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Resumo e Abstract

Resumo

Neste trabalho, estudamos a influéncia da administracdo de uma dieta livre de
proteinas na inducdo de alergia alimentar e tolerancia oral em camundongos BALB/c. O
modelo utilizado foi o de camundongos mantidos, desde o desmame até a vida adulta, em
uma dieta balanceada (dieta Aa) que contém aminoacidos em substituicdo a proteinas
inteiras. Como ja havia sido descrito anteriormente em nosso laboratério para camundongos
C57BL/6, camundongos BALB/c mantidos nessa dieta Aa apresentaram um sistema imune
imaturo, semelhante ao encontrado em animais neonatos ou isentos de germe (germ-free).
A auséncia das proteinas na dieta ndo impediu o desenvolvimento de alergia alimentar a
ovalbumina (OVA) nesses animais. No entanto, os camundongos do grupo Aa produziram
niveis mais baixos de IgE e IgA secretoria anti-OVA, de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y),
maior consumo de racédo e de solu¢do contendo OVA durante os dias de inducéo de alergia.
Além disto, quando comparados com o0s animais do grupo controle, os camundongos do
grupo Aa apresentaram uma menor perda de peso relacionada ao fenbmeno de averséo ao
alérgeno OVA durante a inducdo de alergia alimentar. Os animais imaturos que n&o
ingeriram proteinas foram capazes de desenvolver tolerancia, mas a eficiéncia dessa
inducdo foi reduzida. Um dia de gavagem néo foi suficiente para diminuir os titulos de Ig
total e 1IgG1 no grupo Aa quando comparados ao seu grupo imune. Esses resultados
indicam que a auséncia de proteinas integras da dieta influencia tanto na atividade
inflamatoéria quanto na atividade imunorreguladora provavelmente devido ao estado de

imaturidade que ela provoca nos animais.
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Resumo e Abstract

Abstract

In this study, we investigated the role of administrating a protein-free diet in the
induction of food allergy and oral tolerance in BALB/c mice. The experimental model used
was mice fed, since weaning up to adulthood, a balanced diet in which all proteins where
replaced by amino acids (Aa diet). As previously described by our group in C57BL/6 mice,
BALB/c mice fed Aa diet had an immature immune system that was similar to the one found
in neonates and germ-free mice. Protein absence in the diet did not prevent the development
of food allergy to ovalbumin (OVA) in these animals. However, Aa-fed mice produced lower
levels of IgE, secretory IgA, cytokines (IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y), higher consumption of OVA-
containing during the period of food allergy induction. In addition, when compared to mice
from control group, Aa-fed mice had lower weight loss related to the aversion phenomenon
during food allergy. Immature mice that did not have protein in their diets could be rendered
tolerant but they were less susceptible to oral tolerance induction. One single gavage was
not enough to suppress specific Ig and IgG1 in the Aa-fed group although it was efficient to
induce suppression for the control group of mice. Our results indicate that the absence of
protein in the diet alters both inflammatory and regulatory immune reactivity in mice probably

due to the immature status that they induce.
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Introducao

2.1 O sistema imune associado a mucosa intestinal

As mucosas representam a maior via natural de intersecédo do organismo com 0 meio
ambiente. Essa imensa superficie € banhada cotidianamente por um grande aporte de
antigenos da microbiota e da dieta. (Brandtzaeg, 1998). Em condicdes fisiolégicas, a maioria
dos antigenos exdgenos tem acesso ao organismo através dessas superficies. Somente a
mucosa intestinal apresenta uma area 100 vezes maior que a area da pele (Moog,1981).
Calcula-se que um ser humano adulto entre em contato com aproximadamente 30 kg de
proteinas por ano pela via do trato gastrointestinal (Mestecky, 1987) e abriga uma
extraordinaria densidade de 10 microorganismos, com aproximadamente 500 a 1000
espécies (Sonnenburg, Angenent, et al, 2004). Esse grande aporte antigénico resulta em
uma distribuicdo estratégica de células envolvidas na captura, processamento e
apresentacdo de antigenos, producdo de anticorpos e secrecdo de citocinas (Novak,
Haberstok, et al, 2008).

O tecido linféide associado ao intestino (GALT) pode ser dividido em dois
compartimentos funcionais: GALT organizado ou locais indutores e GALT difuso ou locais
efetores (Mowat, 2003). Nos locais indutores, ocorrem a captura do antigeno diretamente do
limen intestinal, o processamento, a apresentacdo e consequentemente a ativagdo de
células T e B naive. No tecido linféide organizado encontram-se as placas de Peyer, os
foliculos linféides isolados bem como linfonodos locais drenantes. J& os locais efetores sao
representados pelas populacdes linféides entre as células epiteliais — linfocitos intraepiteliais
(IEL) e células da lamina propria intestinal, onde células efetoras como as células T
contribuem para a diferenciacdo de células B IgA+ em plasmécitos secretores de

imunoglobulina A (IgA) (Figura 1) (Brandtzaeg e Pabst, 2004).
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GALT difuso - locais efetores

Linfocito
intraepitelial

GALT organizado - locais indutores

Celula epitelial .
e Célula M

Dominio :
subepitelial £ P

Lumen
intestinal

e\ & g T8 SR U N L | [Foliculo|
= e ) A ' | [

| e = Placa de —o - — __\\ Regido
: = £ ; interfolicular

Vaso linfatico ——
Lamina drenante =Cripta =
propria A 7 = =

Vaso ' e e
linfatico %
eferente

Linfonodo
Mesentérico

Figura 1: Representacdo dos elementos formadores do GALT.

GALT organizado, inducdo da resposta imune (placas de Peyer, linfonodos mesentéricos), e
GALT difuso, local efetor (linfécitos intraepiteliais e células da lamina prépria). Tanto as
placas de Peyer quanto os vilos da lamina prépria sdo drenados por vasos linfaticos que
chegam ao linfonodo mesentérico. GALT-tecido linféide associado ao intestino. Adaptada de
(Mowat, 2003).

Em geral, os vilos intestinais sédo especializados na digestdo e absorcdo dos
nutrientes, sdo formados por enterdcitos absortivos, células secretoras de muco (células
caliciformes) e células enteroendocrinas. Em contraste, o epitélio associado ao foliculo
(FAE) que recobre as placas de Peyer e os foliculos linfoides isolados € totalmente
diferenciado e apresenta células especializadas que transportam sem processar 0S
antigenos capturados no lumen diretamente para células localizadas nos tecidos
organizados como as placas de Peyer (Neutra, Mantis, et al, 2001). As placas de Peyer sdo
encontradas na submucosa ao longo de todo o intestino delgado. Elas sdo formadas por
agregados linféides e séo separadas do lumen intestinal pelo FAE. O FAE abrange células
epiteliais colunares, células membranosas ou células M, IELs e pouca ou nenhuma célula

secretora de muco ou célula caliciforme (Newberry e Lorenz, 2005 / Kraehenbuhl e Neutra,

2000).
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As células epiteliais colunares do FAE apresentam uma fina camada de glicocélice e
expressao reduzida de hidrolases envolvidas no processo de digestdo. A producgédo de muco,
defensinas e lisozimas também séo reduzidas nesse epitélio. As células do FAE nao
apresentam receptores poliméricos de Ig sendo, portanto, incapazes de transportar IgA para
o lumen intestinal (Owen, 1999). Todas essas caracteristicas tendem a facilitar o contado de
antigenos intactos e microorganismos com a superficie do FAE. A caracteristica mais
marcante do FAE é a presenca das células M, que sdo células epiteliais especiais,
apresentando microvilosidades pouco desenvolvidas, reduzida capacidade enzimética e
uma fina camada de glicocdlice. Essas particularidades, combinadas com um citoesqueleto
Unico e uma pronunciada capacidade de formar vesiculas endociticas, facilitam o transporte
de microorganismos inteiros e antigenos sollveis do limen para o interior da placa de
Peyer. (Corr, Gahan, et al, 2008). Abaixo do FAE, existe uma regido difusa chamada de
dominio subepitelial e formada principalmente por células dendriticas (DCs), que podem
capturar antigenos do limen através de extensGes da membrana entre as células epiteliais
(Burks, Laubach, et al, 2008 / Rescigno, Urbano, et al, 2001). Os proprios enterdcitos sao
capazes de capturar antigenos solluveis, processa-los e apresentd-los as células T
(Kunisawa e Kiyono, 2005). As placas de Peyer apresentam numerosos foliculos compostos
de linfocitos B IgM* que sdo precursores de plasmécitos secretores, principalmente de IgA.
Linfécitos T, especialmente T helper (Th), DCs e macréfagos estdo presentes nas regides
interfoliculares (Figura 1). Diferentemente de outros 6rgdos linféides, as placas de Peyer
apresentam somente vasos linfaticos eferentes e recebem antigenos através do epitélio e
nao pela circulacdo sistémica (Mowat, 2003).

Como o préprio nome indica, os IELs residem entre a superficie basolateral das
células epiteliais intestinais (IEC). Considerando a imensa superficie da mucosa intestinal
humana (~400m? e a proporcdo de IEL (1 a cada 4-9 células epiteliais), os IELs
representam uma populacdo de células imune abundante e constituem uma das principais
populacBes de células T do intestino delgado (Kunisawa e Kiyono, 2005). Os IELs diferem

em seu fenoétipo e fungdes de outras células T do sistema imune e podem ser subdivididos
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em duas populac¢des principais baseadas no receptor de células T (TCR) e o tipo de co-
receptor que eles expressam (Hayday, Theodoridis, et al, 2001). IELs podem expressar
TCRaB com a molécula CD4 ou CD8aB como co-receptores ou apresentarem TCRaf3 ou
TCRyd com co-receptores ndo convencionais. Enquanto a maioria das células T CD8
circulantes e presentes em outros 6rgdos linféides expressam a molécula CD8 composta do
heterodimero af, as populagdes de IEL sdo mais complexas. Em camundongos, cerca de
50% dos IELs com TCRaf expressam a molécula CD8 como homodimero aa (Shires,
Theodoridis, et al, 2001). Linfécitos T com TCR yd também representam uma fragéo
substancial dos linfécitos T ndo convencionais presentes no epitélio intestinal (Saurer e
Mueller, 2009). TCRyd de camundongos infectados e ndo infectados parecem estar
continuamente ativados; eles expressam altos niveis de genes envolvidos em fungbes
citotoxicas, incluindo granzima A e B e Fas ligante (Faher, Konigshofer, et al, 2001). A
populacdo de IEL pode participar de respostas imunes inflamatoérias e também no processo
de inducéo de tolerancia oral. Através de estimulos, os IELs podem sintetizar citocinas como
interleucinas (IL) IL-2, IL-13, IL-6, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-0), quimiocinas como as linfotaxinas e também fator de crescimento para
gueratindcitos, importante para a renovacao epitelial e reparo a danos teciduais (Kunisawa,
Takahashi, et al, 2007 / Cheroutre, 2004). Os IELs também liberam citocinas anti-
inflamatérias e reguladoras como o fator de crescimento transformante beta (TGF-f) e IL-10,
tendo um papel chave na manutencdo da homeostase intestinal (Saurer, Seibold, et al,
2004). Muitas moléculas de interacdo, tais como aE integrina e E-caderina, sdo expressas
entre IELs e IECs respectivamente. Essas interagcdes cumprem um papel importante na
retencdo de IELs no epitélio intestinal e na manutencgéo da integridade da camada epitelial
(Cepek, Shaw, et al, 1994).

A lamina prépria é o local entre o epitélio e a camada muscular da mucosa, contém
plasmacitos secretores, linfocitos T ativos além de outros tipos celulares como macréfagos e
DCs (Lefrancois e Puddington, 2006). A principal caracteristica que diferencia os linfécitos

da lamina propria daqueles encontrados nos outros 6rgdos é a presen¢a marcante de um
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fenotipo de ativagdo. Esse local apresenta uma alta frequéncia de células expressando o
receptor de IL-2 e alta producéo de citocinas (Uhlig e Powrie, 2005).

As duas populacbes efetoras da mucosa, IELs e linfocitos da lamina propria estao
sobre forte influéncia das proteinas da dieta e da microbiota (Smith e Nagler-Anderson,
2005). Assim, compartimentos especializados parecem facilitar o contato do sistema imune
com esses antigenos exdgenos e fornece um meio favoravel para a sinaliza¢éo e a indugéo
de diferentes mecanismos imunes.

O linfonodo mesentérico (LnM) faz parte do GALT organizado e esta localizado no
mesentérico intestinal. O LnM é dividido em trés regibes com diferentes composicdes
celulares: cortex, paracortex e medula. O cértex apresenta foliculos ricos em linfocitos T e
DCs. O paracértex é caracterizado por altas propor¢des de células T e DCs. J4 a medula, a
regido mais profunda do linfonodo, é composta de linfocitos T e B e de linfécitos secretores
(Figura 2) (Crivelalto, Vacca, et al, 2004). Células T naive circulantes, por exemplo, chegam
ao linfonodo através de vénulas pés-capilares chamadas de vénulas endoteliais altas, e a
entrada desses linfocitos T para a regido paracortical € guiada por quimiocinas produzidas
por células epiteliais, estromais e DCs. No cortex, as DCs residentes capturam e processam
0s antigenos que chegam ao linfonodo. DCs maduras também migram para o paracortex e
apresentam os antigenos a células Th naive ou células T citotoxicas (Tc). Células T efetoras
sdo geradas e a resposta imune adaptativa se inicia. Enquanto os linfécitos efetores ou
reguladores deixam o linfonodo e migram para outros tecidos, algumas células Th
permanecem como células de memoéria ou movem-se para 0S centros germinativos para
promover a diferenciacao final de linfécitos B em plasmocitos secretores de imunoglobulinas

(Crivelalto, Vacca, et al, 2004).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura ge  ral do linfonodo.

C: cortex; P: paracortex; M: medula. A linfa entra no linfonodo por multiplos vasos aferentes
e sai por um unico vaso eferente. O cértex é em grande parte ocupado por foliculos linféides
primérios ou secundarios ricos em células B. A regido interposta paracortical representa
uma éarea rica em células T. As setas amarelas indicam a dire¢cdo do fluxo linfatico e as
setas verdes e azuis indicam a migracdo de células B e T para compartimentos especificos.
Adaptada de (Crivelalto, Vacca, et al, 2004).

2.1.1 Atividades imunoldgicas induzidas na mucosa i ntestinal

Antigenos provenientes das células M séo capturados por células apresentadoras de
antigenos profissionais (APCs) adjacentes, localizadas dentro do dominio das placas de
Peyer. APCs ativadas podem interagir com os linfocitos T interfoliculares ou migrar para o
LnM via vasos linfaticos. Linfécitos T ativados podem se diferenciar em subpopulacdes
distintas de acordo com o perfil de citocinas secretadas (Figura 3) (Ramiro-Puig, Perez-
Cano, et al, 2008).

Estudos recentes tém também demonstrado uma reciprocidade entre o
desenvolvimento de células T reguladoras (Tregs) e células T efetoras. Células T CD4" se
diferenciam em Tregs na presenca de TGF-B e acido retindico ou em células Thl7 na

presenca de TGF-B e IL-6. Assim, TGF- 3 tem um efeito paradoxal na mucosa sendo capaz

21



Introducao

de induzir distintas sub-populagdes de células T com atividades imunolégicas opostas
(Zhou, Chong, et al, 2009 / Veldhoen e Stockinger, 2006).

Algumas citocinas como IL-4, IL-5 e TGF-f induzem a sintese de IgA pelos linfécitos
B das placas de Peyer. Esses linfécitos B, precursores de plasmadcitos, migram para o LnM
onde ocorrem a maturacao e a expansao clonal, chegam a circulagdo sanguinea pelo ducto
toracico e finalmente migram para os tecidos efetores como a lamina propria intestinal, onde
exercerdo suas funcbes (Mowat, 2003).

H& alguns anos demonstrou-se que linfécitos B podem ser ativados e induzidos a
trocar de isotipos para IgA tanto nas placas de Peyer quanto na lamina propria do intestino.
Aparentemente esses linfécitos B pertencem a populacédo de células B1 e sdo capazes de
iniciar a troca de isotipos e a diferenciacdo em plasmacitos produtores de IgA sem o auxilio
de linfécitos T. Aproximadamente 50% da IgA secretéria encontrada no muco intestinal sdo
produzidas por esses linfocitos B (Fagarasan, Kinoshita, et al. 2001).

