células T helper 1

Células T helper 2

Fator de Necrose Tumoral-a

Células T reguladoras
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RESUMO

A Tolerancia Oral é tradicionalmente definida pela inibicdo da reatividade imune
especifica contra proteinas previamente ingeridas, devido a um decréscimo da
atividade linfocitaria. Pouca atengao tem sido dada a atividade imunoldgica sistémica
global em animais tolerantes orais. Por atividade imunolégica global, entendemos a
ativagdo concomitante de clones de linfécitos ndo especificos ao antigeno em
questao, além dos clones antigeno-especificos. Paradoxalmente, nés observamos
que a inibicdo da reatividade especifica coexiste com um aumento da atividade
global de linfocitos. Camundongos C57BL/6 tolerantes a ovalbumina apresentaram a
supressao caracteristica das respostas de anticorpos séricos especificos para todas
as classes de Imunoglobulinas avaliadas: 1gG1, IgE, IgM e IgA. Entretanto, o nivel
de IgM total sérica estava mais aumentado em animais tolerantes do que em
imunizados. Os niveis de IgA total sérica estavam aumentados em ambos os grupos.
Por consequéncia, animais tolerantes possuiam numeros elevados de células
secretoras de imunoglobulinas (CSIl) no bago e na medula 6ssea. No bago de
animais tolerantes prevaleceu CSI produzindo IgA e IgM enquanto que na medula
0ssea predominam CSI produzindo IgG e IgM. Animais imunizados mostraram maior
numero de CSI secretando IgG no bago. Apesar de possuirem o mesmo numero e
frequéncia de linfocitos T ativados e reguladores no bago apds a imunizagao
secundaria, animais tolerantes exibiram uma cinética particular de aparecimento
dessas células apo6s a imunizagdo primaria. Camundongos tolerantes mostraram
uma expansao precoce de células T efetoras/memoria CD4+CD44"" um dia apds a
imunizacido, enquanto que animais imunizados tiveram esta populacdo aumentada
ap6s o quarto dia. Similarmente, células T reguladoras CD4+Foxp3+ aparecem
antes no bago de animais tolerantes, no segundo dia da cinética. Estas células
expandem tardiamente em animais imunizados, porém alcancam uma frequéncia e
namero maior do que a de animais tolerantes apdés 7 dias. Digno de nota € o
aumento no numero de células T CD4+CD69+ (recém ativadas) e CD4+CD25+LAP+
(reguladoras) no bago de animais tolerantes mesmo antes da imunizagao parenteral,
sete dias apds a administracdo oral do antigeno. Neste periodo, animais tolerantes
também possuem uma expressdo aumentada de citocinas reguladoras (TGF- e IL-
10) e uma expressao transitéria de citocinas efetoras (IL-2 e IFN-y). Assim,

concluimos que os fendmenos imunoldgicos subjacentes a tolerancia oral vao além
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da inibicdo da reatividade especifica, envolvendo uma ativagao linfocitaria mais

distribuida e uma rapida mobilizagao de linfocitos ativados e reguladores.

Palavras chave: tolerancia oral, ativagdo sistémica de linfécitos, Treg, citocinas,

cinética.
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ABSTRACT

Oral tolerance is traditionally understood as a reduction of specific immune
responsiveness to ingested proteins due to lymphocyte activity decrease. Few
attention has been given to systemic immunological activity in orally tolerant
organisms. Paradoxically, we found that specific lymphocyte activity inhibition was
parallel to an increased global lymphocyte activity. C57BL/6 mice rendered orally
tolerant to ovalbumin showed the characteristic suppression of antigen specific
antibody responses in all serum immunoglobulin classes analyzed: 1gG1, IgE, IgM
and IgA. Nevertheless, these mice presented total IgA levels similar to immunized
mice and higher levels of total IgM in serum. Accordingly, orally tolerant mice had
higher number of immunoglobulin secreting cells (ISC) in spleen and bone marrow.
Moreover, tolerant mice Ig-secreting cells in spleen were mainly IgM and IgA
producers, whereas immunized mice had mostly IgG-secreting cells. Despite having
the same number of regulatory and activated T cells in spleen after booster
immunization, tolerant animals exhibit a different cells appearance kinetics in the
spleen after the primary intraperitoneal immunization with antigen and adjuvant.
Tolerant mice showed an earlier expansion of CD4+CD44"" effector/memory T cell
as soon as one day after immunization while immunized mice had these cells
expanded at the fourth day. Similarly, CD4+Foxp3+ regulatory T cells appeared
sooner in tolerant mice, two days after immunization. Immunized mice showed a
CD4+Foxp3+ Treg cells expansion delay, achieving higher cells frequencies and
numbers 7 days after immunization. Importantly, orally tolerant mice presented higher
numbers of CD4+CD69+ T cells and CD4+CD25+LAP+ regulatory T cells in spleen
even before parenteral immunization. Also, at this time tolerant animals showed a
higher expression of regulatory cytokines (TGF-§ and IL-10) and a transient
expression of lymphocyte activation cytokines (IL-2 and IFN-y). Thus, over inhibiting
specific responsiveness, orally-tolerant mice display an early and widespread

mobilization of activated and regulatory lymphocytes.

Key words: oral tolerance, lymphocyte activation, Treg, kinetics, citokines



1. INTRODUCAO



1.1 BREVE HISTORICO DA IMUNOLOGIA

A Imunologia nasce como disciplina na segunda metade do sec. XIX,
vinculada ao crescente desenvolvimento da Medicina e Bacteriologia daquela época.
Para se compreender como 0s conceitos imunoldgicos surgiram e se desenvolveram
pode-se dividir a historia da imunologia em fases, onde cada uma direciona as
pesquisas da fase seguinte, influenciando fortemente as interpretagcées de alguns

resultados obtidos e relegando outros ao esquecimento.

A fase fundadora da Imunologia compreende os primeiros resultados
experimentais que generalizaram a variolagdo de Edward Jenner, que ja era
realizada desde o século anterior, no conceito de vacinagdo, como protecao para
doencas infecciosas. Neste periodo, Louis Pasteur postulou a primeira explicagao
para a origem das doengas, a Teoria dos Germes, segundo a qual cada doenca teria
seu causador especifico (germe) e a imunidade seria uma reagao de defesa contra a
invasao de organismos patogénicos. A importancia dessa teoria para a Medicina da
época mede-se pela auséncia até entdo de alguma teoria cientifica que pudesse
explicar a origem das doencgas. Assim, cada doenca teria um causador especifico
(germe), e poderia ser tratada com uma vacina especifica ao germe. Em 1890, a
descoberta das antitoxinas diftéricas por Von Bering e Kitasato revelaram um
primeiro substrato com o qual os imunologistas passaram a trabalhar (von Behring e
Kitasato, 1890). O sucesso na criagao das primeiras vacinas durante esse periodo
fundador fortaleceu o entendimento de que a atividade imunolégica é potencialmente
destrutiva, e com ela a conviccdo de que a finalidade evolutiva do sistema imune
seria o de proteger os organismos vertebrados dos temidos invasores microscopicos

que nos cercam (Gradmann, 2000).

Paul Ehrlich foi outro pesquisador importante nesse periodo fundador. Como
resultado de seus trabalhos, Ehrlich propds que os anticorpos nao reagiriam
somente contra antigenos de microorganismos, pois também era possivel obter
anticorpos que reagiam com proteinas de plantas (ricina, abrina), ampliando o
universo de antigenos com os quais o sistema imune poderia reagir. Foi de Ehrlich a
primeira teoria imunoldgica sobre a origem dos anticorpos (Ehrlich, 1900). Segundo
Ehrlich, as células teriam em sua superficie receptores usados para a sua nutricao

(cadeias laterais) que seriam produzidos em grande quantidade e secretados



quando em contato com os antigenos. Em seus trabalhos, Ehrlich apontou que a
reacdo a produtos téxicos microbianos € apenas uma faceta da atividade
imunoldgica, uma vez que o corpo produz anticorpos contra qualquer elemento, seja
de origem animal ou vegetal. Havia, porém, uma exceg¢ao: quando imunizados com
suas proprias hemacias, os animais nunca produziam anticorpos contra as mesmas,
apesar de reagirem contra hemacias de outros individuos da mesma espécie. A
essa auséncia de reatividade contra o préprio corpo Ehrlich deu o nome de “horror

autotoxicus”.

Durante as primeiras décadas do século XX, a Imunologia entrou em uma
fase imunoquimica e os pesquisadores se dedicaram a estudar os aspectos fisico-
quimicos dos anticorpos, qual a sua composi¢ao e estrutura, como e porque sao
produzidos. Devido as evidéncias de que os anticorpos poderiam se ligar a qualquer
elemento quimico, mesmo nao naturais, como compostos produzidos em laboratério
(Landsteiner, 1945), a teoria das cadeias laterais de Ehrlich foi desacreditada, pois
era considerado impossivel haver tamanha diversidade de anticorpos ja pré-
formados no organismo. Assim, a Teoria de Ehrlich foi substituida por diversas
versdes do que se convencionou chamar de “teorias de moldagem” para a produgao
de anticorpos, onde o proprio antigeno serviria como molde para a molécula do

anticorpo ser montada e adquirir sua especificidade.

1.2 INICIO DA IMUNOBIOLOGIA

Ocorre uma grande mudanga na Imunologia a partir dos anos 1950, quando
novos conceitos surgem e dao forma ao aparecimento da imunologia celular,
baseada em abordagens da biologia celular e molecular. Dois conceitos
interdependentes sao criados pelo imunologista australiano Frank Mcfarlane Burnet:
o conceito de self ou identidade do corpo; e o de tolerancia imunolégica. O self, ou o
conjunto de componentes do corpo, seria definido ativamente durante a sua
embriogénese através de complexas interagdes entre células imunes e todas as
outras células e moléculas do embrido. Se durante esse processo outros materiais
ou até mesmo outros organismos, de fora do corpo (non-self), entrassem
acidentalmente no corpo do embrido, eles seriam percebidos como parte do

organismo. Assim, bactérias, virus ou células geneticamente diferentes poderiam ser



indefinidamente “toleradas” pelo organismo. Burnet assinalava que embrides e
animais recém-nascidos tem pouca ou nenhuma atividade imunoldgica contra
agentes estranhos incluindo virus, toxinas e tumores. Ele mesmo tentou gerar
anticorpos pela inoculagaéo de varios virus em embrides de galinha, sem sucesso.
Burnet imaginou que essa falha na capacidade de reconhecer materiais externos
seria decorrente de uma imaturidade, ou falta de competéncia, do seu sistema

imune, que seria adquirida gradualmente com o crescimento do organismo.

Dois conjuntos de experimentos foram cruciais para que Burnet
desenvolvesse esses conceitos. Primeiro foram os estudos da infeccdo de
camundongos pelo virus da coriomeningite linfocitica (ou LCMV, em inglés). O
LCMV infecta cronicamente colénias de camundongos, sendo transmitido
"verticalmente" da mae para os filhotes, in utero. As infecgbes sdo geralmente
benignas, os animais possuem virus em quase todos os tecidos do corpo e sao
resistentes ao desafio intracerebral com o virus. Se, no entanto, um animal adulto
virgem de contato com o virus € introduzido na colbnia, instala-se uma intensa
meningite viral com grande infiltragdo de linfécitos, levando a morte em poucos dias.
A convivéncia com o virus desde a vida embrionaria, portanto, resulta em uma certa
inibicdo da reatividade ao virus (Traub, 1939). O segundo conjunto veio a partir de
experimentos de Robert Owen (1945), que expandiu as consequéncias de
anastomoses nas placentas de gémeos bovinos bivitelinos, que, por isso, possuem
uma circulagdo sanguinea cruzada entre embrides fraternos. Sabia-se que essas
anastomoses entre embrides macho e fémea levavam as fémeas adultas a uma
anormalidade chamada freemartin (ou vaca-maninha) que sao estéreis e néao
produzem leite. Owen demonstrou que as anastomoses também levavam a um
compartiihamento dos tipos sanguineos entre os gémeos dizigbticos, que se
tornavam quimeras hematoldgicas até a vida adulta. Burnet entendeu que este era
um exemplo de sobrevivéncia de células alogénicas (de outro organismo da mesma
espécie) sem despertar a reatividade imunologica. Com estes exemplos, Burnet e
Fenner (1949) descrevem a tolerancia imunoldgica como o resultado da distingao
feita pelo organismo entre o os seus préprios componentes (self) e os antigenos

(celulares, moleculares) estranhos, de fora do corpo (non-self).

O segundo conjunto experimental decorreu dos trabalhos do bidlogo inglés

Peter Medawar com transplantagao de tecidos. A motivacido de Medawar decorria de



sua frustragdo em transplantar pele em pacientes com grandes queimaduras
sofridas durante a segunda Guerra Mundial. Os enxertos de pele eram
invariavelmente rejeitados dentro de poucos dias e Medawar se prop6s a estudar a
rejeicdo de transplantes clinica e experimentalmente. As primeiras observagdes
foram de que a sobrevida do aloenxerto era inversamente proporcional a quantidade
do tecido transplantado e que um segundo enxerto era rejeitado mais rapidamente, o
que sugeria tratar-se de fendbmenos imunoldgicos (Medawar, 1946; Medawar, 1946).
Medawar tentou usar a técnica de enxertos de pele para diferenciar gémeos bovinos
dizigéticos de monozigaéticos. Ele esperava que os transplantes s6 seriam aceitos se
0s animais fosses gémeos idénticos, ou seja monozigéticos, do contrario seriam
rejeitados. A surpresa foi que todos os gémeos bovinos experimentados aceitaram
0os enxertos de pele mesmo o0s que seriam obviamente dizigéticos, como bovinos

gémeos machos e fémeas.

Estes resultados so6 fizeram sentido quando Medawar teve conhecimento dos
resultados de Owen sobre as quimeras hematolégicas. Ele concluiu que as
anastomoses placentarias permitem passar ndo somente precursores de hemacias
do gémeo nao idéntico mas também outras células do organismo, levando o futuro
animal a um estado de tolerdncia adquirida aos tecidos do gémeo. Mas a
demonstragao experimental definitiva do fendbmeno da tolerancia imunolégica
adquirida foi realizada com camundongos de linhagens isogénicas, geneticamente
homogéneas. Billingham, Brent e Medawar (Billingham, Brent et al., 1953) injetaram
células de tecidos de uma linhagem de camundongos em fetos por nascer de uma
segunda linhagem. Apdés o0 nascimento, esses camundongos aceitavam os
transplantes de pele da linhagem doadora das células, mas ndo de uma terceira
linhagem. Ademais, a transfusdo de linfécitos de animais que rejeitaram o
transplante de pele para animais que ja haviam rejeitado um enxerto similar, levava
a rejeicdo do enxerto antes tolerado. Isto sugeria que os linfocitos estavam
envolvidos na rejeicdo dos enxertos e que, portanto, a tolerancia era devida a
auséncia de linfécitos capazes de reagir ao transplante. E digno de nota que Hazek,
na entdo Tchecoslovaquia, reproduziu no mesmo ano (Hasek, 1953) o fenbmeno de
Owen em galinhas, estabelecendo uma parabiose sincorial entre ovos embrionados.
Ele observou que as aves adultas aceitavam transplantes de pele do parceiro e nao

formavam anticorpos contra suas hemacias. Entretanto, foram os experimentos de



Medawar e colaboradores que se tornaram amplamente conhecidos e reproduzidos
pelos imunologistas. Burnet extrapolou esses resultados ao ver semelhangas entre
a tolerancia a alo-transplantes (alo-antigenos) e uma auto-tolerancia (self-tolerance)
que ele postulava teoricamente. O mecanismo sugerido para o desenvolvimento da
tolerancia aos proprios componentes seria eliminar os linfécitos auto-reativos ainda

na fase embrionaria ou peri-natal.

1.3 DA TEORIA DA SELEGAO NATURAL DOS ANTICORPOS A
TEORIA DA SELEGAO CLONAL

Em 1955, o imunologista dinamarqués Niels Jerne propds que os anticorpos
sdo imunoglobulinas espontaneamente pré-formadas pelo organismo e que o
antigeno somente “selecionaria” aquelas imunoglobulinas com as quais tivesse
alguma afinidade; a produgdo de tais imunoglobulinas seria, entdo, amplificada
(Jerne, 1955). Apesar de nao ter oferecido alguma explicagdo de como se daria essa
expansao de anticorpos, sua proposta era extremamente revolucionaria a época,
pois propunha que o organismo fazia anticorpos de varias especificidades
independentemente do contato com antigenos, o que era frontalmente contrario as
teorias instrutivas, onde o antigeno era usado como um molde para formar o
anticorpo. Independentemente, Talmage e Burnet perceberam que o conceito de
selecao era superior ao de instrucio, e que era necessario propor uma base celular
para a producao de anticorpos. Burnet, porém, ndo aceitava a possibilidade de que o
organismo pudesse produzir tanta diversidade de anticorpos e entendia que o alvo
da selecdo do antigeno deveria ser a célula produtora de anticorpos e néo a propria
molécula. Assim ele propds uma modificagcdo da teoria de Jerne, onde as células
produtoras de anticorpos s6 produziriam um tipo de anticorpo, ou seja, ao se
expandirem formariam clones. Ao serem selecionados pelo antigeno, esses clones
seriam ativados, se expandiriam e passariam a produzir em grande quantidade os
anticorpos daquela especificidade (Burnet, 1957). Com sua Teoria da Selecéo
Clonal, Burnet explicava os fenbmenos da memoria imunolégica, a distingdo do
préprio do nao proéprio (self-nonself) e a tolerdncia imunoldégica. A morte ou
inativacdo de clones autorreativos se daria na fase embrionaria ou perinatal,

garantindo a tolerancia ao proéprio. Burnet cunhou o termo “clones proibidos”



(forbidden clones) para descrever os clones que poderiam reagir com moléculas do
préprio organismo. A tolerancia, para Burnet, seria caracterizada, portanto, pela

auséncia de reconhecimento do préprio corpo (self).

1.4 TOLERANCIAS NEGLIGENCIADAS

Antes desse desenvolvimento tedrico sobre o conceito de tolerancia ja haviam
evidéncias experimentais de supressdo da atividade imunoldgica, que nunca
assumiram um papel central nas teorias imunoldgicas. Uma dessas evidéncias foram
os estudos em imunizagdo com polissacarideos de pneumococos por Loyd Felton e
Barbara Ottinger (Felton e Ottinger, 1942). Primeiramente esses autores
descreveram a antigenicidade de tais polissacarideos que eram até entédo
considerados como haptenos. A inoculagdo de pequenas doses (0,5 ug) dos
polissacarideos em camundongos levava a produgédo de anticorpos e resisténcia a
infeccdo pelo pneumococo do mesmo tipo. Porém, o uso de doses muito maiores
(0,5 a 5 mg) ndo induzia imunizagao. A esse fendmeno foi dado o nome de paralisia
imunoldgica (immunological paralysis), que permaneceu como a principal evidéncia
de inibicdo imunolégica até a época de Burnet e Medawar. A explicagdo proposta
para o fendmeno era de que quantidades excessivas do antigeno persistiriam nas
células produtoras de anticorpos inibindo a sua reacao de sintese ou neutralizando
todos os anticorpos sintetizados. Essa hipétese encontrou respaldo na
demonstracdo de Felton de que os polissacarideos persistiam em diversos tecidos
por longos periodos. O fenbmeno de Felton era paradigmatico na época e
condizente com a crenga de que os anticorpos eram moldados pelos antigenos. Na
auséncia do conceito de tolerancia, que surgiria anos depois, utilizou-se o termo

“paralisia imunolégica”, indicando uma total auséncia de reatividade.

A outra forma de inibicdo da reatividade imunoldgica, ainda mais antiga que a
“paralisia imunolégica” de Felton, foi o fendbmeno de inibigdo imune pela via oral,
descoberto ao acaso e de forma independente por dois pesquisadores: Alexander
Besredka, no Instituto Pasteur (1909) e por H.G. Wells nos Estados Unidos (1911).
Besredka estudava formas de prevenir as reagdes de anafilaxia em cobaias,

denominando-as anti-anafilaxia. Para isso ele aplicava doses muito pequenas do



soro por diversas vias, tais como intravenosa, retal ou oral com o intuito de evitar o
estado anafilatico. Observou que qualquer que fosse a substancia sensibilizante,
seja leite, ovalbumina, ou mesmo soro, o estado anafilatico pode ser evitado pela
administracao desta substancia pela via endovenosa mas também pelo reto ou pela
boca. Estudando a anafilaxia para proteinas vegetais, H.G. Wells observou que suas
cobaias nao desenvolviam a sensibilidade anafilatica contra proteinas do milho, logo
apos a troca da racao destes animais por outra contendo milho em sua composicao.
Assim o simples fato de ingerir proteinas do milho impedia a indugdo subsequente
de anafilaxia as proteinas do milho. Esses estudos nunca tomaram parte das
preocupagdes dos imunologistas e permaneceram esquecidos por pelo menos 30

anos.

Em 1946, Merril Chase, no laboratério de Landesteiner, realizou as
experiéncias fundadoras do que viria a se chamar "imunologia celular". Sabia-se que
a sensibilidade anafilatica podia ser passivamente transferida de um animal a outro
por anticorpos presentes no soro, mas ndo a hipersensibilidade de tipo tardio
(delayed type hypersensitivity, DTH), ou sensibilidade "tuberculinica", como também
era chamada. Chase mostrou que a DTH a tuberculina pode ser "adotivamente"
transferida de uma cobaia a outra pela transferéncia de leucdcitos (Chase, 1946).
Logo a seguir, Chase mostrou que leucdcitos colhidos de animais sensibilizados
para a dermatite de contato por pincelagem da pele com cloreto de picrila ou
dinitrofluorobenzeno (DNFB), podiam também transferir a "sensibilidade de contato"
para animais normais. Ele realizou a curiosa observacao de que animais tratados
com os agentes sensibilizantes (cloreto de picrila ou DNFB) por via oral tornavam-se
refratarios a sensibilizagcado pela pincelagem posterior da pele (Chase, 1946). Era
mais uma evidéncia da inibicdo pela via oral caracterizada por Wells e por Besredka

trés décadas antes.

1.5 TOLERANCIAS “ENQUADRADAS”

Foi somente apds o desenvolvimento do conceito de tolerancia imunoldgica
por Burnet que essas evidéncias experimentais foram unificadas pelo préprio Merril
Chase em sua revisao de 1959, ano de lancamento do livro The Clonal Selection

Theory of Acquired Immunity de Burnet e um ano antes do Prémio Nobel em



Medicina e Fisiologia concedido a Burnet e Medawar (Chase, 1959). Nesse texto,
Chase colocou sob o conceito de tolerancia, inaugurado por Burnet, os fendbmenos
de “paralisia imunoldgica” de Felton e as inibicdes pela via digestiva descritas por
H.G. Wells e por ele mesmo. Como na teoria de Burnet o animal s6 poderia tornar-se
tolerante caso entrasse em contato com o antigeno no periodo perinatal, Chase
citou um resultado experimental onde era obtida a inibicdo da reatividade
imunoldgica apds a exposigcao oral do antigeno somente se este fosse administrado
no periodo neonatal (Smith e Bridges, 1958). Chase conclui afirmando que este
trabalho trazia a interpretagao final sobre os resultados de H.G. Wells sobre a
resisténcia a anafilaxia a proteinas do milho em cobaias previamente alimentadas
com milho. Entretanto, tal resultado € o contrario do que se observa sobre a inibigao
da reatividade imunoldgica por um exposi¢ao prévia ao antigeno pela via oral, pois
esta depende do amadurecimento imunolégico do organismo e n&o ocorre em
neonatos (Hanson, 1981). No entanto, esse enredamento promovido por Chase
sobre todas as formas de tolerancia fez com que a investigacéo particular sobre a

tolerancia oral voltasse a ser esquecida por pelo menos mais 15 anos.

1.6 CONTEXTO PARA A REDESCOBERTA DA TOLERANCIA ORAL

1.6.1 A IMUNOLOGIA DE MUCOSAS

A redescoberta da tolerancia oral em meados dos anos 1970 deu-se em um
contexto tedrico especifico, tendo relagdo com uma nova area de pesquisas que
ficou conhecida como “Imunologia de Mucosas”. Dois desenvolvimentos
experimentais importantes definiram o caminho explicativo tomado nos estudos das
mucosas. O primeiro foi a descoberta de uma nova classe de imunoglobulinas, a
IgA, por Heremans em 1959 (Heremans, Heremans et al., 1959). Essa nova Ig teve
sua presencga detectada em niveis elevados no leite e em outras secre¢cbes (Hanson
e Holm, 1961), abrindo caminho para o estudo do papel das mucosas nos eventos
imunoldgicos. Em humanos adultos cerca de 90% dos plasmadcitos nas mucosas sao

IgA+, compreendendo 80% de todos os plasmécitos no corpo (Brandtzaeg,
Halstensen et al., 1989).
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A segunda descoberta fundamental para a fundacdo da nova area de
Imunologia de mucosas foram os estudos sobre a (re-)circulagcéo de linfocitos, que
acabou por encontrar a migracao seletiva de linfoblastos entre as diversas mucosas
do organismo. Gowans e Knight (Gowans, Evangelista et al., 1964) demonstraram
que a circulagao dos linfécitos do sangue para a linfa e de volta ao sangue dependia
de uma afinidade especial entre os linfécitos e o endotélio das vénulas poés-
capilares. Nesse mesmo trabalho, esses autores também mostraram que linfoblastos
retirados do ducto toracico quando injetados em ratos receptores, migravam
preferencialmente para o intestino. Observou-se que os linfoblastos B dos linfonodos
mesentéricos migram para a lamina propria do intestino delgado (Halstead e Hall,
1972) e produzem uma IgA dimérica (McWilliams, Phillips-Quagliata et al., 1977)
diferente da IgA do soro sanguineo, monomérica. As células das placas de Peyer,
quando transferidas para animais irradiados, também podiam repovoar a /lamina
propria do intestino (Craig e Cebra, 1971), e até mesmo os brénquios, com
plasmdcitos secretores de IgA (Rudzik, Clancy et al., 1975). Descreveu-se, em
diversas espécies, que o trato brénquico continha agregados linféides
morfologicamente semelhantes as placas de Peyer (Bienenstock, Johnston et al.,
1973). Bienestock mostrou ainda que as células derivadas desses agregados
linféides (chamado por ele de “tecido linféide associado aos bronquios”) podiam
repovoar a mucosa intestinal com plasmadcitos secretores de IgA. Diante dessa
migracgao seletiva dos linfécitos entre os tecidos linféides do pulmao e do intestino,
Bienenstock cunhou a expressao “Sistema Imunolégico Comum das Mucosas”

(Bienenstock, McDermott et al., 1979).

