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“Algumas palavras duras em voz mansa te golpearam.  
Nunca, nunca cicatrizam. 

À sombra de um mundo errado,  
Murmuraste um protesto tímido. 

Mas virão outros...” 
 (Carlos Drummond de Andrade) 

 
 
 

“ ...Resta esse eterno morrer na cruz dos seus braços, 
e esse eterno ressuscitar para ser re-crucificado. 

Resta esse diálogo cotidiano com a morte, 
Esse fascínio pelo momento à vir. 

Quando emocionada, 
 ela virá me abrir a porta como uma velha amante, 

sem saber que é minha mais nova namorada”. 
(Vinicius de Moraes) 
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RESUMO 

Peron JPS. O fenômeno da tolerância oral e a regulação das células patogênicas Th17 no 
modelo de encefalomielite experimental auto-imune. [Tese] São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas IV – Universidade de São Paulo. 
 
 
A esclerose múltipla é uma doença bastante debilitante e altamente incidente em países 

do norte europeu assim como nos Estados Unidos. Caracterizada por uma potente 

resposta imune contra antígenos de mielina presentes no SNC, a esclerose múltipla (EM) 

pode variar de casos abruptos de pico e remissão até aqueles chamados de primários ou 

secundários progressivos. Através do modelo experimental de EM, chamado de 

encefalomielite experimental auto-imune (EAE), tem sido demonstrada recentemente a 

relevância de uma nova população de células T chamadas Th17 na patogênese deste 

modelo. Tal população é responsável por induzir a quebra da barreira hemato-encefálica 

devido à capacidade inerente destas em secretarem IL-17 e IL-22 de forma dependente de 

IL-6 + TGF-β. Através do fenômeno da tolerância oral, no qual o antígeno de mielina 

MOG 35-55 é dado oralmente para animais C57BL/6 antes da imunização com o mesmo 

antígeno, demonstramos em nosso trabalho que a produção de IL-6 e IL-17 esta 

diminuída nos animais tolerados. Nossos resultados também apresentaram uma menor 

secreção de CCL2 e IL-6 por células mononucleares extraídas do CNS dia 10 pós-

imunização. Todavia, não observarmos diferença na produção de IL-4,5,10, 13, IL-

12p70, TNF-α, e IFN-γ entre os grupos. Em relação ao infiltrado inflamatório no SNC, 

nossos resultados demonstraram uma menor quantidade de macrófagos ao dia 7, 

associado a um aumento de linfócitos ao dia 10 pós-imunização. Em suma, nossos 

resultados mostram que o fenômeno da tolerância oral é capaz de suprimir parâmetros de 

EAE devido a uma menor capacidade linfoproliferativa, associada a uma supressão de 

células patogênicas Th17 tanto na periferia como no SNC.  
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ABSTRACT 

Peron JPS. The phenomenom of oral tolerance and the regulation of Th17 pathogenic 
cells during the Experimental Autoimmune Encephalomyelitis model. [Ph.D Thesis]. São 
Paulo Instituto de Ciências Biomédicas IV – Universidade de São Paulo. 
 
 Multiple sclerosis is a very debilitating and highly incident autoimmune disease in 

northern Europe countries as well as in the USA. Characterized by an extensive immune 

response against self antigens presented in the central nervous system, MS can vary from 

relapse and remitting to primary or secondary progressive cases. Using the murine model 

for multiple sclerosis, the so called experimental autoimmune encephalomielytis (EAE), 

it has recently been shown the relevance of a new population of T cells described as Th17 

in EAE and MS pathogenesis. These cells can induce blood-brain barrier disruption due 

to the capacity to secrete IL-17 and IL-22 in an IL-6 an + TGF-β dependent manner. 

Using the oral tolerance phenomenon, by which the myelin antigen MOG 35-55 is given 

orally to C57BL6 mice previous to immunization, we showed here that IL-6 and IL-17 is 

suppressed of orally tolerated mice. Our results also showed lower levels of CCL2 and 

IL-6 from CNS extracted mononuclear cells, associated with no difference on IL-

4,5,10,13, IL-12p70,  TNF-α and IFN-γ betwee the groups. Concerning target organ 

infiltration, we showed a diminished concentration of macrophages at day 7th post-

immunization, associated to a higher percentage of T cells on day 10th. Altogether, our 

results showed here that the oral tolerance phenomenon is able to suppress EAE, mainly 

due to a lack of lymphoproliferative response that is associated to suppresion of the Th17 

pathogenic cells both in the periphery and also inside the CNS.   
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1.1 Auto-tolerância 

 
........................................................................... 

 
 

Levando-se em consideração a observação de Paul Ehrlich descrita acima, na qual 

denota-se a presença de mecanismos reguladores que impedem a “auto-resposta”, 

lembramos que a auto-tolerância é foco de estudo já há muitos anos. Sabemos hoje que, 

filogeneticamente a partir da compartimentalização do sistema imune, ou seja, do 

surgimento das células da imunidade específica, os linfócitos T e B, capazes de 

reconhecer um grande espectro de antígenos próprios ou estranhos” surgiu também o 

advento das respostas auto-imunes. Isso devido ao fato de que, a partir de então, tais 

células seriam capazes de reconhecer e serem ativadas por moléculas presentes no 

próprio organismo e gerar assim uma resposta crônica e lesiva contra este. 

 

Sendo assim, o sistema imune também evoluiu com mecanismos eficazes de 

geração de tolerância ao próprio, ou como descrito por Burnet anos mais tarde, a 

chamada “contra-resposta”. Tais mecanismos têm como intuito evitar com que os 

fenômenos auto-imunes aconteçam e que resultem em efeitos deletérios para o 

organismo. Isso foi notado também por Paul Ehrlich quando descreveu o Horror 

autotoxicus: “...o sistema imune possui uma capacidade inerente de impedir com que este 

reaja contra o próprio...e isso é de grande importância para o indivíduo” [1]. 

 

Atualmente sabemos que os mecanismos de geração de tolerância podem ocorrer 

em dois momentos distintos durante a ontogênese dos linfócitos T, definindo assim dois 

“The organism possesses certain contrivances by means of which the 

immunity reaction, so easily produced by all kinds of cells, is prevented from 

acting against the organism’s own elements and so giving rise to autotoxins 

… so that we might be justified in speaking of a ‘horror autotoxicus’ of the 

organism. These contrivances are naturally of the highest importance for the 

individual.” Paul Ehrlich,. 

 

 

“O organismo possui certos mecanismos pelos quais a reação imune, tão 

facilmente produzida por todos os tipos de células, é prevenida de reagir 

contra os elementos do próprio organismo e gerar auto-toxinas...de forma 

que pode isso pode ser justificado faland-se do  horror autotoxicus do 

organismo. Esses mecanismos  são da maior importância para o indivíduo.” 

Paul Ehrlich,. 
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mecanismos de geração de tolerância também distintos entre si, chamados de tolerância 

central e periférica [2]. 

 

Nos mecanismos centrais de tolerância, os progenitores linfóides provenientes da 

medula óssea se dirigem ao timo e neste sofrem seu processo de maturação. À medida 

que migram das camadas mais externas do tecido tímico (córtex) em direção à região 

central (medula), os linfócitos imaturos chamados timócitos, interagem principalmente 

com as células epiteliais tímicas, mas também com células dendríticas e macrófagos. E é 

através dessas interações que ocorrem os fenômenos de seleção positiva e negativa [1].  

 

Durante a seleção positiva, os clones que adentram o timo são resgatados da morte 

celular por negligência se forem capazes de reconhecer um auto-antígeno sendo 

apresentado no contexto de MHC (Major Histocompatibility Complex) daquele 

indivíduo. Uma vez que o receptor de células T deve reconhecer não só o peptídeo 

presente na fenda do MHC, mas também uma parte deste, o sinal dado pelo engajamento 

MHC -Antígeno – TCR (T Cell Receptor) faz com que a célula seja resgatada da morte 

celular por negligência. Tal fenômeno restringe a resposta das células T daquele 

indivíduo ao contexto do seu próprio MHC. 

 

Concomitante ao reconhecimento da porção MHC do complexo MHC-peptídeo, a 

avidez de ligação daquele TCR com aquele complexo Ag - MHC é também de grande 

importância. Se o clone de célula T se ligar com alta avidez ao complexo Ag – MHC 

presente, o clone será deletado por apoptose, em um fenômeno denominado seleção 

negativa. Isso faz com que o número de células com potencial auto-reativo capazes de 

serem ativadas na periferia na presença de seu auto-antígeno específico seja muito 

reduzida, uma vez que foram eliminadas. De fato, somente 10% dos clones que adentram 

o timo alcançam os órgãos linfóides secundários [2]. 

 

A seleção negativa só é possível devido à expressão promíscua de uma série de 

antígenos no timo. Isso acontece devido a um fator de transcrição chamado AIRE 

(Autoimmune Regulator), o qual permite que as células epiteliais da medula tímica 
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expressem um número bastante vasto de antígenos, montando assim um repertório 

antigênico, dentre os quais podemos citar, catepsinas, insulina, mielina, miosina, antígeno 

retinal S entre outros, responsáveis pela seleção negativa [3, 4]. 