Os linfocitos B que foram ativados nas placas de Peyer e LnM chegam a lamina
prépria intestinal e finalizam sua maturacdo até plasmaocitos secretores principalmente de
IgA. A IgA secretoria (IgAS), além de ser resistente a protedlise, ndo desencadeia respostas
imunes inflamatérias, sendo considerada um elemento ideal de protecdo da mucosa
intestinal (Woof e Mestecky, 2005). No lumen intestinal, a IgAS pode neutralizar patdgenos e

também toxinas (Macpherson, McCoy, et al, 2008).

IFNy IL-4 IL-7 IL-10 TGF-p
IL-2 IL-5 IL-6
LT IL-13
\ J L J
~ g
Linfécitos T efetores Linfocitos T reguladores

Figura 3: Classificacao de linfécitos T  helper ativados.
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O reconhecimento do antigeno e citocinas especificas determinam a diferenciagdo dos
linfécitos T em subpopulages efetoras e reguladoras. Adaptada de (Ramiro-Puig, Perez-
Cano, et al, 2008).

2-2 Antigenos naturais: microbiota e antigenos dad ieta

O desenvolvimento e a maturacdo do sistema imune sdo diretamente influenciados
pela dieta e pela colonizacao bacteriana. Além de facilitar a digestdo de alguns alimentos e
proteger a mucosa intestinal contra microorganismos patogénicos (Guarner e Malagelada,
2003 / Hooper e Gordon, 2001 / Turnbaugh, Ley, et al, 2007), a microbiota também auxilia
no desenvolvimento de estruturas do GALT. As placas de Peyer desenvolvem-se durante a
embriogénese, enquanto outros tecidos linféides como os foliculos linféides isolados
presentes nas regides distais do intestino delgado, onde a microbiota € mais proeminente,
sdo dependentes da colonizacdo bacteriana apds o nascimento para se desenvolverem
(Suzuki e Fagarasan, 2008). Uma das atividades importantes imune locais que também
acompanha a colonizagdo bacteriana € a producdo de IgA (Macpherson, McCoy, et al,
2008). Camundongos incapazes de realizar hipermutacdo somatica e consequente troca de
isotipo, sdo incapazes de produzir IgA (Fagarasan, Muramatsu, et al, 2002). Como
conseqgliéncia, esses camundongos apresentam 100 vezes mais bactérias e um aumento
exacerbado do numero de foliculos linféides isolados. Animais isentos de germes (germ-
free) apresentam foliculos linféides isolados imaturos (Hamada, Hiroi, et al, 2002), placas de
Peyer em menor tamanho e sem centros germinativos. A lamina prépria desses animais
apresenta frequéncia reduzida de plasmécitos secretores de IgA e de células T CD4 e o
namero de IELs também estdo diminuidos. A reconstituicdo da microbiota desses animais é
suficiente para restaurar o tecido linféide associado & mucosa (Macpherson e Harris, 2004).
Nesses animais isentos de germes, a susceptibilidade a tolerancia oral (que sera discutida
em seguida) também é reduzida (Moreau e Gaboriau-Routhiau, 1996).

Outra fonte importante de estimulacdo antigénica da mucosa intestinal sdo as
proteinas da dieta. Ja foi relatado que a maioria dos antigenos que entra em forma de

alimentos é absorvida no intestino delgado. Quando um antigeno protéico € ingerido, o
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mesmo € clivado por enzimas digestivas no estdmago e intestino delgado. Alguns
antigenos, no entanto, escapam dessa digestdo ou séo parcialmente degradados e podem
ser absorvidos intactos (Wakabayashi, Kumagai, et al, 2006). Eles chegam as placas de
Peyer via células M, sendo capturados, processados e apresentados a linfocitos T por APCs
presentes nesses aglomerados linféides. Uma parte pode ainda aparecer na forma intacta
horas mais tarde na circulagéo (Neutra, Frey, et al, 1996).

Assim, embora o papel estimulador da microbiota no tecido linféide da mucosa
intestinal ja tenha sido mais explorado, nosso grupo demonstrou ha alguns anos que a
influéncia das interacdes com a dieta seja de igual importancia na formacdo do GALT e na
maturacdo do sistema imune. Para abordar essa questdo, foi desenvolvido em nosso
laboratério um modelo de camundongos C57BL/6 convencionais (com microbiota normal)
alimentados exclusivamente com uma dieta experimental balanceada, mas livre de
proteinas, na tentativa de diminuir a0 maximo o contato antigénico via dieta (Menezes,
Mucida, et al, 2003). Nesse estudo, a caseina foi utilizada como Unica fonte de proteina na
dieta controle (dieta Cas), e seus aminoacidos como fonte de nitrogénio na dieta
experimental balanceada (dieta Aa). Foram estudados os efeitos dessa dieta experimental
na atividade imunoldgica sistémica assim como na formacdo do GALT. Outros estudos
anteriores ja abordaram os efeitos imunobiologicos das proteinas da dieta (Satter, Sakai, et
al, 2002). Entretanto, como 0s animais eram submetidos a dietas com baixas quantidades
de proteinas, eles apresentavam um estado de subnutricdo protéica. Nesse caso, os efeitos
da diminui¢do das interag6es com as proteinas poderiam estar mascarados pela subnutricdo
ou desnutricdo. Em nosso modelo, os animais alimentados com dieta teste Aa (dieta padrdo
sem proteinas, com 15% de amino&cidos) ndo sofreram perdas no que diz respeito ao
estado nutricional em relacdo aos animais alimentados com a dieta controle (Cas) ou com a
racdo comercial, em varios parametros analisados: peso, higidez, contagem de heméacias e
dosagem de albumina e proteinas totais séricas (Menezes, Mucida, et al, 2003). No entanto,
alteracBes importantes tanto locais como sistémicas foram identificadas. Foi observada uma

reducdo nos niveis de IgAS presente no muco intestinal e nos niveis séricos de IgG e IgA,
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sugerindo um efeito direto dos antigenos da dieta no desenvolvimento do sistema imune,
como o descrito em relacdo aos antigenos da microbiota. Além disso, foi observada, nos
animais mantidos na dieta isenta de proteinas (Aa), uma diminuicdo na frequéncia de
linfécitos T e B em varios sitios linféides e um padrdo de citocinas tipico de neonatos
(producdo de altos niveis de IL-4, IL-10 e baixos niveis de IFN-y frente a estimulagdo com o
mitégeno concanavalina A) (Menezes, Mucida, et al, 2003). E importante ressaltar que, em
um trabalho posterior, foi também demonstrado que essa deficiéncia imune nao era
irreversivel e a introdugédo de uma dieta contendo 10% de proteinas por trés dias restaurava
a producdo de imunoglobulinas desses animais alimentados com a dieta de Aa (Amaral,
Foschetti, et al, 2006).

Esses estudos indicam que as interagfes entre GALT e a microbiota e as proteinas
da dieta sdo relevantes para a maturacdo do sistema imune. Na auséncia dessas
interacdes, o sistema imune dos animais apresenta semelhangcas com animais neonatos. O
GALT, por ser constantemente exposto a uma grande variedade de antigenos e apresentar
em estado permanente de ativacdo, apresenta uma estrutura Unica que permite desenvolver

atividades imunes apropriadas, sejam elas inflamatorias ou reguladoras.

2.3 Tolerancia oral

Embora exposta a essa ampla variedade antigénica representada pelas proteinas da
dieta e pela microbiota, a mucosa intestinal apresenta um ambiente naturalmente anti-
inflamatério. Assim, o resultado mais comum do contato do tecido linféide associado a
mucosa intestinal com os antigenos que entram pela via oral € a supressao da reatividade
imunoldgica inflamatéria a esses antigenos. Esse fendmeno, descrito pela primeira vez no
inicio do século XX, foi chamado de tolerancia oral em analogia a tolerancia natural que o
organismo desenvolve aos autocomponentes (Mowat, 1999 / Strobel e Mowat, 1998, Faria e
Weiner, 2005). A tolerancia aos antigenos da dieta ndo € dependente da habilidade do
sistema digestivo em quebrar os componentes da dieta, mantendo-os “invisiveis” ao sistema

imune. Ao invés disso, esses antigenos sdo ativamente apresentados e processados pelo
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GALT e utilizados para ativar mecanismos supressores da reatividade imune inflamatdria.
Assim, somos imunologicamente tolerantes a todos os antigenos que ingerimos assim como
a nossa microbiota. (Tsuji e Kosaka, 2008).

A toleréncia oral tem sido classicamente definida como uma diminuicdo da
reatividade humoral e/ou celular apds imunizagdo com um antigeno que foi previamente
administrado por via oral (Mowat, 1999 / Faria e Weiner, 2005 / Smith e Nagler-Anderson,
2005).

Uma vez que a tolerancia oral tenha sido induzida, varios aspectos da reatividade
imune antigeno especifica Thl e Th2 sdo suprimidos: producédo de imunoglobulinas (Ig) das
classes como IgE, IgM, IgG e IgA (Vaz, Maia, et al, 1977 / Ngan e Kind, 1978 / Afuwape,
Turner, et al, 2004; Mucida, Kutchukhidze, et al, 2005) reacdo de hipersensibilidade tardia
(Mowat, Strobel, et al, 1982) e producdo de varias citocinas (Weiner, 1994 / Afuwape,
Turner, et al, 2004).

Existe uma hierarquia na inibicdo de respostas imunes apdés a inducao de tolerancia
oral. Reag¢des de hipersensibilidade tardia e inflamagcdo dependente de Thl sdo mais
facilmente suprimidas pela exposicdo aos antigenos por via oral do que anticorpos
dependentes de Th2. Geralmente, a inibicAo da resposta imune Th2 requer maior
guantidade de antigenos (Kay e Ferguson, 1989 / Mowat, Steel, et al, 1996 / Faria, Ficker, et
al, 1998 / Faria, Maron, et al, 2003). Uma excecao é a formacao de IgE dependente de IL-4,
que é altamente suscetivel a inducdo de tolerancia oral (Hanson, Vaz, et al, 1979 /
Saklayen, Pesce, et al, 1984).

A natureza do antigeno, a dose e sua frequéncia de administracdo influenciam a
inducdo da tolerancia oral. Antigenos totalmente digeridos sdo menos capazes de induzir
tolerancia (Strobel e Mowat, 1998). Em geral, uma Unica administracédo oral de antigeno em
alta concentracdo é suficiente para a inducdo de tolerdncia oral em camundongos de
linhagens suscetiveis, mas linhagens menos suscetiveis requerem a administracdo de
mdultiplas doses de antigeno em dias consecutivos. Além da frequéncia da administracédo

antigénica pela via oral, a forma pela qual o antigeno alcan¢a a mucosa intestinal parece ser
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muito importante na inducéo de tolerancia oral. Dados do nosso laboratério mostram que a
forma mais eficaz de induzir o fenémeno € a administracdo continua do antigeno diluido na
agua da mamadeira dos animais. Antigenos administrados dessa forma foram capazes de
induzir tolerancia oral em vérias linhagens de camundongos em idades variadas.
Camundongos idosos, normalmente refratarios a inducdo de tolerancia oral pela
administracdo do antigeno em dose Unica se tornam tolerantes quando tratados com a
mesma dose de antigeno por administracdo continua (ingestédo voluntéaria) (Faria, Garcia, et
al, 1993 / Faria, Maron, et al, 2003).

Varios estudos sugerem que o mecanismo responsavel pela inducdo de tolerancia
oral depende do protocolo utilizado (Faria e Weiner, 2005). Altas doses dos antigenos
(aproximadamente > 0,5mg/g de peso do animal) administradas oralmente favorecem a
tolerdncia oral por induzirem inativacdo de células T especificas. Essas células T
reconhecem o antigeno apresentado por APCs com a expressdo de baixos niveis de
moléculas co-estimulatérias, que ativa preferencialmente CTLA-4 (antigeno-4 do linfécito T
citotoxico) (Weiner, 1994). Ao neutralizar CTLA-4 in vivo, Fowler e Powrie mostraram que a
tolerancia oral foi prejudicada, sugerindo que a expressdo de CTLA-4 pelas células T
antigeno especificas € um dos mecanismos de supressdo da reatividade efetora dessas
células. Tanto baixas doses (aproximadamente < 0,1mg/g de peso do animal) administradas
oralmente como altas doses podem induzir células T reguladoras (Tregs) que medeiam o
efeito supressor pela secre¢do de citocinas como TGF-3 e IL-10 ou pelo contato celular,
possivelmente envolvendo moléculas de superficie como TGF- e CTLA-4. (Smith e Nagler-
Anderson, 2005 / Faria e Weiner, 2005 / Mowat, Parker, et al, 2004 / Fowler e Powrie, 2002).

A imaturidade imunoldgica e a microbiota também podem influenciar a tolerancia
oral. Strobel e colaboradores demonstraram que camundongos susceptiveis a inducéo de
toler&ncia por via oral, quando tratados com Ovalbumina (OVA) nas primeiras 48 horas de
vida, ndo desenvolveram o estado de tolerancia, apresentando altos niveis de anticorpos
especificos anti-OVA. Segundo esses autores, a inducao de tolerancia oral ocorreria apenas

apos a segunda semana de vida. A suscetibilidade & inducdo de toleréncia por via oral
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surgiria, assim, por volta do 17° dia apds o nascimento, posterior a organizacdo do tecido
linféide da mucosa intestinal; principalmente das placas de Peyer e a migracdo dos linfécitos
para o intestino (Strobel e Ferguson, 1984). A microbiota intestinal, além de ser um
importante fator relacionado a formacdo de estruturas do GALT, também participa na
manutencdo da tolerancia oral. A duracdo da supressao da resposta de IgG anti-OVA é
reduzida em animais isentos de germes (Moreau e Gaboriau-Routhiau, 1996). A reducéo da
microbiota ou a falta de sinalizacdo via TLR-4 (Toll like receptor-4) também prejudica a
producédo de IL-10 por células T reguladoras presentes no LnM, predispondo esses animais
a alergia alimentar (Prioult e Nagler-Anderson, 2005 / Bashir, Louie, et al, 2004).

Devido a sua insuperavel capacidade de capturar e apresentar antigenos, as DCs
estdo intimamente envolvidas na indugdo de tolerancia oral (Steinman e Nussenzweig,
2002). O tecido linféide associada a mucosa possui um ambiente tolerogénico Unico que é
onde duas citocinas se destacam como importantes na induc¢éo de tolerancia oral: IL-10 e
TGF-B. Esse “ambiente tolerogénico” deriva, em parte, das DCs que séo capazes de induzir
a secrecao de IL-10 (uma citocina anti-inflamatoria) por células T, produzir ou ativar TGF- e
sintetizar 4cido retindico, ambos essenciais para geragdo de células Tregs (Coombes,
Siddiqui, et al, 2007).

Atualmente o papel das células Tregs na tolerancia oral e seu mecanismo de acao tem
sido foco de grande atencdo. Células T reguladoras com fenétipo CD4" tém sido
categorizadas em duas classes principais, baseadas em sua ontogenia. Células T CD4"
reguladoras de ocorréncia natural (nTregs) geradas no timo e células desenvolvidas na
periferia. Essas ultimas podem ser subdivididas em Th3, Trl e Tregs adaptativas ou
induzidas (iTregs) (Faria e Weiner, 2005 / Roncarolo, Gregori, et al, 2006). As populacdes
de nTregs constituem aproximadamente 10% das células T CD4" em individuos normais e
sdo caracterizadas pela alta expressédo de CD25, o receptor a de IL-2, e co-expressao de
Foxp3 (fator de transcricdo forkhead box p3) o qual é crucial para sua fungdo reguladora

(Sakaguchi e Powrie, 2007). Essas células mostraram que sdo capazes de suprimir a
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proliferagdo de outras células in vitro e prevenir o desenvolvimento de doencgas autoimunes
e outras doencas inflamatdrias em modelos animais (Saurer e Mueller, 2009).