Posteriormente, outras evidéncias confirmaram a existéncia de um trafego
constante de linfoblastos comprometidos com a sintese de IgA entre as diferentes
mucosas do corpo. Montgomery e colaboradores, alimentando coelhas gravidas com
pneumococos conjugados com o hapteno dinitrofenil (DNP), mostraram a presenca
de anticorpos IgA anti-DNP nas secre¢des mamarias (Montgomery, Rosner et al.,
1974). O mesmo fendmeno foi descrito em humanos (Goldblum, Ahlstedt et al.,
1975) e camundongos (Roux, McWilliams et al., 1977). Também foram encontrados
anticorpos do tipo IgA em glandulas lacrimais (Montgomery, Ayyildiz et al., 1983),
glandulas salivares (Montgomery, Khaleel et al., 1977), e mucosa genital (McDermott

e Bienenstock, 1979) de humanos e animais alimentados com uma variedade de
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antigenos. Outros relatos citam a migragdo de linfocitos T do tecido linfoide
associado aos brénquios para as glandulas mamarias (Parmely, Beer et al., 1976;
Ogra e Ogra, 1978) e do intestino para varios outros sitios (Cahill, Poskitt et al.,
1977; Richman, Graeff et al., 1981; Dunkley e Husband, 1987).

1.6.2 ORGANIZACAO DAS ESTRUTURAS LINFOIDES ASSOCIADAS AsS MUCOSAS

As diferentes superficies de mucosas incluem varias estruturas linféides
coletivamente chamadas de Tecidos Linféides Associados as Mucosas (do inglés
MALT- mucosa-associated lymphoid tissues) (Macpherson, McCoy et al., 2008).
Esses sao tecidos linféides secundarios que podem ser subdivididos e renomeados,
de acordo com o 6rgao que apresenta o tecido de mucosa. Os principais exemplos
sdo: o Tecido Linfoide Associado ao Intestino (GALT), o Tecido Linféide Associado a
Nasofaringe (NALT), o Tecido Linféide Associado aos Bronquios (BALT) (Ruddle e
Akirav, 2009; Fagarasan, Kawamoto et al., 2010). Outras potenciais regides sao:
SALT/DALT (salivary-gland- or duct-associated lymphoid tissue), CALT (conjunctiva-
associated lymphoid tissue), LDALT (lachrymal-drainage-associated Ilymphoid
tissue), TALT (Eustachian tube- associated lymphoid tissue), and LALT (/larynx-
associated lymphoid tissue) (Brandtzaeg, 2009).

Apesar de compartilhar semelhangas estruturais com os linfonodos
periféricos, o MALT possui caracteristicas unicas como a auséncia de vasos
linfaticos aferentes, coletando antigenos diretamente da superficie epitelial
(Macpherson, McCoy et al., 2008). No GALT, a amostragem de antigenos envolve
células especializadas microfenestradas (células M) presentes no epitélio associado
aos foliculos (FAE) (Neutra, Mantis et al., 2001). As células M possuem um glicocalix
complexo e sdo muito permeaveis, coletando principalmente antigenos particulados,
como bactérias comensais recobertas por IgA ou patdégenos (Kadaoui e Corthesy,
2007). Os antigenos coletados sao transferidos as células dendriticas (DC) que
ficam muito proximas as células M, ocupando invaginagbes basolaterais de suas
membranas (Neutra, Mantis et al., 2001). Alternativamente, as células dendriticas
podem também coletar antigenos diretamente do Iumen intestinal, emitindo

projecbes membranares por entre as células epiteliais (Rescigno, Urbano et al.,
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2001). Essas células dendriticas carregadas com antigenos migram para a area
perifolicular das placas de Peyer e apresentam peptideos as células T CD4+

iniciando respostas T e B antigeno especificas (Macpherson, McCoy et al., 2008).

No MALT, identificam-se sitios funcionalmente distintos chamados de
indutores e efetores. As placas de Peyer (PP) e os linfonodos mesentéricos (LM) sédo
exemplos de sitios indutores, que contém linfécitos T e B em expanséao clonal e
diferenciacao pela ativagao antigénica (Fagarasan e Honjo, 2003). A lamina propria
intestinal (LP) € um exemplo de sitio efetor da mucosa, para onde migram as células

T e B efetoras saidas dos sitios indutores (Suzuki e Fagarasan, 2009).

O GALT compreende as placas de Peyer, o apéndice cecal e foliculos
linféides isolados (ILFs). As placas de Peyer se localizam principalmente no ileo
distal e contém entre 5 e 200 foliculos linféides agregados (Cornes, 1965). Em
humanos as placas de Peyer podem ser observadas a partir da 11 semana de
gestacdo e algumas éareas de células T e B podem ocorrer na 19% semana.
Entretanto nenhum centro germinativo aparece até pouco apdés o nascimento,
refletindo a dependéncia de estimulo antigénico que na infancia também induz
hiperplasia folicular, facilitando inclusive a visdo macroscopica das PP (MacDonald e
Spencer, 1990). O numero de placas de Peyer aumenta de 50 no inicio do ultimo
trimestre de gravidez até 100 no nascimento e 250 na adolescéncia, diminuindo até

aproximadamente 100 entre a idade de 70 e 95 anos (Cornes, 1965).

Toda essa organizagcdo do tecido linféide associado a mucosa intestinal
coloca um grande numero de linfécitos em contato direto com antigenos
provenientes do lumen intestinal, seja de origem microbiana ou de proteinas
alimentares. A entrada destes antigenos além de ndo passar desapercebida pelo
sistema imune local tem reflexos imunoldgicos sistémicos. O foco desta tese é na
relacdo entre proteinas alimentares e o sistema imunolégico, de acordo com o que

se convencionou chamar de tolerancia oral.

A seguir, exporemos como se deu a redescoberta do fendbmeno de tolerancia
oral e quais sao as principais caracteristicas de inibicdo da reatividade imunolégica

especifica determinada pelo ingresso de antigenos pela via digestiva.
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1.7 A REDESCOBERTA DA TOLERANCIA ORAL

A partir de meados dos anos 1970 a tolerancia oral passou a ser
intensamente estudada por diversos grupos de pesquisa. Novamente, a
redescoberta da tolerancia oral foi fortuita, assim como foram no caso de Besredka e
Wells no inicio do século XX e de Chase em 1946. Diferentes grupos, que nao
estudavam a nova é&rea de Imunologia de Mucosas, participaram dessa

redescoberta.

André e colaboradores (André, Heremans et al., 1975) se surpreenderam
com a potente capacidade tolerizante de antigenos aplicados por via oral. Ao
estudar a resposta imunolédgica contra hemacias de carneiro administradas por via
intragastrica eles observaram uma completa auséncia de indugdo de células
formadoras de placas (PFC) produzindo IgA especifica no bago mesmo com uma
segunda administracdo oral de hemacias apés um intervalo de 2 semanas. A
reatividade contra as hemacias s6 retornou aos niveis usuais apos varios meses.
Diante da relevancia destes achados para o campo da vacinagao oral e do
tratamento de alergias, André et al. se mostraram surpresos com o fato da literatura

ter tdo raramente aludido a tais fendbmenos

Outra redescoberta fortuita aconteceu no laboratério do Prof. Nelson Vaz em
Denver (EUA), quando Donald Hanson, ao estudar a aversdo imunoldgica a
sabores, observou que animais que haviam recebido ovalbumina pela via oral nédo
produziam anticorpos contra ovalbumina (Hanson, Vaz et al.,, 1977). A partir de
entdo varios laboratoérios obtiveram resultados de inibigdo de reatividade imunolégica

pela ingestao prévia do antigeno, e o termo tolerancia oral foi amplamente aceito.

Muitos trabalhos envolvendo a toleréncia oral, mostraram a ocorréncia do
fendmeno com varios antigenos e modelos animais, como o cao (Cantor e Dumont,
1967), o porco (Bourne, Newby et al., 1975; Newby e Bourne, 1976), a cobaia
(Heppell e Kilshaw, 1982), o rato (Bazin e Plateau, 1976; Bazin e Plateau, 1977); e o
camundongo (Hanson, Vaz et al.,, 1977; Vaz, Maia et al., 1981; Guerra, 1991;
Weiner, 2001).

E verdade que, na sua maior parte, os alimentos sdo digeridos as unidades
estruturais de cada grupo de alimentos. No entanto, parte das macromoléculas

ingeridas € absorvida in natura pela mucosa, entrando em contato direto com as
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células dendriticas e linfécitos subjacentes, principalmente nas placas de Peyer, que
sd0 mais permeaveis aos antigenos do lumen devido ao seu epitélio especializado
rico em células M (Heyman, Ducroc et al., 1982; Heyman e Desjeux, 2000; Menard,
Cerf-Bensussan et al., 2010)

Encontram-se varios relatos na literatura mostrando que ocorre a absorcao
de macromoléculas minutos ou até segundos apds a sua ingestao, inclusive com
sua passagem para o feto ou para o lactente (Bruce e Ferguson, 1986; Bruce e
Ferguson, 1986; Bruce, Strobel et al., 1987). A rapida absor¢gdo de macromoléculas
intactas para a circulagdo pode ser evidenciada clinicamente nas alergias
alimentares, que podem se manifestar por sintomas generalizados, como as
urticarias, segundos apds a ingestdao do alimento alergénico. No laboratério, ela
também pode ser facilmente comprovada por radioimunensaio e outros métodos de
deteccdo da presenga de antigenos na circulagdo. Existem, também, amplas
evidéncias de que os organismos se imunizam para agentes infecciosos através das
mucosas, como por exemplo, para o virus da poliomielite, na qual a vacinagao por

via oral mostrou-se eficaz.

A inducdo de tolerancia sistémica pela ingestdo do antigeno também foi
demonstrada para uma grande diversidade de antigenos. Estes antigenos incluiam
substancias quimicas sensibilizantes (Chase, 1946; Glaister, 1973; Asherson,
Zembala et al., 1977) proteinas autélogas normais ou haptenizadas (Neurath, Fuss
et al., 1996; Dasgupta, Kesari et al., 2001), superantigenos (Migita e Ochi, 1994),
células sanguineas heterdlogas (Kagnoff, 1978), leucdcitos alogénicos (Sayegh,
Zhang et al., 1992), extratos de pdlen (Aramaki, Fujii et al., 1994) ou de acaros
(Suko, Mori et al., 1995), virus ou bactérias inativados (Stokes, Newby et al., 1979) e
proteinas de plantas (Ma, Zhao et al., 1997; Arakawa, Yu et al., 1998).

Mostrou-se ser possivel induzir tolerancia oral para virtualmente todas as
proteinas examinadas com excegao da toxina colérica (CT) e da enterotoxina de
Escherichia coli (LT) (Elson e Ealding, 1984). Estas toxinas tem a capacidade nao
usual de atuar como adjuvantes, inclusive inibindo a indug¢ao de tolerancia oral para
outras proteinas coadministradas. Porém, a subunidade B da toxina colérica

aumenta a indugao de tolerancia oral (Sun, Holmgren et al., 1994).
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A administragao oral de antigenos pode suprimir diversas manifestacbes da

reatividade imunoldgica, tais como:

a) titulo de anticorpos de diversos isotipos no soro (Hanson, Vaz et al., 1977;
Vaz, Maia et al., 1977; Melamed e Friedman, 1994);

b) reacbes de hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) (Miller e Hanson, 1979;
Titus e Chiller, 1981);

c) aparecimento de células secretoras de anticorpos (PFCs) (Richman,
Chiller et al., 1978; Titus e Chiller, 1981);

d) ritmo de clareamento de antigenos da circulagdo (Hanson, Vaz et al.,
1979);

e) proliferacéo de linfécitos T em cultura (Richman, Chiller et al., 1978; Titus e
Chiller, 1981) e

f) secrecao de citocinas (Fishman-Lobell, Friedman et al., 1994; Melamed,
Fishman Lovell et al., 1996).

Apesar de inibir grande parte das manifestagcdes da resposta imune, a
tolerancia afeta mais facilmente e prolongadamente a resposta imune celular, sendo
necessarias doses menores do que as necessarias para a inibicdo da resposta
imune humoral (Strobel e Ferguson, 1987). A hipersensibilidade do tipo tardio (DTH)
e respostas proliferativas também sao mais facilmente inibidas em humanos (Husby,
Mestecky et al., 1994; Lee, Scherberg et al., 1998; Kraus, Toy et al., 2004).
Interpretou-se estes dados como uma dicotomia na susceptibilidade de subtipos de
linfocitos T auxiliares a indugao de tolerancia oral, onde citocinas do tipo Th1 como
IL-2 e IFN-y seriam mais facilmente inibidas que as citocinas do tipo Th2, como IL-4,
IL-5 e IL-10. Adicionalmente, a produgao de anticorpos IgG1, dependente de IL-4,
seria mais resistente a tolerancia do que as respostas de IgG2a, dependentes de

IFN-y (Melamed e Friedman, 1994; Claessen, von Blomberg et al., 1996).

No entanto, esta dicotomia ndo € uma propriedade intrinseca do fenébmeno de
tolerancia oral, uma vez que a susceptibilidade de diferentes linfocitos T auxiliares a
tolerancia oral reflete a natureza do adjuvante utilizado no desafio antigénico nos
animais. Assim, respostas Th2 sdo mais facilmente inibidas em modelos onde os
animais sdo imunizados com adjuvantes polarizadores para resposta Th2, como o
hidroxido de aluminio (Tobagus, Thomas et al., 2004) ou a toxina colérica (Kato,

Fujihashi et al., 2001); enquanto que imunizagbes parenterais com adjuvante
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completo de Freund revelam maior inibicdo de respostas Th1. E importante lembrar
que a producéo de IgE é particularmente suscetivel a inibicado pela administragcéao
oral do antigeno desde os experimentos iniciais na década de 1970 (Vaz, Maia et al.,
1977; Ngan e Kind, 1978; Saklayen, Pesce et al., 1984), além de poder-se induzir
tolerancia em modelos de asma, mediados por linfécitos Th2 (Nakao, Kasai et al.,

1998; Russo, Jancar et al., 1998).

1.7.1 O PAPEL DA IGA NA TOLERANCIA ORAL E NA MUCOSA INTESTINAL

Como resultado dos estudos iniciais da imunologia de mucosas, a tolerancia
oral foi inicialmente entendida como um fendmeno duplo: uma inibicdo sistémica da
reatividade imunolégica paralela a uma imunizagao local, resultando na producéo de
IgA secretdria (SIgA) especifica ao antigeno ingerido (Swarbrick, Stokes et al., 1979;
Challacombe e Tomasi, 1980). Essa imunidade local seria importante para a
imunoexclusédo dos antigenos mediada pela IgA. O conceito de imunoexclusao foi a
principal explicagdo para o aumento de IgA nas secregbes de mucosas, e seria
importante para proteger o organismo da invasdo de bactérias patogénicas.
Entretanto, com relacdo a tolerdncia oral ndo se verificou correlacdo entre a
aumento da producgédo de SIgA especifica e o resultado de tolerancia oral quando
comparadas diferentes linhagens de camundongos (Stokes, Swarbrick et al., 1983).
Em humanos, ndo foi detectada a presenca de IgA especifica a antigenos
alimentares em individuos saudaveis (Mestecky, 2005). Outros estudos mostraram
que a resposta secundaria de IgA se mostrava normal (Kelly e Whitacre, 1996) ou

suprimida nos animais tolerantes (Christensen, Kjaer et al., 2003).

As IgAs secretadas nas mucosas compreendem anticorpos com afinidade
variavel (Macpherson, McCoy et al., 2008). De forma geral, a IgA de alta afinidade
neutraliza toxinas microbianas e patdégenos invasores enquanto que as de baixa
afinidade promovem o confinamento de bactérias comensais ao lumen intestinal.
Entretanto, esta distincdo n&o é absoluta, pois IgA de alta afinidade foi descrita na
regulacdo da microbiota comensal (Hapfelmeier, Lawson et al., 2010) enquanto que
IgA de baixa afinidade também pode proteger contra alguns patégenos (Franco e

Greenberg, 1997; Wijburg, Uren et al., 2006). As IgAs de alta afinidade parecem ser
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produzidas por células B foliculares por mecanismo T dependente, enquanto que as
de baixa afinidade surgiriam a partir de linfocitos B extra-foliculares estimulados de
forma T independente (Fagarasan e Honjo, 2003). Entretanto, achados recentes
mostram a existéncia de produgado de IgA de forma T independente em células B

foliculares (Suzuki, Maruya et al., 2010).

A IgA também promove a manutengdo adequada de comunidades
microbianas no intestino grosso (Suzuki, Meek et al., 2004). De fato, a IgA pode
modular a expressdo génica de bactérias comensais, selecionando espécies com
menor atividade inflamatéria (Peterson, McNulty et al., 2007). A IgA facilita o
relacionamento com simbiontes ndo somente na luz intestinal como também nas
placas de Peyer (Obata, Goto et al., 2010). Adicionalmente, a IgA promove a
amostragem de antigenos luminais através da recaptacdo pela célula M de
complexos antigeno-anticorpo (Mantis, Cheung et al., 2002; Kadaoui e Corthesy,
2007).

Em camundongos deficientes para o receptor de Ig polimérica (pIlgR), que sao
incapazes de secretar IgA para o lumen, ocorre aumento da resposta imune a
bactérias comensais, entretanto eles continuam capazes de desenvolver tolerancia
oral, ndo ocorrendo hipersensibilidade ao antigeno previamente ingerido (Karlsson,
Johansen et al., 2010).

Desta forma, os estudos mais recentes pdem em cheque ndo somente o
papel da IgA na tolerancia oral como também ampliam o seu papel para além da
protecao por imunoexclusdo de patégenos, relacionando a produgao de SIgA com a

fisiologia da interagdo do organismo com a sua microbiota autdctone.
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1.8 AUTO-TOLERANCIA E TOLERANCIA ORAL: COMPARANDO
MECANISMOS

O aumento do interesse na tolerancia oral nos anos 1970 surgiu, entre outros
fatores, pela presenca de novos mecanismos propostos para explicar a tolerancia
imunoldgica, como a supressao por células T. Desde entédo a tolerancia oral segue
sendo vista como um caso especifico da tolerancia imunoldgica, acompanhando os
desenvolvimentos experimentais € mudangas tedricas desta ultima. A seguir,
comparamos 0s mecanismos imunoldgicos propostos para explicar tanto a auto-

tolerancia quanto a tolerancia oral.

1.8.1 CELULAS T SUPRESSORAS

Gershon e Kondo (Gershon e Kondo, 1970; Gershon e Kondo, 1971)
mostraram que a resposta de linfocitos B contra hemacias de carneiro poderia ser
especificamente inibida por linfécitos T. Além disso, esta tolerancia poderia ser
transferida para animais receptores nao tolerantes. A este fenébmeno Gershon deu o
nome de “tolerancia infecciosa” e os linfécitos T responsaveis pelo fendmeno foram
chamados de supressores. Durante os anos 1970 o conceito de supressao
imunoldgica tornou-se popular e foi utilizado como mecanismo explicativo em varios
sistemas experimentais, como a incapacidade genética de responder a antigenos

particulares e a tolerancia por baixas doses de antigenos (low-zone tolerance).

A supressdo da resposta imune teve mais implicagdes fundamentais para a
teoria imunolégica do que a descoberta das células T auxiliares. A sinergia entre
linfocitos T e B para a produgao de anticorpos foi acomodada na Teoria da Selecao
Clonal sem maiores reformulagdes de seus principios basicos. Ou seja, a resposta
imune aumentaria com a proliferacdo dos clones correspondentes e a eliminacao de
células ou precursores que respondessem ao proprio corpo impediria a ocorréncia
de respostas autoimunes. Melvin Cohn e Rod Langman elaboraram o modelo de
dois sinais para ativacdo de linfécitos (two signal activation) colocando em

perspectiva a descoberta dos linfécitos T auxiliares (Cohn, 1994).
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A introducao da proposta de agao de células T supressoras teve um impacto
muito maior na teoria imunoldgica. A relagao antes direta entre o estimulo antigénico
e a aquisicdo da imunidade fica perdida, desde que o aumento dos linfécitos
supressores leva a uma diminuicdo € nao ao aumento da resposta imune. Por outro
lado, a eliminacao de clones supressores reativos a determinantes do corpo poderia,
contraditoriamente, potencializar uma resposta autoimune. A contradicido entre a
ideia de supressao imunoloégica e a proposta central de Burnet fez com que a
supressao sempre fosse vista com ceticismo pelos defensores da Teoria Clonal,

como Cohn e Langman.

1.8.1.1 Tolerancia oral e células T supressoras

Ngan e Kind (Ngan e Kind, 1978) apresentaram as primeiras evidéncias
diretas sobre a geragado de células T supressoras em camundongos alimentados
com OVA por via oral. A supressao foi demonstrada pela capacidade de células do
baco e das placas de Peyer transferirem a tolerancia oral, inibindo a formacao de
anticorpos anti-OVA (IgG e IgE) em receptores singénicos normais. Apesar de uma
unica administragao intragastrica de 20 mg de OVA resultar em tolerancia, segundo
estes autores, para se obter a inducido de células supressoras com capacidade de
transferir tolerancia para receptores normais foram necessarias 8 ingestbes de 20

mg de OVA por um periodo de 2 semanas em camundongos SWR.

Os linfocitos das placas de Peyer de animais tolerantes foram mais efetivos
na supressdo do que as células de baco, uma vez que 10’ células de placas de
Peyer suprimiram a formagdo de IgE enquanto foram necessarias 10° células de
baco para produzir um efeito semelhante. Além disso, foram necessarias doses de
20 mg de OVA para induzir células supressoras esplénicas enquanto doses de
apenas 1 mg foram suficientes para induzir células supressoras nas placas de
Peyer. Estes resultados sugeriram que as placas de Peyer poderiam ser a fonte de
células supressoras no bago e nos linfonodos apds a administragao oral do antigeno
(Ngan e Kind, 1978).

Para Richman e colaboradores (Richman, Chiller et al., 1978; Richman,
1979), a administragdo intragastrica de uma unica dose de 20 mg de OVA em
camundongos B6D2F1 é suficiente para a geragdao de células T supressoras no

baco uma semana apds a ingestdo do antigeno. A transferéncia adotiva destas
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células para receptores normais singénicos suprimia significativamente a formagéao
de células formadoras de placas (PFC) anti-OVA subsequente a imunizagéao
intraperitoneal dos receptores com o antigeno. A deplecao de linfécitos T antes da
transferéncia impediu a inibicdo da formacgao de células formadoras de placas (PFC)
nos receptores, apontando os linfécitos T como essenciais na transferéncia de

tolerancia oral.

Estudos usando tolerédncia oral no modelo de encefalite autoimune
experimental (EAE) em ratos Lewis tolerizados com proteina basica de mielina
(MBP), identificaram células T CD8+ supressoras (Lider, Santos et al., 1989) que
agiam via secrecao de TGF-g (Miller, Lider et al., 1992). Estas células transferiam a

supressao in vivo e podiam suprimir in vitro.

Entretanto, surgiram evidéncias de que a geragao de células T supressoras
nao seria 0 Unico mecanismo responsavel pela indugao e manutencao da tolerancia
oral. Hanson e Miller (Hanson e Miller, 1982) demonstraram que interferir na indugao
de células T supressoras, usando um farmaco citostatico como a ciclofosfamida
(Cy), 3 dias antes da ingestdo de OVA em camundongos B6D2F1, ndo impedia a
inducdo de tolerancia oral, medida pelo teste de DTH, proliferacdo de linfécitos e
titulo de anticorpos séricos especificos. Entretanto, a transferéncia adotiva de células
do baco desses animais pré-tratados com Cy néao transferia supressao para animais
receptores. A reconstituicio com células linféides nos doadores restaurava a
capacidade de transferir tolerdncia. Nesse estudo a presenca de linfécitos T na

reconstituicao linféide era fundamental para recuperar a transferéncia da supressao.

1.8.1.2 Declinio da Supressao

O conceito de supressao entrou em descrédito ao longo dos anos 1980
devido principalmente a dificuldade em se detectar com precisdo os marcadores que
pudessem identificar o linfécitos T supressores. A proposta de que a supressio era
codificada por uma regido especial do complexo H2, chamada I-J, nunca foi
comprovada, o que também contribuiu para o desinteresse no estudo para o

fendmeno da supressao.
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O mecanismo de tolerancia por delegcdao ganhou forca com a descrigdo da
delecéao de linfocitos T no timo (Kappler, Roehm et al., 1987) e os eventos inibitdrios
que nao se enquadravam neste esquema receberam diversos mecanismos
complementares para dar conta dos clones que “escapassem” da delecdo central.
Dentre os mecanismos complementares destacou-se a anergia clonal, descrita tanto
para linfocitos B (Pike, Abrams et al., 1983) quanto para linfécitos T (Rammensee,
Kroschewski et al., 1989; Schwartz, Mueller et al., 1989).