 

Alguns autores, por exemplo, justificam a susceptibilidade de alguns animais, 

como os camundongos B10.RIII ao modelo de EAU (Experimental Autoimmune Uveitis), 

devido à ausência de antígenos oculares sendo apresentados no timo. Sendo assim, 

aqueles clones que reconhecem antígenos oculares não seriam eliminados durante a 

seleção negativa, encaminhando-se para a periferia onde poderiam ser ativados pelo seu 

antígeno cognato [5, 6]. 

 

Sendo assim, devido a essas falhas nos mecanismos centrais de tolerância, o 

organismo deve lançar mão de mecanismos periféricos para evitar que esses clones 

remanescentes auto-reativos se ativem e levem a uma resposta auto-imune.  

 

Dentre os mecanismos já descritos, podemos citar:  

 

1) Anergia clonal: Células T ativadas na ausência de co-estimulação, ou na 

presença de muitas interações do tipo CD80/CD86: CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte 

Antigen 4), disparam uma via de sinalização a qual culmina em uma parada no ciclo 

celular, ou seja, anergia clonal. Isso impede a expansão desses clones assim como a 

produção de grandes quantidades de citocinas, principalmente as do tipo Th1[7]. 

 

Dados mais recentes têm demonstrado que esta interação é uma via bi-direcional, 

acarretando em mudanças também nas células apresentadoras de antígenos (APCs),  

principalmente as células dendríticas (DCs). Demonstrou-se que após o engajamento de 

GITR (Glucocorticoide Induced TNF Receptor) ou CTLA-4 em células T, 

principalmente Tregs, com DCs de fenótipo CD11c+CD8α+ há a ativação de STAT5 

(Signal Transducer and Activation of Transcription) e transcrição de IFN-γ por essas 

APCs. Este, através de uma ação autócrina induz a expressão de uma heme-proteína 

chamada IDO (Indoleamine -2,3- Dioxigenase) a qual é responsável por quebrar o 
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aminoácido triptofano em seus metabólitos chamados kinureninas. Além disso, tal 

população de DCs apresentam a via de sinalização de CD86:CD28 impedida através da 

expressão constitutiva de SOCS3 (Supressor of Cytokine Sinalling 3), fazendo com que 

somente as interações com CTLA-4 culminem em transcrição de sinal [8]. A atividade de 

IDO se relaciona então à depleção de triptofano em um fenômeno chamado tryptophan 

starvation, o qual já havia sido descrito como de suma importância na resposta imune a 

Toxoplasma guindei, Chlamydia psitacci e Leishmania donovani [9]. Da mesma forma, 

esta atividade esta relacionada à supressão da proliferação de células T tanto in vivo como 

in vitro [10].  

 

Aparentemente células T ativadas sentem a ausência de triptofano no meio e 

disparam uma via de transcrição de sinal dependente de duas kinases distintas, chamadas 

GCN2K e CHOP, as quais impedem a proliferação das células T. Tais dados foram 

comprovados uma vez que células deficientes para CHOP não respondiam à ausência de 

triptofano [11].  Além disso, as kinureninas propriamente ditas, também são capazes de 

gerar células T reguladoras in vitro, além de diminuir a expressão da cadeia zeta do TCR, 

diminuindo a ativação de células T por essa via [12, 13]. O papel dessas moléculas in 

vivo porém, ainda é grande motivo de debate, a despeito de ter sido demonstrado que o 

tratamento oral com um derivado de triptofano foi capaz de suprimir a EAE através da 

diminuição da produção de citocinas inflamatórias e da expressão de moléculas co-

estimuladoras [14].   

 

2) Supressão ativa: Vários grupos têm demonstrado que a secreção de citocinas 

ou moléculas com potencial anti-inflamatório é muito importante na manutenção da auto-

tolerância, como por exemplo o TGF-β (Transforming Growth Factor-β) e a IL-10. 

Camundongos TGF-β KO da mesma forma que aqueles deficientes para CTLA-4, 

sucumbem já nas primeiras semanas de vida a uma doença intensamente 

linfoproliferativa na qual se observa intenso infiltrado inflamatório disseminado em todos 

os órgãos [15-17]. De forma interessante, utilizando um camundongo KO condicional, ou 

seja, onde o gene do TGF-β era abolido somente em células T CD4+, mostrou-se um 

fenômeno semelhante àqueles observados nos animas KO totais. Os animais 
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apresentaram uma maior quantidade de células T ativadas. Tais resultados nos 

demonstram a importância da produção de TGF-β à partir de células T CD4, a despeito 

dessa molécula ser secretada por uma série de outras populações celulares [18]. 

 

Outro exemplo da capacidade reguladora das citocinas é o caso da IL-2. A 

despeito da IL-2 há anos estar relacionada à proliferação de células T, esta também 

possui papel importante como supressor ativo. A expressão de FAS-FASL, induzida pela 

presença de IL-2, é responsável por levar células T à morte ao término de uma resposta 

adaptativa. Isso foi comprovado quando, de forma interessante, camundongos deficientes 

para IL-2, ao invés de apresentarem um fenótipo de imunodeficiência, estes também 

sucumbiram a uma intensa resposta linfoproliferativa disseminada [7]. 

 

3) Ignorância imunológica ou imunoprivilégio: A despeito de ter sido 

amplamente discutida à época em que fora descrita, hoje a ignorância imunológica é 

objeto de grandes debates na imunologia, sendo assunto mais em voga de grupos que 

estudam as respostas imunes oculares e do sistema nervoso central. Atualmente, tem-se 

demonstrado que tal mecanismo não é só resultado da falta de acesso das células do 

sistema imune a tais órgãos, na verdade, tem-se demonstrado cada vez mais a presença de 

mecanismos refinados. A baixa expressão de MHC I e II, a expressão constitutiva de 

FAS-L no epitélio retiniano assim como as altas quantidades de TGF-β, VIP (Vasoactive 

Intestinal Peptide), MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) ou corticosteróides no 

humor aquoso são alguns exemplos [19]. Tais eventos estão relacionados a um fenômeno 

chamado “desvio imune associado à câmara anterior do olho” (ACAID: Anterior 

Chamber Associated Immunedeviation). Barreiras anatômicas como a barreira hemato-

retiniana e hemato-encefálica também podem ser citadas como contribuintes para o 

imunoprivilégio   [19, 20] 

 

4) Células T reguladoras: O conceito de células T reguladoras não é assunto 

novo na pesquisa em imunologia. Na década de 70, experimentos já demonstravam a 

possibilidade de uma população específica de células T capazes de suprimir a resposta 

imune. À época, as células então chamadas T supressoras acreditavam-se ser CD8+ [21]. 
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Mas foi então em meados da década de 90 que as células antes chamadas de T 

supressoras voltaram a ser estudadas. Foi demonstrado então pela primeira vez a 

capacidade supressora dessas células quando transferidas a camundongos nude. Além 

disso, demonstrou-se também que estas possuíam um fenótipo CD4+CD25+ e que eram 

geradas no timo a partir do terceiro dia de idade. Dado este demonstrado através de 

experimentos de timectomia neonatal [22]. A partir de então, as células chamadas T 

reguladoras (Treg) naturais foram identificadas como CD4+CD25+, as quais 

compreendem cerca de 1 - 2% dos linfócitos T CD4 circulantes em humanos e 5 - 10% 

em camundongos [23].  

 

Estudos anteriores já haviam demonstrado que uma linhagem mutante de 

camundongos chamada scurfy sucumbe a um processo de doença linfoproliferativa 

disseminada causada por uma ativação descontrolada de linfócitos T CD4+.  Tais animais 

apresentam uma mutação em um gene comum chamado Foxp3 que codifica para um 

fator de transcrição chamado scurfin. Em 2005, um grupo de pesquisadores conseguiu 

através do knockout de foxp3 inserindo 2 pares de base no oitavo exon, reproduzir o 

fenótipo dos animais mutantes em camundongos wild-type [24].  

 

Mas foi somente em 2003 que o gene foxp3 foi finalmente associado às células T 

reguladoras. O mesmo grupo de Shimon Sakaguchi demonstrou que tal gene possui papel 

fundamental na atividade dessas células. Experimentos de transfecção de células T 

CD4+CD25- demonstraram que essas adquiriam um fenótipo supressor após a indução da 

expressão do gene foxp3. Tal fato explicaria que, a desordem linfoproliferativa presente 

nos animais mutantes de foxp3 seria causada provavelmente por uma diminuição da 

população de células reguladoras, e que a expressão de tal gene se relaciona com a 

atividade destas células [25]. 

 

Ficou comprovado que as células T reguladoras se ativam de forma TCR 

específico e sua capacidade supressora se deve a inibição da produção de IL-2. Além 

disso a supressão era extremamente dependente de contato, uma vez que o co-cultivo em 

câmaras de transwell aboliu a capacidade supressora [26].  
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Mais tarde porém, demonstrou-se que as células reguladoras per se necessitam de 

IL-2 para sua manutenção, e que isto se deve a um padrão diferente de resposta após 

estimulação por esta citocina, desencadeado pelos seus fatores de transdução de sinal Jak-

STAT [27]. Além disso, essas células são mais resistentes a apoptose devido a um 

aumento de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 por exemplo [27]. 