Em adicdo as nTregs, em torno de 10-15% de células T virgem CD4'CD25 Foxp3
séo convertidas em Tregs funcionais, CD4"CD25Foxp3*, na periferia, durante proliferagdo
homeostatica (Curotto de Lafaille, Lino, et al, 2004). Estudos recentes indicam que o
intestino € um local importante de desenvolvimento de Tregs Foxp3® e que DCs intestinais
especializadas promovem a expressdo de Foxp3 através de um mecanismo que €
dependente de TGF-B local e &cido retindico, um metabdlito da vitamina A (Mucida e
Cheroutre, 2007 / Coombes, Siddiqui, et al, 2007 / Sun, Hall, et al, 2007). Geralmente,
iTregs atuam de maneira dependente do contato celular ou pela producdo de citocinas
reguladoras (Vignali e Collison, 2008). J& foi identificada a expressdo de TGF-B associado a
membrana e secretado e a neutralizacdo dessa molécula, através de anticorpos faz com
que a supressao in vivo e in vitro ndo ocorra (Nakamura, Kitani, et al, 2001).

O desenvolvimento periférico de Tregs Foxp3® pode representar um mecanismo
auxiliar para aumentar o repertorio de Tregs em locais anatomicamente especializados,
como a mucosa intestinal, por exemplo. Utilizando um modelo experimental de asma,
Mucida e cols. mostraram que camundongos deficientes em nTregs sdo altamente
suscetiveis a inducéo de tolerancia oral. Esse trabalho mostra que a inducdo da tolerancia
oral ndo requer nTregs derivadas do timo jA que Tregs com caracteristicas similares sdo
induzidas pela administracdo oral de antigeno. Tais resultados sao consistentes com a idéia
de que a administracdo oral de antigeno induz Tregs antigeno-especifico num processo que
requer TGF-B para inducéo de Foxp3 e, portanto, de células T CD4"CD25 Foxp3* periféricas
(Mucida, Kutchukhidze, et al, 2005). Um estudo posterior do mesmo grupo de
pesquisadores mostrou que a inducdo de tolerancia oral depende da geracdo de células
Treg induzidas na periferia. A deficiéncia genética de Foxp3 em camundongos transgénicos
tornou esses animais incapazes de desenvolverem tolerancia frente a administracéo oral de

ovalbumina (OVA) (Curotto de Lafaille, Kutchukhidze, et al, 2008).
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Varios estudos mostraram que existe uma expansido de células T CD4'CD25" nas
placas de Peyer, LnM e tecidos periféricos linféides de camundongos tratados oralmente
com antigenos (Chung, Lee, et al, 2005). A funcao supressora de Tregs oralmente induzidas
parece ser, pelo menos parcialmente, dependente de TGF-, com um pequeno papel para
IL-10. Isto condiz com evidéncias de que Tregs que produzem TGF-B ou expressam essa
molécula em sua superficie sdo responsaveis pela prevencao de véarias formas de doencas
inflamatérias do intestino como, por exemplo, colite (Strobel e Mowat, 2006).

O protocolo padrdo utilizado para demonstrar o desenvolvimento ou ndo de tolerancia
oral envolve a imunizagdo com o antigeno - previamente administrado por via oral — na
presenca de adjuvante. Adjuvantes sdo usualmente definidos como compostos que podem
aumentar e/ou modular a imunogenicidade intrinseca de um antigeno e, de acordo com o
préprio significado da palavra, que se origina do latim adjuvare, tem como funcao ajudar.
Esses compostos tém a habilidade ndo s6 de aumentar, mas de seletivamente direcionar a
resposta imune de diferentes antigenos e essas propriedades tém sido consideradas em
varias estratégias de vacinacdo para alcancar uma resposta imune celular ou humoral
efetiva (Guy, 2007)

Um das grandes possibilidades é a de que os adjuvantes além de imunomodular a
tolerancia oral em diregcdo a uma supressdo Thl ou Th2, ainda tenham um papel muito
importante na manutencdo da mesma (Santiago, 2008). A inflamacédo gerada pelo adjuvante
pode ser importante na inducdo e manutencdo da tolerancia oral. Estudos focados na
inducdo de resposta humoral a antigenos solluveis mostraram que diferencas no padréo de
isotipos de anticorpos produzidos dependem das caracteristicas bioquimicas do adjuvante.
O adjuvante hidroxido de aluminio Al(OH); promove a producdo de anticorpos IgE e IgG1,
através de IL-4 pela ativagéo de células Th2 (Faquim-Mauro e Macedo, 2000).

Um balanco delicado entre a ativacdo de respostas imunes inflamatdrias e a inducao
de tolerancia oral deve ser mantido pela complexa rede de interagBes entre as células do
tecido linféide associado a mucosa intestinal. A falha nos mecanismos de inducdo de

tolerancia oral pode iniciar respostas como a hipersensibilidade a antigenos da dieta.
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2.4 Alergia alimentar

A tolerancia oral provavelmente explica porque a hipersensibilidade imunolégica, ou a
alergia as proteinas da dieta sao relativamente raras.

Proteinas séo fundamentais para a obtencdo de um balancgo positivo de nitrogénio e a
aquisicdo de aminoacidos essenciais (Young e Pellett, 1987). Essas proteinas sao
assimiladas de maneira eficiente através da acao de proteases gastricas, pancreaticas e do
intestino delgado, resultando principalmente na sua reducdo em aminoacidos livres,
dipeptideos e tripeptideos que sao facilmente absorvidos pelas células epiteliais intestinais.
A quebra destas proteinas também extingue os principais epitopos imunogénicos (Erickson
e Kim, 1990). Produtos da protedlise e proteinas inteiras que escapam do processo de
digestdo sé@o envolvidos em diferentes processos que podem induzir a tolerancia oral bem
como desenvolver respostas imunes alérgicas (Chehade e Mayer, 2005). A falha em
estabelecer a tolerancia oral ou a quebra da tolerancia ja existente provoca a indugéo de
reacdes de hipersensibilidade aos antigenos da dieta, estabelecendo, por exemplo, as
alergias alimentares (Saurer e Mueller, 2009).

Atualmente, as alergias alimentares tém sido consideradas um grande problema de
saude devido aos seus graves efeitos no organismo e seu aumento nas Ultimas décadas
(Mansueto, Montalto, et al, 2006). Elas podem ser definidas como um tipo de aversao
imunolégica a antigenos da dieta, sendo ou ndo dependente de IgE (Sampson, 1999).

A prevaléncia de reacles alérgicas em humanos afeta aproximadamente 6% das
criangas menores que trés anos (Maloney, Sampson, et al, 2006). Os mecanismos
reguladores da mucosa intestinal ndo estdo completamente desenvolvidos por um periodo
variavel apos o nascimento. H& poucos plasmacitos secretores de IgA e grandes alteracdes
no perfil de citocinas reguladoras secretadas quando comparados com animais adultos
(Maassen, Holten-Neelen, et al, 2000). Em neonatos, a abundancia de células secretoras de
IL-4 durante um periodo critico pode interferir na diferenciacdo de células T naive a um

fendtipo Th2, o que reforca a producdo de IgE e a sensibilizacdo atopica (Isolauri, 2004). A
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imaturidade da mucosa intestinal também pode desencadear a entrada excessiva de
antigenos e gerar respostas imunes inflamatorias (Kalliomaki, Salminen, et al, 2001).

Os alimentos mais comumente envolvidos no desencadeamento de alergia alimentar
sao leite de vaca, ovos, amendoim, trigo, soja, castanha, frutos do mar e peixe (Sicherer,
2002). A observacdo de que um grupo alimentar relativamente pequeno seja responsavel
pela grande maioria das alergias alimentares apesar da variedade da dieta humana, sugere
que esses alimentos apresentam propriedades inerentes que os fazem potentes
estimuladores de respostas imunes inflamatorias (Shreffler, Castro, et al, 2006). Geralmente,
tais alimentos séo glicoproteinas com peso molecular de 10 a 70 kD e séo relativamente
estiveis ao calor, & acidez e a proteases. Influéncias genéticas e variacdes ambientais,
incluindo a exposi¢des reduzidas a bactérias e infec¢des (hipotese da higiene) também
parecem interferir no processo de desenvolvimento de alergias alimentares (Sicherer e
Sampson, 2009).

A propensdo a producdo de altos niveis de IgE apds uma exposicdo antigénica sofre
influéncia de varios genes. Provavelmente mais de vinte genes estdo envolvidos no
desenvolvimento de doencgas alérgicas (Leung, 1998). Varios estudos j& identificaram genes
candidatos ou loci que podem estar envolvidos no desenvolvimento da alergia. Um desses
loci esta no cromossomo 5q, préximo ao sitio do aglomerado de genes que codificam as
citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e o receptor de IL-4. Essa regido conecta varios genes
com mecanismos de regulacdo de IgE, bem como com o crescimento e diferenciacdo de
mastadcitos e eosindfilos (Xu, Postma, et al, 2000),

No processo alérgico dependente da producéo de IgE, as proteinas da dieta inteiras ou
parcialmente digeridas atravessam a camada de células epiteliais do intestino e entram em
contato com o tecido linféide associado & mucosa intestinal. As DCs desempenham um
papel fundamental tanto na inducdo de tolerancia oral, quanto no desenvolvimento de
reacOes alérgicas, dependendo do microambiente de citocinas e de moléculas co-
estimuladoras (Niess e Reinecker, 2006). Tem sido sugerido por varios autores que células

dendriticas maduras (ativadas com estimulos inflamatérios) induzem a diferenciacdo de
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células T efetoras inflamatorias. J&4 as células dendriticas imaturas (auséncia de estimulos
inflamatérios) induzem a diferenciacdo de células T reguladoras. (Steinman, Turley, et al,
2000 / Jonuleit, Schmitt, et al, 2000 / Jonuleit, Schmitt, et al, 2001). Na presenca de IL-4, a
inducdo da reacdo alérgica € iniciada com a diferenciacdo de células Th naive em células
Th2 efetoras. Geralmente, células Th2 quando estimuladas, produzem uma diversidade de
citocinas, incluindo IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que, entre outras fungdes, induzem a
diferenciacédo de células B em plasmdécitos secretores de IgE (van WijK e Knippels, 2007).
Os anticorpos IgE especificos apresentam alta afinidade pelos receptores de mastécitos e
basofilos. Ap6s uma segunda exposicdo ao mesmo antigeno, a ligacdo de anticorpos IgE
estimula a degranulacdo de mastécitos e liberacdo de mediadores inflamatérios, como
histaminas, citocinas e proteases (Ogawa e Grant, 2007).

Outra caracteristica importante nas reacfes alérgicas € o acumulo de eosindfilos. A
ativacdo e o recrutamento dos eosindéfilos para as areas inflamatérias sdo dependentes da
acao de eotaxina e IL-5 (Jose, Griffiths-Johnson, et al, 1994). A IL-5 estimula a diferenciacdo
e proliferacdo dos eosindfilos na medula 6ssea além de regular o recrutamento dos
eosindfilos para os tecidos inflamados (Baatjes, Sehmi, et al, 2002). Ja a eotaxina, com seu
efeito quimiotatico, estimula o acumulo de eosindfilos para os sitios inflamatorios
(Rothenberg e Hogan, 2006).

A utilizacdo de modelos experimentais animais para a compreensdo das alergias
alimentares tem aumentado gradativamente nos ultimos anos (Griffiths-Johnson, Collins, et
al, 1993 / Knippels, Penninks, et al, 1999). Nos modelos de inducdo de alergia alimentar
aplicados em roedores, a variedade de racas existentes, a utilizacdo de animais
geneticamente modificados e a possibilidade de analises experimentais com muitas
amostras, sdo algumas das vantagens da aplicacéo frequente desses modelos em trabalhos
experimentais (Knippels, Penninks, et al, 1999 / Pilegaard e Madsen, 2004). Em 2004,
Saldanha e colaboradores desenvolveram um modelo de alergia alimentar utilizando-se de

camundongos BALB/c, OVA como antigeno e AI(OH); como adjuvante. Neste modelo foi
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observado uma maior producéo de IgE e IgG1 especificos nos animais alérgicos (Saldanha,
Gargiulo, et al, 2004).

Ressaltamos a importancia das mucosas no sistema imune, tanto como sitio de
interface do organismo com o ambiente externo, quanto como local que abriga a maior
gquantidade de linfécitos ativados do organismo e que, apesar disso, é extremamente
regulado e tolerogénico. Neste estudo, buscamos a compreensdo de como o sistema imune
se comporta na auséncia do estimulo por proteinas da dieta, utilizando as mucosas como
locais de avaliagdo desse comportamento, nos modelos de tolerdncia oral e de alergia
alimentar.

Utilizamos camundongos alimentados com uma dieta isenta de proteinas, que
apresentam alteracdes imunolégicas semelhantes aguelas observadas em animais isentos
de germes e em neonatos. Com esse modelo, foi possivel analisar como o estado de
maturacao influencia fenémenos fisioldgicos ou patolégicos, como a tolerancia oral e a

alergia alimentar, respectivamente.
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3-1 Objetivo Geral

Estudar a influéncia da administracdo de uma dieta livre de proteinas na indugéo de

tolerancia oral e alergia alimentar em camundongos BALBI/c.

3-2 Objetivos Especificos

3-2-1 Avaliar os efeitos das proteinas da dieta na maturacdo do sistema imune dos

camundongos, pormenorizando 0s seguintes parametros:

>

>
>
>

Concentracdo das imunoglobulinas séricas Ig total, 1gG, IgM e IgA e IgAS;
Analise morfolégica e morfométrica das vilosidades intestinais;
Andlise quantitativa dos linfocitos intraepiteliais (IELS);

Analise fenotipica de células reguladoras da lamina prépria intestinal.

3-2-2 Avaliar o efeito da alimentacdo com a dieta isenta de proteinas no desenvolvimento de

toler&ncia oral, assim como alergia alimentar, utilizando os seguintes parametros:

>

Quantificacdo de imunoglobulinas séricas anti-OVA Ig total, IgG1 e IgE e IgAS anti-
OVA;

Andlise dos eosindfilos presentes nha medula 6ssea;

Padrao de citocinas secretadas pelos linfocitos do LnM de animais alérgicos
estimulados in vitro com OVA,;

Avaliacéo da diferenca de peso dos animais alérgicos antes e depois da inducdo de
alergia alimentar;

Quantificacdo dos eosinofilos das vilosidades intestinais dos animais alérgicos;
Média dos consumos de racdo e OVA nos animais em que a alergia alimentar foi

induzida.

3-2-3 Comparar o efeito do contato com a OVA durante o processo de inducéo de tolerancia

oral na maturacdo imunolégica dos animais submetidos a dieta de Aa.

>

Analise da producao sérica de IgG e IgA e IgAS.
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3-2-4 Avaliar os efeitos das proteinas da dieta no estado nutricional dos camundongos,

analisando os seguintes parametros:

>

>
>
>

Caracterizagéo das células sanguineas;
Dosagem das proteinas séricas totais e albumina;
Verificagdo semanal do peso e consumo de ragao;

Afericdo da eliminagdo de gordura pelas fezes.
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4-1 Animais
Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c fémeas, fornecidos pelo Biotério
Central no Instituto Ciéncias Biologicas (CEBIO) da Universidade Federal de Minas Gerais

(UFMG) e mantidos no biotério do laboratério de Imunobiologia, no Instituto de Ciéncias

Bioldgicas (ICB) - UFMG.

4-2 Dieta

Camundongos BALB/c de 3-4 semanas de idade foram alimentados com uma dieta
controle contendo 15% de caseina como fonte de proteina (dieta padréo - Cas) ou uma dieta
experimental contendo 15% de uma mistura de aminoacidos essenciais e nao-essenciais na
mesma propor¢cdo encontrada na caseina (dieta experimental - Aa). Ambas as dietas sao
isocaldricas e equivalentes em todos os nutrientes. As dietas foram elaboradas de acordo
com o American Institute of Nutrition (Reeves, Nielsen, et al, 1993) e modificadas por
(Menezes, Mucida, et al, 2003) (Tabela 1). As dietas foram administradas ad libtum desde o

desmame, por, no minimo, oito semanas.

Tabela 1
Dieta formulada para o crescimento e manutengio de roedores
Ingredientes g/Kg de dieta

Amido de milho = Amphora 454,32
Caseina — Rhoster 150
Amido dextrinizado — Rhoster 15117
Sacarose — Unido 100

Oleo de soja — Liza 45
Celulose — Rhoster 50

Mix mineral — Rhoster 35

Mix vitamina AIN-93M- Rhoster 10
L-Cistina — Rhoster 2
Bitartarato de colina - Rhoster 25

BHT — Rhoster 0,009
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A caseina é entdo substituida por aminoécidos (Synth) essenciais e ndo-essenciais.
Para cada 1 kg de dieta, sdo adicionadas 150g da seguinte mistura de aminoéacidos: 6,159
de arginina, 4.65g de L-histidina, 9,159 de L-isoleucina, 13,8g de L-leucina, 12,3g de L-lisina,
4,8g de L-metionina, 7,5g de L-fenilalanina, 7,35g de L-treonina, 1,8g de L-triptofano, 10,8g
de L-valina, 4,59 de L-alanina, 10,65g de &cido aspértico, 0,459 de L-cistina, 10g de acido

glutédmico, 27,659 de L-glicina, 16,959 de L-prolina, 9,45g de L-serina e 9,45g de L-tirosina.