1.8.2 DELEGAO CLONAL

A delecdo dos clones autorreativos sempre foi o principal mecanismo
proposto para a indugdo de tolerdncia a componentes do organismo (auto-
tolerancia) desde a primeira versao da Teoria de Sele¢ao Clonal. Burnet propbs que
os clones proibidos (autorreativos) deveriam ser eliminados na fase embrionaria do
organismo, quando o sistema imune ainda estaria imaturo. Somente assim seria
possivel garantir a auséncia de reatividade imune aos auto-componentes. Joshua
Lederberg fez a primeira alteragao neste dogma Burnetiano ao propor que a delegao
de linfocitos autorreativos ocorreria na fase imatura da vida do linfocito, e ndo na
vida do organismo, uma vez que novos linfécitos sdo formados durante toda a vida
do individuo (Lederberg, 1959). Assim, deveria existir outra forma de inibir os
linfécitos produzidos continuamente em algum 6rgao linféide central. O timo era um
forte candidato pois era um érgdo sem fungcédo conhecida e apresentava um grande
numero de linfécitos em apoptose. A primeira demonstracdo do seu papel crucial no
desenvolvimento de um sistema imune normal ocorreu em 1961 quando Miller
mostrou que camundongos timectomizados logo apds o nascimento apresentavam
tecido linfoides pouco desenvolvidos, respostas imunes deficientes e
susceptibilidade a infecgbes recorrentes (Miller, 1961). A primeira evidéncia de que
os linfécitos derivados do timo eram imunocompetentes foi observada quando
demonstrou-se que estes linfécitos respondiam ao antigeno mas ndo eram capazes
de produzir anticorpos, ajudando outros linfocitos derivados da medula 6ssea a se

diferenciar em plasmacitos.

As experiéncias pro-delegao clonal ganharam um impulso importante com a
descoberta dos superantigenos. Os produtos dos genes menores de estimulagéo

linfocitaria (MIs) foram chamados de superantigenos por estimularem uma grande
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fracdo das células T (1:10 comparada a 1:100.000 para uma resposta imune tipica).
Essa alta frequéncia e a tendéncia surpreendente ao uso restrito apenas de algumas
variedades de genes Vf nas respostas anti-Mls, transformaram o Mls em um modelo

de escolha para o estudo da tolerancia enquanto resultado de delecdo clonal
(Robey e Urbain, 1991).

Em camundongos, o produto do gene Mis-a € um antigeno capaz de interagir
com determinados produtos do MHC (H-2k e H-2d) formando um ligante para grande
parte do repertorio de células T, incluindo quase todos os receptores que expressam
o segmento VB 8.1. A presenca de Mis-a e do MHC apropriado durante o
desenvolvimento das células T resulta na eliminacédo das células T que expressam o
VP 8.1 (Kappler, Staerz et al., 1988).

A delecdo clonal durante a ontogenia dos linfécitos T no timo também foi
demonstrada em um sistema envolvendo o segmento génico VpB17a no TCR e o
produto de classe Il do MHC-I-E (Kappler, Roehm et al., 1987). As células T
expressando o segmento Vp17a no TCR, o qual é fortemente associado a
reatividade com I|-E, podem ser detectadas na periferia de algumas linhagens I-E
negativas. Entretanto, camundongos F1 do cruzamento de uma linhagem positiva e
uma negativa para I-E, apresentam poucas células T expressando VB17a. Segundo
Kappler e colaboradores, a perda da expressao de VB17a ocorreria por um
mecanismo de delec¢ao dos linfocitos T no timo. Numeros normais de timdcitos duplo
negativos expressando VB17a estavam presentes, porém o numero de timécitos

CD4+ ou CD8+ expressando V$17a mostrou-se muito diminuido.

1.8.2.1 Tolerancia oral e delegao clonal

Experimentos em camundongos com os linfocitos apresentando TCR
transgénico anti-Ova, sugeriram que altas doses de OVA poderiam induzir delegéo
clonal de linfécitos TCD4+ VB8.2+ nas placas de Peyer (Chen, Inobe et al., 1995).
Outros autores demonstraram que haveria delegao de linfocitos T CD4+ antigeno
especificos apos altas doses do antigeno por via oral em outros tecidos como baco e
linfonodos periféricos (Marth, Zeitz et al., 1999; Meyer, Benson et al., 2001).
Entretanto sdo necessarias doses muito altas de antigenos (até 500 mg diarios) ou

neutralizagdo adicional de IL-2 (Marth, Zeitz et al., 1999) para induzir delegado dos
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linfécitos. Foi mostrado que administragdo de doses altas de antigeno a animais
normais tornavam seus linfocitos susceptiveis a apoptose apdés a imunizacao

parenteral com o antigeno em adjuvante (Garside, Steel et al., 1996).

Entretanto, a delecao clonal ndo foi observada em um estudo utilizando
camundongos TCR transgénicos (Chen, Inobe et al., 1997) nem foi visto diretamente
apos transferéncia adotiva de numero limitado de linfécitos TCR transgénicos (Van
Houten e Blake, 1996). O uso desses animais com TCR transgénicos ndo sao
apropriados para o estudo da imunorregulagao in vivo devido a propor¢gao muito alta
de linfécitos T idénticos, com alta afinidade pelo antigeno, o contrario da fisiologia do
organismo. Simioni e colaboradores (2004) relataram nao ser possivel induzir
tolerancia oral a ovalbumina nestes animais transgénicos. De fato, a maioria dos
experimentos com estes animais utilizaram a técnica de Kearney e colaboradores,
onde as células de 6rgaos linféides destes animais sao transferidas adotivamente
em quantidades determinadas para camundongos normais (Kearney, Pape et al.,
1994). Nos 6rgaos linféides de animais receptores verifica-se a presenga, expansao
e migragao dos linfocitos T especificos (originados dos camundongos transgénicos)

através do anticorpo monoclonal KJ-1.26, que se liga ao TCR anti-Ova.

1.8.2.2 Criticas a delecao clonal

Na grande maioria dos trabalhos que apoiaram a ideia de delegao clonal, as
células do clonotipo “deletado” sdo encontradas na periferia em niveis que variam de
0,2 a 15% e ainda assim os animais permanecem tolerantes (Blackman, Kappler et
al., 1990). Os melhores resultados que mostram a delecao timica séo baseados em
superantigenos, como os Mils e enterotoxinas de estafilococos, que se ligam a um
setor particular da regido variavel de algumas familias VP especificas e podem nao
ser relevantes para a tolerancia a antigenos convencionais (Herman, Kappler et al.,
1991). A timectomia neonatal em camundongos com 3 dias pds nascimento resulta
em diversas doencas autoimunes o que revela a presenca de linfocitos T

potencialmente destrutivos em camundongos normais.

Precisamente para suprimir as células T que “escapassem” da delecao timica,
foram criados varios mecanismos complementares para inativar os linfécitos T na
periferia: a exaustdo clonal (Webb, Morris et al., 1990; Moskophidis, Laine et al.,

1993; Rocha, Grandien et al., 1995), o “aborto clonal” (clonal abortion) (Nossal e



24

Pike, 1975) e a anergia clonal (Pike, Abrams et al., 1983; Rammensee, Kroschewski
et al., 1989; Schwartz, Mueller et al., 1989).

1.8.3 ANERGIA CLONAL

O conceito de anergia clonal originou-se da observagao experimental in vitro
de que a ocupacao do receptor antigénico da célula T na auséncia de sinais co-
estimulatérios ndo era um evento neutro. Na realidade, esta sinalizacdo induzia a
célula a um estado no qual ela se tornava incapaz de produzir IL-2 ao ser re-exposta
ao antigeno em conjunto a sinais co-estimulatérios (Mueller, Jenkins et al., 1989;
Schwartz, 1990; Robey e Urbain, 1991; Kroemer e Martinez, 1992). A ativacao
adequada de linfécitos T leva a um crescimento no qual as células estimuladas
proliferam em resposta a sua propria produgao de IL-2 (estimulagdo autdcrina).
Portanto, a indugdo do estado de anergia, onde ha uma drastica reducdo da
producao de IL-2, impede a proliferacdo celular. Ocorre também modulacido para
outras citocinas como a IL-3 e IFN-y que tem sua expressao reduzida em 87% e

33%, respectivamente (Schwartz, 1990).

Durante sua fase de indugéo a anergia € um processo ativo pois depende de
sintese protéica, sendo inibida pela administragao de ciclohexamida (Quil e Shwartz,
1987). A anergia pode ser evitada durante as primeiras 2 horas de ocupagédo do
receptor de célula T in vitro, caso se adicione uma fonte de atividade co-

estimuladora (Mueller, Jenkins et al., 1989).

O estado anérgico ja foi induzido in vitro em varios modelos. Em um deles,
moléculas de MHC de classe |l purificadas s&o inseridas em lipossomas e colocados
sobre superficies de plastico ou vidro. Durante o tempo de cultura (48h) as células T
aumentam de tamanho mas ndo se dividem e uma re-etimulacdo com células
apresentadoras de antigenos normais nao induzem proliferagdo. A anergia também
pode ser induzida pela estimulacao de linfécitos T com Concanavalina A, mesmo na
auséncia de células apresentadoras (Schwartz, 1990). Essa lectina se liga a
glicoproteinas presentes na superficie celular e interage com o TCR dos linfécitos T,

ativando-os.

Esse conjunto de resultados provenientes de modelos de cultivo de células in

vitro, tem sido frequentemente usado para explicar um possivel mecanismo de
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inducdo de tolerancia in vivo. Assim, células T reativas ao self que nao foram
deletadas seriam ativadas de uma maneira que elas se tornem anérgicas, isto €,
temporariamente incompetentes para mediar reacbes imunes. A ativacido das
células T CD4+, na auséncia de sinais co-estimulatérios, provocaria uma diminuigao
seletiva da producao de IL-2, interrompendo assim a estimulacido autdcrina mediada
por IL-2 (Schwartz, 1990; Robey e Urbain, 1991; Kroemer e Martinez, 1992).

1.8.3.1 Tolerancia oral e anergia clonal

A possibilidade de ocorréncia de anergia clonal na tolerancia oral foi
primeiramente sugerida por ensaios de diluigao limitante e por experimentos onde a
tolerancia de linfocitos T poderia ser revertida in vitro com a administragao de IL-2
exdgena (Whitacre, Gienapp et al., 1991). A responsividade a IL-2 e a incapacidade
de transferéncia da supressao foram os critérios usados para definir a anergia clonal
como o principal mecanismo da tolerancia oral a altas doses de antigeno (Friedman
e Weiner, 1994).

Em trabalhos com transferéncia adotiva de células T (TCR transgénico anti-
Ova) verificou-se que as células T CD4+ antigeno especificas sofrem ativagao e
expansao clonal in vivo apds a ingestdo de doses tolerogénicas do antigeno. Esta
ativagdo era similar aquelas seguidas da imunizagdo com o antigeno em adjuvante
porém mais limitadas e transientes. As células T de animais tolerantes passavam por
menos divisbes celulares e se tornavam nao responsivas a re-estimulagao

subsequente com o antigeno (Sun, 2003).

Entretanto, a dicotomia entre anergia e supressao ativa ndo é completa, pois
as células ditas anérgicas estdo, na verdade, sendo ativadas de outra maneira,
produzindo outras citocinas (por ex. IL-10, TGF-) e até mesmo suprimindo outras
células tanto in vitro quanto in vivo (Cauley, Cauley et al., 1997; Taams, van Rensen
et al., 1998; Takahashi, Kuniyasu et al., 1998). De fato, células T CD4+ “anérgicas”
de camundongos tolerantes orais a caseina podem mediar supressao ativa quando

transferidas para camundongos SCID (Hirahara, Hisatsune et al., 1995).
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1.8.3.2 Critica a anergia clonal

A anergia clonal foi duramente criticada nos anos de 1990 pelo grupo do
imunologista portugués Antonio Coutinho, a época trabalhando no Instituto Pasteur,
em Paris. Em um ensaio discutindo porque nem a delegdo nem a anergia podem
justificar satisfatoriamente a tolerancia natural, os autores criticam a adogao

generalizada da ideia de anergia como uma forma de indugao de tolerancia:

“... apos uma série de publicagdes heterogéneas, a anergia se tornou
o ultimo refugio para aqueles que sé podem conceber a tolerancia por
inativacdo. Para os que mantinham a conviccao de que a tolerancia era
devida a dele¢ao, os achados recorrentes de linfécitos especificos em
animais tolerantes surgiram como uma surpresa perturbadora. Que
bencdo que se pudesse recorrer a anergia (“What a blessing that
anergy was around’), porque agora tudo esta de novo em ordem: Se a
inativacdo nao é uma delecéo fisica, ela deve ser funcional e, portanto,
a anergia € atribuida a todas as situagdes de tolerancia onde a delegao
nao pode ser demonstrada. Em outras palavras, a anergia € uma
explicagcdo ad hoc, ndo uma conclusao experimental derivada de um
grupo de achados, nem mesmo um modelo, sem mencionar uma
teoria.” (Coutinho, Coutinho et al., 1992).

Os autores sugerem que, ao invés de definir-se uma célula como anérgica,
incapaz de responder, deveria se referir a anergia apenas como uma maneira de
reacao do linfocito em um teste particular que pode ou nao estar relacionada com a

tolerancia.

Varios exemplos da literatura deixam evidente que linfécitos considerados

“anérgicos” sao capazes de participar de varios eventos imunoldgicos in vivo:

1- Linfécitos retirados de ductos toracicos de camundongos sofrendo
uma reagao enxerto contra hospedeiro (graft versus host — GvH) sistémica
nao proliferam in vitro (e seriam classificados como anérgicos atualmente)

mas, contudo, eles podem matar o hospedeiro (Ford e Atkins, 1971);

2- Uma injecdo intravenosa de células de bago Mis1la em
camundongos MIs1b induz uma resposta imune poderosa que envolve uma

grande fragdo das células T CD4+, as quais nao proliferam em testes in vitro
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(Bandeira, Mengel et al., 1991). Estas células respondedoras foram definidas
como anérgicas (Lilliehook, Jacobsson et al., 1975) mas o0s animais
“anérgicos” produzem uma resposta acelerada para células antigénicas e
ainda as eliminam mais rapido do que camundongos nao anérgicos

(Berumen, Halle-Pannenko et al., 1983);

3- Blastos de células T reativas ao self naturalmente ativadas e
isoladas ex vivo de animais normais atuam muito eficientemente em testes
efetores para atividades auxiliares ou supressoras (Pereira, Larsson et al.,
1985). Contudo, apesar delas serem 6timas produtoras de IL-4 (Ben-Sasson,
Le Gros et al., 1990) nem proliferam, nem produzem IL-2 in vitro (Bandeira,
Larsson et al., 1987);

4- Animais transgénicos com expressao do transgene em um tecido
especifico, ndo conseguem deletar as células T especificas. Tal falha foi
interpretada como uma tolerancia ao self baseada na anergia, e, na maioria
das vezes, foi realmente demonstrada auséncia de respostas proliferativas in
vitro. Ohashi e colaboradores (Ohashi, Oehen et al., 1991) mostraram, porém,
que uma infecgao viral em tais camundongos resulta em destruicdo do 6rgao

alvo, aparentemente pelas células consideradas anérgicas por outros.

1.8.4 CELULAS T REGULADORAS E A TOLERANCIA DOMINANTE

Quatro linhas experimentais independentes levaram a ressurreicdo das
células T supressoras agora com o home de reguladoras. A primeira foi o estudo da
sindrome deflagrada em camundongos timectomizados pelo grupo de Shimon
Sakagushi, no Japdo. A timectomia em camundongos com 3 dias de vida induz
diversas doengas autoimunes como ooforite, gastrite, tireoidite, orquite, variando de
acordo com a linhagem utilizada. Esse autor foi o primeiro a fracionar células T
supressoras envolvidas nesta sindrome usando o marcador de superficie CD5 (lyt-1)
(Sakaguchi, Takahashi et al., 1982; Sakaguchi, Takahashi et al., 1982). Eles
mostraram que a transferéncia de células de baco CD5+, mas nado CD5-, de
camundongos normais adultos preveniam o desenvolvimento de doengas

autoimunes apoés timectomia neonatal. Também mostraram que a transferéncia de
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células CD5- de um animal adulto normal para um camundongo nude (sem timo e
sem linfécitos T maduros) levava ao desenvolvimento de doengas autoimunes
similares aquelas induzidas pela timectomia neonatal, no entanto, a co-transferéncia
de células CD5+ preveniam o desenvolvimento da doenca. O que fica claro a partir
destes experimentos € que camundongos adultos normais possuem células auto-
reativas, potencialmente indutoras de doencas autoimunes, pois a simples retirada
de uma populagao de linfécitos (CD4+CD5+) leva ao aparecimento destas doengas.
Uma limitagao importante neste modelo foi que o CD5 é expresso por 80 a 90% dos

linfécitos, limitando o valor operacional para os estudos em células reguladoras.

Em 1995, Sakagushi mostrou que as células com esta atividade reguladora
podiam ser segregadas a uma populagdo que correspondiam de 5 a 10% dos
linfécitos T CD4+ no bago (Sakaguchi, Sakaguchi et al., 1995). O marcador que
permitiu esta segregacao foi o CD25, a cadeia alfa que confere alta afinidade ao
receptor de IL-2 e um marcador de ativagao para linfécitos T (Shevach, 2000). O
estabelecimento de ensaios in vitro que mostravam a atividade supressora das
células T CD4+CD25+ sobre células T CD4+CD25- (Takahashi, Kuniyasu et al.,
1998) contribuiu consideravelmente para a posterior caracterizagao molecular destas

células T reguladoras.

A segunda linha de experimentos veio dos estudos do grupo de Donald
Mason, na Inglaterra. Em 1990, este grupo também relatou a existéncia de células T
CD4+ reguladoras no bago de animais normais. Estas células T reguladoras foram
caracterizadas pela baixa expressdao da isoforma RB do marcador CD45,
considerado um marcador de ativagdo/memoria. A transferéncia de células T
CD4+CD45RB"®", mas ndo de CD4+CD45RB"" ou de células T CD4+ totais, em
animais nude induzia doencas autoimunes similares a doenca enxerto contra
hospedeiro (GVHD). A fracdo reguladora CD4+CD45RB'Y era capaz de prevenir o
desenvolvimento de autoimunidade induzida por timectomia neonatal e pela
irradiacao subletal (Mason e Powrie, 1990; Powrie e Mason, 1990). Esse sistema
experimental foi posteriormente estendido para um modelo murino de doenca
inflamatdria intestinal (IBD) onde camundongos SCID (severe combined
immunodeficiency — imunodeficiéncia severa combinada) recebem células
CD4+CD45RB"®" de animais normais (Powrie, Mauze et al., 1997). Era possivel

prevenir o desenvolvimento desta doenca inflamatéria intestinal pela co-
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transferéncia de células T CD4+CD45RB"". Posteriormente demonstrou-se que a
atividade reguladora destas células também podiam ser segregadas na fracdo de
células T CD4+ CD25+ (Read, Malmstrom et al., 2000; Stephens e Mason, 2000),

sugerindo uma base comum com o modelo experimental de Sakagushi.

O terceiro sistema experimental que também contribuiu para a visdo moderna
de células T reguladoras partiu do grupo de Herman Waldmann. O modelo
experimental usado por este grupo consistia na tolerdncia a antigenos de
histocompatibilidade menores (minor) pela administragdo de anticorpos anti-CD4 e
anti-CD8 nao depletantes (Cobbold, Martin et al., 1990; Qin, Cobbold et al., 1993). A
tolerancia induzida por estes anticorpos era permanente, antigeno especifica e
mediada por células T reguladoras. O modelo para testar a tolerancia consistia em
enxertar tecidos incompativeis em camundongos nude e transferir células T CD4+
de animais tratados com os anticorpos (tolerantes), ou de nao tratados (n&o
tolerantes). Somente os camundongos nude que recebiam células de animais
tolerantes aceitavam o enxerto, ou aqueles que recebiam uma mistura de células de
animais tratados e ndo tratados com os anticorpos (Cobbold, Adams et al., 1996).
Posteriormente estas células T reguladoras também puderam ser segregadas na
fracdo CD25+ das células T CD4+ (Graca, Thompson et al., 2002).

O quarto achado experimental partiu dos elegantes trabalhos feitos pelos
grupos de Nicole Le Douarin e Antonio Coutinho, na Franga. O grupo de Nicole Le
Douarin usava quimeras codorna/galinha para avaliar a migragéao de células do tubo
neural e de células hematopoiéticas durante o desenvolvimento embrionario. Ao se
inserir brotos de asas de embrido de codorna em embrido de galinha a quimera
resultante rejeitava o membro estranho em duas semanas apds a ecloséo. Este
resultado ja contradiz frontalmente a previsdo de Burnet de que haveria tolerancia a
tecidos implantados na vida embrionaria. Porém se juntamente com o broto de asa
fossem transplantado rudimentos timicos de codorna as aves aceitavam o
xenoenxerto até a vida adulta (Ohki, Martin et al., 1987). Ou seja, as células T de
galinha se diferenciavam em contato com dois epitélios timicos: de galinha
(provenientes de rudimentos timicos remanescentes ap0s a cirurgia no embrido) e
de codorna (implantado). Assim as galinhas quiméricas possuiam células T
diferenciadas no timo de galinha capazes de atacar o xenoenxerto, porém eram

inibidas por linfécitos T diferenciados no timo de codorna. Este experimento foi
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transportado para modelo murino, onde camundongos nude recebiam enxertos de
epitélio timico alogénicos e verificou-se que 0s animais tornavam-se tolerantes a
enxertos de pele de camundongos da linhagem doadora do timo mas ndo de uma
terceira linhagem. A tolerancia era mediada por linfocitos T CD4+ e podia ser
transferida para camundongos nude ndo quiméricos (Modigliani, Pereira et al., 1995;
Modigliani, Thomas-Vaslin et al., 1995; Modigliani, Coutinho et al., 1996).

Estes resultados experimentais foram grandemente expandidos para
caracterizar a origem timica destas células, sua autorreatividade fisioldgica, seus
mecanismos de regulagdo e a presenga de um fator de transcricdo caracteristico
desta populacido de células, o Foxp3. Outros trabalhos demonstram que o Foxp3 é
uma molécula com participagdo fundamental no desenvolvimento e fungcdo das
Tregs (Fontenot, Gavin et al., 2003). Tal molécula vem sendo utilizada como um
importante marcador destas células. Uma anomalia genética de Foxp3, é a causa
primaria de wuma sindrome conhecida como IPEX (immunodysregulation,
polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome), uma doenga humana que se
manifesta como multiplas doengas autoimunes, reacdes alérgicas graves e doengas

inflamatdrias intestinais (Kim e Rudensky, 2006).

1.8.4.1 Células T reguladoras na Tolerancia Oral

Os estudos em tolerancia oral foram um dos primeiros a fornecerem
resultados indicando produgdo de células reguladoras na periferia. A indugado de
tolerancia oral a antigenos de mielina em modelo murino de encefalomielite
autoimune experimental (EAE) levou ao isolamento e clonagem da primeira célula T
reguladora induzida pela tolerancia oral. Elas foram chamadas de células Th3 pois
apesar de terem similaridade com células Th2, como producéo de IL4 e IL10, elas
possuiam uma capacidade especial de produzir TGF-g (Miller, Lider et al., 1992).
Posteriormente foi demonstrado que a prevencdo da EAE e a sua recuperacao
natural neste modelo era acompanhada pela producédo de TGF-f (Khoury, Hancock
et al., 1992). Recentemente foi identificado nas células Th3 a expressdo de LAP
(latent associated peptide) na membrana celular. LAP é um pré-peptideo que esta

nao-covalentemente ligado a porgdo amino-terminal do TGF-f, formando um
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complexo de TGF-f latente. Foi identificada populagdo de células T CD4+CD25-
LAP+ no baco que fazem parte da fracao de células CD45RBlow e suprimem colite
induzida por transferéncia adotiva de células CD4+CD45RB"™", de forma
dependente de TGF-§ (Oida, Zhang et al., 2003). Também foram identificadas
populagdes de CD4+CD25+LAP+ e CD4+LAP+ em camundongos. O TGF-p pode
induzir a expressao de LAP na superficie de células T CD4+ independentemente da
indugao de Foxp3 (Oida e Weiner, 2010).

A citocina TGF-f € um dos mediadores mais estudados na tolerancia oral. Ela
estd presente em abundancia no intestino, sendo importante para regular a
homeostase epitelial e a troca de isotipo para IgA. A producédo aumentada desta
citocina foi detectada em diversos estudos sobre tolerancia oral (Chen, Inobe et al.,
1997; Weiner, 2001; Faria, Maron et al., 2003) e outros trabalhos também tém
evidenciado uma participacao fundamental desta citocina na conversao de células T
CD4+ CD25- em Tregs CD4+ CD25+ pela indugao de Foxp3 (Huber, Schramm et
al.,, 2004; Chung, 2005; Faria e Weiner, 2005; Carrier, Yuan et al., 2007), e na
geracgao de células Th3 (Weiner, 2001).

Entretanto, é importante salientar que o resultado da agao da citocina TGF-p
sobre os linfécitos T parece depender de um equilibrio entre esta e outras citocinas
presentes no microambiente, ja que resultados recentes demonstram que na
presenca de IL-6 ou IL-21, TGF-p induz a diferenciagdo de células Th17, com
caracteristicas pro-inflamatérias e que desempenham um papel importante na

patogénese de diferentes tipos de doengas auto-imunes (Korn, Bettelli et al., 2007).

Outra populagao de células T reguladoras recebem o nome de Tr1 e sado
caracterizadas pela producdo seletiva de IL-10. Essas células Tr1 sdo capazes de
inibir a proliferacdo de células T CD4+ e de inibir o desenvolvimento de colite
induzida em camundongos SCID pela transferéncia de células T CD4+CD45RB""
(Groux e al., 1997). Células produtoras de IL-10 com atividade reguladora foram
demonstradas nas placas de Peyer de camundongos tratados por via oral com

baixas doses de p-lactoglobulina (Tsuji, Mizumachi et al., 2001).