 

Em 2002 demonstrou-se a importância da molécula GITR, um dos receptores da 

superfamília do TNF-α (Tumor Necrosis Factor-α) na ativação das células 

CD4+CD25+. Utilizando um anticorpo monoclonal agonista anti-GITR, a capacidade 

supressora das células CD4+CD25+ foi inibida, sendo que a ligação GITR ao seu ligante 

(GITRL) parece modular a hiporresponsividade destas células a IL-2 [28]. Além disso, a 

estimulação destas células através do GITR parece romper com os padrões de auto-

tolerância, demonstrando ser esta uma molécula essencial na manutenção deste 

mecanismo [29]. 

 

As células T reguladoras também foram divididas em duas populações distintas 

segundo as integrinas que estas expressam. Aparentemente aquelas que expressam 

integrinas α4β7 se dirigem aos intestinos e as que expressam α4β1 se dirigem aos 

linfonodos, sendo ainda responsáveis por induzir a produção de IL-10 ou TGF-β 

respectivamente, sendo que ambas apresentam expressão de foxp3  [30]. 

 

Dados ainda mais interessantes foram gerados quando pesquisadores avaliaram os 

processos de maturação tímica das células T CD4+CD25+. Através de um camundongo 

F1 que expressava tanto o antígeno como o TCR específico para este, demonstrou-se que 

uma interação de alta avidez de uma célula reguladora com um auto-antígeno + MHC no 

timo, ao invés promover a morte celular deste clone por seleção negativa, permite que 

este sobreviva e se dirija até a periferia. Logo, demonstrou-se que as células T 

reguladoras não obedecem aos mecanismos convencionais de geração de tolerância 

central e são por natureza própria células auto-reativas [31]. 
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Estudos também têm sugerido a possibilidade de que as células reguladoras 

exerçam sua função através de granzimas uma vez que estas aumentam a expressão de 

granzima A mas não de granzima B quando estimuladas in vitro com anticorpos anti-

CD3 e anti-CD28  ou anti-CD3 e anti-CD46. Com isso surgiu um novo conhecimento 

acerca dos mecanismos reguladores exercidos por esta população celular chamada de 

“Regulatory Killer Cells”. Todavia, talvez pelo fato deste achado demonstrar algo novo, 

no caso a ação de granzima independente de perforina, tais resultados têm sido pouco 

explorados recentemente, sendo a característica citolítica das Tregs pouco difundidas [32] 

  

Com o advento de ferramentas mais sofisticadas, como os camundongos Knockin, 

desenvolveu-se um camundongo Foxp3-KI, o qual apresenta a molécula de Foxp3 

associada à GFP (Green Fluorescent Protein). Tal fato facilitou muito no estudo e 

conhecimento da biologia dessas células, desde sua ontogenia até seus mecanismos 

funcionais. Demonstrou-se por exemplo sua maturação tímica, assim como sua migração 

para a periferia [33]. 

 

 Mais interessante, o mesmo grupo utilizando agora um camundongo Foxp3 – 

DTR (Diphteria Toxin Receptor), o qual expressa o receptor da toxina diftérica de forma 

restrita às células Foxp3+ demonstrou o papel das Tregs sobre a imunidade inata em 

animais naive. Tais camundongos são passíveis de depleção das Tregs quando inoculados 

com toxina diftérica.  Através destes experimentos, demonstrou-se que essas células são 

responsáveis por manter em xeque a ativação de células da imunidade inata, tais como as 

células dendríticas, por exemplo. Após a depleção das células Tregs, os animais 

apresentavam uma maior expressão de moléculas co-estimulatórias, além de uma maior 

síntese de citocinas pró-inflamatórias [34]. 

 

 Sendo assim, juntamente com o compartimento específico do sistema imune, 

capaz de levar ao auto-reconhecimento e às respostas auto-imunes, os mecanismos 

centrais e periféricos de geração de tolerância também surgiram no intuito de manter a 

integridade do organismo e fazer com a que resposta imune quando montada, seja algo 

efetivo e nunca deletério ao mesmo. 
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 Contudo, a despeito dos variados mecanismos de tolerância, sejam eles centrais 

ou periféricos, o organismo ainda não esta a salvo das doenças auto-imunes. Interessante 

notar que indivíduos normais apresentam clones auto-reativos na periferia, como anti-

IRBP ou anti-MBP e mesmo assim não apresentam quaisquer tipos de doença, como 

revisto recentemente [35]. A despeito da grande gama de trabalhos feitos sobre a 

regulação do sistema imune, em particular após o boom das células T reguladoras, pouco 

ainda se sabe sobre os mecanismos e eventos presentes durante o advento destas 

respostas. A quebra da auto-tolerância é ainda hoje uma das grandes áreas da imunologia 

que carece de conhecimento.  

 

Além disso, muito ainda há para ser descoberto, tudo no intuito de tornar fácil e 

viável a manipulação desses mecanismos, em especial as células T reguladoras na prática 

clínica ou na compreensão da fisiopatogenia das doenças auto-imunes, como revisto 

recentemente por Howard L. Weiner : “ Há um grande potencial para a terapia celular em 

humanos...todavia aparentemente será mais aplicada à circunstâncias nas quais um 

tratamento curto é utilizado, e será necessária a associação com uma terapia crônica”1 e 

por Jeffrey A. Bluestone: “ ... o potencial da terapia celular é bastante diverso, indo de 

transplante de medula e órgãos sólidos até doenças auto-imunes, como esclerose 

múltipla, diabetes tipo II e colite. ...porém temos idéias sobre seu uso (das células T 

reguladoras) nessas doenças, mas ainda é cedo para se dizer” .2 

                                                 
1 “There is great potential for cell-based tolerogenic immunotherapy. It could potentially be used in the 

treatment of cell-mediated and antibodymediated autoimmune diseases, in allergy and in the prevention of 

transplant rejection. However, I think cell-based tolerogenic immunotherapy, if it can be developed for 

humans, given the problems discussed above, will be best suited to selective instances in which short-term 

treatment is needed and will need to be followed by additional and chronic immunotherapy”. Howard L. 
Weiner in What does the future hold for cell-based tolerogenic therapy? Nature Immunol August 2007 Vol 
7. 
 
2 “With regards to immunological diseases, the potential uses of cell-based  therapies are quite diverse, 

ranging from bone-marrow and solid-organ transplantation to autoimmune diseases, such as multiple 

sclerosis, type 1 diabetes and  inflammatory bowel disease. However, it is not yet clear if regulatory T-cell-

based therapy might be harnessed for use in more  general inflammatory conditions, such as 

cardiovascular disease, Parkinson’s disease and Alzheimer’s disease, and as a treatment against the 

destructive aspects of immune responses to viruses. We have hints of their  potential role in these diseases, 

but it is too early to say”.Jeffrey A. Bluestone in What does the future hold for cell-based tolerogenic 
therapy? Nature Immunol August 2007 Vol 7. 
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1.3 Encefalomielite Experimental Auto-imune. 

 

 A despeito da quantidade de mecanismos presentes no organismo para se evitar a 

auto-reatividade, é comum a presença de clones específicos para antígenos endógenos na 

periferia, como anti-IRBP (Interphotorreceptor Retinoid Binding Protein), anti-MBP 

(Myelin Basic Protein), anti-colágeno e anti-tireoglobulina no sangue periférico de 

indivíduos normais, como já discutido anteriormente. Isso evidencia que o fenômeno de 

tolerância é mais complexo do que parece, sendo ainda que a presença de tais clones 

possa ser importante na homeostase do sistema imune. Logo, não é suficiente somente a 

presença de clones auto-reativos na periferia, mas principalmente a quebra de tolerância, 

a qual leva então à uma resposta altamente inflamatória e deletéria para o indivíduo. 

 

 Vale a pena ressaltar também que, pesquisadores como Matzinger defendem a 

danger theory, na qual o organismo responde a sinais de perigo, podendo este ser ativado 

por agentes exógenos ou moléculas endógenas, como revisto por ela mesma [36, 37]. 

Citam-se moléculas altamente hidrofóbicas da matrix extracelular como alguns fatores de 

perigo, e que estes podem se ligar aos TLRs (Toll-like Receptors) e desencadearem a 

produção de altos níveis de IL-12, a qual pode então facilitar a quebra de tolerância e 

potencializar o aparecimento de uma resposta auto-imune [38]. 

 

 Dentre as doenças debilitantes que se destacam, tanto pela complexidade de sua 

fisiopatogenia como pelo aumento da incidência principalmente em países temperados 

está a esclerose múltipla (EM), que tem sido cada vez mais estudada, tanto na pesquisa 

básica como na clínica [39]. 

 

 De etiologia controversa, os grupos de pesquisa ainda se dividem entre adeptos da 

auto-imunidade, com haplótipos de HLA (Human Leucocyte Antigen) relacionados à 

doença (HLA-DRB1*1501 e HLA-DRB5*0101) e os adeptos da infecção viral. O fato 

porém, é que a EM é uma doença que pode variar de casos com ataques abruptos e 

rápidos de bom prognóstico, até uma doença progressiva que pode levar ao óbito [40]. 



Jean Pierre Schatzmann Peron 

_____________________________________________________________________________ 

 22

Além disso, as duas hipóteses não são auto-exclusivas, sendo possível especularmos que 

a infecção viral possa levar à auto-imunidade. 