4-3 Hemograma

Para a contagem dos leucdcitos, foram utilizados 10uL de sangue coletados em
anticoagulante EDTA (Doles), diluidos em 200uL de solucdo de &cido acético a 2%. As
células foram contadas em Camara de Neubauer e para o célculo, o nimero de leucdcitos
(mm®) = leucdcitos contados nos quatro campos x 50. A contagem diferenciada das células
foi realizada em esfregacos em lamina de vidro corados com May-Grunwald e Giemsa

(ambos Doles).

4-4 Avaliacdo nutricional dos animais

Com o intuito de avaliar o estado nutricional dos animais estudados, suas massas
corpéreas e o consumo de racdo foram determinados semanalmente e a concentragdo
sérica de albumina e proteinas totais foi analisada com oito semanas de dieta, ou seja, doze
semanas de idade.

Para a realizacao das avalia¢des bioquimicas, o sangue foi coletado do plexo ocular
e colocado em microtubos de centrifuga de 1,5mL. Um volume de sangue de
aproximadamente 100uL foi obtido por animal. Apdés a coagulagdo, as amostras foram
centrifugadas a 600g por 10 minutos para a obtencdo do soro utilizado nas avaliacbes
bioguimicas, as quais foram realizadas no mesmo dia da coleta do sangue.

4-4-1 Albumina
A avaliacdo da concentracdo sérica de albumina foi realizada pelo sistema de

medicdo que se baseia no desvio do pico de absortividade méxima do corante verde de
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bromocresol, utilizando-se o Kit comercial Labtest Diagndstica S.A® A cor formada é

proporcional a quantidade de albumina.

Para a realizacdo da dosagem de albumina sérica foi adotado o procedimento

simplificado na tabela 2.

Tabela 2

Teste para dosagem de albubina no soro

Branco Teste Padrao
Reagente de cor 1mL 1 mL 1 mL
Amostra 0,01 mL
Agua destilada 0,01 mL -
Padrac --- 0,01 mL

As absorbéncias foram determinadas em 630nm

ou em filtro vermelho (600 a

640nm), em no maximo 10 minutos a temperatura ambiente, apds o inicio da reacgéo.

Albumina (g/dL) = (Absorbancia do teste / Absorbancia do padréo) x 3,8

4-4-2 Proteinas séricas

A avaliacdo da concentracdo sérica de proteinas totais foi realizada pelo método do

Biureto, utilizando-se o Kit comercial Labtest Diagnostica S.A.®. Neste método os ions cobre

(Cu*® em meio alcalino (reagente de biureto) reagem com as ligacbes peptidicas das

proteinas séricas formando cor puarpura.

A realizacdo da dosagem bioquimica de proteinas totais segue o procedimento

simplificado na tabela 3.

Tabela 3

Teste para dosagem de proteinas séricas totais

Branco Teste Padrao
Reagente de cor 1 mL 1 mL 1 mL
Amostra 0,02 mL
Agua destilada 0,02 mL
Padrédo 0,02 mL
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As amostras foram mantidas por 10 minutos a 37°C e as absorbancias determinadas
em 545nm (530 a 550nm), a cor permanece estavel durante 1 hora.

Proteinas séricas totais (g/dL) = (Absorbancia do teste / Absorbancia do padrao) x 4.

4-5 Bromatologia das fezes

A andlise das fezes foi realizada pelo Laboratério de Nutricdo da Escola Veterinaria
da UFMG. A determinagdo do teor lipidico foi feita pelo método de Soxhlet. A técnica
fundamenta-se na extracdo dos lipideos por solvente apropriado em um aparelho extrator
Soxhlet. Apds a extracdo, o solvente € evaporado através de um rotavapor e a fracdo de

lipideos é entdo determinada.

4-6 Obtencao dos soros

Os camundongos foram anestesiados com 150uL de uma solucao estéril de 25% de
cloridrato de Ketamina (Dopalen — Vetbrands) e 25% de cloridrato de 2-(2,6-xilino)-5,6-
dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompum — Bayer) em solu¢ao salina, via intraperitoneal. O sangue foi
coletado em microtubos de centrifuga de 500uL a partir de uma incisdo no plexo axilar e

apos a coagulacao, o soro foi separado por centrifugacdo a 600g e mantido a -20°C.

4-7 Coleta do conteudo fecal

Os camundongos foram separados por gaiola. As fezes de cada animal foram
recolhidas com pingca em microtubos de centrifuga de 1,5 mL e mantidas no gelo (para ndo
reduzir os niveis de IgAS). As fezes foram pesadas e para cada 0,1g de fezes 1mL de PBS
1X gelado foi adicionado. A seguir, o contetido foi centrifugado por 20 minutos a 600g a 4°C.

O nivel de IgAS foi dosado no dia da coleta por ELISA.

4-8 Dosagem de imunoglobulinas séricas e IgA secret  Oria
Os titulos de anticorpos no soro e no muco foram medidos por ELISA. As placas

(Nunc-Immuno Plates MaxiSorp) foram incubadas com solugédo (100ul/pogo) contendo
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anticorpo de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongos 1mg/mL (Southern
Biotechnology) e diluidos (1:2000) em tampao carbonato pH=9,6 por, no minimo, 18 horas a
4°C. O bloqueio foi feito com uma solucdo de PBS-0,25% caseina por uma hora a
temperatura ambiente (200 pl/poco). Posteriormente, as placas foram lavadas com solucéo
salina-0,05%Tween por duas vezes. Para a dosagem de Ig totais e IgG o soro foi diluido
1:2000 e para IgM e IgA 1:100. O sobrenadante das fezes foi diluido 1:20. Em seguida,
foram feitas diluicdes seriadas (1:2) com o soro ou sobrenadante das fezes em PBS-0,25%
caseina, e as placas foram incubadas durante uma hora a 37°C. Na seqliéncia, as placas
foram novamente lavadas. Anticorpos de cabra anti-Ig, IgG, IgM ou IgA de camundongo
conjugados com biotina 0,5mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos (1:10000) em PBS-
0,25% caseina foram adicionados aos pocos (100 pL/poco). As placas foram novamente
incubadas por uma hora a 37°C. A seguir, foram lavadas e adicionou-se uma solucédo de
estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma) em um diluicdo 1:15000 (100ul/poco) em PBS-
0,25% caseina durante uma hora a 37°C. Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-
anticorpo-conjugado foi feito através da incubacdo com 4mg de o-orthophenylenediamine
dihydreochloride (OPD) (Sigma), 2uL de H,O, diluidos em 10 mL de tampao citrato
100pl/poco, A reacédo foi bloqueada pela adi¢cdo de 20uL/pogo de &cido sulfdrico (H,SO,4) 2N.
A leitura foi realizada em leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate
Reader), em comprimento de onda de 492 nm.

Todas as reacOes de ELISA acima descritas tiveram como controle positivo
(padrao), anticorpos purificados IgA (10pg/mL) e Ig total, IgM, 1gG (15pg/mL) de
camundongo (Southern Biotechnology) em uma diluicdo 1:10 em PBS-0,25% caseina. PBS-

0,25% caseina foi utilizado como controle negativo.

4-9 Histologia do intestino delgado

A histologia do intestino delgado foi realizada no Laboratério Dairton Miranda LTDA.

Resumidamente, os intestinos delgados foram removidos dos camundongos e a terca parte

43



Materiais e Métodos

final e inicial do jejuno proximal e distal, respectivamente, foram retiradas e fixadas em
formol tamponado 10% em ph 7,2.

Apoés a fixacdo, os tecidos foram submetidos ao histotécnico, um processador
automético. O material foi processado durante 14 horas por dez seqliéncias consecutivas de
alcool absoluto, xilol e banhos de parafina. A seguir os tecidos foram incluidos em parafina e
os cortes histolégicos de 3um de espessura foram feitos em micr6tomo automatico. As
laminas foram desparafinizadas em estufa a 96<C por 15 minutos. Para a coloracdo, foram
realizados quatro banhos de imersdo em alcool absoluto por 20 segundos cada, os cortes
foram lavados em &gua corrente por 20 segundos e corados com hematoxilina por 2 minutos
e meio. A seguir as laminas foram lavadas em agua corrente e contra-coradas com eosina
por 30 segundos. Posteriormente, as laminas foram imersas em oito cubas, sendo quatro de

alcool e quatro de xilol por 20 segundos cada e, finalmente montadas.

4-10 Morfometria dos vilos intestinais

Imagens das laminas histologicas dos vilos intestinais coradas com HE foram
capturadas a partir de uma microcamera JVC TK-1270/RGB, em aumento de 100x. Os vilos
foram medidos, descontando-se as criptas, através de laminula milimetrada de acordo com

a figura 4. O resultado foi apresentado pelas médias dos vilos de cinco animais por grupo.
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Figura 4: Morfometria dos vilos intestinais.
Os vilos intestinais foram medidos e a média do tamanho de cinco vilos por animal foi
determinada.

4-11 Contagem de linfocitos intraepiteliais

O epitélio foi examinado em aumento de 400X em microscopio oOptico. Os IEL
(linfocitos intraepiteliais) foram identificados pela sua localizagdo caracteristica: basal em
relacdo aos nucleos dos enterécitos e por apresentarem pequeno halo claro de citoplasma
ao redor de seu denso nucleo esférico e regular. Para cada fragmento, foram contadas 500
células epiteliais, ndo incluindo células caliciformes, segundo a descricdo de (Ferguson e

Murray, 1971). O numero final de IEL foi expresso em relacéo a 100 células epiteliais.

4-12 Avaliacéo do numero de eosindfilos

Para identificacdo e contagem dos eosindfilos, os cortes histolégicos do intestino
delgado foram corados por HE e as laminas foram examinadas em microscépio 6ptico, Dez
campos foram escolhidos ao acaso, em um aumento de 40x para a contagem do nimero de

eosindfilos, O resultado foi expresso em nimero de eosinofilos/campo,

4-13 Avaliacéo da producdo de muco intestinal

A avaliacdo da presenca de muco intestinal foi feita através do método de coloracéo
por PAS. Neste método, os cortes foram desparafinados, hidratados, banhados na solucéo
de acido periddico durante 5 minutos e entdo mergulhados no Reativo de Schiff durante 10
minutos ou mais, até que atingissem uma tonalidade rosa palida. As células caliciformes
foram evidenciadas em um tom rosa escuro.

As laminas foram montadas e as imagens de cada por¢ao do intestino delgado foram
capturadas em um aumento de 100X. As imagens foram analisadas com a utilizacdo do
programa ImagelJ. Para a determinagédo do volume das células caliciformes, todos os pixels
foram selecionados para a criagdo de uma imagem binarizada e subseqiente calculo da

area total. O resultado foi expresso em % (Figura 5).
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Figura 5: Determinac¢do quantitativa das células cal iciformes.

Com o auxilio do programa ImageJ, as células caliciformes foram selecionadas atraves de
diferentes pixels. A porcentagem de area equivalente das células analisadas foi feita em
relacdo a area total da imagem.

4-14 Linfécitos da lamina prépria

O intestino delgado foi removido e lavado com 20 mL de HBSS gelado. Toda gordura
aderida e as placas de Peyer foram cuidadosamente removidas. Os intestinos foram abertos
longitudinalmente e cortados em pedacos de 0,5-1,0 cm. Os pequenos pedacos foram
colocados em tubos de centrifuga de 50 mL com 20 mL de HBSS gelado e mantidos no
gelo. Os intestinos foram filtrados e lavados por trés vezes com HBSS gelado. A seguir
foram incubados com 25 mL de meio IEL por 30 minutos em shaking (150/min) a 37C. Os
tubos foram submetidos a agitacdo mecénica por cerca de 30 segundos para que toda a
camada de células epiteliais fosse liberada. O contetdo de todos os tubos foi filtrado em
redes de 70um. Os pequenos pedacos de intestino restantes foram incubados com
colagenase do tipo Il (100U/mg) a 37T por 30-40 minutos em shaking (150/min). Os
intestinos foram novamente filtrados em redes de 70pm e 30 mL de meio IEL foram
acrescentados. O conteudo foi entdo centrifugado a 300g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 4,5mL de percol a 44% em um tubo de
centrifuga de 15 mL. Cuidadosamente 2,3mL de percol a 66% foram adicionados ao fundo
do tubo para que se obtivesse um gradiente de concentracdo. Duas fases foram claramente

vistas e delimitadas. Os tubos foram centrifugados a 600g por 20 minutos a 20C. As
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fracdes de linfécitos foram vistas em um anel na interfase de 44-66% de percol. Os linfocitos
foram retirados com uma pipeta de 2 mL e colocados em um novo tubo de 15mL. O meio
IEL foi adicionado até o volume de 12 mL e o tubo foi centrifugado a 300g por 5 minutos a
4C. O pellet foi entdo ressuspendido a 1 mL e as células foram contadas e submetidas a

marcacao celular para citometria de fluxo.

4-15 Determinacéo de Ig total e IgG1 séricas e IgA  secretéria anti-
OVA

A producao das imunoglobulinas foi determinada pelo método de ELISA. As placas
foram cobertas com 100uL por poco da solucdo de 200ug de OVA diluidos em 10mL de
tampdo carbonato pH 9.6 por, no minimo, 18 horas a 4°C e posteriormente lavadas trés
vezes com solucdo salina-0,05%Tween. O bloqueio foi realizado com PBS-0,25%caseina,
200 pL/poco, por no minimo 1 hora. Logo em seguida, as placas foram novamente lavadas
por trés vezes com solugédo salina-0,05%Tween. O soro foi incubado na diluig&o inicial 1/100
para Ig total e IgG1 (100ul/pogco) e para IgA secretéria foi adicionado 200ul/poco de
conteudo fecal total diluido em PBS 1X gelado. A placa foi lavada por trés vezes com
solucdo salina-0,05%Tween. A seguir anticorpos de cabra anti-lg, IgG1l ou IgA de
camundongo conjugados com biotina 0,5mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos
(1:10000) em PBS-0,25% caseina foram adicionados aos poc¢os (100 pL/poc¢o) durante uma
hora a 37°C. As placas foram lavadas por seis vezes com solucdo salina-0,05%Tween e
incubadas com estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma), 100uL/pog¢o na concentragdo de
1:15000, por 1 hora. Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi
feito através da incubagdo com 4mg de OPD, 2uL de H,O, diluidos em 10 mL de tampéao
citrato 100pl/poco. A reacéo foi bloqueada pela adicdo de 20uL/pogo de H,SO, 2N. A leitura
realizada em leitor de ELISA automético, em comprimento de onda de 492 nm.

As reacgOes de ELISA descritas acima tiveram como controle positivo (padréo), soro
de animal imunizado, diluido 1:10 em PBS-0,25% caseina. PBS-0,25% caseina foi utilizado

como controle negativo.
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4-16 Determinacéo de IgE anti-OVA

A quantificagcdo da producdo de IgE foi realizada pelo método ELISA. As placas
foram incubadas com solu¢do (100ul/poco) contendo anticorpo de cabra anti-IgE de
camundongos 0,5mg/mL (Southern Biotechnology) e diluidos (1:400) em tamp&o carbonato
pH=9,6 por, no minimo, 18 horas a 4°C. O bloqueio foi feito com uma solucédo de PBS-0,25%
caseina por uma hora a temperatura ambiente (200 pl/poco). Posteriormente, as placas
foram lavadas com solugdo salina-0,05%Tween por duas vezes. O soro dos animais (50 pL
soro) foi incubado por 2h em temperatura ambiente. Na seqiiéncia, as placas foram
novamente lavadas e realizada a incubagdo com Ovalbumina (OVA) + Biotina, 1ug/100uL
PBS/poco, por 1h. As placas foram lavadas por seis vezes com solugéo salina-0,05%Tween
e incubadas com estreptavidina ligada a peroxidase (Sigma), 100uL/poco na concentracdo
de 1:15000, por 1 hora; Finalmente, a revelacdo do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado
foi feito através da incubacdo com 4mg de OPD, 2uL de H,O, diluidos em 10 mL de tampéao
citrato 100pl/poco. A reacéo foi bloqueada pela adicdo de 20uL/pogo de H,SO,4 2N. A leitura
realizada em leitor de ELISA automético, em comprimento de onda de 492 nm.