A IL-10 tem recebido muita atencao nos trabalhos sobre tolerancia oral, sendo
que em alguns, foi demonstrado um aumento na sua produgao apds o tratamento

oral com o antigeno (Chen, Inobe et al., 1997; Faria, Maron et al., 2003). Da mesma
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forma que TGF-f, a IL-10 é uma citocina com propriedades anti-inflamatérias
produzida em grande quantidade no intestino. Ela é capaz de suprimir a atividade de
células Th1 atuando através da diminuicdo da expressdao de moléculas co-
estimuladoras e da produgdo de IL-12 por células apresentadoras de antigeno
(Skeen, Miller et al., 1996; Asseman, Mauze et al., 1999). Além disso, a ativagao
crénica de células T CD4+ na presencga de IL-10 resulta na diferenciagcdo dessas
células em clones com baixa capacidade proliferativa e que produzem altos niveis
de IL-10 (células Tr1). No entanto, outros estudos questionam a relevancia dessa
citocina para inducdo da tolerancia oral. Foi demonstrado que o tratamento com
anticorpos monoclonais anti-IL-10 ou o uso de camundongos deficientes em [L-10,
nao altera nem a indugdo nem a manutengao da tolerancia oral (Aroeira, Cardillo et
al., 1995; Gomes-Santos, Moreira et al., 2012). Desta forma, o papel desta citocina

na tolerancia oral merece melhor investigagao.

Células T reguladoras CD8+ também podem fazer parte da indugdo de
tolerancia oral (Lider, Santos et al., 1989; Chen, Inobe et al., 1995). Deficiéncia
nestas células sdo observadas em pacientes com doenca inflamatéria intestinal,
correlacionando com uma falha na inducdo de tolerancia oral nestes pacientes
(Brimnes, Allez et al., 2005). Células epiteliais do intestino podem ativar linfécitos T
CD8+ com atividade reguladora (Kraus e Mayer, 2005). Apesar de células T
reguladoras CD8+ serem induzidas alguns estudos mostram que ela ndo € essencial
na inducéo de tolerancia oral, como é o caso de linfocitos T CD4+ (Garside, Steel et
al., 1995).

1.9 A TOLERANCIA REINTERPRETADA

Os experimentos de Medawar e colaboradores (Billingham, Brent et al., 1953)
demonstrando que enxertos de tecido alogénicos sao aceitos (tratados como self) se
o individuo é exposto a células hematopoiéticas do doador na vida embrionaria ou
perinatal formaram a convicgao de que o self imunoldgico corresponde ao grupo de
estruturas antigénicas que estdo disponiveis para o reconhecimento imunoldgico em
periodos criticos do desenvolvimento e a delecdo dos clones reativos seria

imprescindivel para a tolerancia imunoldgica.
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Entretanto, Bandeira e colaboradores (1989) repetiram os experimentos de
Medawar e mostraram que os animais que toleravam o aloenxerto apresentavam um
nuamero muito maior de linfécitos B, TCD4+ e TCD8+ ativados e reativos ao
transplante. Por outro lado, os animais n&o tolerantes rejeitavam o enxerto sem
aumentar consideravelmente o numero de linfécitos reativos ao transplante. Os
animais tolerantes que recebiam um segundo enxerto da mesma linhagem doadora
apresentavam um aumento do tamanho do baco, com aumento correspondente no
numero de linfécitos B e T especificos e ativados. A esplenomegalia desenvolvida
nestes camundongos tolerizados foi tomada como indicagcdo de que a tolerancia é
um evento ativo e dominante e ndo depende exclusivamente da eliminagcdo de

linfécitos autorreativos (Bandeira, Coutinho et al., 1989).

Assim, a alo-tolerdncia era exatamente o contrario do que postularam
Medawar e seus colaboradores. Os animais que aceitavam o enxerto tinham muito
mais células ativadas do que os animais que rejeitavam o enxerto. Essa mudanca
paradigmatica ainda nao foi completamente assimilada pela teoria imunoldgica.
Mesmo a recém admitida autorreatividade fisiolégica dos linfécitos T reguladores
ainda se restringe a contencéo da imunidade inflamatéria sem um real papel ativo ou

dominante na fisiologia do sistema imune.

1.10 TOLERANCIA ORAL — CAMINHOS PARA UMA REINTERPRETAGAO

A toleréncia oral € um fendmeno robusto, de ocorréncia natural e fisiologica, e
depende da maturidade imunolégica para acontecer. De fato, camundongos
neonatos sdo menos susceptiveis a indugdo de tolerancia oral (Hanson, 1981,
Strobel e Ferguson, 1984). O defeito na indugao de tolerancia em neonatos pode ser
revertido com a transferéncia adotiva de linfécitos de animais adultos (Peng, Turner
et al., 1989). Portanto, a tolerdncia oral € um contra-exemplo de tolerancia
imunoldgica para a visdo burnetiana, segundo a qual somente seria possivel haver
tolerancia em animais com o sistema imune imaturo. No caso da toleréncia oral
ocorre o inverso, somente é possivel induzir tolerdncia em animais adultos, ou seja,

imunologicamente competentes.

As proteinas da dieta sdo uma fonte de estimulagao antigénica tdo importante
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para o desenvolvimento do sistema imune quanto a microbiota autéctone. Menezes
e colaboradores (2003) demonstraram que as proteinas da dieta sdo essenciais para
a maturagdo imunoldgica. Camundongos alimentados desde o desmame com dieta
livre de proteinas intactas tém crescimento corpéreo normal, porém apresentam
niveis baixos de IgG e IgA séricas e atrofia de 6rgaos e tecidos linféides, como os
linfonodos mesentéricos e o GALT, possuindo vilosidades alongadas e placas de
Peyer pouco desenvolvidas. Além disso, a secreg¢do de citocinas por diferentes
orgaos linfoéides € desviada para um perfil Th2, com alta concentracao de IL-10 e IL-
4 e baixos niveis de IFN-y. Esses resultados demonstram, portanto, que a
estimulagdo antigénica pelas proteinas da dieta apés o desmame ¢é essencial para a
maturacdo do sistema imune (Menezes, Mucida et al., 2003). Os efeitos
imunoldgicos do consumo de dietas contendo aminoacidos livres na producgédo de
imunoglobulinas podem ser revertidos pela introdugdo de proteinas na dieta, o que
sugere que esses efeitos decorrem da baixa estimulagdo antigénica por antigenos
dietéticos (Amaral, Foschetti et al.,, 2006). Além disso, animais alimentados com
dieta contendo aminoacidos livres sao resistentes a indu¢cao da tolerancia pela via
nasal (Mucida, Rodriguez et al., 2004).

A reatividade imunolégica a antigenos que entram por via de mucosas néo
correlaciona diretamente com inibicdo total ou reatividade progressiva. Usando
modelo de tolerancia oral a ovalbumina, Bruno Verdolin e colaboradores (Verdolin,
Ficker et al., 2001) observaram que em animais tolerantes os titulos de anticorpos
especificos anti-Ova atingiam um patamar inversamente proporcional a quantidade
de antigeno administrado oralmente. Ou seja, quanto maior a quantidade de
antigeno oferecida por via intragastrica, menor o patamar alcangado pelos titulos de
anticorpos especificos. Mesmo com a continuidade das imunizagdes parenterais os
titulos de anticorpos especificos em animais tolerantes mantinham-se no mesmo
nivel, enquanto que o de animais imunes mostravam um aumento progressivo.
Verdolin mostrou também que a estabilizacdo em patamares ocorria mesmo quando
os titulos de anticorpos especificos ndo eram significativamente diferentes dos titulos
de animais imunes, ou seja, quando a inibicdo da reatividade especifica,
caracteristica da tolerdncia oral, ndo era observada apds as duas primeiras
imunizagdes. A partir desses dados conclui-se que a entrada do antigeno pela via de
mucosas confere ao mesmo um status imunoldgico particular, onde o organismo nao

manifesta uma reatividade progressiva contra o antigeno, mesmo que a quantidade
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do antigeno nao seja suficiente para induzir tolerancia oral.

A imunizacdo de animais tolerantes orais com o antigeno previamente
ingerido leva a profundas repercussodes sistémicas, capazes de inibir ou alterar uma
variedade de fenbmenos, como: resposta de anticorpos a antigenos néo
relacionados (Carvalho, Verdolin et al., 1994); formacdo de granuloma de
Schistosoma mansoni no pulmao (Carvalho, Lenzi et al., 2002); reagcées de GvH
(enxerto contra hospedeiro) (Vaz e Carvalho, 1994), diferenciagao de eosindfilos na
medula éssea (Rodrigues, Martins-Filho et al., 2006); reagdes de hipersensibilidade
tardia por injecdo de carragenina (Ramos, Rodrigues et al., 2009); deposi¢cao de
colageno em cicatrizagcao de feridas de pele (Costa, Ruiz-de-Souza et al., 2011);
remodelamento cardiaco apds infarto induzido por isoproterenol (Ramos, Dalbo et
al., 2012).

Diante destes dados entendemos que ainda falta muito para se compreender
como se dao estas influéncias sistémicas da tolerancia oral. Pouco se sabe sobre a
atividade imunolégica global que acompanha a inibicdo da reatividade especifica
durante a indugdo e estabelecimento desse fendmeno. Nesta tese procuramos
analisar e quantificar a atividade imunolégica global, que engloba mas vai além da

atividade especifica, em animais tolerantes orais.

1.11 BREVE COMENTARIO SOBRE O MODELO EXPERIMENTAL

A tolerancia oral € um fendbmeno inerentemente comparativo, pois decorre da
tentativa frustrada em se estabelecer uma reatividade antigeno-especifica
progressiva em animais pré-alimentados com o mesmo antigeno. O fenbmeno é
baseado na comparagdo entre a atividade imunoldgica especifica de pelo menos
dois grupos: um que recebe o antigeno pela via oral antes de ser imunizado
parenteralmente e outro grupo, somente imunizado. Espera-se que os animais que
receberam o antigeno pela via oral antes de serem imunizados mostrem uma
diminuicao da reatividade especifica quando comparados com os animais somente
imunizados. A atividade imunoldgica especifica a ser observada pode ser de dois
ramos da atividade linfocitaria: a relacionada aos linfécitos T, como na
hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) e a relativa a atividade de linfécitos B, ou

seja, a producéo de anticorpos especificos. Qual a reatividade in vivo que pode ser
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analisada depende do tipo de adjuvante utilizado. Isto porque cada adjuvante vai
favorecer um tipo de resposta: ou mais celular ou mais humoral (producdo de
anticorpos). O hidroxido de aluminio ndo induz a uma reagao de hipersensibilidade
de tipo tardio (DTH) pois os tipos celulares e as citocinas envolvidas favorecem uma
resposta do tipo Th2, ou seja, com maior producao de IL-4 e menor produgao de
IFN-y e IL-12.

O modelo de inducdo de tolerdncia oral a imunizagdo parenteral com
ovalbumina, além de ser o mais usado nos estudos de tolerancia oral, permite uma
reducdo no tempo experimental e uma facilidade na observacdo dos fendmenos
imunoldgicos especificos que se encontram inibidos. O uso de clara de ovo como
fonte de ovalbumina para o tratamento oral dos camundongos foi demonstrado ser
mais efetiva na indugdo de tolerancia oral do que a ovalbumina purificada (dados
nao publicados). No caso das imunizagdes e nos testes especificos usou-se a forma

purificada da ovalbumina.

A ingestao continua e voluntaria do antigeno pelos animais € mais eficaz para
induzir a tolerancia oral do que a gavagem intragastrica (Faria, Maron et al., 2003)
além de ser, obviamente, a forma mais fisioldgica de encontro com os antigenos da
dieta. O intervalo entre a administracdo oral e a imunizagao parenteral pode variar,
podendo-se obter resultados de tolerizacdo com intervalo de até 1 dia apenas
(dados nao publicados). Entretanto, outros estudos mostraram que ha uma
graduacédo na eficacia da indugdo de tolerancia oral de acordo com o intervalo
utilizado entre a ingestdo do antigeno e a imunizagado primaria, sendo o melhor
resultado encontrado com o intervalo de 7 dias (Strobel e Mowat, 1998). Por este

motivo, este foi o intervalo usado em nossos experimentos.



2. OBJETIVOS
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2.1 GERAL

Analisar a atividade imunolégica sistémica envolvida no fenémeno de

Tolerancia Oral.

2.2 ESPECIFICOS

1. Analisar a reatividade imunoldgica especifica a ovalbumina em animais normais,
tolerantes e imunizados usando como parametros a medida de anticorpos séricos

especificos totais e dos isotipos IgG1, IgM, IgE e IgA;

2. Comparar a frequéncia e numero de linfocitos B ativados (CD19+CDG69+) e T
CD4+ ativados (CD4+CD69+ e CD4+CD44hi) e reguladores
(CD4+CD25+CD45RB"", CD4+CD25+LAP+, CD4+Foxp3+) no bago e linfonodos
mesentéricos entre camundongos tolerantes e imunizados apds a imunizagao

secundaria com o antigeno tolerado;

3. Comparar o numero de células secretoras de imunoglobulinas totais no bago e
na medula 6ssea dos isotipos I1gG, IgM e IgA em animais tolerantes e imunizados

apos a imunizagao secundaria com ovalbumina (OVA);

4. Analisar a reatividade imunoldgica global em animais normais, tolerantes e
imunizados usando como parametros a medida de anticorpos séricos totais dos

isotipos 1gG1, IgM, IgE e IgA;

5. Comparar a produgédo das citocinas IL-2, IL4, IFN-y, IL-10 e TGF-$ produzidas
pelas células do bago de camundongos tolerantes e imunizados apds a

imunizacao secundaria com ovalbumina;

6. Determinar a cinética de aparecimento de linfocitos B ativados (CD19+CD69+) e
T CD4+ ativados (CD4+CD69+ e CD4+CD44"") e reguladores
(CD4+CD25+CD45RB"Y, CD4+CD25+LAP+, CD4+Foxp3+) de animais
tolerantes e imunizados com 1, 2, 4 e 7 dias apds a imunizagao primaria com

ovalbumina e hidréxido de aluminio;

7. Determinar a cinética de produgao das citocinas IL-2, IL4, IFN-y, IL-10 e TGF-$
pelas células do bago de camundongos tolerantes e imunizados com 1, 2,4 e 7

dias apds a imunizagao primaria com ovalbumina.



3. MATERIAL E
METODOS
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3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos adultos jovens (entre 8 e 10 semanas de
idade), fémeas, da linhagem C57BL/6 obtidos do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG (CEBIO).

Durante todo o experimento, os camundongos foram mantidos sob condi¢des
adequadas no Biotério do Laboratério de Imunobiologia do ICB-UFMG, alimentados
com ragao padrao para camundongos, agua ad libitum e ciclo de luz de 12 horas. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da UFMG (ver Anexo 1).

3.2 ANTIGENO

Para as imunizagdes usou-se Ovalbumina (OVA) 3 vezes cristalizada (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

Para o tratamento oral foi utilizada solugéo de clara de ovo diluida em agua

na proporgao de 1:5.

3.3 TRATAMENTO ORAL PARA INDUGAO DE TOLERANCIA

Para indugdo de tolerancia oral a OVA, os camundongos receberam, ad
libitum, uma solugdo de clara de ovo diluida 1:5 em agua, durante 3 dias
consecutivos, como unica fonte de liquido, 7 dias antes da imunizacido primaria. O
consumo diario médio estimado foi de aproximadamente 20mg OVA/ camundongo.
As garrafas contendo a solugédo de clara de ovo foram trocadas diariamente para
evitar contaminagdo. Camundongos do grupo controle receberam apenas agua

como fonte de liquido durante todo o experimento.

3.4 IMUNIZAGOES PARENTERAIS

Imunizagdes parenterais foram realizadas 7 dias apdés o tratamento oral

utilizando 10 ug de OVA e 1 mg de AI(OH); (hidroxido de aluminio comercial
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genérico) diluidos em 0,2 mL de salina fisiolégica (0,85%) por via intraperitoneal
(i.p.). Quatorze dias apds, os camundongos receberam uma imunizagdo secundaria
contendo 10 ug de OVA diluidos em 0,2 mL de salina, sem adjuvante, por via

intraperitoneal.

3.5 OBTENGAO DE SORO SANGUINEO

Para obtengdo do soro sanguineo de forma seriada nos mesmos animais,
retiramos 200ul de sangue através do plexo retro-orbitario. Analogamente, ao final
do experimento os animais foram anestesiados utilizando 100ul de solugdo de
Cloridrato de Ketamina (1,7 mg/Kg) e Xilazina (0,33mg/Kg). Em seguida, o sangue
foi coletado através de uma incisdo na veia axilar e coletado em tubos de
centrifugacéo de 1,5 mL. Apds a retracdo dos coagulos, o soro foi separado através
de centrifugagdo das amostras, durante 10 minutos, a 300 g. O soro foi armazenado

a -20°C para ser utilizado posteriormente nos ensaios de ELISA.

3.6 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA MEDIDA DE
ANTICORPOS SERICOS

3.6.1 ELISA PARA MEDIDA DE ANTICORPOS ANTI-OVA

A avaliacdo dos anticorpos especificos anti-OVA presentes no soro dos
camundongos foi realizada através do método ELISA (Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay). Microplacas de poliestireno de 96 pogos (Nunc, Roskilde,
Denmark) foram incubadas overnight a 4°C com 100ul de uma solugdo de OVA
(20ug/ml para anticorpos séricos) em tampao de cobertura (tampéo carbonato pH
9,6). No dia seguinte, as microplacas foram lavadas duas vezes com salina-Tween
(salina contendo 0,05% Tween-20 — SIGMA Chemical Co) e em seguida bloqueadas
com 200 ul PBS-caseina (0,25% caseina diluida em PBS) e incubadas por uma hora
a temperatura ambiente. Apds a incubacgado, as placas foram lavadas novamente
duas vezes em salina-Tween e incubadas com soro dos camundongos em diluigao
seriada de 1:100 a 1:12800 em PBS-caseina durante uma hora a 37°C. Como

controle positivo e negativo, foram utilizados um soro imune e um soro normal,
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respectivamente. Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes com salina-
Tween e incubadas com 100ul de uma solugao de anticorpo de cabra anti-lgG1, IgM
ou IgA de camundongo conjugado a peroxidase (Southern Biotechnology Ass, Inc.)
na diluigdo de 1:15000 por uma hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas
seis vezes com salina-Tween. A reagao enzimatica foi entao revelada incubando-se
as placas, no escuro, com 100ul de uma solugéo contendo 0,2 ul/ml de perdxido de
hidrogénio (H202) e 4 mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato (pH
5,0) até o desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-escuro. Apds essa etapa, as
reacdes foram interrompidas pela adicdo de 20 ul/pogo de uma solugdo de acido
sulfurico 2N (H2SO4). A absorbancia (A = 490 nm) de cada pogo foi obtida pela
leitura em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).
Resultados expressos como ELISA* (ELISA-score), obtido através do somatério das
densidades oOpticas das 8 diluigdes (1/100 a 1/12800) multiplicadas por 1000. Essa
forma de expressar os resultados é equivalente a mostrar curvas de titulacdo ou
selecionar a absorbancia em uma diluicdo particular como representativa, como ja
descrito em trabalhos anteriores do nosso laboratério (Carvalho, et al., 1994). Os
resultados expressos nos graficos foram obtidos pelo célculo da média de cada

grupo experimental (+ erro padrao).

3.6.2 ELISA PARA MEDIDA DE ANTICORPOS TOTAIS

As placas de ELISA foram incubadas com solugdo (1mg/ml - 100ul/pogo)
contendo anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos (Southern
Biotechnology) diluidos (1:2000) em tamp&o carbonato pH=9,6 por, no minimo, 18
horas a 4°C. O bloqueio foi feito aplicando-se 200ul/pogo de uma solugéo de PBS-
caseina 0,25% por uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas
foram lavadas com solugao salina- Tween 0,05% por duas vezes. Para a dosagem
de IgG1, IgM sérica o soro foi diluido 1:2000 e 1:100 para IgA sérica. Em seguida,
foram feitas diluicdes seriadas (1:2) com o soro em PBS- caseina 0,25%, e as placas
foram incubadas durante uma hora a 37°C. Anticorpos de cabra anti-lgG1, IgM ou
IgA de camundongo conjugados com biotina 0,5mg/ml (Southern Biotechnology) e
diluidos (1:10000) em PBS-caseina 0,25% foram adicionados aos pogos

(100ul/pogo). As placas foram novamente incubadas por uma hora a 37°C. A seguir,
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foram lavadas e adicionou-se uma solugado de estreptavidina ligada a peroxidase
(Sigma) diluida a 1:15000 (100ul/pogo) em PBS-caseina 0,25% durante uma hora a
37°C. A reacdo enzimatica foi entdo revelada incubando-se as placas, no escuro,
com uma solugéo contendo 0,2 ul/mL de HO, e 4 mg/mL de ortofenileno-diamino
(OPD) em tampao citrato pH 5,0 até o desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-
escuro. Apés essa etapa, as reagdes foram interrompidas pela adigdo de 20 uL/pogo
de uma solugao de acido sulfurico 2N. A absorbancia (A = 490 nm) de cada pogo foi
obtida pela leitura em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate
Reader).

3.6.3 ELISA PARA MEDIDA DE IGE ANTI-OVA

As placas foram incubadas com solugédo (50ul/pogo) contendo anticorpo de
rato anti-IgE de camundongos 0,5 mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos
(1:250) em tampéo carbonato (pH=9,6) por, no minimo, 18 horas a 4°C. O bloqueio
foi feito com uma solugdo de PBS-0,25% caseina por uma hora a temperatura
ambiente (200 ul/pogo). Posteriormente, as placas foram lavadas com solugéo
salina-0,05%Tween por duas vezes. O soro dos animais (50 uL) foi incubado por 2h
em temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas e
realizada a incubagdo com Ovalbumina (OVA) biotinilada, 1ug/50uL PBS/pogo, por
1h. As placas foram lavadas por seis vezes com solugdo salina-0,05%Tween e
incubadas com peroxidase associada a estreptavidina (Sigma), 50ul/po¢o na
concentracdo de 1:15000, por 1 hora. A reagao enzimatica foi entdo revelada
incubando-se as placas, no escuro, com uma solugéao contendo 0,2 ul/ml de H,Oz e
4 mg/mL de ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato (pH 5,0) até o
desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-escuro. Apds essa etapa, as reacdes
foram interrompidas pela adicdo de 20 ul/pogo de uma solugdo de acido sulfurico
2N. A absorbancia (A= 490 nm) de cada pocgo foi obtida pela leitura em leitor de
ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).
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3.6.4 ELISA PARA MEDIDA DE IGE TOTAL

As placas foram incubadas com solugédo (50ul/pogo) contendo anticorpo de
rato anti-IgE de camundongos 0,5mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos (1:250)
em tampéao carbonato (pH=9,6) por, no minimo, 18 horas a 4°C. O bloqueio foi feito
com uma solugdo de PBS-0,25% caseina por uma hora a temperatura ambiente
(200 uwl/pogo). Posteriormente, as placas foram lavadas com solugdo salina-
0,05%Tween por duas vezes. O soro dos animais (50 uL soro) foi incubado por 2h
em temperatura ambiente. Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas e
realizada a incubagado com anticorpo de rato anti-lgE de camundongo conjugado a
biotina, 50uL/pogo, por 1h. As placas foram lavadas por seis vezes com solugao
salina-0,05%Tween e incubadas com estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma),
50uL/pogo na concentragado de 1:15000, por 1 hora. A reagdo enzimatica foi entao
revelada incubando-se as placas, no escuro, com uma solugao contendo 0,2 uL/mL
de H20; e 4 mg/ml de ortofenileno-diamino (OPD) em tampao citrato (pH 5,0) até o
desenvolvimento de uma coloragdo amarelo-escuro. Apds essa etapa, as reacdes
foram interrompidas pela adicdo de 20 ul/pogo de uma solugdo de acido sulfurico
2N. A absorbancia (A = 490 nm) de cada reacgao foi obtida pela leitura em leitor de
ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader).

3.7 ENUMERAGAO DAS CELULAS SECRETORAS DE
IMUNOGLOBULINAS POR ELISPOT

A quantificacdo das células produtoras de anticorpos foi realizada por
ELISPOT (ELISA SPOT ASSAY — ESA) das células do bago e medula éssea
segundo o método descrito por Sedgwick e Holt e ligeiramente modificado pelo prof

Tomaz Mota Santos do Departamento de Bioquimica e Imunologia.
Dia 1
Incubar, durante a noite a 4°C microplacas de poliestireno (NUNC) com

anticorpos policlonais de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongo

(2pg/ml; Southern Biotechnology, Birmingham, AL) diluido em tamp&o K1K2



45

(pH8,0 — 0,05M), 50pl/pogo. Nao adicionar o anticorpo em uma das linhas da

placa para que esta sirva como controle negativo.

a)

b)

Dia 2
Lavar as placas 3 vezes em PBS, mergulhando as placas numa cuba por 5
min;
Saturar a placa (200ul/pogo) com PBS caseina 0,25%, por 1 h a
temperatura ambiente;
Preparar a suspensao de células do baco;
Contar as células viaveis;

Preparar as diluigdes

Apods as contagens, fazer os calculos para ajustar as diluicbes. Para

fazer as diluicdes, calcular apenas para a primeira diluicdo: Ig total (5 x 10*

células no primeiro pogo)

f)

o))

Lavar as placas 3 vezes em PBS, mergulhando-as numa cuba sem
esperar durante as lavagens;

Colocar 100ul de meio completo em toda a placa, exceto no pogo referente
a primeira diluicdo. Neste poco colocar 200ul da suspensao de células na
concentragdo adequada. Fazer as diluicbes seriadas (fator 0,5) na placa, a
partir da primeira linha (200ul° até a ultima, desprezando os 100yl finais,
de forma que haja 100ul/pogo da suspensdo celular diluida em RPMI

completo por toda a placa.