 

A EM é uma doença do sistema nervoso central, caracterizada por 

desmielinização, astrogliose e ainda variados graus de destruição de axônios e 

oligodendrócitos [41]. Com o passar dos anos, vários grupos têm demonstrado a 

importância dos componentes do sistema imune em sua patogenia. Dentre esses 

componentes, as células T CD4+ parecem ser de grande importância na ativação da 

doença. Todavia, células como macrófagos, linfócitos B e T CD8, associadas à deposição 

de anticorpos e complemento parecem estar mais envolvidos nas lesões propriamente 

ditas [42]. 

 

 Alguns grupos defendem o fato de que a EM se inicia com lesões mediadas por 

células T CD4+ e fatores produzidos por estas, porém são as células T citotóxicas que 

amplificam e realmente medeiam essas lesões [43, 44]. Pacientes com EM ativa 

apresentam uma maior freqüência na periferia de células T CD8 específicas para 

proteínas de mielina. Além disso, dentro do sistema nervoso central (SNC), essas células 

são encontradas tanto nas bordas das lesões como nas regiões perivasculares, enquanto as 

T CD4 são mais abundantes somente nas bordas das lesões [45]. 

 

 Por outro lado, de forma interessante, foi observado que células T citotóxicas 

capazes de eliminar células T CD4 encefalitogênicas são abundantemente encontradas em 

pacientes tratados com acetato de glatiramer (Copaxone®), uma droga composta por uma 

mistura aleatória de alanina, ácido glutâmico, lisina e tirosina, aprovada pelo FDA (Food 

and Drug Administration) no tratamento de pacientes com EM [46]. Tal dado nos dá uma 

idéia da complexidade dos fenômenos envolvidos nesta doença. 

 

 Atualmente tem-se demonstrado que esta mesma droga é capaz também de mudar 

as características de macrófagos, desviando-os para o perfil M2, sendo assim capazes de 

secretar uma série de citocinas anti-inflamatórias, principalmente IL-10 e TGF-β. Além 
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disso, são capazes de diminuir a secreção de TNF-α e potenciar a geração de células T 

reguladoras [47].  

 

 A grande maioria dos dados levantados nos estudos de EM foram realizados em 

modelos experimentais. Utilizando Ags derivados do sistema nervoso central, o modelo 

de EAE (Experimental Autoimmune Encefalomyelitis) apresenta grandes semelhanças à 

doença humana. Esta é mais comumente induzida em camundongos, mas podendo 

também ser utilizados ratos, cobaias, coelhos, porcos, macacos entre outros. Linhagens 

como C57BL/6, SJ/L ou B10.PL são as mais utilizadas, sendo responsivas a Ags como 

MOG, MBP e PLP respectivamente. Todos apresentam uma doença um tanto similar 

entre si, apesar de suas diferenças cinéticas [48]. 

 

 O modelo de EAE surgiu após o interesse do Prof. Thomas M. Rivers em 

descobrir o motivo pelo qual pacientes que eram vacinados contra raiva pelo Prof. Louis 

Pasteur, não invariavelmente desenvolviam paralisia. Tentando descobrir o agente 

etiológico responsável por esses achados neurológicos, este resolveu imunizar macacos 

Rhesus com extratos de medula de animais com raiva, da mesma forma que procedia 

Louis Pasteur. Todavia, resolveu utilizar também um grupo controle no qual extratos de 

coelhos não infectados foram utilizados. Os resultados foram interessantes uma vez que 

mesmo os animais inoculados com medula sadia também desenvolveram a paralisia. Os 

achado eram semelhantes àqueles vistos por Pasteur em seus pacientes imunizados ou 

pacientes com síndromes pós virais, como aqueles causadas por varíola, vaccinia vírus e 

sarampo. Estes iam desde perda da visão até paralisia, e eram observados em picos de 

doença e remissão [48]. Surgia então um dos modelos mais utilizados hoje para se 

estudar a esclerose múltipla humana, e responsável por cerca de 4566 trabalhos no 

Pubmed atualmente .  

  

A indução da EAE se dá através da inoculação de Ags de mielina emulsificados 

em CFA (Complete Freund Adjuvant). Tal procedimento leva a uma intensa ativação do 

sistema imune, produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas, expansão de clones 
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encefalitogênicos e o conseqüente rompimento da barreira hematoencefálica inflamação 

do órgão alvo [49].  

 

Vários fatores têm tido comprovada importância no fenômenos de iniciação e de 

transmigração celular durante a EAE. Dentre os mais importantes, talvez as moléculas de 

adesão como as selectinas (E-, P-, e L-Selectinas) e as interações de integrinas (VLA-4 

(Very Late Antigen-4) e LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen-1) sejam as 

mais importantes. Além disso, o uso da toxina de Bordetella pertussis durante a 

imunização possui papel importante na promoção da infiltração celular para o SNC. Um 

dos mecanismos propostos é que a ativação das células endoteliais da barreira 

hematoencefálica através do TLR4 (Toll-like Receptor-4), induz alta expressão de P-

selectinas, facilitando a transmigração das células T para dentro do SNC [50]. O 

engajamento de agonistas de TLRs em astrócitos, é também capaz de aumentar a 

produção de IL-6 e outras quimiocinas, aumentando o recrutamento de células com 

potencial inflamatório para o local [51]. 

  

Corroborando tal teoria, vale ressaltar que o Natalizumab®, um anticorpo 

monoclonal humanizado anti-integrina α4, tem demonstrado resultados interessantes na 

prática clínica, diminuindo a acesso de células patogênicas ao SNC [52].  

 

 Após a infiltração do SNC pelas células T ativadas, uma série de fatores pró-

inflamatórios como IL-1, TNF-α e IFN-γ são produzidos localmente, ocasionando em 

aumento da permeabilidade vascular e uma maior infiltração celular, porém agora mais 

preponderantemente composta de macrófagos/monócitos ativados responsáveis por 

amplificar a resposta local. Devido ao fato de que as células T necessitam ser re-

estimuladas in situ, é provável que o papel de células do parênquima cerebral, como 

astrócitos, microglia ou DCs-like cells, apresentando auto-antígenos seja também de 

grande relevância na ativação local dos clones auto-reativos [53].  

 

 A produção de quimiocinas como CXCL12 ou CCL2, por células como astrócitos 

ou microglia, também possui papel importante na atração de células T encefalitogênicas 
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ou de macrófagos ativados para o SNC [54]. O bloqueio de CCL19 e CCL21 ou de seu 

receptor CCR7 é capaz de diminuir o número de células T migrantes associadas às 

células endoteliais da barreira hemato-encefálica e conseqüentemente a inflamação no 

SNC [55, 56].  

 

 A lesão em si, na qual a desmielinização e a morte neuronal são os piores 

agravantes, são mediados por uma série de fatores, sejam estes do sistema imune inato ou 

adaptativo.  Além das células T citotóxicas, como já mencionado, a produção excessiva 

de NO (óxido nítrico) por macrófagos ativados, assim como a presença de MMPs (Matrix 

Metallo Proteinase), a despeito destas terem mostrado efeitos tanto lesivos como 

reparativos são alguns exemplos. Drogas como a minociclina, a qual já é usada na prática 

clínica, parece reduzir os níveis de MMP-9 diminuindo a severidade da EAE. Tal achado 

se dá devido aos domínios quelantes de Zn2+ presentes nesta droga [57]. 

 
 A despeito da ampla discussão existente acerca da importância ou não das células 

T CD4+ dentro do SNC durante a EAE, cada vez mais vem se supondo a irrelevância 

destas no início da doença. Isso porque novos dados tem demonstrado que nos casos 

crônicos, uma ativação do compartimento inato do sistema imune parece ser de grande 

importância. Além disso, o surgimento de uma nova população de células T, chamadas 

Th17 tem ganhado destaque no estudo das auto-imunidades como revisto recentemente 

[58]. 

 

1.4 Células Th17 e a Auto-imunidade 

 

 Não é de hoje que tem se questionado muito o papel do IFN-γ, assim como de 

outras citocinas pró-inflamatórias na patogenia de doenças auto-imunes, principalmente 

na EM e seu modelo murino a EAE. Isso devido ao fato de que camundongos IFN-γ KO 

apresentam níveis de doença tão graves quanto animais selvagens, demonstrado tanto no 

modelo de EAE [59] como de EAU [60]. Mais interessante ressaltar, que já se 

demonstrou em 2003 que animais deficientes para a cadeia p19 da IL-23 eram mais 

resistentes à EAE, devido ao fato de tal peptídeo pertencer exclusivamente à esta 
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citocina. Além disso, animais deficientes para a cadeia p35, que pertence somente à IL-12 

apresentavam uma EAE similar aos grupos controle. Desde então demonstrou-se o papel 

relevante soberano  da IL-23 sobre a IL-12 na patogenia da EAE [61]. 

 

 Atualmente se tem descrito a importância de uma nova população de células T 

capazes de secretar grandes quantidades de IL-17  dependente de TGF-β + IL-6 [62]. 

Sendo os fatores de transcrição STAT-1 e T-bet importantes na geração de células Th1, e 

STAT-6 e GATA-3 na geração das Th2, ficou demonstrado que o comprometimento de 

células Th0 para Th17 fica às custas do receptor órfão de ácido retinóico RORγt [63]. 

Vale ressaltar o quão interessante foi este dado, uma vez que tal fator era anteriormente 

descrito como sendo encontrado somente no timo e nos intestinos, em regiões chamadas 

LTi (Lymphoyd Tissue-inducer), ou seja, indutoras de tecido linfóide [64]. 