A reacdo de ELISA descrita acima teve como controle positivo (padrdo), soro de
animal imunizado, diluido 1:10 em PBS-0,25% caseina. PBS-0,25% caseina foi utilizado

como controle negativo.

4-17 Analise fenotipica de células através de citom  etria de fluxo

Em uma placa de 96 pocos de fundo em U foram colocados 25 pl de suspenséo celular
na ordem de 10’ e 10 pl de anticorpos conjugados com fluorocromos — PE (ficoeritrina), FITC
(fluoresceina) ou Cy (CyChrome) — que se ligam as moléculas de interesse, tais como
CD45RB, CD25 e CD4 respectivamente expressas nas células de camundongos. As placas
foram entdo incubadas a 4 °C durante 30 minutos e decorrido esse tempo foram entdo
acrescentados 200 ul de PBS azida/poco para lavagem das placas que foram centrifugadas a

4 °C durante 10 minutos a 300g. Essa lavagem foi realizada por trés vezes. O sobrenadante foi
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descartado cuidadosamente, o pellet foi ressuspendido em 200 pl de fixador Mac Facs Fix e as
suspensdes armazenadas a 4 °C e protegidas de luz até a aquisicdo dos dados, utilizando-se
FACScan de trés cores (Becton Dickinson). Foram utilizados os anticorpos 1gG2a Cy, IgG2a
FITC e IgG2a PE para controle negativo. A porcentagem e o numero absoluto de células
positivas foram analisados através do software Flow Jo (Figura 6). Foram lidos 20.000 eventos

dentro do gate de linfécitos e utilizado um n de cinco animais por grupo.
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Figura 6: Analise de linfécitos da lamina propria por citometria de fluxo.

A figura 2A representa um perfil celular de tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) onde foi
selecionada a regido correspondente a populacao de linfcitos. A figura 2B representa FL1
(CD25-FITC) versus FL2 (CD4-CY) dentro da populacéo de linfocitos totais. A figura 2C
representa a populacdo CD45RB-PE dentro da populagdo CD4'CD25".
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4-18 Tolerancia oral, imunizacdo parenteral e indu¢ &o de alergia
alimentar

Os protocolos de inducdo de tolerancia oral foram realizados em animais com doze
semanas de idade, ou seja, oito semanas de deita.
4-18-1 Gavagem

Através de uma agulha com ponta em esfera e comprimento necessario para chegar
ao estbmago, foi administrado a cada camundongo 20mg/0,2ml de uma solucdo de
Ovalbumina (OVA) grade lll (Sigma) diluida em salina fisiologica estéril. Este tratamento foi
realizado por um, dois ou trés dias consecutivos e a primeira imuniza¢do parenteral foi feita
sete dias apds o ultimo dia de inducéo de tolerancia.
4-18-2 Ingestao voluntaria

Para a inducéo de tolerancia oral, foi oferecida aos animais uma solugéo de OVA a
4mg/ml de agua para beber por camundongo. Como cada camundongo consome em média
5mL de &gua por dia, foi oferecido para cada animal 20mg de OVA. O tratamento foi
realizado durante um, dois ou trés dias consecutivos (a solucdo com OVA foi trocada
diariamente nos protocolos de dois e de trés dias). ApOs sete dias os camundongos
receberam a primeira imunizac&o parenteral.
4-18-3 Imunizacgdes parenterais

A imunizagdo primaria foi feita via intraperitoneal com 10 pg de Ova + 1 mg de
Al(OH);, como adjuvante, diluidos em 0,2 mL de salina fisioldgica estéril.

A imunizacdo secundaria foi dada quatorze dias ap6s a imunizacdo primaria via
intraperitoneal com 10 g de Ova diluidos em 0,2 mL de salina fisiolégica estéril.
4-18-4 Inducao de alergia alimentar

Apos 7 dias da segunda imunizacao, foi oferecida aos animais uma solugéo de clara
de ovo a 20% diluida em &gua para beber ad libtum, durante 7 dias consecutivos. A solucdo
foi trocada diariamente e o volume restante foi medido. Este protocolo de alergia alimentar
foi adaptado de Saldanha e colaboradores (Saldanha, Gargiulo, et al, 2004).

Os procedimentos anteriores se resumem ao protocolo 1:
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Controle
s N N Imune
P P
. . s Al Tol. Oral 1 dia
A A
g Al s . Tol. Oral 2 dias
X A A
A A Tol. Oral 3 dias
X—X X X X
2 -1 0 7 14 21-28 29
A A A A A A
Tol. oral — gavagem ou Alergia
ingestao voluntéaria OvalAlum Ova alimentar
Experimento

Protocolo 1 : Inducé@o de tolerancia oral a alergia alimentar

4-19 Eosindfilos da medula 6ssea

A coloracdo para peroxidase resistente ao cianeto € uma técnica que permite a
coloracdo especifica de eosindfilos murinos, pois estas células possuem uma peroxidase
(EPO - eosinophil peroxidase) cuja atividade ndo é inibida pela presenca de cianeto
(Gaspar Elsas, Maximiano, et al, 2000).

Amostras da medula éssea foram obtidas do fémur direito, as epifises do osso foram
perfuradas com uma agulha e o canal medular lavado com 5 mL de meio RPMI 1640
completo. As suspensfes celulares foram homogeneizadas para desfazer os agregados. O
conteudo foi centrifugado por 10 minutos a 300g, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido a 5 mL. As células foram citocentrifugadas na ordem de 6 x 10* por 10
minutos a 25g e as laminas foram fixadas por imersdo em uma solu¢ao isoténica de formol a
10%, por 12 minutos. Apds a fixacdo, as laminas foram lavadas em agua corrente e secas a
temperatura ambiente. Uma solu¢do com 1 ml de DAB (diaminobenzidina) 0,00075 g/ml, 6,7
uL de KCN (cianeto de potassio) 600 mM e 1 pL de H,O, 30 V foi preparada e 50uL desta
solugdo foram adicionados em cada lamina. As laminas foram incubadas por 10-12 minutos
em camara Umida, ao abrigo da luz, lavadas em agua corrente e contra-coradas por imersdo
em Hematoxilina de Harry’s por 1 minuto. As laminas foram fotografadas em aumento de

400x e a contagem diferencial de cerca de 400 células foi realizada.
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4-20 Preparacdo de suspenséao de células de LnM

O LnM de cada animal foi retirado e mantido em meio RPMI 1640 completo em tubos
de centrifuga de 15ml e mantidos no gelo. Os linfonodos foram macerados com laminas
estéreis friccionando-as uma contra a outra em 2ml de meio RPMI 1640 completo em uma
placa de Petri. As suspensdes foram entdo transferidas para novos tubos de 15ml e
centrifugadas durante dez minutos a 300g a 4°C. O sobrenadante foi entdo descartado e o
pellet ressuspendido em 500 ul de meio RPMI 1640 completo. O nimero de células viaveis
nesta suspensao foi obtido contando-se aliquotas misturadas com uma solugéo de eritrocina
em camara de Neubauer. As concentracBes das suspensdes foram entdo todas
padronizadas para se obter 5 x 10° células/ml. As células foram cultivadas sem ou com
estimulo (5 mg/mL de Ovalbumina) por 72 horas a 37°C em estufa com 5% de CO,, em
placas de cultura estéreis de 24 pocos. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a

-20°C para posterior dosagem citocinas.

4-21 Determinacéo de citocinas

A presenca de IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y no LnM foi quantificada pelo método de
ELISA. Placas de 96 pocos (Nunc-Immuno Plates MaxiSorp) foram sensibilizadas com
anticorpos monoclonais de captura (Pharmingen) para IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y (2ug/mL) em
tampédo carbonato pH 9.6, 100uL/poco "overnight" a 4C. Apds trés lavagens com so lucdo
salina-0,05% de Tween, foi realizado o bloqueio das placas com 200uL de PBS-0,25% de
caseina. As placas foram incubadas por uma hora ou mais a temperatura ambiente e apos a
incubacao foram lavadas trés vezes com solugdo salina-0,05% Twee. Em seguida as
amostras foram colocadas (100uL/pogo para IL-4, IL-5 e IL-10 e 50uL/pogo para IFN-y) e
incubadas "overnight" a 4C. Depois de trés lavagens com solugéo salina-0,05% Tween,
foram adicionados os anticorpos de deteccédo biotinilados (Pharmingen) numa concentracdo
de 1lpg/mL de IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y 100uL/poco. As placas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente. Apos seis lavagens com solucéo salina-0,05% Tween, foi adicionada

a estreptavidina conjugada com peroxidase (Southern Biotechnology), diluida em PBS-
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0,25% de caseina 100ul/pogo por 45 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacgéo, as
placas foram lavadas oito vezes com solucéo salina- 0,05% Tween. Finalmente, a revelacéo
do complexo anticorpo-anticorpo-conjugado foi feito através da incubacdo com 4mg de
OPD, 2uL de H,0, diluidos em 10 mL de tampao citrato 100ul/poco; 7. A reacado foi
blogueada pela adicdo de 20uL/poco de acido H,SO, 2N. A leitura realizada em leitor de
ELISA automatico, em comprimento de onda de 492 nm. Os valores das absorbancias foram
convertidos em pg/mL baseando-se em curvas obtidas com diferentes concentracdes de

citocinas recombinantes, utilizadas como padrao.

4-22 Calculos estatisticos

Comparacoes para avaliar a diferenca entre dois grupos foram realizadas pelo Teste t de
Student. E para comparar as diferencas entre mais de dois grupos foi utilizado a analise de

variancia (ANOVA), com pos-teste de Tukey. O limite de significancia utilizado foi p < 0,05.

4-23 Solucoes utilizadas

PBS 10X —pH 7,2
» 80,00 g de NaCl;
» 2,00 gdeKCI;
» 21,70 g de Na,HPOy;
» 2,00 g de KH,POy;
>

1000 mL de agua bidestilada ou deionizada,

Salina 10X
» 85 g de NaCl;
» 1000 mL de agua bidestilada ou deionizada,

Salina fisiolégica a 0,85% (a partir da solucdo est  oque 10X)
» 100 mL da solugéo salina 10X;
» 900 mL de 4gua bidestilada ou deionizada;

> Filtrada em fluxo laminar ou autoclavada,

Tampao carbonato ou Coating buffer - pH 9,6
» 1,86 g de Na,COg;
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>
>

2,93 NaHCO; - 0,035M;

1000 mL de &gua destilada ou deionizada.

PBS 0,25% caseina - pH 7,2

>
>

1000 mL de solucédo PBS 1X;

2,5 g de caseina.

Salina Tween 10x

>
>
>

85 g de NaCl;
5 mL de Tween 20;

1000 mL de agua bidestilada ou deionizada.

Tampao citrato - pH 5,0

>
>
>

13,41 g de Na,HPOy;
5,19 g de Acido citrico;

1000 mL de agua bidestilada ou deionizada,

Solucao de acido sulfarico (2N)

>
>

53,24 mL de H,SOq;

1000 mL de &gua bidestilada ou deionizada,

RPMI 1640 incompleto - ph 7,3

>

>
>
>
>

16,2g RPMI 1640 (Gibco)
2 g de NaHCO;

3,6 g/L de HEPES

1000 mL com &gua milli-Q.

Filtrado em fluxo laminar e conservado em 4°C,

RPMI 1640 completo

>
>
>
>

YV V V V

450 ml de meio RPMI incompleto;
50 mL de soro fetal bovino;

5 mL de solucdo de aminoacidos nédo essenciais (100X - 10mM);

5 mL de solugcdo de piruvato de sodio (100X - 100mM) ou 55 mg de piruvato de

sodio;

5 mL de L-glutamina (100x - 200 mM);
0.450 mL de 2-mercaptoetanol.
2,5mL de gentamicina (5mg/mL);

1,5mL de fungizona
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HBSS - ph 7,3

>

V V V V V V V V

0.4 g de KCI;

0.06 g de KH,POy;

0,35 g de NaHCOg;

8.0 g de NaCl;

0.04788 g de NaHPOy;

g de D-glicose;

0.011 g de vermelho de fenol;

1000 mL de agua bidestilada ou deionizada.

Filtrado,

Meio IEL

YV V V VYV

1000 ml RPMI

20 ml de soro fetal bovino

20 ml 1M Hepes buffer

10 ml penicillin/streptomycin 100x

0.50 ml gentamicina (40 mg/ml)

PBS 1X azida - pH 7,2

>
>

1000 ml de PBS 1X

0,1 g de azida sodica

Fixador (MAC FACS FIX) - ph 7,2

>

YV V V V

0.665 g de NaCl;

1.08 g de acido cacodilico;
g de paraformaldeido;

100 ml H,O milli-Q gsp;

Filtrado em rede de a 45 pum,
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5-1 A estimulacdo pelas proteinas da dieta desempen ha um papel
essencial na maturacao do sistema imune.

Verificamos previamente em nosso laboratério que animais C57BL/6 mantidos na
dieta de Aa apresentam caracteristicas tipicas de animais recém-nascidos ou isentos de
germes. Estes animais apresentaram niveis de IgAS e imunoglobulinas totais séricas
reduzidos e reducdo drastica do tecido linféide associado ao intestino em relagdo aos
animais que se alimentaram da dieta de Cas (Menezes, Mucida, et al, 2003). Decidimos
entdo, analisar a producdo de imunoglobulinas e a histologia do intestino delgado em
animais BALB/c alimentados com ambas as dietas e quantificar a producdo de muco, pelas
células caliciformes do intestino delgado destes animais. Os animais que se alimentaram da
dieta de Aa apresentaram niveis reduzidos de todas as imunoglobulinas séricas analisadas,
com excecdo de IgM e reducdo de IgAS em relacdo ao grupo que se alimentou de Cas
(Figura 7A). Os vilos da regido do jejuno proximal e distal do grupo Aa apresentaram uma
diferenca de tamanho de aproximadamente 100um (Figura 7B) e uma menor quantidade de
linfécitos intraepiteliais (Figura 7C). A figura 7D caracteriza os vilos dos grupos que se
alimentaram da dieta de Cas e Aa. A producdo de muco também foi reduzida no grupo que

se alimentou de Aa (Figura 7E e F).

57



Resultados

|:| Cas
- Aa

*
L
IgM  1gAs

lh ri Cn
Ig IgG IgA

[} T T T T
o o] © < N (=
1

|w/Bw oedesusduo)

T 1
o

15+
0
5

srelj@uds sen©d 0ot/ 13l

®)
X
I T T L
o o (=] (=] o
o o o o
53 ™ 39 —
m (wrl ) sreunsaul

SO|IA SOp oyuewe |

58



Resultados

% de producédo de muco
N

Figura 7: Analise da maturacdo do sistema imune de camundongos BALB/c alimentados com

as dietas de Cas e Aa.

Os animais recém-desmamados foram alimentados com uma dieta contendo caseina como Unica
fonte protéica - Cas (barra branca) ou com uma dieta contendo quantidades equivalentes dos
aminodcidos presentes na caseina - Aa (barra preta). O soro de camundongos alimentados com a
dieta de Cas e Aa foi analisado por ELISA para determinar a concentragéo de Ig total, 19G, IgA, IgM e
IgAS (Figura A). A figura B representa a morfometria dos vilos de Cas e Aa, o resultado é referente a
média do tamanho de cinco vilos por animal. A quantidade de linfécitos intraepiteliais também foi
quantificada de acordo com Materiais e Métodos (figura C). A figura D representa a histologia do
intestino delgado de Cas e Aa corado com HE, as setas pretas apontam para os linfocitos
intraepiteliais. Esta figura apresenta o vilo inteiro e a Iamina prépria em detalhe. A figura E diferencia
a producéo de muco dos grupos Cas e Aa e a figura F demonstra a histologia do intestino delgado de
ambos os grupos corados com PAS. A seta branca aponta para as células caliciformes. Os resultados
representam a média + SD de 5 animais por grupo. *p<0,05: Aa x Cas. As andlises estatisticas foram
feitas pelo teste t de Student.

59



Resultados

5-2 As proteinas da dieta interferem no desenvolvim ento de
respostas imunoldgicas associadas a alergia.