Nao adicionar células em alguns pogos para que estes sejam o

controle negativo em relagao as células.

h)

Incubar a placa a 37°C em atmosfera de 5% de CO; por 5 horas. Durante
a incubacao ter o cuidado para ndo movimentar a placa.

Lavar a placa uma vez em agua contendo 0,05% de Tween 20 (para lisar
as células), mergulhando-a rapidamente por 30 segundos
aproximadamente.

Lavar as placas 3 vezes em PBS-Tween 0,05%, mergulhando numa cuba
por 5 min, para retirar os detritos da lise celular.

Adicionar anticorpos anti-imunoglobulinas de camundongo (totais ou
isotipos-especificos) marcados com biotina (50ul/pogo) diluidos em PBS

caseina 0,25%. Incubar as placas durante a noite a 4°C
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Dia 3

[) lavar as placas 3 vezes em PBS-Tween 0,05% usando uma cuba, por 5
min.

m) Adicionar streptavidina-fosfatase (50ul/pog¢o) na diluicdo indicada pelo
fabricante (1:8000) e incubar por 1 horas a 37°C. Diluir a streptavidina em
PBS-caseina 0,25%.

n) Colocar 20mg de BCIP-Sigma B-6149 em 20ml de solugdo do substrato
diluida e deixar agitando a temperatura ambiente e protegendo da luz por
1 horas.

o) Lavar 5 vezes em PBS-Tween 0,05% por 5 min.

p) Adicionar a solugdo com BCIP (50ul/pogo) na placa e incubar durante a
noite a 4 °C.

g) Contar os spots e expressa-los como n°® de spots/n°® constante de células

(n°spots/10° células).

3.8 CULTURA DE CELULAS ESPLENICAS

Os bacos foram retirados de cada animal e mantidos em meio de cultura
incompleto em tubos FALCON de 15mL mantidos em gelo e ambiente estéril até o
plagueamento das células. Os bacos foram macerados em um macerador de vidro
estéril em 3mL de meio RPMI incompleto. As suspensdes foram entdo transferidas
para os tubos FALCON de 15mL e centrifugadas durante dez minutos a 300g, a 4°C.
O sobrenadante foi entdo descartado e as hemacias presentes no pellet foram
lisadas acrescentando-se 9 ml de agua estéril seguida de PBS concentrado 10x. As
suspensodes celulares foram centrifugadas durante 10 minutos a 300g, a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI

completo.

O numero de células viaveis nessa suspensao foi obtido contando-se
aliquotas misturadas com uma solugao de eritrocina em camara de Neubauer. As
concentracdes das suspensdes foram entdo todas padronizadas pela adicdo do
volume necessario de meio RPMI completo para se obter 1x 10° células/well/100ul

para cultura de células.
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As células foram plaqueadas (100 ulL/pogo) em placas de 96 pogos (Falcon,
Lincon Park) e incubadas por 24 ou 48 horas em estufa umidificada a 37°C e 5% de
CO.. As células foram estimuladas em cultura adicionando-se anticorpo anti-CD3 (1
micrograma/pog¢o). Ao final do periodo de cultura as células foram usadas para

quantificacao de citocinas por RT- qPCR.

3.9 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) - PCR
QUANTITATIVO

Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total de suspensdo celular provenientes de cultura de
células de bago murinos foi feito utilizando a técnica de fenol-cloroformio na
presenca do reagente TRIzol (Invitrogen). O reagente TRIzol € uma solugao
monofasica de fenol e isotilcianato de guanidina correspondente a uma variagao do

método desenvolvido por Chomczynski & Sacchi (1987).

Resumidamente, durante a homogeneizagdo ou lise o reagente TRIzol
mantém a integridade do RNA enquanto rompe as células e dissolve seus
componentes. A adicdo de cloroférmio seguida de centrifugagdo determina a
separagao das fases aquosa e organica. O RNA permanece exclusivamente na fase
aquosa, podendo, portanto, ser transferido com facilidade para outro recipiente,
precipitado com Isopropanol e posteriormente ressuspendido em tampao TE. A
simplicidade do método de extragdo utilizando o reagente TRIzol permite o
processamento simultdneo de um grande numero de amostras em curto espago de
tempo. O RNA total isolado com TRIzol é livre de proteinas e de contaminacdo com
DNA. O rendimento das extracdes utilizando-se 1mg de tecido (ou 10° células em
suspensao) varia entre 1.0 e 3.0ug/ul, podendo chegar a 7.0ug/pl dependendo do

tecido a ser extraido.

Analise da integridade das amostras de RNA utilizando a técnica de

eletroforese em gel de agarose

A integridade das amostras de RNA foi avaliada através de eletroforese em
gel de agarose 1.0% contendo 0.5ug/ml de brometo de etideo. O gel foi submerso

em tampao TAE 1X, a eletroforese realizada a 100V por aproximadamente 50
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minutos e a visualizacdo feita em aparelho transiluminador na presenca de luz

ultravioleta.

Quantificagdo das amostras de RNA total por espectrofotometria no

comprimento de onda de 260 e 280nm (Nanodrop)

A quantificacdo das amostras de Rna total foi realizada espectrofotometria no
equipamento NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). A quantidade de RNA total em
cada amostra experimental foi determinada medindo-se a absorbancia a 260nm,
considerando-se 1 DO equivalente a 50ug/ml de DNA e 30ug/ml de RNA. A
determinacao do grau de pureza, por sua vez, foi obtida, pela razao entre as leituras

A260/A280 sendo esperado um valor proximo de 1.8.
Sintese de cDNA

O DNA complementar (cDNA) é uma fita complementar de DNA sintetizado
pela acdo da enzima transcriptase reversa a partir de uma sequéncia molde mRNA.
Os cDNAs foram sintetizados a partir de 2uL de RNA total das amostras descritas
anteriormente. Foram utilizados 1uL de primer oligo (dT) e 2uL de agua livre de
RNAse/DNAse. Posteriormente foram incubados a 70°C por 5 minutos, resfriando-a
em gelo por 5 minutos. Depois de retiradas do gelo as amostras receberam 4uL de
ImProm-II™ 5X reaction buffer; 1,2uL de MgCI2 (25mM); 1uL de dNTP mix (10mM
cada dNTP); 0,5uL de RNAsin; 1,0uL da enzima transcriptase reversa (RT),
completando o volume com agua livre de RNAse/DNAse para um volume final de
20ulL. A transcrigao reversa foi realizada a 25°C por 5 minutos (fase de anelamento),
seguindo de 42°C por 1 hora (fase de extenséo) e procedendo-se a inativagao da

enzima a 70°C por 15 minutos.

No final deste processo teremos a primeira fita de cDNA de todos os mRNAs
presentes na amostra de RNA total que foram selecionados a partir da cauda poliA.
Em seguida foi feita um PCR usando a Taq polimerase convencional e primers gene

especifico para avaliar a qualidade do cDNA e otimizar a reacao de PCR.
Avaliagao da expressdao do RNAm por PCR em tempo real (qQPCR)

O PCR em tempo real realiza a quantificacdo dos acidos nucléicos de
maneira precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores durante a

fase exponencial da reagédo. O ponto que detecta o ciclo na qual a reagao atinge o
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limiar da fase exponencial € denominado de Cycle Threshold (CT). Este ponto

permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia.

Na reacéo, utilizamos o reagente SYBR Green. Preparamos um mix para o
numero de amostras de cDNA contendo SYBR Green, primers forward e reverse,
completamos com agua e adicionamos cDNA, para um volume final de 10uL.
Utilizamos os primers (-actina, IL2, IL4, IL10, Foxp3, INFy e TGF-B para a realizagao
do gPCR, conforme apresentado na tabela abaixo. Utilizamos a temperatura 94°C
por 5 minutos; 40 ciclos para: 94°C por 1 minuto, x°C para cada primer por 1 minuto
(onde x, é a temperatura especifica do primer para amplificagdo do gene de
interesse) e 72°C por 1 minuto; e 72°C por 10 minutos. Para a realizagdo da PCR foi

utilizando o equipamento 7.500 Real Time PCR System (AB — Life Technologies).

Tabela 1: Tabela descritiva dos primers utilizados, suas respectivas sequéncias de anelamento e
temperaturas de amplificagao

o _ Temperatura de
Gene Sequéncia dos primers
anelamento

For: 5-TTGCTGACAGGATGCAGAAG-3’
B-actina 61°C
Rev: 5-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3

For: 5-CTCCTGAGCAGGATGGAGAATT-3’
IL-2 66°C
Rev: 5-CGCAGAGGTCCAAGTGTAGCT-3’

For: 5-CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA-3’
IL-4 68°C
Rev: 5-CTTATCGATGAATCCAGGCATCG-3’

For:5-AAGCTGAGAACCAAGACCCAGACATCAAGGCG-3’
IL-10 97°C
Rev: 5-AGCTATCCCAGAGCCCCAGATCCGATTTTGG-3'

For: 5-GCAACATGTGGAACTCTACCAG-3’
TGF-1 63°C
Rev: 5-CAGCCACTCAGGCGTATCA-3'

For: 5-CAGCAACAGCAAGGCGAAA-3’
INF-y 59°C
Rev: 5-CGCTTCCTGAGGCTGGATT-3’
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3.10 ANALISE FENOTIPICA DAS CELULAS DO BACO E DOS
LINFONODOS MESENTERICOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Ap0s a retirada dos linfonodos mesentéricos e bago seguiram-se os seguintes

passos.

Em uma placa de 96 pocos de fundo em U foram colocados 25 ulL de
suspensao celular (250.000 — 500.000 células/well) e 10 uL de anticorpos (na
diluicdo padronizada) conjugados com fluorocromos — PE (ficoeritrina), FITC
(fluoresceina) ou CyChrome (Cy) — que se ligam as moléculas de interesse, tais
como CD4, CD8, CD25, Foxp3, CD44 e LAP, expressas nas células de
camundongos. As placas foram entdo encubadas a 4°C durante 30 minutos e
decorrido esse tempo foram entdo acrescentados 200 ul de PBS-azida/pogo 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 ulL de paraformaldeido 1% e as
suspensdes armazenadas a 4°C protegidas de luz até aquisicdo dos dados no
equipamento BD 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 10ulL de solugao contendo estreptavidina conjugada ao
fluorocromo durante mais 30 minutos e posteriormente foram realizadas mais duas
lavagens e as células foram entdo fixadas em paraformaldeido 1% para aquisigao.
Para marcacao intracelular de Foxp3 utilizamos o kit de fixagdo e marcacado da
eBioscience, conforme protocolo fornecido pelo fabricante. 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 dos dados no citbmetro BD FACScan. Em todos os 6rgaos foram
utilizados os anticorpos 1gG1 ou IgG2 FITC, PE ou CyChrome para controle de
isotipo. Também foram realizados controles para melhor determinacdo da regido
(gate) ideal foram feitos controles do tipo fluorescéncia menos um (Fluorescence
minus one) onde todos os anticorpos do pool estdo presentes menos aquele de
interesse para a marcagao em questao (Herzenberg, Tung et al., 2006). A estratégia
de gating e os controles FMO estdo demonstrados na figura 1. A aquisicdo dos

dados foi realizada utilizando um BD FACScan de trés cores (Becton Dickison,
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Mountain View, Califérnia). A porcentagem de células positivas e a média de

intensidade de fluorescéncia foram analisadas com o auxilio do programa FlowJo
(TreeStar).
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Figura 1: Estratégia de gating para os experimentos de citometria de fluxo. Células de bago ou de
linfonodos mesentéricos foram coletadas e submetidas a analise de citometria de fluxo. A regido de
linfocitos foi estabelecida com base no tamanho relativo (forward light scatter) e complexidade
citoplasmatica (side angle scatter). A sequéncia de regides (gates) foi estabelecida de acordo com as
marcagdes. A definicdo das regides (gate) de interesse foi baseada em controles de fluorescéncia
menos um (do inglés fluorescence minus one — FMO) onde as células sao marcadas com todos os
anticorpos menos aquele de interesse para o gating.
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3.11 DESCRIGAO DO DESENHO EXPERIMENTAL

Os experimentos desta tese seguiram dois desenhos experimentais. Um
grupo de experimentos ocorreu apos a imunizagdo secundaria enquanto a cinética
deu-se apds a imunizacdo primaria. Os camundongos foram divididos em TRES
grupos: Controle, Imunizado e Tolerante e submetidos ao protocolo de imunizagdes

esquematizado na Figura 2.

Imunizag&o Primaria Imunizagéo Secundaria
— X X Tolerante
X X Imune
Controle
dias e,
-0 -7 0 14 21
A A
clara de ovo OVA OVA
(1:5) em AI(OH)s i.p. em salina i.p.
\ 4
cinética
Elisa - Ig

RT-gPCR- citocinas
analise fenotipica- FACS
Elispot - CSI

dias 1 2 4 7 | —

Figura 2: Diagrama dos experimentos realizados. Dois conjuntos experimentais estdo representados.
Experimentos com o protocolo completo, apés duas imunizagdes parenterais com o antigeno,
terminando aos 21 dias. Experimentos de cinética apds a imunizagao primaria nos seguintes tempos:
0,1,2,4e7dias.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

De acordo com o protocolo experimental a analise estatistica utilizada varia.
Assim pode ser utilizado o Teste T de Student ou a Analise de Variancia (ANOVA)
com o pos-teste de Tukey para a determinagdo da diferenga minima significativa
(DMS). Todos os testes e graficos foram realizados no programa GraphPad Prism
versao 5 for Mac OSX, (GraphPad Software, San Diego California USA). e as
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tabelas no Microsoft Word ® parte integrante do pacote Office 2008 para Mac OSX.
Utilizamos como nivel de significancia minima 5%. Classificamos a significancia

através de simbolos da seguinte forma:
* # p<0,05
* Hit p<0,01

e HitH p<0,001



4. RESULTADOS
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4.1 INDUGAO DE TOLERANCIA ORAL A OVALBUMINA

Como o objetivo de nosso estudo foi avaliar a atividade global do sistema
imune durante o desenvolvimento da tolerancia oral, o primeiro passo foi verificar a
presenca do estado tolerogénico, ou seja, a inibicdo da produgado de anticorpos
especificos a ovalbumina. Para este fim, medimos os titulos de anticorpos séricos
anti-Ova antes e apds as imunizagbes (primaria e secundaria) em animais

tolerantes, imunes e normais (Fig. 3).
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Figura 3: Titulos séricos de Ig total anti-Ova. Foram obtidos soros de Camundongos C57BL/6 antes
do protocolo de imunizagado e apds cada imunizagédo. Animais Tolerantes (A) receberam solugéo de
clara de ovo (1:5) como unica fonte de liquido por 3 dias consecutivos. Apds 7 dias foram imunizados
intraperitonealmente (i.p.) com 10ug de Ovalbumina e 1mg de hidréxido de aluminio (AIOHj3) diluidos
em salina. Quatorze dias depois receberam imunizacdo secundaria com 10ug de Ova em salina.
Animais Imunizados (H) passaram pelo mesmo protocolo de imunizagao porém nao receberam clara
de ovo anteriormente. Animais controle (®) foram imunizados somente com salina. Os titulos de Ig
sérica anti-ova estdo expressos em ELISA score (ver materiais e métodos). Significancia estatistica
medida por ANOVA com pos-teste de Tukey.

Podemos observar que os titulos de anticorpos séricos anti-ova aumentaram
progressivamente nos animais imunizados apds cada imunizagdo. Contrariamente,
os titulos séricos de anticorpos anti-ova nos animais tolerantes ndo aumentaram,
mantendo-se estatisticamente indistinguiveis dos titulos observados em animais

controle.

Este dado confirma que o nosso modelo de tolerancia oral estava funcional e
permitiu-nos verificar a fase apds imunizacdo secundaria como sendo a ideal para a

melhor distincdo entre animais tolerantes e imunizados.

Para averiguar se a inibicdo de anticorpos especificos se estendia a todas as
classes de imunoglobulinas medimos os titulos séricos de anticorpos anti-ova das

classes IgE, 1gG1, IgM e IgA apés a imunizagao secundaria (Fig. 4).
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Figura 4: Titulos séricos de IgG1, IgE, IgM e IgA anti-Ova em animais Controle, Imunizados e
Tolerantes apés a imunizagdo secundaria. Animais Tolerantes receberam solugédo de clara de ovo
(1:5) como unica fonte de liquido por 3 dias consecutivos. Apds 7 dias foram imunizados por via i.p.
com 10ug de Ovalbumina e 1mg de hidréxido de aluminio (AIOHj3) diluidos em salina. Quatorze dias
depois receberam imunizagdo secundaria com 10ug de Ova em salina. Animais Imunizados
passaram pelo mesmo protocolo de imunizagdo porém nao receberam clara de ovo anteriormente.
Animais controle foram imunizados somente com salina. Os titulos de Ig sérica anti-ova estado
expressos em ELISA score (ver materiais e métodos). OD = densidade 6ptica (optical density). Letras
diferentes sobre as barras indicam diferengas estatisticamente significativas avaliadas por ANOVA
com pos teste de Tukey (P<0,05).

Verificamos que a supressao da reatividade especifica ocorre em todas as
classes de Ig. As classes IgG1 e IgE sao tipicamente induzidas neste modelo de
imunizagdo com hidroxido de aluminio, sendo a resposta de IgE a mais facilmente
inibida. Ocorre também supresséo da IgM e IgA anti-ova (Fig. 4 C-D). Nota-se que
0s animais tolerantes possuem maiores titulos de IgA e IgG1 especificos que
animais controle (Fig. 4). Ou seja, a inibicao da reatividade especifica no tolerante é
geral — ocorrem em todas as classes — mas ndo é absoluta, pelo menos em nosso

modelo e referentes a estas duas classes de imunoglobulinas.
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4.2 PERFIL DE ATIVAGAO DE LINFOCITOS EM ANIMAIS
TOLERANTES E IMUNIZADOS APOS A IMUNIZAGAO SECUNDARIA

Com a confirmacado do estado de tolerancia nos camundongos em estudo,
nosso proximo passo foi verificar o perfil de linfocitos ativados no bago e linfonodos
mesentéricos apos a imunizagao secundaria, quando ocorre a maior diferenca entre

a reatividade imunoldgica especifica entre tolerantes e imunizados.

Para cumprir tal objetivo, removemos as células do bago e dos linfonodos
mesentéricos 7 dias apds a imunizagcdo secundaria. Submetemos as células a
analise fenotipica por citometria de fluxo, marcando linfécitos T CD4+CD69+ e B
CD19+CD69+  (linfoécitos  recém  ativados), linfocitos T~ CD4+CD44hi
(efetores/memoria) e os linfécitos T reguladores CD4+CD25+CD45RB"Y,
CD4+CD25+LAP+ e CD4+Foxp3+. Os dados estdo apresentados tanto em
porcentagens de células quanto em numero absoluto das mesmas (Fig. 5 e 7).
Apresentamos também gréaficos de citometria representativos de cada grupo (Fig. 6
e 8).
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Figura 5: Fendtipo de linfécitos ativados no bago de animais Controles, Imunizados e Tolerantes apés
a imunizagado secundaria. Animais Tolerantes receberam solugédo de clara de ovo (1:5) como Unica
fonte de liquido por 3 dias consecutivos. Apds 7 dias foram imunizados por via i.p. com 10ug de
Ovalbumina e 1mg de hidréxido de aluminio (AIOH3) diluidos em salina. Quatorze dias depois
receberam imunizagdo secundaria com 10ug de Ova em salina. Animais Imunizados passaram pelo
mesmo protocolo de imunizagéo porém nao receberam clara de ovo anteriormente. Animais controle
foram imunizados somente com salina. Sete dias apds a imunizagao secundaria, os animais foram
mortos e tiveram seus bagos retirados para analise fenotipica por citometria de fluxo. Os dados estédo
expressos em porcentagem e numero absoluto de células. Letras diferentes sobre as barras indicam
diferengas estatisticamente significativas avaliadas por ANOVA com pds-teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 6: Graficos dotplots representativos dos fenoétipos de linfocitos no bago, apresentados na figura

5.
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Com relacdo aos linfocitos presentes no baco, os animais tolerantes e
imunizados apresentam um aumento similar no numero e porcentagem de linfécitos
recém ativados (T CD4+CD69+ e B CD19+CD69+) e de linfécitos T reguladores
(CD4+CD25+CD45RB™", CD4+CD25+LAP+ e CD4+Foxp3+) quando comparados
aos animais controles (Fig. 5). Apesar de ndo haver diferenca entre as porcentagens
dos linfécitos T CD4+Foxp3+ entre os grupos nesta fase, o numero absoluto destas
células apresentam-se aumentados tanto em animais tolerantes quanto em
imunizados, quando comparados aos animais controles (Fig. 5 K,L). Os animais
tolerantes mostraram ainda uma maior porcentagem de linfécitos T CD4+CD44"9"
porém com um numero de células igual ao dos animais imunizados (Fig. 5F). Assim,
0s animais tolerantes apresentam uma ativagao linfocitaria abundante, similar a dos
animais imunizados, a0 mesmo tempo em que mostram inibicdo da reatividade
especifica. E importante salientar que os animais imunizados possuem o mesmo

numero de linfocitos T reguladores observados em animais tolerantes.
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Figura 7: Fenotipo de linfocitos ativados nos linfonodos mesentéricos de animais Controles,
Imunizados e Tolerantes apds a imunizagdo secundaria. Animais Tolerantes receberam solugao de
clara de ovo (1:5) como unica fonte de liquido por 3 dias consecutivos. Apods 7 dias foram imunizados
por via i.p. com 10ug de Ovalbumina e 1mg de hidréxido de aluminio (AIOH3) diluidos em salina.
Quatorze dias depois receberam imunizacdo secundaria com 10ug de Ova em salina. Animais
Imunizados passaram pelo mesmo protocolo de imunizagdo porém nao receberam clara de ovo
previamente. Animais controle foram imunizados somente com salina. Sete dias apds a imunizagao
secundaria, os animais foram mortos e tiveram seus bagos retirados para analise fenotipica por
citometria de fluxo. Os dados estao expressos em porcentagem e numero absoluto de células. Letras
diferentes sobre as barras indicam diferengas estatisticamente significativas avaliadas por ANOVA
com pos-teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 8: Graficos dotplots representativos dos resultados de fenétipos de linfocitos em linfonodos
mesnetéricos, apresentados na figura 7.
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Nos linfonodos mesentéricos ndo observamos diferengas nos numeros de
células e porcentagens de linfocitos T CD4+CD69+ entre os grupos. Entretanto os
animais tolerantes apresentam maior numero de linfocitos B recém ativados
(CD19+CD69+). Tanto animais imunizados e tolerantes apresentam maior numero
de linfécitos T CD4+CD44hi do que animais normais, apesar de ndo haver diferenca

entre as porcentagens destes grupos.

Assim como no bago, o numero de linfécitos T reguladores
(CD4+CD25+CD45RB™™ e CD4+CD25+LAP+) nos linfonodos mesentéricos de
animais tolerantes e imunizados estdo aumentados quando comparados aos
camundongos controles mas nao diferem entre si (Fig. 7 G-J). Nao foram
observadas diferencas significativas na frequéncia ou numero de células T
CD4+Foxp3+ entre os grupos (Fig. 7 K,L).

Até aqui vimos que os animais tolerantes e imunizados apresentam uma
manifesta similaridade no numero e porcentagens tanto de linfocitos ativados quanto
de células T reguladoras, tanto no bagco quando nos linfonodos mesentéricos. As
unicas excecgdes sendo os linfécitos B recém ativados nos linfonodos mesentéricos,
que estdo presentes em maior frequéncia e numero em animais tolerantes (Fig. 7
C,D).

A similaridade dos numeros de linfécitos T reguladores entre tolerantes e
imunizados no baco foi um achado aparentemente desafiador pois poderia se
esperar que justamente na fase onde os animais tolerantes apresentam maior
inibicdo da reatividade especifica, estas células deveriam estar em maior nimero

nestes animais.

Quais seriam as diferengas inerentes ao sistema imune destes animais que

pudessem dar conta de explicar estas inconsisténcias?



66

4.3 ATIVIDADE LINFOCITARIA GLOBAL EM ANIMAIS IMUNIZADOS
E TOLERANTES

A igualdade observada no fendtipo de linfocitos ativados entre animais
tolerantes e imunizados, mesmo diante da inibicdo da reatividade especifica, nos
levou a quantificar as células secretoras de imunoglobulinas (CSl) no bago e na
medula 6ssea por Elispot. Mensuramos as CSI| secretoras de Ig total apdés a
imunizagao primaria e apds a imunizagao secundaria (Fig. 9). Apds a imunizagao
secundaria, quantificamos as CSI secretoras de Ig total e IgG, IgM e IgA tanto no
baco (Fig. 10 A-C) quanto na medula éssea (Fig. 10 D-F). Paralelamente, dosamos

as imunoglobulinas séricas totais nestes animais (Fig. 9).

Ao analisarmos as células secretoras de imunoglobulinas (CSI) no bago e na
medula éssea observamos que os animais tolerantes possuem o mesmo numero de
CSI que os animais imunizados apo6s a imunizagao primaria (Fig. 9 A e C). Apéds a
imunizacdo secundaria, o numero de CSI| nos tolerantes supera o dos animais
imunizados (Fig. 9 B e D) nos dois 6rgaos linféides. Ao discriminar o perfil de classes
de imunoglobulinas produzidas por estas células verificamos que o0s animais
tolerantes possuem mais CSl secretando IgA e IgM no bago (Fig. 10 B,C) e IgG e
IgM (Fig. 10 D,E) na medula éssea, enquanto que os animais imunizados tem sua

producao de Igs focadas em IgGs no bago (Fig. 10 A).