 

Sendo geradas na periferia na dependência da produção de IL-6 e TGF-β, tais 

células são facilmente encontradas após a indução não só de EAE, mas também de outros 

modelos de auto-imunidade. Utilizando camundongos transgênicos para TGF-β, 

demonstrou-se que in vitro, células T naive se diferenciam reciprocamente tem Tregs ou 

Th17, dependendo da presença ou não de IL-6 no meio [65]. Mais tarde mostrou-se que 

outros fatores, dentre eles a IL-1 em humanos [66] e a IL-21 em camundongos [67] 

também podem ser responsáveis para a geração e expansão dessas células.  

 

Foi a partir deste conhecimento então que podemos compreender a importância da 

IL-23 sobre a IL-12 na patogenia da EAE [61]. A IL-23, a qual pertença à família da IL-

12, e por sua vez compartilha a cadeia peptídica p40 desta citocina, também tem 

apresentado papel relevante, tanto na EM como na EAE. Hoje sabe-se que a IL-23 

provinda de células da imunidade inata tem papel fundamental na manutenção das células 

Th17. Todavia esta não participa na geração das mesmas [68, 69]. Demonstrou-se por 

exemplo que a IL-6 in vivo, induz secreção de IL-21 e 23 as quais induzem a síntese de 

seus receptores o que culmina na expressão de STAT-3 e RORγt e então secreção de IL-

17 [70].  
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Além desta, um grupo que também trabalha com o modelo de EAE demonstrou 

que a IL-21 também parece ter papel relevante neste fenômeno. Tal dado foi obtido de 

animais IL-6 KO que apresentavam uma maior concentração de células T reguladoras 

Foxp3+ e eram quase ausentes de células Th17 após imunização. Todavia, quando esses 

mesmo animais eram depletados de Tregs e imunizados para EAE, a produção de IL-17 

era retomada, e o fenômeno se dava de forma dependente de IL-21 [67]. 

 

Mais interessante, recentemente demonstrou-se que os fatores que regulam a 

produção e expansão da população Th17+ são as citocinas IL-25 [71] assim como a IL-27 

[72]. A relevância desta contra-regulação esta no fato de que pesquisadores 

demonstraram que a despeito do acúmulo de células T reguladoras no SNC durante a 

EAE, estas não conseguem suprimir a proliferação de células T efetoras também 

presentes no SNC. Isso se dá devido ao fato de que estas células secretam grandes 

quantidades de IL-6, tornando-as refratárias à supressão; uma vez que células efetoras 

retiradas de órgãos linfóides e não do SNC são perfeitamente suprimíveis [73]. Sendo 

assim, fica clara a relevância destas citocinas supressoras de Th17. É interessante 

mencionar porém, que esta não fora a primeira vez que tal fenômeno é observado. O 

grupo do prof. Medzhitov já demonstrara anteriormente que, ensaios de supressão de 

proliferação com células T reguladoras não funcionavam na presença de células 

apresentadoras de antígenos (APCs) estimuladas com LPS. Tal fato se dava pela presença 

de IL-6, porém agora sendo produzidas pelas APCs [74]. 

Em um trabalho recente com células humanas, demonstrou-se que a IL-17 é 

abundantemente encontrada em lesões de pacientes com EM, e além disso esta é 

responsável por promover a quebra da barreira hematoencefálica. Provou-se que 

receptores tanto para IL-17 como para IL-22, uma citocina também produzida pelas 

células Th17 [75] são amplamente encontrados no tecido endotelial da mesma. Sendo 

assim, demonstrou-se que a IL-17, não só é importante na ativação do sistema imune na 

periferia, mas também no órgão alvo, sendo responsável por facilitar a entrada de células 

com potencial lesivo para dentro do SNC [76]. Al[em disso, vários grupos têm 

demonstrado recentemente a importância de citocinas como IL-6 e IL-17 na EM e 

também na EAE. Estudos demonstraram que as células agora chamadas Th17, possuem 
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grande importância, tanto na periferia como no SNC. Pacientes com EM ativa, 

apresentam grandes quantidades de mRNA para IL-17 no sangue periférico assim como 

no LCR [77]. Esses dados se repetem para a IL-6 [78]. 

 

 Afora os mecanismos imunológicos, tais como o papel de citocinas e mediadores 

inflamatórios, mecanismos bioquímicos também são também possuem grande relevância 

nas lesões ocorridas durante a EAE. Com a morte de astrócitos, o qual possui grandes 

quantidades de glutamina sintetase, responsável por converter glutamato em glutamina, 

uma grande quantidade de glutamato é acumulada no parênquima cerebral. Tal fato 

culmina na morte neuronal por excitoxicidade, uma vez que o glutamato, como um 

importante neurotransmissor excitatório é ligante de receptores NMDA (N-Methyl-D-

Aspartic Acid). Estudos utilizando o Riluzole, o qual impede a liberação de glutamato e 

modulando a expressão de receptores de glutamato, têm demonstrado efeitos positivos 

nas lesões mediadas por esses mecanismos [79]. Porém, não podemos excluir a 

possibilidade de que este déficit na atividade desta enzima aconteça às custas da presença 

de IL-17 ou IL-22. 

 

  Sendo assim, através da análise de todos estes dados, percebe-se que a EM, assim 

como a EAE, são regidos por mecanismos finos e rebuscados de regulação. Fica claro 

que, se quisermos lançar mão de ferramentas efetivas no tratamento desta e de outras 

doenças, precisamos compreender melhor esses mecanismos. Mais interessante ainda 

seria manipularmos ou utilizarmos estes no combate às doenças auto-imunes. Em nosso 

trabalho visamos entender melhor os mecanismos envolvidos na tolerância oral, e como 

esta é capaz de regular a resposta imune observada durante a EAE, principalmente em 

relação a esse novo eixo IL-17/ IL-23.  

 

1.2 Tolerância Oral 

 

 Dentre as possibilidades terapêuticas existentes hoje na clínica, talvez a indução 

de tolerância oral seja uma das mais interessantes. Isso devido ao fato de ser uma terapia 

antígeno específica que permite que o resto do sistema imune não seja afetado, diferente 
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das terapias imunossupressoras com glicocorticóides ou ciclosporina por exemplo, que 

acarretam em uma grande queda da resposta imune como um todo. Além disso, é de fácil 

administração, e como já discutido anteriormente, não apresenta as dificuldades 

encontradas na terapia celular por exemplo. 

 

 Vários autores têm demonstrado que a tolerância oral é um processo ativo, 

aparentemente regido por pelo menos dois grandes mecanismos distintos, dependendo da 

concentração do antígeno administrado [80]. Altas doses de antígenos sendo 

administradas de uma só vez tendem a induzir a deleção ou anergia dos clones de células 

T [81, 82], enquanto que baixas doses administradas repetidamente induzem uma 

resposta caracterizada por supressão ativa e produção de citocinas com caráter supressor, 

principalmente IL-10 e TGF-β [83-85]. Dados que corroboram esta hipótese foram 

obtidos através de experimentos com animais tratados ou não com ciclofosfamida e 

submetidos a tolerância oral. Os animais apresentaram tolerância ao Ag utilizado, porém 

esta não era transferível. Isso porque o efeito tóxico da droga acarretava na morte dos 

linfócitos T que por sua vez não eram mais capazes de suprimir ativamente a resposta 

imune [86]. 

 

Com dependência esplênica [87] e independência de células T CD8+ [88], a 

tolerância oral se caracteriza pela introdução de antígenos específicos pela via oral e pela 

posterior diminuição da resposta celular, no título de anticorpos antígeno específico [89] 

e na patogenicidade [90] frente ao mesmo antígeno quando este é re-introduzido por via 

parenteral. 

 

Todavia, a despeito do grande número de trabalhos realizados, ainda hoje se 

especula qual o mecanismo preponderante na indução de tolerância oral. Para 

entendermos realmente quais os mecanismos presentes, devemos conhecer a anatomia e 

os fenômenos celulares encontrados durante a entrada dos antígenos após a ingestão oral. 

 

Substâncias que adentram o organismo pela via oral, encontram um 

compartimento complexo de células e estruturas pertencentes ao sistema imune chamado 
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GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue). Este é composto por estruturas complexas, 

como as Placas de Peyer e por células com características singulares, como linfócitos 

intra-epiteliais, células dendríticas interdigitantes e células da lâmina própria [91]. Além 

disto, células B e macrófagos também são amplamente encontrados [92]. 

 

A primeira via de entrada dos Ags, se dá por estruturas celulares chamadas células 

M que são células sem vilosidades que se encontram sobre o domo das placas de Peyer, e 

são de grande importância para o transporte de antígenos particulados para dentro das 

mesmas. Antígenos solúveis por sua vez podem ser absorvidos diretamente através das 

vilosidades encontradas nos enterócitos. Como podemos observar nos esquema abaixo, os 

Ags absorvidos alcançam a circulação através dos linfonodos mesentéricos e 

posteriormente através do ducto torácico.  Após a entrada destes Ags, seja através das 

células M, encontradas nos domos das placas de Peyer, ou mesmo diretamente através da 

mucosa, o fato é que invariavelmente tais eventos culminam em geração de tolerância 

contra os mesmos quando são administrados por via parenteral [35].  