Como os animais do grupo Aa apresentam caracteristicas tipicas de animais
imaturos, decidimos estudar a inducdo de alergia alimentar, uma patologia que se
desenvolve, principalmente, na infancia, e estd associada a um padrdo Th2. (van Wik e.
Knippels 2007). Em 2003, Menezes e colaboradores mostraram que camundongos C57BL/6
gque se alimentaram apenas com a dieta de Aa apresentaram um perfil de citocinas similar
aos de neonatos, com alta producéo de IL-4 e IL-10 e baixa producdo de IFN-y. (Menezes,
Mucida, et al, 2003). Decidimos, entédo, analisar a producéo dessas citocinas no modelo de
alergia alimentar para determinar se o aumento ou ndo da susceptibilidade nesta patologia
estava associado ao perfil imaturo ou pelo fato destes animais apresentarem a producéo de
citocinas desviada para o padrdo Th2. Analisamos a producédo de IL-4, uma citocina que
induz a diferenciacdo de células T naive em Th2 e induz a troca de isotipo em IgE em
linfécitos B; IL-5 que esta relacionada com a diferenciacdo e crescimento de eosindfilos; IL-
10, uma citocina imurreguladora, que inibe a diferenciacdo de células T naive em Thl e
diminui a expressdo de MHC de classe Il e de moléculas co-estimuladoras em macréfagos e
IEN-y que inibe a diferenciacéo de células T naive em Th2 e ativa macréfagos aumentando
a expressdo de MHC de classes | e Il (Murphy, Travers, et al, 2010)

A alergia alimentar foi induzida de acordo com o protocolo abaixo. Os animais que
foram imunizados e desafiados serdo chamados de “Imune”, enquanto 0s animais que ndo
foram imunizados, nem desafiados, serdo chamados de “Controle”. Células do linfonodo
mesentérico foram colocadas em cultura e estimuladas com OVA Os sobrenadantes das
culturas foram coletados apds 72 horas e testados por ELISA para a produgéo de citocinas
IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y. Como observado na figura 8A, as células dos camundongos
alimentados com a dieta de Aa quando estimuladas em cultura, produzem niveis menos
elevados de citocinas do que as células dos camundongos alimentados com Cas.
Verificamos também que os grupos imunes de Cas apresentaram em comparacdo com 0S

grupos imunes de Aa, um aumento significativo de perda de peso apés a inducéo da alergia
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(Figura 8B). Curiosamente, os animais alimentados com a dieta contendo apenas
aminodcidos, apresentaram uma inflamac&o intestinal mais discreta, com menor nimero de
eosinofilos por campo (Figura 8C), maior consumo de racéo (Figura 8D) e consumo de OVA
(Figura 8E).

Concluimos que os animais alimentados com a dieta isenta de proteinas
apresentaram uma menor tendéncia ao desenvolvimento de respostas imunoldgicas

associadas a alergia.

Protocolo de inducado de alergia alimentar.

Imunizagdo 10 ug OVA+ 10 ug OVA em Alergia: clara de ovo
1 mg Al(OH); em 0,2 0,2 salina (20%) na mamadeira
salina

i i —A—

m

14 dias 7 dias F

Intra-peritoneal Intra-peritoneal M
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Figura 8: Fatores relacionados a inducdo de alergia alimentar em camundongos BALB/c

alimentados com a dieta de Cas e Aa.

Animais com oito semanas de dieta alimentados com Cas e Aa foram submetidos aos protocolos de
inducdo de alergia alimentar (Materiais e Métodos, protocolo 1). Os animais foram imunizados i.p.
apos 7 dias com 10ug OVA+1mg Al(OH); diluidos em 0,2 de salina, desafiados apés 14 dias com 10
Mg de OVA diluidos em 0,2 de salina e apoés 7 dias, os animais ingeriram OVA a 20% por 7 dias
consecutivos. As citocinas do sobrenadante foram mensuradas 72 horas apos o inicio da cultura
(Figura A). Os animais foram pesados antes e apos da inducao da alergia, a diferenca foi expressa
em gréfico (Figura B). O intestino delgado corado por HE foi analisado para contagem de eosindfilos
da lamina proépria (Figura C). Durante os dias de inducéo de alergia o consumo de racgao (Figura D) e
o0 consumo de OVA (Figura E) foram determinados diariamente nos grupos Cas (=@=) e Aa ( =il=).
Ap6s a inducéo de alergia, os animais foram sacrificados e as células do linfonodo mesentérico foram
retiradas e colocadas em cultura. As barras dos animais alimentados de Cas estdo representadas
pela cor branca e dos Aa pela cor preta. Os resultados representam a média + SD de 5 animais por
grupo. *p<0,05: Aa x Cas. As analises estatisticas foram feitas pelo teste t de Student.
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5-3 A auséncia de proteinas na dieta ndo interfere  na producéo de
eosinodfilos da medula 6ssea

Os eosindfilos sdo produzidos e armazenados na medula 6ssea e séo atraidos para
os tecidos como um processo reacional a inflamagcdes, como as alergias. Durante um
processo inflamatério, a producdo de eosindfilos na medula 6ssea é aumentada
(Rothenberg e Hogan 2006). Para avaliar se as proteinas da dieta poderiam interferir na
producao de eosindfilos na medula 6ssea, avaliamos a producdo destas células, através da
coloragdo especial para peroxidase destas células (EPO), apdés a inducdo de alergia
alimentar. Observamos que ndo houve diferenca no numero de eosindfilos entre os grupos
imunes de Cas e Aa. (Figura 9A). A figura 9B representa uma lamina no aumento de 400x
dos grupos Cas e Aa, controle e imune. Pode ser visualizado, o aumento de eosindfilos,

corados em marrom, nos grupo imune.
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Figura 9: Eosindfilos da medula dssea.

Animais com oito semanas de dieta alimentados com Cas e Aa foram submetidos aos protocolos de
inducédo de alergia alimentar (Materiais e Métodos, protocolo 1). Os animais foram imunizados i.p.
apos 7 dias com 10ug OVA+1mg Al(OH); diluidos em 0,2 de salina, desafiados apés 14 dias com 10
Mg de OVA diluidos em 0,2 de salina e apo6s 7 dias, os animais ingeriram OVA a 20% por 7 dias
consecutivos. Os animais do grupo controle ndo foram imunizados nem desafiados. Os animais foram
sacrificados e a medula éssea do fémur direito foi retirada. As células foram submetidas ao protocolo
de EPO, descrito nos materiais e métodos.. As laminas foram fotografadas no aumento de 400x e os
eosindfilos foram diferenciados pela coloracdo marrom (Figura B). A concentracao de eosindfilos nos
grupos Cas e Aa sao representados pela figura A. Os animais do grupo Cas séo representados pelas
barras brancas e animais do grupo Aa pelas barras pretas. Os resultados representam a média + SD
de 5 animais por grupo. *p<0,05: Aa x Cas. As andlises estatisticas foram feitas pelo teste t de
Student.
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5-4 As proteinas da dieta desempenham um papel impo rtante na
inducéo de tolerancia oral.

Para o estudo da tolerdncia imunoldgica, utilizamos diferentes protocolos (ver
protocolo abaixo) com o objetivo de caracterizar a susceptibilidade dos animais Aa a
tolerancia oral. Os animais que foram imunizados e desafiados serdo chamados de “Imune”,
enquanto 0s animais que ndo foram imunizados, nem desafiados, serdo chamados de
“Controle”. E nos animais que foi induzida a tolerancia oral antes das imuniza¢des serdo
chamados de “Tolerantes”. Antes da inducdo de tolerancia oral e alergia alimentar foi
analisada a imaturidade imunoldgica dos animais pela producao de imunoglobulinas sérica e
secretoria.

Os grupos Cas ou Aa foram expostos por via oral & OVA antes da indugéo da alergia
alimentar. Utilizamos dois protocolos para indugéo de tolerancia oral, no primeiro, 0s animais
foram mantidos por trés, dois ou um dia em “ingestao voluntaria” do antigeno (OVA) em
agua de beber. E no segundo, os animais receberam a OVA diretamente no estémago
através de uma agulha de gavagem (com a ponta arredondada), por trés, dois ou um dia.
Todos os tratamentos foram feitos na semana anterior a primeira imuniza¢do. Quatorze dias
apos a primeira imunizacéo foi realizado a segunda imunizacéo (booster) e antes da inducdo
de alergia alimentar foi dosado as imunoglobulinas totais anti-OVA. A reducdo na
concentracdo de Ig anti-OVA nos animais tolerantes ja pode ser vista com um dia de
gavagem nos animais mantidos em dietas convencionais. (Santiago, 2008). No entanto, a
figura 10D mostra que nos animais em que a tolerancia foi induzida com apenas um dia de
gavagem, o titulo de imunoglobulina Ig total do grupo Aa ndo apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo imune. J&, no protocolo de ingestdo voluntaria trés, dois ou
um dia e nos protocolos de gavagem trés e dois dias, todos os grupos em que a tolerancia
foi induzida, o titulo de Ig total foi menor em relacdo ao grupo imune (Figuras 10A,B,C,E e
F). Outra observacao importante é que os grupos imunes de Cas apresentam maiores titulos
de Ig total que os grupos imunes de Aa e que quanto mais dias de inducdo de tolerancia oral

maior a diferenca entre os grupos tolerantes e imunes (Figuras 10A-F).
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Protocolo de inducéo de toleréncia oral
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Figura 10: Quantificacdo de imunoglobulinas totais séricas anti-OVA de camundongos BALB/c
alimentados pela dieta de Cas e Aa e submetidos aos  protocolos de indug&o de tolerancia oral.
Animais com oito semanas de dieta alimentados com Cas e Aa foram submetidos aos protocolos de
inducdo de tolerancia oral (Materiais e Métodos, protocolo 1). Os animais foram tratados oralmente
com 20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria por 1, 2 ou 3 dias e imunizados i.p. apos 7
dias com 10ug OVA+1mg Al(OH); diluidos em 0,2 de salina, desafiados apés 14 dias com 10 ug de
OVA diluidos em 0,2 de salina e sangrados pelo plexo orbital 7 dias ap0s o desafio para avaliagdo da
tolerancia. Os anticorpos séricos Ig total foram medidos por ELISA e os resultados expressos como
média da somatdria (O.D.) das absorbancias obtidas com os soros de cada grupo. Animais “imunes”
(barra branca), “tolerantes” (barra preta) e “controle” (barra cinza). As figuras A-C representam o0s
resultados do protocolo de Ingestdo Voluntaria de 1, 2 ou 3 dias respectivamente e as figuras D-F
representam os resultados do protocolo de Gavagem de 1, 2 ou 3 dias respectivamente. Os
resultados representam a média + SD de 5 animais por grupo. As letras a,b,c,d representam a
diferenca estatistica *p<0,05 entre os grupos analisados estatisticamente por ANOVA e pés-teste de
Tukey.
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Apés a inducdo de alergia alimentar, segundo o protocolo 1, outros parametros
envolvendo a tolerancia oral foram analisados, como: a producéo de IgG1 (Figura 11), IgE
(Figura 12) e IgAS (Figura 13) anti-OVA. Como descrito para Ig total, os titulos de IgG1 anti-
OVA dos animais tolerantes do grupo Aa nao foram diferentes em relacdo ao seu grupo
imune, no protocolo de um dia de gavagem (Figura 11D). Em todos os outros grupos, 0s
titulos de IgG1 anti-OVA foram menores nos grupos tolerantes que em seus grupos imunes
(Figura 11A, B, C, E e F). Outra observagao importante é que quanto mais dias de inducéo
de tolerancia oral maior a diferenca entre os grupos tolerantes e imunes, principalmente nos

grupos do protocolo de ingestédo voluntaria (Figura 11A-C).
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Figura 11: Quantificacdo de IgG1 anti-OVA _em camundongos BALB/c alimentados pela dieta de
Cas e Aa e submetidos aos protocolos de inducédo de tolerancia oral e alergia alimentar.

Animais com oito semanas de dieta alimentados com Cas e Aa foram submetidos aos protocolos de
inducéo de tolerancia oral e alergia alimentar (Materiais e Métodos, protocolo 1). Os animais foram
tratados oralmente com 20mg de OVA por gavagem ou ingestao voluntaria por 1, 2 ou 3 dias e
imunizados i.p. apos 7 dias com 10ug OVA+1mg AI(OH); diluidos em 0,2 de salina, desafiados apés
14 dias com 10 ug de OVA diluidos em 0,2 de salina e apos 7 dias, os animais ingeriram OVA a 20%
por 7 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados e o0 sangue coletado do plexo axial. O soro foi
separado e os anticorpos IgG1 anti-OVA foram medidos por ELISA e os resultados expressos como
média da somatoria (O.D.) das absorbancias obtidas com os soros de cada grupo. Animais “imunes”
(barra branca), “tolerantes” (barra preta) e “controle” (barra cinza). As figuras A-C representam o0s
resultados do protocolo de Ingestdo Voluntaria de 1, 2 ou 3 dias respectivamente e as figuras D-F
representam os resultados do protocolo de Gavagem de 1, 2 ou 3 dias respectivamente. Os
resultados representam a média + SD de 5 animais por grupo. As letras a,b,c,d representam a
diferenca estatistica *p<0,05 entre os grupos analisados estatisticamente por ANOVA e pés-teste de
Tukey
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Todos os grupos tolerantes apresentaram titulos de IgE e IgAS anti-OVA menores
que seus grupos imunes, nos dois protocolos (Figura 12 e 13). Outra observacao
importante € que os grupos imunes de Cas apresentam maiores titulos tanto de IgE quanto
de IgAS em relagdo aos grupos imunes de Aa e que quanto mais dias de inducdo de
tolerancia oral maior a diferenca entre 0s grupos tolerantes e imunes (Figuras 12 e 13).

Concluimos que os animais alimentados com a dieta isenta de proteinas

apresentaram uma menor susceptibilidade a inducéo de tolerancia oral.
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Figura 12: Quantificacdo de IgE anti-OVA _ em camundongos BALB/c alimentados pela dieta de
Cas e Aa e submetidos aos protocolos de inducdo de tolerancia oral e alergia alimentar.

Animais com oito semanas de dieta alimentados com Cas e Aa foram submetidos aos protocolos de
inducdo de tolerancia oral e alergia alimentar (Materiais e Métodos, protocolo 1). Os animais foram
tratados oralmente com 20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria por 1, 2 ou 3 dias e
imunizados i.p. apds 7 dias com 10ug OVA+1mg Al(OH)3 diluidos em 0,2 de salina, desafiados apds
14 dias com 10 ug de OVA diluidos em 0,2 de salina e apos 7 dias, os animais ingeriram OVA a 20%
por 7 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados e o sangue coletado do plexo axial. O soro foi
separado e os anticorpos IgE anti-OVA foram medidos por ELISA e os resultados expressos como
média da somatdria (O.D.) das absorbancias obtidas com os soros de cada grupo. Animais “imunes”
(barra branca), “tolerantes” (barra preta) e “controle” (barra cinza). As figuras A-C representam o0s
resultados do protocolo de Ingestdo Voluntaria de 1, 2 ou 3 dias respectivamente e as figuras D-F
representam os resultados do protocolo de Gavagem de 1, 2 ou 3 dias respectivamente. Os
resultados representam a média + SD de 5 animais por grupo. As letras a,b,c,d representam a
diferenca estatistica *p<0,05 entre os grupos analisados estatisticamente por ANOVA e pés-teste de
Tukey.
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Figura 13: Quantificacdo de IgAS anti-OVA _ em camundongos BALB/c alimentados pela dieta

de Cas e Aa e submetidos aos protocolos de inducdo de tolerancia oral e alergia alimentar.
Animais com oito semanas de dieta alimentados com Cas e Aa foram submetidos aos protocolos de
inducdo de tolerancia oral e alergia alimentar (Materiais e Métodos, protocolo 1). Os animais foram
tratados oralmente com 20mg de OVA por gavagem ou ingestdo voluntaria por 1, 2 ou 3 dias e
imunizados i.p. apos 7 dias com 10ug OVA+1mg Al(OH); diluidos em 0,2 de salina, desafiados apds
14 dias com 10 uyg de OVA diluidos em 0,2 de salina e apés 7 dias, os animais ingeriram OVA a 20%
por 7 dias consecutivos. O conteudo fecal foi coletado e os anticorpos IgAS anti-OVA foram medidos
por ELISA e os resultados expressos como média da somatoria (O.D.) das absorbancias obtidas com
0s soros de cada grupo. Animais “imunes” (barra branca), “tolerantes” (barra preta) e “controle” (barra
cinza). As figuras A-C representam os resultados do protocolo de Ingestdo Voluntaria de 1, 2 ou 3
dias respectivamente e as figuras D-F representam os resultados do protocolo de Gavagem de 1, 2
ou 3 dias respectivamente. Os resultados representam a média + SD de 5 animais por grupo. As
letras a,b,c,d representam a diferenca estatistica *p<0,05 entre 0s grupos analisados estatisticamente
por ANOVA e pds-teste de Tukey.
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5-5 A auséncia das proteinas na dieta interfere na ativacao de
células T reguladoras.