Portanto, os animais tolerantes apresentam uma producdo crescente de
células secretoras de imunoglobulinas ao longo das imunizagbes parenterais com o
antigeno tolerado. Entretanto, a produ¢do de imunoglobulinas esta distribuida nas

classes IgM e IgA no bago e IgG e IgM na medula éssea.
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Figura 9: Células secretoras de imunoglobulinas totais (CSI) mensuradas por Elispot. Camundongos
C57BL/6 foram divididos em grupos Tolerante, Imunizado e Controle. Animais tolerantes e
Imunizados receberam imunizagao primaria com 10ug de Ova em 1mg de hidréxido de aluminio por
via i.p. e 14 dias depois receberam imunizagdo secundaria com 10ug de Ova em salina. Animais
tolerantes receberam solugao de clara de ovo em agua (1:5) por 3 dias consecutivos uma semana
antes da imunizagao primaria. Animais controle foram imunizados com salina. Células de bago e de
medula dssea foram coletadas apds a imunizagao primaria ou apos a secundaria e cultivadas para
obter o nimero de CSI totais. Letras diferentes sobre as barras indicam diferengas estatisticamente
significativas avaliadas por ANOVA com pds-teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 10: Células secretoras de imunoglobulinas totais (CSI) mensuradas por Elispot. Camundongos
C57BL/6 foram divididos em grupos Tolerante, Imunizado e Controle. Animais tolerantes e
Imunizados receberam imunizagao primaria com 10ug de Ova em 1mg de hidréxido de aluminio por
via i.p. e 14 dias depois receberam imunizagdo secundaria com 10ug de Ova em salina. Animais
tolerantes receberam solugao de clara de ovo em agua (1:5) por 3 dias consecutivos uma semana
antes da imunizagao primaria. Animais controle foram imunizados com salina. Foram obtidos os
numeros de CSI produzindo IgG, IgM e IgA a partir do bago (A-C) ou da medula 6ssea (D-F) dos
animais apos a imunizagao secundaria. Letras diferentes sobre as barras indicam diferencas
estatisticamente significativas avaliadas por ANOVA com poés-teste de Tukey (P<0,05).
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Em seguida analisamos o perfil de imunoglobulinas séricas totais das classes
IgG1, IgE, IgM e IgA (Fig. 11). A medida de Ig séricas totais inclui os anticorpos
especificos e as imunoglobulinas nao especificas. Conforme visto anteriormente, os
animais tolerantes tem todas as respostas especificas inibidas. As imunoglobulinas
séricas totais das classes IgG1 e IgE encontram-se inibidas nos animais tolerantes
(Fig. 11 A e B). Entretanto, camundongos tolerantes possuem niveis maiores de IgM
que os animais imunizados (Fig. 11 C) e seus niveis de IgA séo similares (Fig. 11 D).
Este resultado corrobora os dados sobre numero de células secretoras de
imunoglobulinas em animais tolerantes, onde predominam células produtoras de IgM
e IgA (Fig. 10 B,C e E).
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Figura 11: Titulos séricos de Imunoglobulinas totais 1gG1, IgE, IgM e IgA apds imunizagao
secundaria. Animais tolerantes e Imunizados receberam imunizagéo primaria com 10ug de Ova em
1mg de hidroxido de aluminio por via i.p. e 14 dias depois receberam imunizagdo secundaria com
10ug de Ova em salina. Animais tolerantes receberam solu¢ao de clara de ovo em agua (1:5) por 3
dias consecutivos uma semana antes da imunizagao primaria. Animais controle foram imunizados
com salina. Os dados estao apresentados como concentragéo de Igs (ug/mL) para IgG1, IgM e IgA e
como densidade otica (490nm) para IgE. Letras diferentes sobre as barras indicam diferengas
estatisticamente significativas avaliadas por ANOVA com pés-teste de Tukey (P<0,05).
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4.4 PERFIL DE CITOCINAS PRODUZIDAS EM CULTURA DE
CELULAS DO BAGO EM ANIMAIS TOLERANTES E IMUNIZADOS

Como o evento determinante da tolerancia oral € a inibicdo da reatividade
especifica, as citocinas que sdo mais relacionadas com o estado tolerogénico séo
aquelas com atividades reguladoras e/ou anti-inflamatérias. Duas citocinas séo
conhecidas por participarem na imunorregulagdo: TGF-g e a IL-10. Durante a
tolerancia oral diversas citocinas pré-inflamatérias mostram-se inibidas, dependendo
do modelo utilizado. Em modelos de inflamagéao alérgica, a produgdo de IL-4
encontra-se inibida em animais tolerantes enquanto que em modelos de doencas
autoimunes com presencga de linfécitos Th1, ocorre inibicdo de IL12 e aumento de
IL-4 e IL-10.

Para medir as citocinas produzidas sistemicamente por animais tolerantes e
imunizados medimos por RT-qPCR a expressao das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10
e TGF-B (Fig. 12). Observamos que os animais tolerantes expressam mais TGF-§ do
que animais imunizados (Fig. 12 D), o que estd de acordo com o papel desta
citocina na imunoregulagao caracteristica deste animal. A menor expressao de IL-4 e

IFN-y nestes animais decorre de seu potencial inflamatério reduzido (Fig. 12 B e C).

No entanto, camundongos tolerantes possuem expressao de IL-2 similares a
de animais imunizados (Fig. 12 A). Este dado assinala que estes animais possuem
uma atividade imunoldégica tdo intensa quando a dos imunizados, porém com um
perfil de ativacao diverso, tendo em vista a producao diferenciada de citocinas. Este
resultado vai ao encontro do grande numero de linfécitos ativados encontrados em

animais tolerantes.
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Figura 12: Perfil de expressao de citocinas em células do bago apds imunizagao secundaria. Animais
tolerantes e Imunizados receberam imunizagao primaria com 10ug de Ova em 1mg de hidréxido de
aluminio por via i.p. e 14 dias depois receberam imunizagdo secundaria com 10ug de Ova em salina.
Animais tolerantes receberam solugao de clara de ovo em agua (1:5) por 3 dias consecutivos uma
semana antes da imunizagao primaria. Animais controle foram imunizados com salina. Sete dias apds
a imunizagao secundaria as células do bago foram coletadas e cultivadas por 48 horas. Apds este
tempo coletou-se o RNA total das células para medir expressdao de citocinas por RT-qPCR.
Resultados estao expressos como quantidades médias relativas, e seus respectivos erros-padréo, de
mRNA, de acordo com o método descrito por Hellemans et al. (2007) usando como calibrador a
média dos dados de expresséo dos animais controles. Letras diferentes sobre as barras representam
diferengas estatisticamente significativas (P<0,05) medidas por ANOVA com pds-teste de Tukey.
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4.5 CINETICA DE APARECIMENTO DE LINFOCITOS ATIVADOS NO
BAGO

Até aqui nossos resultados mostraram a grande ativagdo de linfocitos
presentes em animais tolerantes a despeito da inibicdo da reatividade especifica. O
fato de que animais tolerantes e imunizados possuem o mesmo numero de linfécitos
ativados e de células T reguladoras nos levou a verificar como se dava a cinética de

aparecimento destas células no baco durante o desenvolvimento da tolerancia oral.

Apesar da supressao especifica, caracteristica da tolerancia oral, ser melhor
observada apds a imunizagdo secundaria com o antigeno tolerado, a primeira
imunizacdo é essencial para a inducdo da tolerdncia oral. O intervalo entre a
administragao oral do antigeno e a imunizagao primaria pode determinar a fixagéao
da tolerancia, que pode durar toda a vida do individuo. A tolerancia pode se perder
caso a primeira imunizagado ocorra mais de um més apds a dose oral do antigeno.
Portanto, € neste momento que varios eventos celulares ocorrem na inducdo

sistémica do estado tolerogénico do animal.

Escolhemos, portanto, avaliar a cinética de aparecimento de linfocitos
ativados e reguladores no bago dos camundongos logo apds a imunizagao primaria
com o antigeno em adjuvante. Resolvemos também analisar o perfil de células do
animal tolerante 7 dias apds receber o antigeno (tempo 0) e sem ser submetido a
imunizacdo. Com isso tentamos examinar a populacdo de linfocitos no baco
somente sob o efeito da administracdo oral do antigeno. Apds a imunizagdo os
animais foram mortos nos dias 1, 2, 4 e 7, quando suas células do bago foram
coletadas e submetidas a analise fenotipica por citometria de fluxo. Avaliamos as
seguintes marcagdes: linfocitos T CD4+CD69+, CD4+CD44"" linfécitos B
CD19+CD69+ e os linfocitos T reguladores CD4+CD25+LAP+ e CD4+Foxp3+.

Primeiramente é digno de nota que os animais tolerantes apresentam
alteracbes nas populacodes linfocitarias mesmo antes da imunizagao primaria. Sete

dias apds o antigeno oral, camundongos tolerantes possuem maior frequéncia e
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nuamero de linfécitos T CD4+CD69+ (Fig.13 A e B) e maior numero de linfécitos T

reguladores LAP+ (Fig. 13 H) do que animais controle, ndo manipulados.

Ap6s a imunizacdo primaria a frequéncia dos linfocitos T CD4+CD69+
manteve-se similar ao longo da cinética, havendo somente um maior numero destas
células em animais tolerantes no quarto dia (Fig. 13 B). Os linfécitos B recém
ativados (CD19+CD69+) possuem uma cinética similar em ambos 0s grupos,
observando-se que a imunizag¢ao induz um aumento na frequéncia destas células
logo no primeiro dia. A unica diferenga encontrada entre os grupos foi no dia 4
quando os animais imunizados apresentaram maior frequéncia de linfécitos B
CD19+CD69+ que animais tolerantes. Entretanto ndo foram observadas diferencas

com relagdo ao numero de células durante a cinética (Fig. 13 D).

Os animais tolerantes apresentam uma expanséao tanto da frequéncia quanto
do nuimero de linfocitos T CD4+CD44"" um dia apds a imunizacdo, enquanto que
0s animais imunizados somente aumentam a frequéncia destas células no dia 4. Ao
final da cinética, aos 7 dias, ndo sao observadas diferencas na frequéncia e numero

destes linfécitos entre camundongos tolerantes e imunizados.

Os linfocitos T reguladores LAP+, que ja estdo em maior frequéncia em
animais tolerantes um dia apds a imunizagao, apresentam um aumento significativo
de sua frequéncia em animais imunizados e tolerantes no quarto dia da cinética,
observando-se uma igualdade em ambos os grupos nos dois ultimos dias (Fig. 13
G). Entretanto, o numero absoluto de linfocitos T reguladores LAP+ dos animais

imunizados nao se iguala ao de animais tolerantes durante a cinética.

Durante a cinética de linfocitos T reguladores CD4+Foxp3+ observamos que
0s animais tolerantes apresentam uma expansao no numero e na frequéncia destas
células dois dias apds a imunizagdo enquanto que em animais imunizados esta
expansao ocorre somente apdés o quarto dia (Fig. 13 I,J). Ressaltamos que os
animais imunizados possuem maior frequéncia e numero de linfocitos T

CD4+Foxp3+ ao final da cinética, 7 dias apds a imunizacéo.
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Figura 13 (pagina anterior): Cinética de aparecimento de linfécitos no bago apés imunizagao primaria.
Animais Tolerantes (linhas pontilhadas - [1) receberam solugdo de clara de ovo (1:5) como Unica
fonte de liquido por 3 dias consecutivos. Apds 7 dias foram imunizados por via i.p. com 10ug de
Ovalbumina e 1mg de hidréxido de aluminio (AIOH3;) diluidos em salina. Animais Imunizados (linhas
continuas - A) passaram pelo mesmo protocolo de imunizagao porém nao receberam clara de ovo
previamente. Animais controle foram imunizados somente com salina. Os animais foram mortos em
intervalos de 1, 2, 4 e 7 dias apds a imunizagao primaria e um grupo de animais tolerantes foi morto
antes da imunizagao primaria (tempo 0). Células de bagos foram coletadas para analise fenotipica
por citometria de fluxo. Os dados estdo expressos em porcentagem e numero absoluto de células
para cada marcagao. Asteriscos representam diferengas estatisticas (ANOVA com pods-teste de
Tukey) entre animais tolerantes e imunizados em cada tempo da cinética (* = P<0,05; ** = P<0,01; ***
= P<0,001). As diferengas entre pontos distintos da cinética estdo representadas por # (# = P<0,05;
## = P<0,01; ### = P<0,001).
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Figura 14 (pagina anterior): Graficos dotplots representativos dos resultados de fendétipos de linfocitos
no bago, apresentados na figura 13.

4.6 CINETICA DE EXPRESSAO DE CITOCINAS EM CULTURA DE
CELULAS DE BACO

Paralelamente a cinética de aparecimento de linfocitos no bago avaliamos
também a cinética de expressao de citocinas medidas por RT-gPCR a partir de RNA
total obtido de células de bago em cultura celular (Fig. 15). Medimos a expresséao
das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10 e TGF-f em todos os tempos da cinética e
também nos animais que receberam o antigeno pela via oral porém nao foram
imunizados (tolerante — tempo 0). Todos os resultados s&o colocados como aumento
da expressao destas citocinas tendo como referéncia a expressdo em animais

controles.

As diferencas mais evidentes na expressado das citocinas entre tolerantes e
imunizados ocorre do quarto ao sétimo dia da cinética, quando os animais
imunizados mostram uma expressao de IL-2, IL-4, IL-10 e TGF-$ maior que a de
animais tolerantes (Fig. 15 A-E). No entanto varias diferengas podem ser observadas
nos primeiros dias da cinética. Para melhor visualizacdo destacamos estes
resultados em graficos laterais onde estdo presentes somente os primeiros dias da
cinética (Fig. 15 F-J).

Os animais tolerantes tem uma expressao elevada de IL-2 mesmo antes da
imunizagao primaria, quando comparados a animais controle (Fig. 15 F). Dois dias
apos a imunizagdo, ocorre um outro pico de expressao de IL-2 em camundongos
tolerantes, retornando posteriormente a niveis basais de expressdo. Ao final da
cinética, no dia 7, ocorre um novo aumento na expressido de IL-2 em tolerantes,
porém esta encontra-se muito menor daquela observada em animais imunizados

neste mesmo dia.

A expressdo de IL-4 somente ultrapassa a expressdo basal em animais
imunizados, a partir do quarto dia apés a imunizacdo. O fato de que animais

tolerantes ndo aumentam a expressdo de IL-4 é condizente com o seu estado
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tolerogénico obtido neste modelo de inflamacédo alérgica ou Th2, tipica da

imunizacdo com hidréxido de aluminio.

Outras citocinas que tem sua expressao aumentada em animais tolerantes
antes da imunizacédo sao a IL-10 e o TGF-g (Fig. 15 I,J), quando comparados a
animais controle. Camundongos tolerantes ainda mantém a expressao elevada de
IL-10 um dia apés a imunizagao. No quarto e sétimo dia estes animais apresentam
aumento da expressao de IL-10, porém os animais imunizados induzem uma
expressao ainda maior desta citocina, permanecendo superior ao dos tolerantes até
o sétimo dia. Animais tolerantes apresentam um pico de expressao de TGF-f antes
da imunizagdo (Fig. 15 J), ndo sofrendo diferengas significativas até o fim da
cinética. Por outro lado, camundongos imunizados apresentam um aumento

consistente na expressao desta citocina.

Observou-se um pico da expressao de IFN-y um dia apds a imunizagao tanto
em animais tolerantes quanto em imunizados (Fig. 15 H). Entretanto, camundongos
imunizados apresentam elevada expressao de IFN-y no quarto dia da cinética, que
contudo ndo se manteve no mesmo nivel ao sétimo dia. Ja os animais tolerantes
tem a expressao de IFN-y aumentada novamente aos 7 dias apds a imunizagao,

igualando a expressao desta citocina a de animais imunizados.

Estes resultados mostram que animais tolerantes produzem citocinas
reguladoras (IL-10 e TGF-B) mesmo antes da imunizagdo parenteral, a qual induz
uma expressao transiente de citocinas efetoras (IFN-y e IL-2) nestes camundongos.
Os animais imunizados, por outro lado, induzem a expressdao de citocinas

reguladoras e efetoras juntamente, porém mais tardiamente do que os tolerantes.
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Figura 15 (pagina anterior): Cinética da expressao de citocinas em células do bago apds imunizagao
primaria. Animais Tolerantes (linhas pontilhadas) receberam solugao de clara de ovo (1:5) como Unica
fonte de liquido por 3 dias consecutivos. Apds 7 dias foram imunizados por via i.p. com 10ug de
Ovalbumina e 1mg de hidréxido de aluminio (AIOH3;) diluidos em salina. Animais Imunizados (linhas
continuas) passaram pelo mesmo protocolo de imunizagdo porém nao receberam clara de ovo
previamente. Animais controle foram imunizados somente com salina. Os animais foram mortos em
intervalos de 1, 2, 4 e 7 dias apds a imunizagao primaria e um grupo de animais tolerantes foi morto
antes da imunizagdo primaria (tempo 0). Células do bago foram coletadas em cada tempo e
cultivadas por 48 horas. Apds este tempo coletou-se o0 RNA total das células para medir expressao de
citocinas por RT-gPCR. Graficos a direita (F-J) representam dados dos dias 0, 1 e 2 da cinética,
destacados por um retadngulo nos graficos a esquerda. Tolerantes (simbolos claros - AOC),
Imunizados (simbolos escuros - A€ ) e Controles (®). Resultados estdo expressos como
quantidades médias relativas, e seus respectivos erros padrdao, de mRNA, de acordo com o método
descrito por Hellemans et al. (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressao dos
animais controles. Para os graficos da esquerda os asteriscos representam diferengas estatisticas
(ANOVA) entre animais tolerantes e imunizados em cada tempo da cinética (* = P<0,05; ** = P<0,01;
*** = P<0,001). As diferengas entre pontos distintos da cinética para um mesmo grupo (tolerante ou
imunizado) estdo representadas por # (# = P<0,05; ## = P<0,01; ### = P<0,001). Os dados dos
graficos da direita foram analisados por ANOVA, com pds-teste de Tukey, entre todos os grupos.



5. DISCUSSAO
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A grande maioria dos contatos do organismo com proteinas potencialmente
imunogénicas ocorre no intestino com antigenos alimentares e derivados da
microbiota. Considerando que os contatos por via parenteral geralmente envolvem o
desenvolvimento da produgao de anticorpos especificos e memodria imunoldgica,
considerada a base da imunidade anti-infecciosa, as consequéncias dos contatos
por via oral com antigenos sao frequentemente descritas como inibidoras da
resposta imune especifica. Isso tem sido repetidamente descrito como sendo
necessario para garantir a auséncia de resposta a antigenos inofensivos da dieta e

da flora intestinal.

As influéncias sistémicas da tolerancia oral tem sido resumidas a inibicao da
reatividade imunolégica especifica aos antigenos previamente administrados pela
via oral. Normalmente os mecanismos propostos sao recessivos, coOmo anergia ou
delecéo clonal, ou ativos, como a geragao de linfécitos T reguladores. Hoje admite-
se que o principal mecanismo da tolerancia oral seja a imunorregulagdo, uma vez
que o ambiente intestinal tem caracteristicas especiais que facilitam a geragao de
linfécitos T reguladores locais, os quais garantem a inibicdo da reatividade
especifica, supostamente protegendo o organismo da inducdo de alergias
alimentares ou de doencas inflamatérias intestinais. Muito tem sido descrito sobre
como o microambiente intestinal favorece a geracgao de linfocitos T reguladores mas

pouco tem sido descrito sobre os aspectos sistémicos da tolerancia oral.

Nosso trabalho decorreu da observacao constante de que animais imunizados
possuiam linfécitos T reguladores em quantidade similar a de animais tolerantes e
que estes também apresentavam um grande numero de linfocitos ativados no bago
apdés a imunizacdo secundaria, onde a supressdo da reatividade especifica é
facilmente identificada. Assim a simples presencga de linfocitos reguladores nao
garante a inibicdo da reatividade sistémica, enquanto que a presencga de linfocitos
ativados nao é sindnimo de imunidade progressiva. Com este trabalho tentamos
harmonizar esses dois aspectos da tolerancia oral: alta atividade linfocitaria em

animais tolerantes e a inibicdo da reatividade especifica.

Se o fato marcante do fenbmeno de tolerancia oral é a inibicao da reatividade
especifica poderia a tolerdncia correlacionar com um aumento da atividade
linfocitaria? Em nosso trabalho mostramos que sim. Animais tornados tolerantes a

ovalbumina tem sua reatividade especifica inibida para todas as classes de
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imunoglobulinas (IgG, IgE, IgM e IgA) porém possuem grande quantidade de
linfécitos T e B ativados no bago, além de células secretoras de imunoglobulinas
(CSI) em numero elevado no bago e medula éssea. Animais tolerantes possuem um
perfil diferenciado de produgao de Igs. No bago prevalecem células secretoras de
IgM e IgA enquanto que na medula éssea predominam células secretoras de IgG e
IgM. Os animais imunizados, por sua vez, possuem produgao prioritaria de 1gG no
baco. A medula 6ssea é considerada o principal sitio produtor de imunoglobulinas
séricas (Benner, Hijmans et al., 1981) e também a principal fonte de IgA especifica
durante a inducdo de tolerancia oral (Alley, Kiyono et al., 1986). Entretanto, nos
medimos células secretoras de imunoglobulinas totais, nao especificas, e

encontramos um grande numero destas secretando IgA no baco.

O papel da IgA na tolerancia oral tem sido controverso, seja em relagao a IgA
secretoria ou a IgA sérica. Como a IgA é o principal isotipo produzido e secretado
nas mucosas, uma associagao foi sugerida anteriormente entre a tolerancia oral e a
producao de IgA secretéria especifica: a tolerancia sistémica ocorre paralelamente a
imunizagao local (Challacombe e Tomasi, 1980). Entretanto, os resultados anteriores
do nosso grupo (Santiago, Fernandes et al., 2008) e de outros grupos (Christensen,
Kjaer et al., 2003) mostraram que a produgao de IgA secretdria também é reduzida
em camundongos tolerantes orais. Em nosso trabalho observamos inibigdo dos
niveis séricos de IgA anti-ova (Fig. 4D) e ndo encontramos IgA secretoria especifica
nem mesmo em animais imunizados. Por outro lado a IgA sérica total em animais
tolerantes alcangou nivel similar ao de animais imunizados, corroborando a grande
quantidade de células secretoras de IgA nestes animais. Este aumento de IgA néo
especifica reflete uma influéncia sistémica da tolerancia oral e é condizente com as
agdes conhecidas destas imunoglobulinas. A IgA nao possui atividade inflamatodria,
pois ndo é capaz de fixar complemento, € ndo induz a produgao de citocinas

inflamatdrias (Cunningham-Rundles, 2001; Mantis, Rol et al., 2011).

Células secretoras de IgM também estdo em maior numero no bago e na
medula 6ssea de camundongos tolerantes apds a imunizagédo secundaria. A IgM é a
principal classe de imunoglobulinas naturais, ou seja, que sao produzidas na
auséncia de imunizagao ou exposi¢cao a antigenos exdégenos (Coutinho, Kazatchkine
et al., 1995; Avrameas, Ternynck et al., 2007). Essas imunoglobulinas estao

envolvidas em muitas atividades fisiologicas, tais como: retirada de células
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senescentes, apoptéticas ou tumorais; e na regulacédo das células B e T (Lutz,
Binder et al., 2009). Foram descritos anticorpos naturais capazes de modular a
ativagcao de linfocitos T e B em diversas espécies (Adelman, Schluter et al., 2007).
Anticorpos naturais IgM anti-TCR podem inibir a ativagdo de células T, medida pela
producao de IL-2, sugerindo uma fungdo imunomoduladora de anticorpos naturais
contra epitopos da regiao variavel do TCR (Robey, Schluter et al., 2002). Portanto, o
aumento de células produtoras de IgM no baco e medula éssea de animais
tolerantes podem refletir mudangas na atividade fisiolégica das células capazes de

tamponar reagoes inflamatdrias desencadeadas pela imunizacao parenteral.

Cada grupo de animais possui um perfil de citocinas caracteristico nesta fase
da tolerancia oral. Em animais tolerantes prevalece a expressao de TGF-f enquanto
que nos imunizados a expressao de IL-4 e IFN-y encontra-se aumentada. Entretanto
a expressao de IL-2 esta aumentada em ambos o0s grupos, corroborando a grande
ativacdo de linfocitos em animais tolerantes. A diferenca no tipo de ativacao
linfocitaria de animais tolerantes e imunizados encontra-se portanto no perfil amplo

de citocinas produzidas e ndo na presenca ou auséncia de citocinas especificas.

Nosso proximo passo foi verificar a cinética de aparecimento de linfocitos
ativados e reguladores no bago apds a imunizagdo primaria. Pode-se pensar que
esta imunizagao seria somente para se certificar do estado tolerogénico dos animais,
uma vez que a tolerancia € um fenbmeno comparativo entre dois grupos de animais
igualmente imunizados. Entretanto a primeira imunizagdo com o antigeno em
adjuvante é responsavel por fixar o fenétipo tolerante, mantendo-o até o final da vida
do organismo. Se esta imunizagdo primaria for administrada em um intervalo maior
que 3 meses, 0 animal ndo se torna tolerante, passando a reagir ao antigeno como
um animal normal, somente imunizado. Por isso, os fenbmenos celulares que
ocorrem nessa fase sdo essenciais para o estabelecimento da tolerancia oral (Faria,
Ficker et al., 1998).