 

Aparentemente as DCs, sabidamente as melhores APCs do organismo, possuem 

papel muito importante nos mecanismos envolvidos na tolerância oral. Um dado que 

corrobora tal teoria foi obtido quando animais tratados com Flt-3 ligante durante o 

tratamento oral apresentaram uma maior supressão quando comparados aos animais 

somente tolerados. Tal resultado se deu pelo aumento da população de DCs capazes de 

apresentar o tolerógeno utilizado[93]. 
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 Estudos demonstraram que a capacidade estimuladora das DCs de Placas de Peyer 

e da lâmina própria é bastante diminuída quando comparada a DCs de baço e linfonodo. 

Tais resultados foram obtidos utilizando DCs isoladas desses órgãos como APCs em 

MLRs. Além disso, DCs de placas de Peyer induzem a produção de IL-4 enquanto 

aquelas isoladas de baço induzem a secreção de IFN-γ por células T co-cultivadas [94]. 

 

 APCs residentes da lâmina própria são também capazes de apresentar Ags de 

forma relevante durante a tolerância oral. Utilizando um modelo de transferência passiva 

de células de lâmina própria para animais com TCR transgênico, demonstrou-se a 

capacidade destas células em primar as células T a fazerem muito IFN- γ e TGF-β. Porém 

quais subtipos celulares presentes na lâmina própria que eram responsáveis por tal 

estimulação não foram capazes de serem identificados[95]. 

 

 A presença de moléculas co-estimuladoras também apresenta papel relevante 

durante a indução de tolerância. Utilizando anticorpos bloqueadores, demonstrou-se que 

CD80 mas não CD86 são importantes na indução de tal fenômeno durante o tratamento 
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oral. Logo, podemos especular que vias distintas de sinalização são utilizadas neste 

fenômeno [96]. 

 

 O CTLA-4 também demonstrou suma importância neste fenômeno [97]. É 

possível relacionarmos este dado com outro gerado pelo mesmo grupo alguns anos mais 

tarde onde células T reguladoras são geradas nos linfonodos mesentéricos e Placas de 

Peyer de camundongos alimentados com MOG 35-55, sendo estas células CTLA-4high 

[98].  

  

 Ainda discutindo a importância das DCs durante a tolerância oral e a homeostase 

do epitélio intestinal, ficou claro o papel de DCs presentes na lâmina própria na geração 

periférica de células T reguladoras Foxp3+. Resultados demonstraram que DCs de lâmina 

própria quando colocadas in vitro em contato com células T naive na presença de ácido 

retinóico, estas se tornavam Tregs Foxp3+. Além disso a presença de TGF-β foi capaz de 

potencializar o fenômeno [99]. Após estes achados, uma série de outros trabalhos 

mostrando a importância das DCs e do ácido retinóico na tolerância oral apareceram.  

 

Um deles demonstrou que após o tratamento oral de camundongos DO11.10 

(TCR específico para OVA) com OVA (Ovalbumina), observa-se um aumento na 

população de DCs CD103+ as quais são capazes de quebrar o ácido retinóico em seus 

metabólitos. Tal fenômeno é responsável por converter células T CD4+Foxp3- em 

CD4+Foxp3+ sendo este também dependente de TGF-β  [100].  

  

 Aparentemente os Ags que adentram o organismo pela via oral são apresentados 

pelas DCs às células T, principalmente CD4+ e CD8+ presentes nas Placas de Peyer e 

linfonodos mesentéricos, sendo que, a despeito de ser independente de CD8, como já 

citado, ambas quando presentes podem mediar a supressão [101]. 

 

 Talvez um dos achados mais interessantes e singulares da tolerância oral é a 

grande quantidade de TGF-β secretada pelas células T após o tratamento oral. Tal 

resultado foi obtida pela primeira utilizando um modelo com ratos Lewis onde após o 



Jean Pierre Schatzmann Peron 

_____________________________________________________________________________ 

 33

tratamento oral, grandes quantidades de células T CD8+ secretoras de TGF-β eram 

encontradas, embora alguns grupos acham irrelevante o papel de células T CD8+ em 

camundongos como já citado. Além disto, de forma interessante a supressão era 

transferível a outros animais [102]. 

 

 Estudos posteriores corroboravam a hipótese de anergia clonal, onde estas células 

eram isoladas após o tratamento e re-estimuladas in vitro. Como esperado, estas não 

proliferavam após estímulo com MBP, porém eram capazes de produzir grandes 

quantidades de TGF-β [103]. 

  

 Mais tarde, estes estudos foram também realizados em camundongos e, da mesma 

forma que para os ratos Lewis, grandes quantidades de TGF-β eram encontradas, porém 

sendo produzida principalmente pelas células T CD4. Além do TGF-β, IL-4 e IL-10 

também são secretadas preferencialmente por células T CD4 destes camundongos 

tratados oralmente com o Ag pela via oral [101]. 

 

 Vários grupos já têm demonstrado o papel da IL-10 na manutenção da integridade 

intestinal, haja vista que animais IL-10 KO desenvolvem colite espontaneamente com 

quatro semanas de idade.  Utilizando um modelo com beta lactoglobulina (BLG), [104] 

demonstrou a presença de células específicas para tal antígeno que eram IL-10+. Tal 

população era capaz de suprimir a proliferação de células T in vitro e além disso de inibir 

inflamação in vivo. 

 

A eficácia da tolerância oral também já foi demonstrada no modelo de EAU. 

Tanto tratamentos de alta como de baixa dose foram capazes de suprimir a doença a 

despeito de terem sido regidos por mecanismos distintos. Os resultados demonstraram 

que o tratamento de baixa dose era dependente de IL-4 e IL-10, enquanto que os de alta 

dose independiam das mesmas[105]. Porém outro grupo demonstrou que a supressão 

presente no modelo de EAE era independente de IL-10 [106]. 
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Vários grupos já têm relacionado as células T reguladoras à tolerância oral. [98]  

Resultados demonstraram que células T CD4+CD25+ são induzidas pelo tratamento oral e 

estão presentes nas Placas de Peyer já 48 horas após a administração oral do antígeno 

[107]. Porém desaparecem após certo tempo e são então detectadas no baço. Talvez isso 

se relacione com a importância esplênica na tolerância oral como já demonstrado [108]. 

Além disso, podemos especular que estes dados corroboram a importância da 

recirculação linfocitária nesse fenômeno. 

 

 Foi demonstrada também a importância das células reguladoras T CD4+CD25+ na 

tolerância oral induzida em modelo de artrite. Os resultados apresentaram, além da 

presença de uma população de células de fenótipo CD4+CD25+ e altamente produtoras de 

IL-10, um certo desvio de resposta que melhorava o quadro da doença. Logo, também se 

percebe a importância das citocinas no processo oral de tolerância. Porém, se estas 

células são as mesmas CD4+CD25+ geradas no timo, mais experimentos ainda devem ser 

realizados [109]. 

 

O mesmo grupo em trabalho posterior demonstrou que o tratamento com baixa 

dose era otimizados pela administração concomitante de IL-2. Haja vista os trabalhos 

publicados atualmente na área de células T reguladoras, tal resultado pode nos evidenciar 

a importância destas no fenômenos de tolerância oral, uma vez que IL-2 é de suma 

importância para tal população celular [110]. 

 

Só para citar a complexidade dos fenômenos presentes durante a tolerância oral, 

além de camundongos deficientes para células T γδ não serem passíveis de tolerância 

oral, a transferência destas células de animais wild type alimentados foi capaz de 

restabelecer a tolerância nos animais deficientes [111]   

  

 Todavia, embora novos trabalhos tenham sido feitos com intuito de melhor 

compreender os fenômenos envolvidos no processo de tolerância oral, esses ainda não 

foram totalmente esclarecidos. Em nosso trabalho visamos compreender um pouco mais 

esses mecanismos, relacionando-os ao processo de supressão de células patogênicas, 
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como linfócitos Th17 atualmente tão importantes na imunobiologia de doenças auto-

imunes. Além disso, ainda não encontramos na literatura pesquisas que demonstrem que 

o fenômeno da tolerância oral á capaz de suprimir tal população. 
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 Haja vista o importante papel do eixo IL-6 + TGF-β / IL-17 na patogenia de 

doenças auto-imunes, dentre elas a EAE, resolvemos estudar o efeito da indução de 

tolerância oral sobre tal população. Sendo assim, em nosso trabalho visamos avaliar a 

secreção de IL-17 por células de linfonodos drenantes, baço, assim como de células 

mononucleares extraídas do SNC dos animais submetidos à tolerância oral comparados 

ao grupo controle. 

 

 Além da IL-17, nosso objetivo era comparar a secreção de outras citocinas, tanto 

pró, como anti-inflamatórias por células mononucleares extraídas do SNC. Dentre elas 

avaliamos IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IFN-γ e TNF-α assim como a quimiocina CCL2 

também bastante importante no recrutamento de macrófagos para dentro do SNC durante 

a EAE [112]. 

 

 Com relação à infiltração no órgão alvo, ou seja, o SNC, era nosso objetivo 

avaliar se o a tolerância oral alterava a porcentagem ou a cinética de infiltração. Para 

tanto, focamos nas porcentagens de células consideradas mais relevantes durante a EAE. 