Varios subgrupos de linfécitos T com fendtipo regulador j4 foram descritos como
importantes na inducdo de imunossupressdo via mucosa oral, tais como: Th3, Trl,
CD4'CD25'CD45RB"" e CD4'LAP" (Faria e Weiner, 2005 / Powrie, Correa-Oliveira, et al,
1994). Ja que os animais que se alimentaram da dieta de Aa apresentaram um perfil imaturo
e uma menor susceptibilidade de inducdo de tolerdncia oral decidimos analisar a
interferéncia das proteinas da dieta na populacdo de célula reguladora
CD4'CD25'CD45RB®" na lamina prépria do intestino delgado. Os animais foram
alimentados por oito semanas com a dieta de caseina ou com a dieta de aminoacidos.
Observamos que os grupos mantidos na dieta Aa apresentam menor porcentagem e
namero absoluto destas células. (Figura 14B). No entanto, os animais do grupo Aa
apresentaram maior porcentagem e numero absoluto de células T naive
CD4'CD25'CD45RB™" (Figura 14C). A figura 14A representa um perfil celular de tamanho x
granulosidade, onde foi selecionada a regido correspondente a populacdo de linfocitos. A
seguir a populacdo CD25'CD4" dentro da populacédo de linfécitos totais foi selecionada e

finalmente, a populacdo CD45RB foi identificada dentro da populagdo CD4'CD25".
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Figura 14: Porcentagem e nimero absoluto de células CD4'CD25'CD45RB na lamina propria
do intestino delgado de animais alimentados com as dietas de Cas e Aa.

Os animais recém-desmamados foram alimentados com uma dieta contendo caseina como Unica
fonte protéica - Cas (barra branca) ou com uma dieta contendo quantidades equivalentes dos
aminodcidos presentes na caseina - Aa (barra preta). As células da lamina propria foram retiradas
segundo a descricdo nos Materiais e Métodos e marcadas com anticorpos especificos ligados aos
fluorocromos Cy, FITC ou PE respectivamente e analisados por citometria de fluxo. A figura A
representa os gates do perfil celular analisado. A figura B demonstra a porcentagem e numero
absoluto da populacéo CD4+CD25+CD45RB_IOW e a figura C demonstra a porcentagem e nimero
absoluto da populacéo CD4'CD25'CD45RB"" Os resultados representam a média = SD de 5 animais
por grupo. *p<0,05: Aa x Cas. As analises estatisticas foram feitas pelo teste t de Student.
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5-6 O processo de inducdo de tolerancia oral desenc adeia a
maturacao do sistema imune nos animais do grupo Aa.

A reintroducdo da dieta de Cas por trés dias nos animais que se alimentavam
somente pela dieta de Aa foi capaz de restabelecer os niveis de imunoglobulinas séricas e
secretdria em camundongos C57BL/6 (Amaral, Foschetti, et al, 2006).

Para avaliar se durante o processo de inducdo de tolerancia oral, o contado com a
OVA seria capaz de desencadear a maturacdo imunoldgica nos animais submetidos a dieta
de Aa, equiparando-os aos niveis de imunoglobulinas do grupo Cas, utilizamos os
protocolos de gavagem e ingestdo voluntaria. Os grupos Cas ou Aa foram expostos por via
oral @ OVA. Os animais foram mantidos por trés, dois ou um dia em “ingestao voluntaria” do
antigeno (OVA) em &gua de beber ou receberam a OVA diretamente no estbmago através
de uma agulha de gavagem também por trés, dois ou um dia. 24 horas apés cada processo
de inducdo de tolerancia, as fezes foram coletadas, os animais foram sacrificados e o
sangue retirado do plexo axial. Para IgG, o titulo de anticorpo aumentou com 0 aumento nos
dias de inducdo de tolerancia. Trés dias de gavagem e dois ou trés dias de ingestdo
voluntéria foram suficientes para equiparar os niveis de imunoglobulinas do grupo Aa aos do
grupo Cas. (Figura 15A). Ja para IgA sérica, somente um dia de gavagem nao foi suficiente
para restabelecer os titulos desta imunoglobulina aos niveis de Cas. (Figura 15B). Para
IgAS, todos os protocolos de inducdo de tolerancia oral, inclusive 1 dia de gavagem foram
suficientes para restabelecer o0s niveis de imunoglobulinas do grupo Aa a niveis

semelhantes ao grupo Cas (Figura 15C).
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Figura 15: Dosagem de imunoglobulinas séricas IgG e IgA e IgA secretdria em camundongos

submetidos a dieta de Aa apds o processo de indugdo de tolerancia oral.

Animais com oito semanas de dieta alimentados com Aa foram submetidos aos protocolos de inducao
de tolerancia oral. Os animais foram tratados oralmente com 20mg de OVA por gavagem (G) ou
ingestdo voluntaria (IV) por 1, 2 ou 3 dias. Apdés 24 horas do processo de inducdo de tolerancia, os
animais foram sacrificados e o sangue foi coletado para dosagem de IgG (A) e IgA (B) séricas e as
fezes foram coletadas para dosagem de IgAS (C) por ELISA. O grupo Cas é representado pelas
barras pretas e os grupos de Aa pelas barras brancas. Os resultados representam a média + SD de 3
animais por grupo. *p<0,05: Aa x Cas. As analises estatisticas foram feitas pelo teste t de Student.
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5-7 O estado nutricional dos camundongos néo é afet  ado pela falta
das proteinas da dieta

Como este trabalho envolve a manipulacdo de dieta, um controle nutricional dos
animais mantidos nas dietas de aminoacido (Aa) e caseina (Cas) foi realizado. Este controle
se fez necessario para verificar se altera¢des nutricionais estariam interferindo na maturacéo
do sistema imune.

Camundongos BALB/c recém-desmamados foram alimentados com uma dieta
contendo caseina como Unica fonte protéica ou com uma dieta contendo quantidades
equivalentes dos aminoacidos presentes na caseina. Todos os parametros analisados foram
feitos em camundongos com doze semanas de idade. Ambos 0s grupos mostraram-se
nutricionalmente normais como demonstrado pela contagem de células sanguineas (Figura
16A), bem como pela concentracdo normal de albumina (Figura 16B), proteinas totais
séricas (Figura 16C) e consumo de ragéo (Figura 16D). No entanto, os animais alimentados
com a dieta de Aa apresentaram curva de crescimento (Figura 16E) e elimina¢édo de gordura

nas fezes (Figura 16F) reduzidas em relag&do aos animais alimentados com a dieta de Cas.
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Figura 16: Avaliac@o nutricional de camundongos BAL B/c alimentados com dietas de Cas ou
Aa.

Os animais recém-desmamados foram alimentados com uma dieta contendo caseina como Unica
fonte protéica - Cas (barra branca e linha cinza) ou com uma dieta contendo quantidades
equivalentes dos aminoacidos presentes na caseina - Aa (barra e linha preta). Na figura A foi feita
uma analise das células sanguineas (neutrdfilo, linfocito, mondécito e eosindfilo). A concentragao
sérica de albumina e das proteinas totais podem ser visualizadas nas figuras B e C respectivamente.
A média do consumo de racdo (figura D) e o controle do peso (figura E) foram avaliados
semanalmente. A figura F corresponde a eliminacdo de gordura pelas fezes. Os resultados
representam a média £ SD de 10 animais por grupo e para bromatologia um pool de 25 animais.
*p<0,05: Aa x Cas. As analises estatisticas foram feitas pelo teste t de Student.
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A ingestdo de proteinas representa uma grande “parceria’ com a atividade
imunolégica (Nelson Vaz, texto ndo publicado). A degradacdo de proteinas a aminoacidos
no intestino desempenha um papel nutritivo essencial, mas, a0 mesmo tempo, gera
peptideos importantes para a ativagdo do sistema imune. Camundongos em ambientes
convencionais, alimentados com uma dieta de aminoacido (Aa), assim como em animais
isentos de germes, representam um modelo eficiente para o estudo do papel dos antigenos
naturais (microbiota e antigenos da dieta) no desenvolvimento e na maturacdo do sistema
imune (Eberl, 2005 / Duerkop, Vaishnava, et al, 2009 / Suzuki e Fagarasan, 2008 / Jiang,
Thurnheer, et al, 2004 / Menezes, Mucida, et al, 2003).

Dados descritos em animais isentos de germes relacionam a privacdo antigénica
com a diminuicdo do titulo de imunoglobulinas (Hooijkaas, Benner, et al, 1984 / Bos,
Meeuwsen, et al, 1988). Estes estudos mostraram uma diminuicdo na producao de IgG, IgA
e IgE nesses animais (Sudo, Sawamura, et al, 1997). O mesmo ocorreu em camundongos
C57BL/6 submetidos a dieta de aminoacidos (Menezes, Mucida, et al, 2003). Nossos
resultados estdo de acordo com os anteriormente descritos, pois foi constatada uma
reducéo significativa de imunoglobulinas séricas em camundongos BALB/c alimentados com
a dieta Aa (Figura 7A). A IgM, entretanto, ndo apresentou diferenca entre os grupos Cas e
Aa, 0 que indica uma atividade interna e autbnoma do sistema imune independente de
estimulos externos.

Apdés o desmame e com a introducdo da dieta livre € possivel observar uma
mudancga rapida na morfologia do intestino caracterizada pelo aumento e maturacdo do
tecido linféide (Vega-Lopez, Bailey, et al, 1995). O desmame também é acompanhado pelo
aparecimento de centros germinativos nas placas de Peyer e pelo aumento da producéo de
IgAS. Com a diminuicdo de estimulos antigénicos no GALT, incluindo lamina prépria e
placas de Peyer pode haver um comprometimento na estimulacao de linfécitos B, levando a
uma diminuicéo na producgdo de IgAS, como visto em nossos animais (Figura 7A).

E importante ressaltar que a producdo de IgAS pode ter uma contribuicio de

linfécitos B derivados da medula 6ssea (convencionais ou B-2) e de linfécitos B derivados do
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omento (ndo convencionais ou B-1). Células B-1 diferem das tradicionais B-2 pela
localizacdo, expressdo de marcadores especificos e repertério de anticorpos (Martin e
Kearney, 2001). Linfécitos B-1 localizam-se na cavidade peritoneal e contribuem
significativamente para producdo de imunoglobulinas naturais da classe IgM. Essas células
expressam altos niveis de integrinas a4, a6 e 1 e CD9 que facilitam a sua adesdo na matriz
da cavidade peritoneal. ApOs a exposicdo a produtos bacterianos, como LPS, as células B-1
diminuem a expressado dessas moléculas e egressam da cavidade peritoneal para tecidos
efetores como na lamina propria, diferenciando-se em plasmécitos secretores de IgAS (Ha,
Tsuiji, et al, 2006 / Berberich, Forster, et al, 2007).

Além da deficiéncia na producdo de imunoglobulinas como IgAS, algumas alteracfes
na morfologia do intestino delgado de animais isentos de germes também foram descritas.
Exames histoldgicos desses animais mostraram um estroma escasso, com poucos linfécitos
e macrofagos, as placas de Peyer sdo menores e 0s vilos intestinais sdo mais estreitos e
aparentemente mais alongados que camundongos tradicionais. (Thompson e Trexler, 1971).
Em 2003, Menezes e colaboradores demonstraram que camundongos adultos C57BL/6,
assim como neonatos, apresentaram um perfil dos vilos intestinais, mais alongados que
animais convencionais, semelhante ao encontrado nos animais isentos de germes
(Menezes, Mucida, et al, 2003). Nossos resultados demonstraram que os camundongos
BALB/c alimentados com a dieta de Aa, de maneira similar, apresentaram as mesmas
caracteristicas (Figuras 7B e D).

Como os camundongos alimentados com a dieta Aa e os camundongos isentos de
germe apresentam reducdo dos linfocitos da mucosa intestinal, uma possivel explicacdo
para as modificacbes na arquitetura dos vilos observadas nesses animais seria a reducao
da influéncia de fatores produzidos por linfécitos da mucosa intestinal. De fato,
camundongos portadores de imunodeficiéncia combinada grave (SCID) que possuem
poucos linfécitos, apresentam um perfil de alongamento do vilo similar ao padréo encontrado
em animais neonatos e que se alimentaram da dieta de Aa (dados nado publicados do nosso

laboratorio). Esses dados sugerem que a reducdo de linfocitos pode ser responséavel por
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esta alteracdo na estrutura dos vilos, demonstrando a estreita relacéo existente entre células
epiteliais e linfécitos da mucosa intestinal. De fato, no nosso estudo, também observamos
uma reducdo no numero de IELs no grupo em que houve a restricdo de proteinas da dieta
(Figura 7C).

Os camundongos SCID formam um grupo heterogéneo de animais portadores de
mutacdes que prejudicam o desenvolvimento normal de linfocitos T e B. Alguns dos
camundongos portadores dessa imunodeficiéncia combinada grave (SCID) apresentam, por
exemplo, mutacdo no gene correspondente a cadeia y comum dos receptores de IL-2, IL-4,
IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. Como resultado desse defeito genético, as células T apresentam
falhas no seu desenvolvimento e as células B em suas funcdes. Esses animais também
podem apresentar defeitos em enzimas que degradam nucleotideos e o acimulo destes s&o
téxicos para as células T em desenvolvimento. Outro defeito que leva a imunodeficiéncia
combinada grave observada no fendtipo chamado de SCID inclui mutagdes nas enzimas de
reparo do DNA (Murphy, Travers, et al, 2010).

Essas alteracBes morfoldgicas dos vilos intestinais também podem contribuir para
uma menor capacidade de diferenciagdo das células caliciformes e, consequentemente,
uma diminui¢do na producdo de muco intestinal (Figuras 7E e F).

Além das alteracBes morfoldgicas intestinais observadas, a privacdo das proteinas
da dieta poderia interferir na reatividade imune? Em 2005, Mucida e colaboradores
observaram que a administracao da dieta de Aa em camundongos BALB/c submetidos a um
protocolo de inducdo de asma experimental agravou o desenvolvimento da inflamag&o das
vias aéreas juntamente com a producdo aumentada de IgE e muco (Mucida, 2005). Esse
resultado, o agravamento da inflamacéo alérgica das vias aéreas, nos levou a pergunta
subseqiente: o perfil Th2 observado nos camundongos alimentados com a dieta Aa
(Menezes, Mucida, et al, 2003) poderia deixar esses animais mais susceptiveis ao
desenvolvimento da alergia? Em estudo recente do nosso grupo, o papel das proteinas da
dieta foi avaliado em um modelo de infeccéo por Leishmania major. Camundongos do grupo

Aa, com um perfil imune imaturo apresentaram um aumento transitério da lesdo, maior
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parasitismo tecidual e menor capacidade de produgcdo de IFN-y e Oxido nitrico. Esse
trabalho mostrou, entdo, que a dieta de Aa se relaciona com uma diminuicdo da reacédo
inflamatoria. No entanto, esses resultados ndo estavam relacionados a um desvio da
reatividade imunoldgica ao parasito para um padrdao Th2. A producao especifica de IL-4 n&o
estava aumentada, apenas a producdo de IL-10. Sugerimos, entdo, que a reducdo da
imunidade protetora anti-Leishmania se relacione a imaturidade dos animais e ndo a um
suposto desvio Th2 (Amaral, Gomes-Santos, et al, 2009).