Surpreendentemente, animais tolerantes orais ja mostram numero aumentado
de linfécitos T CD4+CD69+ (recém ativados) e T CD4+CD25+LAP+ (reguladores)
mesmo antes da imunizacdo primaria, sete dias apdés a administragcdo oral do
antigeno. Isto significa que a entrada do antigeno pela via oral dispara a ativagao de
linfocitos e geragdo de células reguladoras que migram para o bago. A geragao de

linfécitos ativados e reguladores em animais tolerantes ja foi demonstrada em



86

modelos de transferéncia de linfécitos com TCR transgénico anti-Ova porém n&o em

animais isogénicos nao transgénicos.

De modo geral a imunizagao primaria induz uma rapida expansao de linfécitos
T de memoria (CD4+CD44"9") e linfocitos T reguladores (CD4+Foxp3+) em animais
tolerantes. Ocorre expansao dessas células também em animais imunizados porém
com um atraso de um a dois dias. Importante notar que as células T CD4+Foxp3+
aumentam em frequéncia e numero de células em animais imunizados ao final da
cinética, ultrapassando os niveis encontrados em animais tolerantes. Os linfécitos T
CD4+CD25+LAP+ também sofrem expansdao em ambos os grupos, tolerantes e
imunizados, apds a imunizacdo mas permanecem em maior numero nos animais

tolerantes.

O rapido desenvolvimento de linfécitos T reguladores pode estar relacionado
a geracao prévia destas células pela exposicdo oral ao antigeno. Essa exposigcéao
ativa linfocitos no intestino, que podem migrar sistemicamente, alterando interagdes
posteriores com o antigeno. De fato, sabe-se que a geragdo de linfécitos T
reguladores ocorre nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos em até 48 horas
apos a entrada do antigeno e podem migrar para o bacgo (Hauet-Broere, Unger et al.,
2003; Sun, 2003).

Em um modelo experimental de asma em camundongos transgénicos que
possuem somente um clone de célula T CD4+ e um clone de célula B em fundo
genético RAG-/-, Mucida e colaboradores também descreveram uma expanséao
inicial de linfécitos T reguladores (CD4+CD25+CD45RB™") nos linfonodos
mesentéricos de animais tolerantes 4 dias apos a imunizacao parenteral. Em nosso
trabalho, mostramos uma expansdo de linfécitos T CD4+Foxp3+ no bago de
camundongos C57BL/6 dois dias ap6s a imunizagdo primaria. O nosso trabalho
reforca a conclusdo de que a importancia das células T reguladoras na tolerancia
oral deve-se ao seu aparecimento precoce em animais tolerantes apds a imunizagao
parenteral, o que é resultado do contato prévio com o antigeno através de um

microambiente tolerogénico presente no intestino normal.

De fato, a geragao de linfocitos T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ ocorre nas
placas de Peyer e nos linfonodos mesentéricos 48 horas apds a entrada do antigeno
(Hauet-Broere, Unger et al., 2003). Ocorre ativagao de linfocitos T especificos, apds

a entrada do antigeno pela via oral, ndo somente no tecido linféide do intestino como
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também em linfonodos periféricos (Smith, Davidson et al., 2002). A imunizagao
parenteral também induz ativacao de linfécitos T especificos no baco e linfonodos
periféricos, que produzem IFN-y quando re-estimulados in vitro, indicando a
presenca de linfocitos T ativados em outros compartimentos linféides além do GALT

(Parameswaran, Samuvel et al., 2004).

Em nosso trabalho, células do bago de animais tolerantes apresentam
expressao aumentada de IL-2, IL-10 e TGF-p, tenso sido expostos apenas a entrada
do antigeno pela via oral, mesmo antes da imunizagao. Esta € outra evidéncia de
que o antigeno induziu ativagdo de linfocitos que migraram sistemicamente e
passaram a expressar citocinas efetoras e reguladoras. O perfil cinético da
expressao de citocinas em animais imunizados revela uma expressao elevada de
citocinas efetoras (IL-2, IL-4) e expressao tardia de citocinas reguladoras (TGF-§ e
IL-10) enquanto que em animais tolerantes ocorre expressao prévia de citocinas
reguladoras antes mesmo da imunizacdo e expressao transitdéria de citocinas

efetoras (Fig. 15).

O TGF-p é uma das principais citocinas envolvidas na imunoregulagdo. No
intestino, essa citocina € produzida por células estromais e por linfécitos locais,
sendo essencial para a troca de classe para IgA nas mucosas. O TGF- também
induz a expressao do Foxp3 em células T virgens CD4+CD25- transformando-as em
reguladoras (Chen, Jin et al., 2003; Oida, Zhang et al., 2003; Zheng, Wang et al.,
2004) e inibe a diferenciagao de linfécitos Th1 e Th2 ao bloquear a expressao de
fatores de transcricdo especificos destas linhagens, respectivamente T-bet e GATA-
3 (Gorelik, Fields et al., 2000; Lin, Martin et al., 2005; Wan e Flavell, 2007).

A IL-10 é outra citocina chave na imunoregulagdo, sendo produzida por
células T reguladoras, células epiteliais, macrofagos ativados, células dendriticas e
linfécitos B1. A IL-10 age diretamente nas células apresentadoras de antigenos
inibindo a secrecdo de IL-12, a expressao de MHC classe Il e de moléculas
coestimuladoras como CD80 e CD86 (Skeen, Miller et al., 1996; Asseman, Mauze et
al., 1999). Estas agbes nas células dendriticas inibem indiretamente a ativagdo de
linfocitos T. A importancia desta citocina para a imunomodulagdo na mucosa foi
demonstrada pela inflamacéo intestinal espontanea em animais deficientes em IL-10
(Kuhn, Lohler et al., 1993).
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Varios subtipos de células T reguladoras tém sido envolvidos na tolerancia
oral: células Tr1 produtoras de IL-10, células T CD4+ produtoras de TGF- e células
T CD4+CD25+Foxp3+ de ocorréncia natural (Faria e Weiner, 2005). Treg
especificas sdo observadas nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos do
intestino 24h apds a administracdo oral do antigeno (Hauet-Broere, Unger et al.,
2003). Células apresentadoras de antigenos (APC) que desencadeiam essa
resposta tolerogénica existem constitutivamente no GALT e podem migrar para
linfonodos mesentéricos de forma dependente de CCR7. No entanto, os géanglios
linfaticos distais, como linfonodos inguinais sao isolados deste processo tolerogénico
(Worbs, Bode et al., 2006). Os efeitos sistémicos da tolerancia oral parece depender
da mobilidade das células T antigeno especifico que circulam no corpo apds serem

ativadas no tecido linféide intestinal (Tsuji e Kosaka, 2008).

A importadncia da migragdo de linfécitos oriundos do intestino para o
estabelecimento da tolerancia oral pode advir de dois achados recentes. O primeiro
foi a descrigdo de que a tolerancia oral depende da migragao de células dendriticas
para os linfonodos mesentéricos, dependente de CCR7, porém estas DC nao sao
encontradas em linfonodos periféricos ou no bago (Worbs, Bode et al., 2006). Essas
células dendriticas intestinais expressam a integrina aEf7 (CD103) (Schulz,
Jaensson et al., 2009) e sdo capazes de produzir o metabdlito de vitamina A, acido
retindico. Linfocitos T ativados nos linfonodos mesentéricos expressam a integrina
a4p7 e CCR9, ambos considerados moléculas de direcionamento (homing) para o

intestino.

Outro achado importante foi a descoberta de que a tolerancia oral ndo ocorre
em animais deficientes para a integrina a4p7, MADCAM1 ou CCR9. Assim, s6 é
possivel obter tolerancia oral se os linfocitos ativados nos linfonodos mesentéricos
puderem migrar de volta ao intestino (Hadis, Wahl et al., 2011; Cassani, Villablanca
et al., 2012). A transferéncia de linfécitos com expressao normal dessas moléculas
restabelece a capacidade de indugao da tolerancia oral. Estes resultados levaram a
proposta pelos autores de um modelo em dois passos para a indug¢ao da tolerancia
oral. O primeiro passo seria a indugdo de células T reguladoras Foxp3+ nos
linfonodos mesentéricos apdés a administracdo oral do antigeno. Entretanto a
geragao destas células ndo garante uma tolerancia funcional, necessitando de um

segundo passo. Esse passo necessita do enderegcamento dessas células T
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reqguladoras de volta ao intestino. Uma vez na lamina propria intestinal, esses
linfécitos reguladores poderiam reconhecer antigenos apresentados por células
epiteliais e células dendriticas locais recebendo sinais para a sua proliferacao,
regulando o pool destas células no local. Ainda um terceiro passo, considerado
hipotético pelos autores, seria a importancia da disseminacgao sistémica das células

T reguladoras pelo corpo.

Em nossos resultados apontamos que este passo € essencial para o modelo
de tolerancia oral que utilizamos, tendo em vista que encontramos linfécitos ativados
e reguladores no bago 7 dias apds a ingestdo do antigeno. E é justamente a
presenca destas células antes da imunizacdo primaria que diferencia o caminho

diferenciado que o sistema imune do animal tolerante seguira.

Nossos resultados apontam para uma diregcao similar aos resultados de
Bandeira e colaboradores (1989) sobre a tolerdncia ao transplante alogénico,
demonstrando que em camundongos injetados com células alogénicas no periodo
neonatal, foi encontrado maior numero de células B e T ativadas em animais que
subsequentemente aceitaram enxerto de pele, mas ndo nos camundongos que
rejeitaram o enxerto. Como visto por esses autores, a tolerancia € um fendmeno
ativo e correlacionado a altos niveis de ativacao de linfocitos, e ndo apenas em sua
inibicio.

Em resumo, nds mostramos que a tolerancia oral correlaciona com uma alta
atividade de linfécitos T e B coexistindo com a inibicdo da reatividade especifica. A
indugdo e expansao precoce de células T reguladoras em animais tolerantes e sua
maior diversificacdo na produgdo de imunoglobulinas nos leva a propor uma
hipotese alternativa para o estado tolerogénico. As células T reguladoras seriam
responsaveis na geragao da diversidade da ativacao de linfocitos, caracteristica dos

animais tolerantes.

Em apoio a esta hipotese, Winstead e colaboradores demonstraram
recentemente que durante a proliferagao de linfocitos em condicdes de linfopenia a
presenca de células T reguladoras condicionou uma maior diversidade clonal dos
linfécitos T em expansao (Winstead, Reilly et al., 2010). Adicionalmente, Haribhai e
colaboradores descreveram que as células T reguladoras induzidas na periferia
agem em concerto com as células Treg naturais para reforgar a tolerancia, ao

expandir o repertério de TCR das respostas reguladoras (Haribhai, Williams et al.,



90

2011). Em outro trabalho, observou-se que a supressao eficiente de GvH requer

células Treg com repertdrio altamente diversificado (Fohse, Suffner et al., 2011).

Recentemente, destacamos a correlagao entre oligoclonalidade de linfécitos T
e imunopatologia baseado em inumeros exemplos em alergia, imunodeficiéncias e
doencas autoimunes (Pordeus, Ramos et al., 2009). Por outro lado, a policlonalidade
de células T prevalece no estado fisiolégico. Assim, a distribuicdo da atividade
imunoldgica observada em animais tolerantes seria derivada de uma maior
diversidade de clones de linfécitos sendo ativados, contrastando com uma menor
diversidade clonal (oligoclonalidade) em animais imunizados. Nesta forma de ver, a
tolerancia oral ndo é apenas a regulagdo ou supressdo da resposta imune
especifica, mas sim uma manifestagcdo de um fendébmeno imunoldgico sistémico mais

abrangente e distribuido.



6. CONCLUSOES



92

Os niveis de anticorpos séricos anti-Ova de animais tolerantes encontra-se

inibidos em todas as classes analisadas: I1gG, IgM, IgE, IgA.

Animais tolerantes e imunizados possuem mesmo numero e frequéncia de
linfocitos T e B ativados (CD4+CD69+, CD4+CD44"%" CD19+CD69+) e T
reguladores (CD4+CD25+CD45RB"", CD4+CD25+LAP+ e CD4+Fox3+) no

baco apds a imunizagao secundaria;

Animais tolerantes possuem maior numero de células secretoras de
imunoglobulinas (CSI) do que animais imunizados apdés a imunizagao
secundaria. Em animais tolerantes prevalecem CSI produzindo IgM e IgA no
baco e IgG e IgA na medula 6ssea. Por outro lado, animais imunizados

possuem CSI produzindo prioritariamente IgG no bago e na medula éssea;

Apesar da inibicdo de anticorpos especificos, animais tolerantes apresentam
niveis maiores de IgM sérica total do que o de animais imunizados e titulos

semelhantes de IgA sérica total;

Linfécitos T ativados e reguladores apresentam uma cinética de aparecimento
peculiar no baco de animais tolerantes. Células T efetoras CD4+CD44"" e T
reguladoras CD4+Foxp3+ expandem precocemente em animais tolerantes
com um e dois dias apds a imunizagao primaria. Mesmo antes da imunizacao,
animais tolerantes possuem maior numero de linfécitos T CD4+CD69+ e T
CD4+CD25+LAP+ no bacgo, sete dias apds a administragdo oral do antigeno.
Ocorre aumento na frequéncia e numero de linfécitos T reguladores
(CD4+Foxp3+) em camundongos imunizados apds o quarto dia da cinética

chegando a ultrapassar os niveis de animais tolerantes no sétimo dia;

Ocorre expressao de citocinas reguladoras (TGF-p e IL-10) e de IL-2 em
animais tolerantes mesmo antes da imunizacao primaria. Apds a imunizacao,
camundongos tolerantes apresentam expressao transitéria de citocinas
efetoras (IL-2 e IFN-y). A expressao de citocinas reguladoras (TGF-f e IL-10)
em animais imunizados supera a de tolerantes ao final da cinética, no sétimo
dia.

Em resumo, mostramos que animais tolerantes possuem intensa atividade
linfocitaria sistémica, concomitante a inibicdo da reatividade especifica, com

diferencas qualitativas e temporais. Qualitativamente, animais tolerantes
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mostram uma produg¢ao mais diversificada de Imunoglobulinas totais no baco
e na medula 6ssea; temporalmente apresentam uma rapida mobilizacdo de

linfécitos ativados e reguladores.
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Oral tolerance is defined as an inhibition of specific immune responsiveness to a previously ingested anti-
gen. Paradoxically, we found an increased lymphocyte activity in tolerant mice alongside the specific
inhibition. Orally-tolerant mice presented higher number of immunoglobulin secreting cells (ISC) in
spleen and bone marrow; showed a greater variety of Ig classes being produced: IgM and IgA in the
spleen and IgG and IgM in the bone marrow. ISC from immunized mice produced mainly IgG. Despite
having the same number of regulatory and activated T cells in the spleen after immunization, these cells
appeared earlier in tolerant mice, right after the primary immunization. Also, tolerant mice showed a
prompt expression of regulatory cytokines (TGF-f and IL-10) and a transient expression of effector cyto-
kines (IL-2 and IFN-v). Thus, in addition to an inhibited specific responsiveness, orally-tolerant mice dis-
played an early and widespread mobilization of activated and regulatory lymphocytes.

Cytokines

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

In the first decades of last century, several independent experi-
ments showed that the ingestion of immunogenic proteins had the
unexpected consequence of reducing specific immune reactions to
subsequent immunization [1-4]. In 1946, Chase described a way to
inhibit experimental drug allergy (contact sensitization) by prior
feeding of the sensitizing agents [5]. As “negative” phenomena,
these puzzling findings remained unexamined up to the mid
1970s, when they were again observed as powerful interferences
of ingested proteins with subsequent immunization [6-8], which
also included a natural relative unresponsiveness to the autochtho-
nous microbiota [9].

Oral tolerance has been intensely investigated and is considered
a special case of “peripheral tolerance”, i.e., as a subtractive phe-
nomenon. First raised by Burnet and Fenner [10], the notion of
“specificimmune tolerance” became a central tenet of immunolog-
ical theory [11] supported by experimental findings of Medawar
and collaborators, who rendered neonatal mice “tolerant” to skin
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allografts and suggested that this depended on the deletion or per-
manent inhibition (anergy) of allo-reactive lymphocytes [12]. In
line with this reasoning, “oral tolerance” was interpreted as neces-
sary to ensure unresponsiveness to harmless antigens (food pro-
teins and commensal bacteria), however, retaining the ability to
eliminate pathogens [13]. Oral tolerance can be adoptively trans-
ferred to syngeneic recipients by T cells [14] and, therefore, is
not a subtractive phenomenon, but rather has positive, systemic
aspects. More specifically, the transfer of special T cell subsets with
regulatory phenotypes, such as CD4+CD25+CD45RB"" or
CD4+CD25+Foxp3+, demonstrated the participation of these cells
in oral tolerance induction [15]. Also, CD4+CD25+LAP+regulatory
T cells, that have a membrane bound form of TGF- named latent
associated peptide (LAP), have been implicated in oral tolerance
[16-18]. These T cells would restrict the specific immunological
reactivity to food proteins and the gut microbiota through immu-
nosuppressive cytokines, such as IL-10 and TGF-p [19,20].
Although the generation of regulatory T cells has been described
as a dominant mechanism for oral tolerance induction, the major-
ity of studies focus only on inhibition of specific lymphocyte activ-
ity. Furthermore, the original experiments by Medawar’s group
were replicated and contradicted. As measured by the acceptance
of an allogeneic skin graft, allograft tolerance correlates with high
levels of T and B lymphocyte activity, rather than their unrespon-
siveness [21]. Mice that accepted the allograft had many more acti-
vated lymphocytes in their spleen than mice that rejected a similar


http://dx.doi.org/10.1016/j.cellimm.2012.12.004
mailto:archimedesjunior@yahoo.com.br
http://dx.doi.org/10.1016/j.cellimm.2012.12.004
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00088749
http://www.elsevier.com/locate/ycimm

172 A.B. Castro-Junior et al./Cellular Inmunology 280 (2012) 171-181

graft. This suggested dominant tolerant mechanisms as opposed to
a recessive, deletional mechanisms [22] and proposed another way
to understand tolerance, not only as an inhibition of specific immu-
nological reactivity, but as a reflection of systemic phenomena that
buffer antigen perturbations with more global lymphocyte activity.
Little attention has been given to these results and even less to glo-
bal immunological activities proposed to be involved in oral
tolerance.

Our aim in the present study was to analyze global profiles of
lymphocyte activation of mice rendered orally-tolerant by the
ingestion of ovalbumin (OVA) submitted to priming and booster
immunizations. We showed that global lymphocyte activity in
these tolerant animals was heighten, in spite of their reduced lym-
phocyte responsiveness to OVA. The frequency of immunoglobulin
secreting cells (ISC) in the spleen and bone marrow of orally-toler-
ant mice was higher than that of immunized (non-tolerant) mice,
with the prevalence of IgA and IgM (in spleen) or IgM and IgG
(in bone marrow). Additionally, when compared to immunized
mice after priming immunization, tolerant mice showed an earlier
appearance of regulatory and activated T cells supported by a
prompt expression of regulatory cytokine (IL-10 and TGF-B) along-
side a transient expression of lymphocyte effector cytokines (IFN-y
and IL-2) when compared to immunized mice after priming
immunization.

2. Materials and methods
2.1. Experimental animals

Female 8 week old C57BL/6 mice were obtained from our ani-
mal facility (CEBIO, Instituto de Ciéncias Biolégicas, UFMG, Belo
Horizonte, Brazil) and maintained in our animal breeding unit
throughout the experiments. The animals were handled according
to the rules established by the Local Ethical Committee for animal
research (CETEA-UFMG, Brazil). Each experimental group con-
tained 4-5 mice. The experiments were repeated at least twice.

2.2. Antigen and adjuvant

Crystallized hen’s egg albumin (OVA, grade V, Sigma, St. Louis,
MO) was used as antigen on immunization protocols. Aluminum
hydroxide [Al(OH);] was used as adjuvant.

2.3. Oral tolerance induction

Oral tolerance to OVA was induced by enforcing mice to drink,
ad libitum, a 1/5 solution of hen egg white in drinking water for 3
consecutive days. Oral treatment was discontinued 7 days before
parenteral immunization. The egg white solution was prepared in
our laboratory from eggs bought at supermarkets. Daily average
consumption was estimated at 20 mg OVA/mouse and this resulted
in significant levels of tolerance. Bottles were changed every day to
avoid contamination. Control groups received filtered tap water.

2.4. Parenteral immunizations

Mice were actively sensitized by an intraperitoneal (i.p.) injec-
tion of 0.2 ml of saline (0.9% NaCl) containing 10 pg of OVA (Sigma,
St. Louis, MO) adsorbed in 1 mg of aluminum hydroxide, Al(OH ).
Fourteen days later, the animals received the same dose of OVA
in saline. Control animals received 0.2 ml of sterile saline.

2.5. Analysis of Ig isotypes by ELISA

Levels of total and OVA-specific IgG1, IgE, IgM and IgA in the
sera were determined by ELISA. Briefly, 96-well plates (Nunc, Ros-
kild, Denmark) were coated overnight with 2 pg of OVA in 100 pl/
well of sodium carbonate buffer, pH 9.6, at 4 °C. To measure total
levels of antibodies, plates were covered with unlabeled goat
anti-mouse Ig (Southern Biotechnology). Plates were washed and
blocked with 200 pl of PBS contain 0.25% casein for 1 h at room
temperature (RT). The plates were then washed again, and incu-
bated for 1 h at RT with dilutions of mouse serum samples starting
at 1/100 in PBS-casein. Plates were washed and then peroxidase-
conjugated goat anti-mouse antibodies against mouse IgG1, IgE,
IgM or IgA (Southern Biotechnology) were added, and plates were
incubated for 1 h at 37 °C. Color reaction was developed at room
temperature with 100 pl/well of orthophenylenediamine (1 mg/
ml), 0.04% H,0, substrate in sodium citrate buffer, pH 5.0 for
20 min. Reaction was stopped by the addition of 20 pl/well of
2 N H,S04. Absorbance was measured at 490 nm by an ELISA read-
er (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader). ELISA scores (Elisa*)
anti-OVA were computed by running sums of optical densities be-
tween 1:100 and 1:12,800 of serum dilutions in individual mice.
Each score is shown as a mean + SEM of respective group.

2.6. Cell culture and isolation of total RNA

Spleen cells were cultured in 24-well plates at 5 x 106 cells/ml
in RPMI medium supplemented with 0.1 mM nonessential amino
acids, 1 mM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml peni-
cillin, 100 U/ml streptomycin, 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (GIBCO) and 5 x 107> M 2-ME (Sigma). Cells were stimu-
lated with 0.1 pg/ml of anti-CD3 and maintained for 24-48 h in
5% of CO, humidified chamber. Then total RNA was extracted from
cultured cells using TRIzol (Gibco BRL, USA) derived from the sin-
gle-step RNA isolation method developed by Chomczynski and
Sacchi [23] according to manufacturer’s protocol.

2.7. qPCR

The PCR technique was used to amplify the synthesized cDNA
from cell culture employing the SYBR Green PCR Master Mix (Ap-
plied Biosystems) on an ABI Prism 7500 fast sequence detection
system (Applied Biosystems), as indicated by manufacturer. oligo-
nucleotides pairs were synthesized as follows: for IL-2 - F: 5'-
CTCCTGAGCAGGATGGAGAATT-3' and R: 5-CGCAGAGGTCCAAGT-
GTAGCT-3'; IL-4 F: 5-CATCGGCATTTTGAACGAGGTCA-3' and R:
5'-CTTATCGATGAATCCAGGCATCG-3'; IL-10 F: 5'-AAGCTGAGAAC-
CAAGACCCAGACATCAAGGCG-3' and R: 5'-AGCTATCCCAGAGCCC-
CAGATCCGATTTTGG-3’; TGF-B1 - F: 5'-GCAACATGTGGAACTCTA
CCAG-3’ and R: 5'-CAGCCACTCAGGCGTATCA-3'; INF-y: F: 5'-CAG-
CAACAGCAAGGCGAAA-3' and R: 5'-CGCTTCCTGAGGCTGGATT-3'.
The B-actin gene was used as internal control in all reactions (F:
5-TTGCTGACAGGATGCAGAAG-3' and R: 5'-ACATCTGCTGGAAGG
TGGAC-3').

2.8. Flow cytometry

The immunophenotyping of murine spleen cells was analyzed
by flow cytometry. Briefly, cells were washed twice in PBS contain-
ing 3% BSA and 0.1% sodium azide. Cells (3 x 10°) were subse-
quently stained, according to standard methods. The mAbs used
were as follows: rat anti-mouse CD4-PE, rat anti-mouse CD8-PE,
rat anti-mouse CD45RB-PE, rat anti-mouse CD19-FITC, rat anti-
CD25-biotin, rat anti-mouse CD69-PerCP, rat anti-mouse CD44-
PE, all from BD Pharmingen. Rat anti-mouse LAP-biotin was pur-
chased from eBioscience. Foxp3 staining and analysis were per-
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formed using the Foxp3 staining set (clone FJK-16s; eBioscience)
according to the manufacturer’s instructions. For biotinylated
antibodies an extra step with Cy5-conjugated streptavidin to
stain cells. Stained cells were ressuspended in PBS containing
3% BSA and 0.1% sodium azide. Cell samples were analyzed on
a FACScan Flow Cytometry (Becton Dickinson). Analyses were
performed using FlowJo™software (Tree Star, Inc.) by gating
the lymphocytes population on the basis of relative size (forward
light scatter) and granularity (side angle scatter). Results were
expressed as the percentage and absolute numbers of each
lymphocyte population. The gating definition was based on fluo-
rescence minus one (FMO) controls where cells are stained with
all antibodies excluding the one of the interest for gating (see
Supplementary Fig. 1) [47].