Dentre elas, avaliamos linfócitos (CD11b-CD45+), macrófagos (CD11b+CD45high) e 

microglia (CD11b+CD45low). Como a tolerância oral é sabidamente responsável por 

induzir anergia ou deleção de clones de células T CD4 [82], resolvemos também avaliar a 

porcentagem destas e também de monócitos no sangue periférico dos animais tolerados e 

comparados aos controles. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 



Jean Pierre Schatzmann Peron 

_____________________________________________________________________________ 

 39

3.1 Animais 

 

Camundongos C57Bl/6 foram mantidos no biotério de experimentação animal do 

Instituto de Ciências Biomédicas IV da Universidade de São Paulo. Camundongos 

C57BL/6 também eram mantidos em biotério de experimentação animal do Center for 

Neurological Diseases, Harvard Medical School, Boston, MA segundo as leis de 

experimentação da instituição. Todos os experimentos foram aprovados pela Comissão 

de Ética em Experimentação Animal (CEEA). Para todos os experimentos foram 

utilizados animais machos de 6-8 semanas. 

 

3.2 Indução de EAE e Tolerância Oral 

 

Para indução da EAE os animais foram imunizados por via subcutânea com 150 

µg de MOG 35-55 emulsificados em CFA (v/v) com um total de 400 µg de BCG 

(Bacillus Calmette-Guérin). Além disso, foram dadas duas doses de 0,2 µg de toxina de 

Bordetella pertussis 0 e 48 horas após a imunização. Para indução de tolerância oral os 

animais receberam 200 µg de MOG 35-55 em 200 µL de PBS administrado em 5 dias 

alternados. Os animais foram seguidos diariamente e o grau de doença distribuído da 

seguinte forma: 0) sem doença 1) perda do tônus de cauda 2) flacidez ou fraqueza de 

membros posteriores 3) paralisia de membros posteriores 4) fraqueza de membros 

posteriores 5) paralisia de membros posteriores ou morte. 
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3.3 Ensaio de Linfoproliferação 

 

Células de baço e linfonodos foram obtidas dos animais após sacrifício em câmara 

de CO2. Os órgãos foram macerados e a suspensão celular lavada em PBS. Os baços 

foram submetidos à lise de hemácias com 1 mL de tampão de lise durante 2 minutos. As 

células foram então lavadas em PBS e ressuspendidas em DMEM suplementado com 

0,1mM de aminoácidos não essenciais, 0,1mM de vitaminas, 2mM de L-glutamina, 100µg/ml de 

gentamicina, 0,05mM de 2-mercaptoetanol, 1mM de piruvato de sódio, todos da Gibco BRL 

(Rockville, USA) e 5% de soro fetal bovino (Hyclone, USA). As células foram então plaqueadas 

a 5 x105  células/ poço em triplicatas e estimuladas com MOG 35-55 a 1,10 e 100 µg/ mL ou 1 

µg/ mL de anti-CD3. Após 48 horas de cultura as células foram pulsadas com 1µCi de 

timidina-H3 por poço por mais 12 horas. Ao fim do ensaio as células foram coletadas em 

cell-harvester  e lido através da emissão de radiação gama em um β-counter da marca 

Coulter ®. 

 

3.4  Dosagem de Citocinas 

 

As células de baço, linfonodos e SNC foram obtidas como descrito, lavadas em PBS e 

ressuspendidas em DMEM suplementado com 0,1mM de aminoácidos não essenciais, 0,1mM 

de vitaminas, 2mM de L-glutamina, 100µg/ml de gentamicina, 0,05mM de 2-mercaptoetanol, 

1mM de piruvato de sódio, todos da Gibco BRL (Rockville, USA) e 5% de soro fetal bovino 

(Hyclone, USA). As células foram então plaqueadas a 5 x105  células/ poço para linfonodos e 

baço e 2 x 105 / poço  para o SNC em triplicatas e estimuladas com MOG 35-55 a 10 e 100 µg/ 

mL ou 1 µg/ mL de anti-CD3. Após 48 horas de cultura os sobrenadantes foram 

coletados e utilizados para dosagem de citocinas. Para IL-6 e IL-17 foram utilizados kits 

de ELISA da eBioscience® e seguido o protocolo segundo o fabricante. Para as demais 

citocinas dosadas nos sobrenadantes de cultura de células do sistema nervoso central foi 

utilizado o ensaio de CBA. Brevemente, sobrenadantes de cultura, puro ou diluídos 1:20 

eram colocados em placas de fundo V e incubados por duas horas a temperatura ambiente 

com os coquetéis contendo beads de captura + anticorpos marcados. Após duas horas as 

placas foram centrifugadas a 450 X g durante 5 minutos e lavados 2X com o diluente 
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presente no kit. Após a última lavagem os beads foram ressuspendidos em diluente e 

levadas ao citômetro de fluxo e adquiridas 2500 eventos segundo fabricante. 

 

3.5  Citometria de Fluxo 

 

Para avaliar a expressão de moléculas de superfície, as células obtidas foram 

incubadas com 1:100 de anticorpo monoclonal anti-CD16/32 eBioscience® durante trinta 

minutos a 4oC. A seguir, as células foram incubadas com anticorpos monoclonais 

conjugados com fluorocromo (FITC, PE ou APC) específicos para as moléculas de 

superfície de interesse por 30 minutos também a 4oC. Foram utilizados os seguintes 

anticorpos monoclonais da marca ebioscience® para a marcação das populações 

desejadas: anti-CD4 (0,5µg/106 células), anti-CD11c (0,5µg/106 células), anti-CD11b 

(0,5µg/106 células), anti-CD25 (0,5µg/106 células), anti-CD62L (0,5µg/106 células), anti-

CD45 (0,5µg/106 células), anti-CD103 (0,5µg/106 células), anti-PD1 (0,5µg/106 células), 

anti-GITRL (0,5µg/106 células), anti-GITR (0,5µg/106 células). Para as marcações anti-

LAP foram utilizados anticorpos monoclonais anti-human LAP biotinilados com 

reatividade cruzada para camundongos (0,25 µg/106 células) R&D System®. Foram 

utilizados os anticorpos monoclonais dos seguintes isótipos: IgG2a e IgG2b de rato e 

IgG1 e IgG2 de hamster. Para a análise da expressão de Foxp3 intracelular pelas células 

T CD4+CD25+ foi utilizado o kit comercial anti-mouse/rat Foxp3 (eBioscience®) clone 

FJK- 16s (0,75µg/106 células). Após o período de incubação, as amostras foram lavadas 

com PBS contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) e ressuspendidas em 300µl do mesmo 

tampão. A aquisição e análise das amostras foram realizadas em citômetro de fluxo 

FACScalibur (Becton & Dickinson, Mountain View, CA), utilizando-se o software 

CellQuest (Apple). Para citometria de fluxo das células de sangue periférico os animais 

eram sangrados pela cauda e cerca de 2-4 gotas de sangue eram retiradas em tubos 

eppendorf contendo citrato de sódio. O sangue era então centrifugado a 450 X g 5’, o 

sobrenadante descartado e as hemácias lisadas com 200 µLs de tampão de lise durante 5 

minutos. As células eram então lavadas e centrifugadas novamente e as células 

ressuspendidas em 25 µL de solução contendo os anticorpos desejados em uma diluição 
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1:500 durante 30 minutos a 4oC. As células eram então lavadas novamente e levadas ao 

citômetro de fluxo. 

 

3.6 Obtenção de Células do SNC 

 

As células mononucleares infiltrantes do SNC foram obtidas segundo esquema 

abaixo. Brevemente, após sacrifício dos animais em câmara de CO2, cérebros e medula 

espinhal foram retirados, cortados com tesoura e colocados e placas de Petry contendo 

2,5 mg/mL de colagenase D (Roche®) em 4 mLs de HBSS mantidos durante 45 minutos 

em estufa de CO2 a 37oC. Após este período de incubação as amostras foram processadas 

em cell strainers e transferidas para tubos de com 15 mLs de HBSS. Os tubos então 

foram centrifugados a 450 X g 5’ a 4oC. O pellet então foi ressuspendido em 6 mLs de 

Percoll (Sigma®) a 37%. Esta suspensão foi então adicionada lentamente sobre Percol 

70% em tubos de 15 mLs  e centrifugados a 950 X g 20’ a 4oC em centrífuga com o freio 

desativado. Ao fim da centrifugação a fase superior contendo grande concentração de 

mielina é coletada por sucção e desprezada. O anel contendo células mononucleares é 

coletado em transferido a tubos de 15 mLs adicionadas de HBSS gelado. As células 

foram então centrifugadas a 450 X g 5’ a 4oC. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de 

meio DMEM completo. As células foram então contadas e utilizadas como desejado. 
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3.7 PCR em tempo real 

 

Para realização do PCR em tempo real as células de linfonodo, baço ou SNC foram 

obtidas e 1x106 células foram colocadas em tubos eppendorfs DNAse RNAse free. As 

células foram então submetidas ao protocolo de extração de RNA da marca Qiagen®. 