Como seria, entdo, o desenvolvimento de uma resposta imune inflamatéria
associada a mucosa intestinal como a alergia alimentar? Em nosso modelo, observamos
gque a auséncia das proteinas na dieta diminuiu a susceptibilidade ao desenvolvimento da
alergia em relacdo aos animais que ingeriram Cas. Os animais imunes Cas produziram
maiores quantidades de IgE e IgAS anti-OVA (Figura 12 e 13), maior secrecdo de citocinas
como IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y, menor consumo de racédo e OVA durante os dias de inducdo
de alergia, uma maior perda de peso e maior quantidade de eosindfilos na lamina propria
dos vilos intestinais em relacdo aos animais que se alimentaram de Aa (Figura 8). Estes
resultados sugerem que é necessaria uma maturacdo imunoldgica para desencadear uma
resposta imune inflamatéria frente a um antigeno. Uma explicacdo possivel para as
caracteristicas apresentadas € que 0s animais submetidos a dieta de Aa ndo sdo téo
susceptiveis a imunizacdo quanto os animais que ingeriram a proteina integra, como
mostrado pelos niveis de IgE e IgAS anti-OVA nos grupos imunes (Figuras 12 e 13). De um
modo geral, todos os parametros analisados durante um processo de alergia alimentar estdo
reduzidos nos animais da dieta de Aa em comparacdo a dieta de Cas, demonstrando que
esses animais ndo sdo atdpicos e sim imaturos. Por outro lado, a concentracdo de
eosinofilos na medula 6ssea dos animais Aa imunes, quando comparada com o grupo Cas
ndo apresentou qualquer diferenca (Figura 9). O mesmo nado ocorre no local da inflamacéo,
onde o grupo Cas apresentou maior quantidade destas células (Figura 8C). Este resultado
sugere uma possivel perda na capacidade de migracdo destas células para o sitio

inflamatorio.

83



Discusséao

Camundongos que se alimentaram apenas com a dieta de Aa, assim como 0s
animais neonatos, apresentam DCs com a capacidade reduzida de expressar moléculas co-
estimuladoras como CD40 e CD86 (Amaral, Gomes-Santos, et al, 2009 / Marshall-Clarke,
Reen et al, 2000). A diminuicao destas moléculas pode prejudicar a expansao de células T e
B e a troca de isotipos das imunoglobulinas (Morein, Abusugra, et al, 2002). Esta alteracéo
justificaria a menor producao de IgE e IgAS anti-OVA (Figuras 12 e 13) e a menor produgéo
de citocinas dos animais imunes que se alimentaram da dieta de Aa (Figura 8A).

Uma resposta alérgica que se inicia posteriormente a sensibilizacdo é caracterizada
pela produgcdo de citocinas tipo Th2 como IL-4, IL-13 e IL-5. Além de IL-4 promover
eosinofilia indiretamente diferenciando linfécitos T naive em linfécitos do tipo Th2, também
ativam o endotélio vascular para a liberacdo de moléculas quimiotaticas (Terada, Hamano,
et al, 2000). IL-5 também apresenta um fator central na expansao de eosindfilos na medula
0ssea e para 0 seu recrutamento nos locais de inflamacao. Eosindéfilos maduros deixam a
medula Ossea e sdo direcionados aos locais de inflamacdo alérgica pela acdo de
quimiocinas pro-inflamatérias. Eosindfilos expressam receptores para o grupo CC de
guimiocinas (aqueles que contém cisteinas adjacentes proximas a amina terminal)
(Rosenberg, Phipps, et al, 2007). Varias quimiocinas CC tém sido caracterizadas como
guimioatrativas para eosindfilos, incluindo RANTES e CCL3, mas somente a eotaxina € a
molécula quimiotatica especifica para eosindéfilos (Jose, Griffiths-Johnson, et al, 1994). A
identificacdo destas moléculas quimiotéticas ndo foi realizada em nossos experimentos, no
entanto, dados preliminares do nosso laboratorio mostraram uma diminuicdo na expressao
de moléculas de adesao no endotélio do intestino, como V-CAM e ICAM-1 nos animais que
se alimentaram da dieta de Aa( dados ndo publicados). Estes dados podem justificar uma
menor populacdo de eosindfilos no local da inflamacéo.

Animais isentos de germes apresentam a microvasculatura dos vilos intestinais
reduzidos em relagdo aos animais com microbiota (Stappenbeck, Hooper, et al, 2002),
demostrando que a auséncia destes antigenos pode prejudicar inclusive a circulagdo normal

de células para estas regifes. A auséncia das proteinas da dieta também poderia interferir
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neste processo de formacdo de vasos, prejudicando a migracdo de células para o local da
inflamacao. Experimentos que identificam tal acontecimento ndo foram realizados.

Em nossos estudos, observamos que a ingestdo de proteinas inteiras pode ser um
fator que resulta no aumento da susceptibilidade & inducao de tolerancia oral. Verificamos
gue 0s animais que nao ingerem proteinas ap0s a amamentacdo, embora ainda aptos a
inducdo da tolerancia via mucosas, tém essa capacidade reduzida em relacdo aos animais
gue ingerem proteinas inteiras. Notamos uma resisténcia a inducéo de tolerancia oral pelo
protocolo de um dia de gavagem no que diz respeito ao isotipo Ig total e IgG1 nos animais
mantidos na dieta de Aa (Figuras 10 e 11). No entanto, imunoglobulinas antigeno-especifico
das subclasses IgE e IgAS estdo suprimidas nesses animais, quando submetidos a todos os
protocolos de inducao de tolerancia oral, inclusive em um dia de gavagem (Figuras 12 e 13).

Nossos resultados estdo em concordancia com trabalhos realizados em animais
isentos de germes em que 0 isotipo IgG € pouco passivel de supressao e a capacidade de
inibicdo de IgE se assemelha aos animais convencionais (Moreau e Gaboriau-Routhiau
1996). A ingestdo voluntaria € o protocolo ideal de inducdo de tolerancia oral, capaz de
induzi-la até mesmo em animais idosos, menos susceptiveis a sua indugéo. Ja o protocolo
sub-6timo como um dia de gavagem néao é suficiente para este feito (Faria, Garcia, et, al,
1993). Quanto mais dias de indugdo de tolerancia oral, maior a diferenca entre 0s grupos
imunes e tolerantes, cuja maior diferenca foi sempre visualizada com trés dias de ingestao
voluntaria. Varios trabalhos relatam resultados semelhantes ao nosso, nos quais a
administracdo oral do antigeno por ingestdo voluntaria se mostra mais eficiente que a
gavagem (Peng, Turner, et al, 1989). A ingestao voluntaria é um processo no qual ha uma
maior frequéncia do contato do antigeno com o intestino, semelhante ao que ocorre na
alimentacédo diaria. De acordo com Faria e colaboradores em 1998, a diferenca encontrada
nos dois modelos de administracdo oral do antigeno se deve ao seu processamento e
apresentagcdo por APCs da mucosa. Estas tém sido diretamente relacionadas ao
desenvolvimento da tolerancia, tanto nasal quanto oral. DCs presentes nos linfonodos

mesentéricos produzem altas concentracdes de TGF- e sdo capazes de induzir células T
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CD4 produtoras de TGF-B (caracteristicas das Treg TH3) (Akbari, DeKruyff, et al, 2001).
Quando uma alta dose de antigeno protéico alcanca de uma vez o GALT, provavelmente
todas as APCs séo recrutadas para processar e apresentar o antigeno, entretanto se a
mesma quantidade de antigeno protéico for gradualmente administrada em pequenas
doses, apenas as APCs mais eficientes (DCs) serdo mobilizadas. Esta apresentacdo
diferenciada pode levar a diferentes formas de ativacdo de células T, resultando num perfil
de producdo de citocinas distinto. Na ingestdo voluntaria, o antigeno é administrado em
doses pequenas e continuas, 0 que levaria a uma maior exposi¢do as enzimas digestivas
presentes no limen intestinal, por gavagem, essa exposi¢cao seria menor, ja que o antigeno
chega ao lumen em grande quantidade de uma sé vez. O resultado desse maior
processamento luminal do antigeno pode gerar um maior nimero de epitopos expostos e
um menor requerimento do processamento do mesmo por APCs no intestino com
consequentes diferencas na resposta de células T (Faria, Ficker, et al, 1998).

Varios mecanismos sao propostos para explicar a tolerancia via mucosas, entre eles
estdo a anergia e a delecdo dos linfocitos T (Weiner, Friedman, et al, 1994), que
representam mecanismos passivos e regulacdo ativa por células Tregs (Zhang, lzikson, et
al, 2001). Algumas teorias propdem mecanismos “negativos” para a inducdo de tolerancia
oral (delecéo, a anergia e ignorancia). Atualmente, células Tregs com fenétipo CD4"'CD25"
tém sido associadas ao mecanismo ativo de inducdo de tolerancia via mucosas (Hauet-
Broere, Unger, et al, 2003 / Unger, Hauet-Broere, et al, 2003). Como o0s animais que se
alimentaram da dieta de Aa apresentaram uma capacidade reduzida para inducdo de
tolerancia oral, decidimos analisar células reguladoras com o fenétipo CD4CD25CD45RB".
O CD45RB ¢é uma fosfatase expressa em altos niveis na superficie de linfocitos virgens. A
expressao de CD45RB diminui apés a ativacdo dos linfécitos T. Células com baixa
expressdo desta molécula (CD45RB"") s&o reconhecidas como células de meméria, alguns
trabalhos, entretanto, apontam nestas células propriedades reguladoras (Lee e Vetetta,
1990), sendo essa sub-populacédo de Tregs indispensaveis para o controle de colite (Powrie,

Leach, et al, 1993 / Alyanakian, You, et al, 2003). O desenvolvimento de colite experimental
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em camundongos pode ser induzido apdés a transferéncia de células T CD4 naive
expressando altos niveis de CD45RB (CD45RB"") (Morrissey, Charrier, et al, 1993 / Powrie,
Correa-Oliveira, et al, 1994). A inducdo de colite pode ser evitada pela transferéncia
concomitante de células que expressam CD45RB"". De acordo com nossos resultados, a
auséncia de estimulos pelas proteinas da dieta diminuiu a capacidade das células T em se
diferenciarem em células com perfil regulador. Os animais do grupo Aa apresentaram uma
diminuicdo de células com perfil regulador e uma maior expresséo de células T CD4 naive
(Figura 14), evidenciando, assim, a necessidade de estimulos protéicos na diferenciacao de
células importantes para o desenvolvimento de tolerancia oral. Camundongos neonatos
também apresentam imunidade mediada por células T naive (Niers, Stasse-Wolthuis, et al,
2007).

Como o0 aumento nos dias de ingestao do antigeno resultou em uma maior eficiéncia
na toleréncia, esses trés dias de contato com a OVA seriam suficientes para desencadear o
amadurecimento imunologico destes animais? De acordo com Amaral, o contato oral com
uma proteina por trés dias consecutivos pode resultar em uma maturacéo do sistema imune
no grupo Aa ou aproximacédo em relagcédo ao grupo Cas (Amaral, Foschetti, et al, 2006). Por
isso, investigamos parametros que indicam a maturidade imunoldgica destes animais, como
as imunoglobulinas. Para IgG, o titulo de anticorpo se elevou com o0 aumento dos dias de
inducdo de tolerancia. Em trés dias de gavagem e dois e trés dias de ingestdo voluntéria
foram suficientes para equiparar com os niveis de imunoglobulinas do grupo Cas. Para IgA
sérica, somente um dia de gavagem ndo foi suficiente para restabelecer os titulos desta
imunoglobulina aos niveis de Cas. E para IgAS, todos os protocolos de inducdo de
tolerancia oral, inclusive um dia de gavagem, j& foram suficientes para restabelecer os niveis
de imunoglobulinas aos niveis de Cas (Figura 16). Este resultado nos leva a pensar que
diferentes isotipos de imunoglobulinas requerem diferentes quantidades de antigenos para
serem produzidos, mostrando uma hierarquia na troca de classes de isotipos.

A imaturidade imunoldgica ndo influenciou em pardmetros nutricionais gerais. Os

camundongos BALB/c alimentados com a dieta de Aa apresentaram parametros nutricionais
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normais, demonstrando que esses animais podem constituir um modelo para o estudo da
influéncia seletiva das proteinas da dieta no sistema imune. Como observado na Figura 16,
0s animais do grupo Aa apresentaram concentracdes de albumina e proteinas seéricas
normais, células sanguineas sem diferencas significativas em relagdo ao grupo Cas e
consumo de racdo igual aos animais mantidos na dieta de Cas. Apesar de o grupo Aa
apresentar uma curva de crescimento com um grama e meio de diferenca em relagdo ao
grupo Cas, esta curva foi crescente. Uma diferenca notavel em relacdo aos grupos foi a
eliminacdo de gordura pelas fezes. Os animais que se alimentaram da dieta de Aa
apresentaram uma eliminacdo de gordura mais marcante que o grupo de Cas, o que explica
a alteracdo da curva de crescimento dos animais do grupo Aa. Esta perda de gordura pelas
fezes pode ser justificada pela saturacdo dos aminodcidos no limen intestinal e sua
conseglente interacdo com lipidios, impedindo uma absor¢do adequada. A absorcao dos
produtos da digestéo protéica, Aa, di e tripeptideos ocorrem por processos complementares,
podendo ser transportados através de transferéncia passiva por difusao simples ou facilitada
e transferéncia ativa por co-transporte (Hirst, 1993). Alguns aminoacidos livres competem
pelo mesmo carreador de aminoacidos, inibindo a absor¢édo de um ou de outro (Frenhani e
Burini, 1999). Além disso, aminoacidos basicos em excesso no lumen podem interagir com
acidos graxos, desencadeando uma reacdo de saponificagdo que prejudicaria a absor¢ao,
justificando uma maior liberagéo destes lipidios pelas fezes.

Assim sendo, outros componentes como os lipideos, por exemplo, podem exercer
fungbBes importantes no desenvolvimento de respostas imunoldgicas. Dentre os lipideos
destacam-se o0s 4acidos graxos polinsaturados que apresentam o0s seus efeitos
imunorreguladores ao alterar a organizacao da bicamada lipidica, modificando a sinalizacéo
celular e consequientemente a expressdo de genes. Podem estar relacionados com a
producdo de citocinas, proliferacdo de linfécitos, expressdo de moléculas de superficie,
como o MHC, fagocitose e apoptose. Os acidos graxos poliinsaturados também estéo
envolvidos no metabolismo de eicosandides. (Stulnig, 2003 / Nakamura, Cheon, et al, 2004 /

Benatti, Peluso, et al, 2004 / Yaqoob, 2003).
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Vitaminas lipossolaveis também apresentam relagdes com as atividades do sistema
imune. Dentre elas, destacam-se os metabdlitos das vitaminas D e A. O calcitriol, metabdlito
ativo da vitamina D, modula a proliferacdo celular, regulando a producédo de citocinas e
imunoglobulinas e atua na diferenciacdo de precursores de mondcitos (Mora, Iwata, et al,
2008). O 4cido retindico, metabdlito da vitamina A, desempenha um importante papel na
regulacdo da resposta imune. Células T CD4" cultivadas in vitro com acido retindico, TGF-B
e IL-6 se diferenciam em células Tregs foxp3*, bloqueando a inducdo de células pro-
inflamatorias Th17 (Mucida, et al, 2007 / lvanov, et al, 2006). Ndo somente as proteinas,
mas outros componentes da dieta certamente apresentam fungbes importantes no
direcionamento de respostas imunes.

Com o nosso trabalho podemos concluir que a ingestao de uma dieta com proteinas
integras, além de ser importante para a maturacdo do sistema imune, também interfere na
susceptibilidade a inducéo de tolerancia oral e no desenvolvimento de respostas imunes
inflamatdrias como a alergia alimentar. Isto mostra uma complexidade do sistema imune,
altamente modulado por antigenos naturais da mucosa intestinal, como a microbiota e

antigenos da dieta.

89



7- Conclusdo

90



Concluséo

As interacdes com antigenos da dieta sdo necessarias para a maturacdo do sistema
imune.

A imaturidade imunoldgica gerada pela auséncia de proteinas integras influencia
tanto na atividade inflamatoria quanto na atividade imunoreguladora.

O desenvolvimento da alergia alimentar parece depender destas interacdes, pois a
auséncia das proteinas da dieta diminui a resposta alérgica.

Os animais imaturos, que nao ingerem proteinas integras da dieta apresentam uma
eficiéncia reduzida na inducéo de tolerancia oral.

Portanto, ndo somente a microbiota, mas também outros antigenos ndo patogénicos
gue entram em contato com o corpo diariamente, como o0s das proteinas dieta, sdo
provavelmente importantes para a maturagdo, ativacdo e migracdo das células do

sistema imune.
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