2.9. ELISPOT assay

The number of immunoglobulin-secreting cells (ISC) was
determined in a modified version of Elisa spot assay described
by Czerkinsky et al. [24]. Briefly, 96-well flat bottom microtitre
plates (NUNC) were coated with anti-Ig heavy-chain specific
antibody diluted in K1K2 buffer (pH 5.0). Spleen or bone marrow
cells were harvested and plated at concentration of 50.000 cells
in the first wells and submitted to serial dilutions (1:2) until 250
cells in final well. Plates were incubated at 37°C in 5% CO,
humidified cell chamber for 5 h. The cells were then lysed with
distilled water and the plates were washed with PBS to remove
cell debris. Subsequently the plates were incubated for 2 h with
biotin-conjugated antibodies to mouse Ig heavy and light, p, vy or
o chains (Southern Biotechnology) at concentration of 1 pg/ml in
PBS-Casein 2%. Alkaline-phosphatase (AP) conjugated streptavi-
din were used for incubation before subsequent revelation. The
plates were washed with PBS-Tween 0.05%, after which 100 pl
of substrate solution containing 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate (BCIP) in 1mM AMP buffer (2-amino-2methyl-1-
propanolol). The plates were incubated at 37 °C until blue spots
were visible, which were counted under a microscope (5-fold
amplification).

2.10. Statistical methods

Standard error of the mean (SEM) and P values were deter-
mined using Prism™ software (GraphPad Software, Inc.). P values
were calculated using appropriate 2-tailed t test or ANOVA analysis
followed by Tukey post-test with a 95% confidence interval. The re-
sults are expressed as means * standard error of the mean (SEM).

3. Results

3.1. Inhibition of anti-ova antibodies in tolerant mice was parallel to
augmented serum levels of total IgM and equal levels of total IgA as
compared to immunized mice

To compare the activation profile of lymphocytes from toler-
ant and immunized animals, C57BL/6 mice were rendered toler-
ant to OVA by oral administration in the drinking bottle of an
egg-white solution for 3 days. Seven days after oral treatment
mice were i.p. immunized with OVA in AI(OH); and 14 days
thereafter they received a booster immunization with OVA in
saline. Animals not pre-treated with oral OVA were considered
immunized mice. Control group consists of non-manipulated ani-
mals (Fig. 1A). Serum titers of specific antibodies (anti-OVA)
were measured to evaluate tolerance induction. As shown in
Fig 1B, immunized animals presented increasing levels of specific
anti-OVA antibody responses while the levels of tolerant mice

remained low, closer to those from control, naive mice. The
formation of anti-ova antibodies of all isotypes, IgG1, IgE, IgM
and IgA in tolerant mice was inhibited (Fig. 1C-F). These data
confirm the tolerant status of the mice by previously feeding
ovalbumin. Next, we analyzed the serum levels of total (non-
specific) IgG1, IgE, IgM and IgA. Total (non-specific) IgG1 and
IgE levels in tolerant mice were lower as seen with specific anti-
bodies (Fig 2A and B). However higher levels of IgM (Fig 2C) and
similar levels of IgA (Fig 2D) were found in tolerant mice as
compared to immunized mice.

3.2. Tolerant and immunized mice present similar pattern of
lymphocyte activation after booster immunization with ovalbumin

As the best time to verify the inhibition of specific activity in
tolerant animals is after booster immunization we decided to ana-
lyze phenotype spleen lymphocyte at this time point. We exam-
ined the presence of activated lymphocyte and regulatory T cells
(Fig. 3).

Analysis of lymphocyte activation was unable to distinguish tol-
erant from immunized mice; both presented same frequency and
number of CD4+CD69+T cells (Fig. 3A and B) as well as
CD19+CD69+B cells (Fig. 3C and D). Tolerant mice showed higher
frequency of CD4+CD44hi effector T cell but absolute numbers
were similar when compared to immunized mice (Fig. 3E and F).
Interestingly, immunized and tolerant mice also displayed similar
frequency and number of regulatory T cells: CD4+CD25+CD45RB'%
(Fig. 3G and H) and CD4+CD25+LAP+T cell at this time (Fig. 31 and
]). Although no differences were found regarding the frequency of
CD4+Foxp3+T cells between groups, tolerant and immunized mice
showed elevated numbers of these cells as compared to control
mice.

We also measured the cytokines levels in cultured spleen cells
by quantitative real time polymerase chain reaction (qPCR). Immu-
nized mice had more IL-4 and IFN-y (Fig. 4B and C) and tolerant
mice presented higher levels of TGF-B (Fig. 4E). Tolerant mice pre-
sented IL-2 levels similar to those of immunized mice (Fig. 4A).
Interestingly, both immunized and tolerant mice showed similar
higher levels of IL-10 (Fig. 4D). These results indicate that in spite
of specific inhibition of lymphocyte activity, tolerant mice also
showed similar levels of global lymphocyte activity. Nevertheless
this activity has a different outcome mediated by distinctive cyto-
kine profile.

3.3. Tolerant mice displayed higher numbers of immunoglobulin
secreting cells (ISC) in spleen and bone marrow

We assessed the production of immunoglobulin-secreting cells
(ISC) in spleen (Fig. 5A-E) and bone marrow (Fig. 5F-]) of mice
after priming and booster immunization by ELISPOT. After priming
immunization, with antigen in adjuvant, tolerant and immunized
mice presented similar number of ISC either in spleen (Fig. 5A)
or bone marrow (Fig. 5F). After booster immunization, tolerant
mice have higher number of ISC both in spleen (Fig. 5B) and in
bone marrow (Fig. 5G) compared to immunized mice. Moreover
immunoglobulin class composition of these ISC differed between
tolerant and immunized mice. In the spleen, immunized mice
had more IgG-secreting ISC (Fig. 5C), while tolerant mice had more
IgA- and IgM-secreting cells (Fig 5D and E). As compared to immu-
nized mice, the bone marrow of tolerant mice had higher number
of IgG- and IgM-secreting cells (Fig. 5H and I). These results rein-
force the preceding one showing elevated serum levels of total
IgM and IgA in tolerant mice (Fig. 2C and D) and point to a high
functional activity of B cells in tolerant mice, in spite of specific
antibody inhibition.
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Fig. 1. Oral administration of ovalbumin induces inhibition of specific anti-ova antibodies in serum. (A) Tolerization protocol and experimental groups. Groups of C57BL/6
mice were administered a 1:5 solution of egg white in drinking water for three consecutive days (days —10 to —7). Seven days later, the mice were immunized i.p. with 10 pug
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F) Different letters represent statistical differences measured by ANOVA with Tukey post-test (P < 0.05).

1gG1 IgE
A 800 - B 0.5 -
b b
600 1 _ 04 T
€
- c 4
E S 0.3
5 4001 2 .
a Q 0.2
200 a ° 2
’;__‘ 0_1 o4
0 T T 0.0 r r
Control Immunized  Tolerant Control Immunized  Tolerant
C IgM ) D IgA
800 - 800 - b
600 1 a 600 - b
E a 2 T
S 404 T 5 400 -
E Ed
a
200 - 200 { ———
0 T ’ . N .
Control Immunized  Tolerant Control Immunized  Tolerant

Fig. 2. Tolerant mice showed high levels of total serum IgM and IgA. Serum levels of total IgG1 (A), IgE (B), IgM (C) and IgA (D) were assayed by Elisa 7 days after booster
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(P<0.01) measured by ANOVA with Tukey post-test.

3.4. Activated and regulatory T cells emerged with different kinetics in appearance of these cells in tolerant and immunized mice after

the spleen of orally tolerant mice priming immunization, with OVA in Al(OH);. This immunization
is known to participate in the induction of oral tolerance and has
As we failed to distinguish tolerant from immunized mice in an ideal time point following oral antigen, after which it is not pos-

their percentage of Treg or activated lymphocyte in spleen 14 days sible to cause a tolerant state. In this kinetics we included a time
after booster immunization (Fig. 3), we analyzed the kinetics of point (time 0 in graphs - Fig. 7) concerning the tolerant mice with-
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test (P < 0.05).

out parenteral immunization, 7 days after feeding. This would de-
note the effect of antigen feeding alone in lymphocyte populations
in spleen and guide us to better description of what happens to
lymphocytes after immunization. The others kinetic time points
were at days 1, 2, 4 and 7 after immunization.

Interestingly, orally tolerant mice already have higher fre-
quency (Fig. 6A) and absolute number (Fig. 6B) of CD4+CD69+T
cells in spleen compared to control, not manipulated mice, 7 days
after antigen feeding. Additionally, CD4+CD25+LAP+Treg cell num-
ber (but not frequency) were elevated in tolerant mice after feed-
ing, even before immunization (Fig. 6H). One day after
immunization these cells remained higher in tolerant mice.

CD4+Foxp3+Treg cells appeared earlier in tolerant mice, at day 2
(Fig. 61 and ]). Interestingly, we observed an increase in both regu-
latory cell types frequencies (CD4+Foxp3+and CD4+CD25+LAP+) in
immunized mice at day 4 (Fig. 6G and I). While LAP+Treg cells in-
creased similarly in tolerant and immunized mice regarding cell
frequencies (Fig. 6G), the absolute number of these cells remained
higher in tolerant mice (Fig. 6H). On the contrary, the frequencies
and cell number of CD4+Foxp3+Treg cells were higher in immu-
nized mice at the end of the kinetics (Fig 61 and J).

The kinetics of recently activated B cells (CD19+CD69+) number
did not show differences between tolerant and immunized mice.
But the frequencies of these cells augmented just after immuniza-
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Fig. 4. Cytokines profile of tolerant and immunized mice after booster immunization. Tolerant mice received oral OVA by continuous feeding for three days and immunized
mice received tap water. Seven days after both mice were i.p. immunized with 10 pg of OVA in 1 mg of Al(OH); and boostered 14 days thereafter with 10 pg of OVA in PBS.
Control mice received tap water and were sham immunized with saline. Spleen cells were cultured and stimulated with 0.1 pig/ml of anti-CD3 for 24-48 h. Total mRNA was
extracted from cell culture and submitted to qPCR to determine expression of IL-2, IL-4, IFN-v, IL-10 and TGF-p (see Section 2). Results are expressed as fold changes of mRNA
expression normalized by samples from control animals. Different letters indicate statistical differences as measured by ANOVA with Tukey post test (P < 0.05).

tion in both mice compared to control (Fig. 6C). CD4+CD44hi T cells
of tolerant mice have increased in both frequency and number just
after immunization, remaining higher than that of immunized
mice until the fourth day (Fig. 6E and F).

3.5. Orally tolerant mice presented earlier production of regulatory
cytokines and transient production of effector cytokines after priming

During the kinetics we also analyzed cytokine production
through their mRNA expression level assessed by quantitative
polymerase chain reaction (qPCR) (Fig. 7). The major differences
occurred at the end of the kinetics, when immunized animals
showed higher levels of IL-2, IL-4, IFN-y than tolerant mice
(Fig. 7A-C). Immunized and tolerant mice had similar levels of
IFN- v at day 7 (Fig. 7C). Interestingly, immunized mice also pre-
sented higher levels of IL-10 and TGF-f than tolerant mice at day
7 (Fig. 7D and E). Nonetheless, some important differences were
found in the early kinetics, between day 0 and 2, and we show
these data on separate graphs (Fig. 7F-]). Tolerant mice presented
higher levels of IL-2, IL-10 and TGF- B even before immunization,
7 days after antigen feeding (Fig. 7F-]). After immunization there
was a transient production of IFN-y in tolerant mice on the first
day (Fig. 7H) and another peak of IL-2 production at day 2
(Fig. 7F). IL-10 levels remained high in tolerant animals until sec-
ond day after immunization (Fig. 7I). At this time, the first 2 days
of kinetics, immunized mice did not show not any increase in cyto-
kine expression, indicating the protracted activation of their im-
mune system compared to tolerant mice.

4. Discussion

The vast majority of contacts of the organism with potentially
immunogenic proteins occurs in the gut with food and microbiota
antigens. Parenteral exposures to immunogens generally trigger an
increase in specific antibody production and the development of
immunological memory. These are considered to be basic elements
of anti-infectious immunity. On the other hand, the consequences
of oral exposures to immunogens are frequently described as

inhibitory of further specific responsiveness. This has been repeat-
edly described as necessary to ensure unresponsiveness to harm-
less antigens from the diet and the gut microbiota [25].

The specific suppression characteristic of “oral tolerance” has
been described in cellular and molecular detail, but little is known
about the global activities of the immune system underlying the
physiological, daily contact with dietary antigens. Herein, we show
that in spite of a reduction in specific antibody formation, tolerant
mice have high frequencies of ISC in the spleen and the bone mar-
row. Secondly, in the spleen and bone marrow of tolerant mice T
cells bearing both activated/memory and regulatory phenotypes
emerge with a kinetics different from that of non-tolerant mice.
Thus, the question we try to answer here is: how to conciliate this
increased global activity with the inhibition of specific immune
reactivity.

In tolerant mice, splenic ISC cells expressed mainly IgA and IgM
isotypes. In the bone marrow, both tolerant and immunized mice
presented IgG- and IgM-secreting ISC, but these cells were more
frequent in tolerant mice. Thus, although the number of activated
B cells is similar in tolerant and immunized mice, they differ in the
expression of Ig isotypes and the frequency of activated lympho-
cytes in systemic compartments. This phenomenon was not regis-
tered before.

IgA is a predominant isotype at mucosal sites, and an associa-
tion between oral tolerance and increased specific SIgA production
was previously suggested, implying that systemic tolerance occur-
rs alongside with local immunization [26]. However, this is not an
universal finding and secretory IgA antibodies responses have also
been reported to be both normal or suppressed in tolerant mice
[27-30]. In previous experiments from our laboratory, tolerant
mice showed suppression of specific SIgA [29]. In the experiments
reported here, we found no anti-ova SIgA after parenteral challenge
either in tolerant or immunized mice. However, tolerant mice had
lower specific serum IgA, as seen in others isotypes (Fig. 1F), but
higher total serum IgA (Fig. 2D) consistently with a higher number
of IgA-secreting cells in spleen (Fig. 5A). Production of non-specifc
serum IgA in tolerant mice is compatible with the overall effects of
oral tolerance. IgA has no inflammatory activity; it cannot fix com-
plement, nor mediate the production of inflammatory cytokines
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Fig. 5. Tolerant mice displayed higher number of immunoglobulin secreting cells (ISC) in the spleen and the bone marrow as compared to immunized mice. Tolerant mice
received oral OVA by continuous feeding for three days and immune mice received tap water. Seven days after both mice were i.p. immunized with 10 pg of OVA in 1 mg of
Al(OH)3 and boostered 14 days thereafter with 10 pg of OVA in PBS. Control mice received tap water and were sham immunized with saline. Mice were killed after priming
immunization or after booster immunization when spleen and bone marrow cells were cultured and total Ig-, IgM-, IgG- and IgA-secreting cells (ISC) were measured by
ELISPOT. ISC assayed after priming immunization (A and F) and after booster immunization (B-E - spleen, G-J - bone marrow). Bars represent values (mean +/—SEM) of each
group. Different letters indicate statistical differences as measured by ANOVA with Tukey post test (P < 0.05).



178 A.B. Castro-Junior et al./Cellular Inmunology 280 (2012) 171-181
CD4+CD69+ CD19+CD69+
B. C.
4
2 20
[
o 3 °\° I
=
x 2 10
1
Y o
0 1 2 4 7
CD4+CD44n
F #Ht# G
8 —t #it# 25

g s o 15
g 4 ) "
e 10
x [}
2 2 5
0 0 0
0 1 2 4 7 0 1 2 4 7
I 25

2.0

Fig. 6. Tolerant mice showed earlier appearance of activated and regulatory T cells after priming immunization with OVA. Mice received oral OVA (Tolerant-dashed lines) or
tap water (Immunized - solid lines) prior to immunization with OVA in Al(OH)3, after which animals were killed at several intervals (1, 2,4 and 7 days) - one group of tolerant
animals were killed before immunization (Pre-0) — and spleen cells were harvested for flow cytometry analysis. We analyzed the kinetics of appearance (percentage and cell
number) of early activated T (CD4+CD69+) and B (CD19+CD69+) cells; effector/memory CD4+CD44hi and CD4+CD25+LAP+and CD4+Foxp3+regulatory T cells. Asterisks
represent statistical differences (ANOVA) between tolerant and immunized mice at each time point *= P < 0.05; ** = P<0.01; ***= P < 0.001. Statistical differences between
distinct time points of the same treatment (tolerant or immunized) are indicated by # (4=P<0.05; #*#=P<0.01; *#=pP<0.001). Pre-immunization expansions are

highlighted by dotted line rectangles.

[31]. This would assure the assimilation of the antigen, rather than
triggering the inflammatory events which occur in immunization.

Similarly, in tolerant mice specific [gM response was lower, but
total IgM levels in serum were higher. Also after booster immuni-
zation tolerant mice had higher numbers of IgM-secreting cells
both in spleen and bone marrow. IgM has been implicated in many
physiological activities such as: clearance of apoptotic, tumor or
senescent cells; cytokine actions; inflammation and in the regula-
tion of B and T cells [32]; also, natural IgM antibodies modulate B
and T cell activation [33]. Therefore, the increased production of
IgM in spleen and bone marrow in tolerant mice may reflect
changes in the physiologic activity of cells able to buffer inflamma-
tory reactions triggered by parenteral immunization.

Our results reinforce those of Bandeira et al. (1989) on trans-
plantation allo-tolerance. In those experiments, mice were neona-
tally injected with allogeneic cells and received a skin allograft as
adults; some accepted and some rejected the allograft; higher
number of activated B and T cells were found in animals that ac-
cepted donor skin allograft [21]. These authors claimed that toler-
ance is an active phenomena and correlates with high levels of
lymphocyte activation, rather than their inhibition.

Many authors described systemic effects of oral tolerance that
go beyond the limits of gut associated lymphoid tissue. For exam-
ple, attempts to immunize tolerant animals with the tolerated
antigen has profound inhibitory effects on immune responsiveness
[34,35]. Carvalho and collaborators have shown that the injection
of tolerated antigens may block a variety of immune phenomena

such as: antibody responses [36] and DTH responses [37] to unre-
lated antigens; granuloma formation around Schistosoma mansoni
eggs trapped in the lungs [38]; lethal GvH reactions [39]; the dif-
ferentiation of eosinophils in the bone marrow [40] and inflamma-
tory reactions triggered by injection of caraggenan [41]. These facts
suggest that lymphocytes with regulatory properties, which are
activated in mucosa, permeate the body and mediate anti-inflam-
matory influences when exposed to the specific antigen.

Many subsets of regulatory T cells have been involved in oral
tolerance: IL-10-producing Tr1 cells, TGF-p producing CD4+CD25+
LAP+T cell and naturally arising Treg CD4+CD25+Foxp3+[42]. In the
present work, tolerant mice showed higher expression of TGF- but
equal expression of IL-10, as compared to immunized mice. Inter-
estingly, tolerant mice showed a high expression of IL-2 indicating
a significant lymphocyte activation rates after booster immuniza-
tion. This activation was qualitatively different from that of immu-
nized mice, as tolerant animals did not express IL-4 and IFN-y at
this time.

Antigen specific Tregs cells are observed in Peyer’s patches and
mesenteric lymph nodes of the gut 48 h after oral administration of
antigen [43]. Additionally, antigen presenting cells (APC) that trig-
ger this tolerogenic response exist constitutively in the GALT and
can migrate to mesenteric lymph nodes in a CCR7-dependent man-
ner and distal lymph nodes, such as inguinal lymph nodes, are iso-
lated from this tolerogenic process [20]. The systemic effects of
oral tolerance seems to depend on the mobility of antigen specific
T cells that circulate the body after being activated in GALT by die-
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tary antigens [44]. Nevertheless, priming with the antigen in adju-
vant reinforces maintenance of oral tolerance [45,29].

To examine systemic influences during oral tolerance induction
we analyzed the kinetics of appearance of activated and regulatory
lymphocytes in the spleen just after priming immunization and
compared with the activated and regulatory profile in mice 7 days
after antigen feeding. Surprisingly, tolerant mice showed aug-
mented number and frequencies of CD4+CD69+T cells after feeding
(Fig. 6A and B) but after immunization the kinetic of these cells
was similar in tolerant and immunized mice. This indicates that
antigen feeding by itself, triggered their activation. However, pri-
mary immunization could not change the kinetics of
CD4+CD69+lymphocyte frequency in tolerant and immunized
mice. The immunization also induced similar degrees of expansion
of CD19+CD69+ activated B cells frequencies in tolerant and immu-
nized mice one day after immunization (Fig. 6C). However, no dif-
ferences were seen in cell number kinetics (Fig. 6D).

Two additional differences in the kinetics of tolerant and immu-
nized mice were noted. The first is the rapid appearance of
activated/memory CD4+CD44hi T cells of tolerant mice that re-
mained elevated until day 4 after immunization (Fig. 7E and F).
The second was the prompt expansion of regulatory T cells in tol-
erant mice soon after priming immunization. Importantly, regula-
tory CD4+T cells expressing LAP had already elevated numbers one
week after feeding, remaining higher one day after immunization.
CD4+Foxp3+Treg cells expanded after the second day in tolerant
mice (Fig 7G-J). Additionally, immunized mice presented an de-
layed expansion of CD4+Foxp3+Treg cells, reaching a higher fre-
quency and cell number at day 7. The LAP+ cells population also
expanded in immunized mice but never exceeded that from toler-
ant animals (Fig. 7G and H).

The rapid development of regulatory T cells in tolerant mice
might be related to their preceding activation by the previous oral
exposure to the antigen. This exposure activates gut lymphocytes,
which then migrate systemically, altering further interactions with
the antigen. In a mouse model of asthma using a transgenic mouse
containing only one clone of CD4 T cells and one clone of B cells in
a RAG—/- background, Mucida and coworkers also described an
early expansion of Treg (CD4+CD25+CD45RBlow) in mesenteric
lymph nodes of tolerant mice 4 days after parenteral immunization
[45]. In our study, we observed an expansion of CD4+CD25+
Foxp3+T cells in the spleen of tolerant C57BL/6 mice two days after
parenteral immunization. We also observed augmented Treg levels
in immunized mice, but this occurred later. Tolerant mice pre-
sented increased levels of IL-2, IL-10 and TGF-B even before prim-
ing immunization (Fig. 7F-]) and another peak of IL-2 production
two days after immunization. This might be related to the rapid
induction of regulatory T cells in these animals. Additionally,
tolerant mice showed a transient production of IFN-y soon after
priming but its expression is downregulated after booster
immunization.

In summary, a reduction in specific reactivity is the hallmark of
tolerance, but few studies were concerned with what happens con-
comitantly with the non-specific “global” activity during tolerance
induction. Herein, we show that tolerant mice have heightened
lymphocyte activity, quantitatively similar to immunized mice,
concomitantly with specific lymphocyte inhibition, and that there
were also qualitative and temporal differences. Qualitatively, toler-
ant mice displayed widespread activation of B lymphocytes in sys-
temic compartments, with more IgM and IgA-secreting cells in
spleen and IgM and IgG-secreting cells in bone marrow, while
IgG was more frequent in immunized mice. Temporally, tolerant
mice showed an earlier expansion of regulatory T cells and a rapid
reactivation of lymphocytes, as indicated by higher number of T
cells with activated/memory phenotype, reaffirmed by the earlier
and transient production of regulatory (IL-10, TGF-B) and effector

(IL-2, IFN-7y) cytokines. Nonetheless, immunized animals also pre-
sented regulatory T cells (CD4+Foxp3+and CD4+LAP+) and regula-
tory cytokines (TGF-B and IL-10), but their protracted development
might explain their inability to prevent the inflammatory outcome.

The true nature and function of regulatory T cells is still open to
discussion, and few studies have considered the role they could
play in global immunological activity. Regulatory T cells might pro-
mote a more distributed lymphocyte activation in parallel with its
known suppressive action on specific immunity. In support to this
assumption, Winstead and colleagues recently demonstrated the
role of regulatory T cells in driving clonal diversity of T cells during
reconstitution from lymphopenia [46]. In this sense, oral tolerance
(and other forms of tolerance) may be seen as a physiological non-
inflammatory activity that induces specific unresponsiveness by
privileging systemic activation of lymphocytes.
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Supplementary data 1. Gating strategy for cytometry experiments. Spleen cells were harvested and submitted
to flow cytometry analysis. The lymphocytes population was gated on the basis of relative size (forward light
scatter) and granularity (side angle scatter). Depending on the antibodies pool cells were sequentially gated by
individual staining (eg.CD4+ and CD69+) or by double staining (eg. CD4+CD25+) followed by single staining
(eg. LAP+). The gating definition was based on fluorescence minus one (FMO) controls where cells are stained
with all antibodies excluding the one of the interest for gating [47].
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Supplementary data 2. Dot plots from results of Fig. 3. Mice received either OVA (tolerant) or tap water
(immunized and control) seven days before priming immunization. Mice received a booster immunization 14
days after. Seven days after booster immunization mice were killed and their spleen were collected for
phenotypical analysis of lymphocytes by flow cytometry. Control mice were sham immunized with saline. Cells
were stained for CD4+CD69+ Tcells; CD19+CD69+ B cells; CD4+CD44hi T cells; CD4+CD25+CD45RBlow
Treg cells; CD4+CD25+LAP+ Treg cells; CD4+Foxp3+ Treg
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Supplementary data 3. Dot plots from results of Fig. 7. Mice received oral OVA (Tolerant) or tap water
(Immunized) prior to immunization with OVA in Al(OH);, after which animals were killed at several intervals (1, 2,
4 and 7 days) — one group of tolerant animals were killed before immunization (Pre-0) — and spleen cells were
harvested for flow cytometry analysis. The lymphocytes population was gated on the basis of relative size
(forward light scatter) and granularity (side angle scatter). (A) CD4+CD69+ gated on CD4+ lymphocytes; (B)
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