Brevemente as células foram lisadas com 600 µL de tampão RLT fornecido pelo kit. As 

amostras foram então colocadas em colunas de sílicas e rodadas a 10 000 X g por 2 

minutos. O flow-through é descartado e então adicionado à coluna etanol 70%. Os tubos 

são então homogeneizados vigorosamente e novamente centrifugados a 10 000 X g 

durante 10s.  Novamente o flow-through é descartado e às colunas é adicionado 600 µL 

tampão RW1 e centrifugadas nas mesmas condições. O flow-through é novamente 

descartado e 500 µL de tampão RPE é adicionado às colunas e estas centrifugadas a 

10000 X g por 2 minutos. As colunas são agora transferidas a um novo tubo coletor. Às 

colunas é acrescentado 40 µL de água e centrifugadas a 10 000 X g por 1 minuto. Agora 

o flow-through contendo o RNA é coletado. Para síntese do cDNA as amostras contendo o RNA 

foram dosadas sendo utilizadas 400µg de RNA por amostra para a síntese de cDNA. As amostras 

foram submetidas ao protocolo de síntese de cDNA one-step RT-PCR da Applied Biosystems® 

segundo fabricante. Para a realização do PCR em tempo real, foi utilizado o kit Taqman 

Fast Universal Master Mix, também da Applied Biosystems ®. 1µL de cada primer, 3 µL 

de amostra contendo o cDNA, 5µL de água e juntamente com 10µL de master mix  

Taqman® eram colocados em placas de 96 poços, seledas e levemente centrifugadas. As 

placas eram então levadas ao termociclador Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time 

PCR System® onde as reações levavam 30 minutos para ficarem prontas.  As curvas 

eram então normalizadas à expressão de GAPDH e utilizadas como desejado. 

 

Foram utilizados os seguintes pares de primers da Applyed Biosystems®. 

IL-6- Ref Mm 00446190_m1 

IL-10- Ref Mm00439616_m1 

IL-17- Ref Mm00439619_m1 
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3.8 Análise Histopatológica. 

 

Animais de ambos os grupos foram sacrificados ao dia escolhido e as medulas 

espinhais foram extraídas e colocadas em paraformaldeído 4% durante 24 horas. Após 

esse período, as medulas eram então extraídas manualmente de dentro das vértebras. 

Estas eram posteriormente mantidas em álcool a 70% até serem processadas. Para o 

processamento e corte, as amostras eram colocadas em suportes plásticos e submetidas ao 

congelamento em nitrogênio líquido mantidas em matriz O.C.T. que permitia o 

congelamento e corte ao micrótomo. Após o congelamento as amostras eram cortadas ao 

micrótomo em cortes de 7µm, colocadas sobre a lâmina e submetidas à coloração por 

hematoxilina e eosina. 

 

3.9 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software computacional 

Graphpad Prism (Graphpad Software Incorporation
®) versão 4.0. Os testes t-Studant e 

ANOVA foram utilizados, seguidos pelo teste de Tukey ou Mann-Whitney. Valores de 

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram apresentados 

como média ± desvio padrão ou média ± erro padrão nas curvas de doença. 
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4.1 Tolerância Oral Suprime o Grau de EAE em Animais C57Bl/6. 

 

 Resolvemos iniciar nossos estudos através da análise do grau de EAE presente em 

nossos animais C57Bl/6 tratados ou não oralmente com MOG 35-55 e posteriormente 

imunizados com o mesmo antígeno, de acordo com materiais e métodos. Como esperado, 

podemos observar na figura 1 que a indução de tolerância oral foi capaz de suprimir o 

grau de EAE quando comparamos as curvas de ambos os grupos (Two-way ANOVA 

p<0,01). Além disso, percebe-se que os animais tratados oralmente com MOG 35-55 

nunca alcançam os mesmos níveis de EAE que os animais controle, mesmo durante o 

pico da doença (Controle = 3,0 ± 0,5 Vs. Tolerados = 2,0 ± 0,5). Além disso, após análise 

histopatológica ao dia 16 pós-imunização, podemos também observar na figura 2 que os 

animais tratados com PBS apresentam focos de infiltrado inflamatório, os quais não são 

observados nos animais tratados com MOG 35-55 pela via oral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curva de EAE.  Animais C57Bl/6 foram tratados ou não oralmente com 
MOG 35-55, imunizados e acompanhados diariamente por 27 dias e 
graduados segundo materiais e métodos. n=5. Os dados mostram média ±
EP.  * Two-way ANOVA p<0,01.
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Figura 1: Curva de EAE.  Animais C57Bl/6 foram tratados ou não oralmente com 
MOG 35-55, imunizados e acompanhados diariamente por 27 dias e 
graduados segundo materiais e métodos. n=5. Os dados mostram média ±
EP.  * Two-way ANOVA p<0,01.
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Análise histopatológica ao dia 16 pós-imunização. Animais C57BL/6 foram 
tratados ou não com MOG 35-55 e imunizados segundo materiais e métodos. 
Ao dia 16 pós-imunização os animais foram sacrificados e as colunas cervicais 
obtidas, processadas e coradas com hematoxilina e eosina. n=5. Em A animais 
controle e em B animais submetidos a toerância oral. A seta indica infiltrado 
inflamatório.
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Ao dia 16 pós-imunização os animais foram sacrificados e as colunas cervicais 
obtidas, processadas e coradas com hematoxilina e eosina. n=5. Em A animais 
controle e em B animais submetidos a toerância oral. A seta indica infiltrado 
inflamatório.
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4.2 Tolerância Oral Suprime a Linfoproliferação de Células de Baço e Linfonodos 

de Animais com EAE.  

 

 Como já descrito na literatura, a tolerância oral é caracterizada pela ausência de 

resposta imune a um determinado antígeno quando este é introduzido pela via oral e 

posteriormente utilizado como imunógeno pela via parenteral. Já tem sido descrito que a 

tolerância oral não só é capaz de suprimir a proliferação de células T [105], como 

também suprimir de forma hierárquica a produção de anticorpos, como IgG e IgE em 

modelo de asma experimental [113]. Sendo assim resolvemos realizar concomitante aos 

outros experimentos, ensaios de linfoproliferação no baço e linfonodos dos animais 

submetidos ou não ao tratamento oral. Juntamente dos dados de linfoproliferação, 

avaliamos as curvas de EAE, a qual nos mostra que os animais tolerados apresentam uma 

doença mais branda quando comparados aos animais controle (Figura 1). Sendo assim 

temos dois parâmetros distintos para confirmarmos que nossos animais estavam 

realmente tolerizados.  

 

Como demonstrado na figura 3A, a capacidade linfoproliferativa das células 

obtidas dos linfonodos drenantes, assim como do baço dos animais submetidos ao regime 

de tolerância oral esta diminuída ao dia 10 pós-imunização. Os dados foram obtidos 

através da re-estimulação in vitro com 0, 10 e 100 µg/mL de MOG 35-55. Todavia, 

quando avaliamos esse fenômeno ao dia 16 pós-imunização, não observamos mais 

diferença entre os grupos. Podemos observar também na figura 3B que esses dados se 

repetem quando re-estimulamos as culturas in vitro com 1µg/mL de anti-CD3.  

 

Sendo assim, nossos dados são corroborados pelos da literatura, que mostram que 

a tolerância oral é capaz de suprimir a proliferação de linfócitos T de forma antígeno 

específica no caso do estímulo com MOG 35-55, mas também de forma policlonal, 

quando estimulamos com anti-CD3. Além disso, nossos dados nos mostram que, ou esse 

mecanismo supressor se perde ao dia 16 pós-imunização. 
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Resposta linfoproliferativa em linfonodos e baço de  animais com EAE aos dias 10 e 
16  pós-imunização. Animais C57BL/6 foram tratados ou não com MOG 35-55 e 
imunizados segundo materiais e métodos. Aos dias 10 e 16 pós-imunização os animais 
foram sacrificados e células totais de linfonodo e baço foram plaqueadas para 
avaliação da resposta linfoproliferativa frente a estímulo com MOG e anti-CD3.n=5. 
Os gráficos mostram média ± DP. * test-t de Studant #Two-way ANOVA.* # p<0,01.
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4.3 Tolerância não Altera a Porcentagem de Linfócitos Totais, T CD4+ e Monócitos 

no Sangue Periférico de Animais com EAE. 

  

 Como pouco tem se descrito sobre alterações nas populações celulares do sangue 

periférico em animais imunizados com MOG 35-55 que sofreram ou não a indução de 

tolerância oral, resolvemos iniciar nossos estudos avaliando por citometria de fluxo 

alterações nas populações de linfócitos e monócitos nesses animais ao dia 5 e 8 pós-

imunização. Tais pontos foram escolhidos por se tratarem daqueles nos quais os 

linfócitos T ativados nos linfonodos drenantes do sítio da imunização estão emigrando 

para o órgão alvo. 

 

 Através da citometria de fluxo, baseado nas características de tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC), analisamos as populações de linfócitos e monócitos. Como 

ilustrado na figura 1, porém, não observamos alteração na porcentagem de linfócitos 

totais quando comparamos os animais que sofreram o tratamento oral com aqueles do 

grupo controle ao dia 5 pós-imunização. Da mesma forma, tal parâmetro não se alterou 

ao dia 8, a despeito de ambos os grupos apresentarem uma menor porcentagem de 

linfócitos circulantes nessa data. 

 

Quando a população de monócitos é avaliada (Figura 1), da mesma forma que 

para a população de linfócitos, não observamos alterações significativas nas 

concentrações desta população, tanto para o dia 5 como para o dia 8 pós-imunização. 

 

 Devido à importância das células T CD4 tanto na EAE como no processo de 

tolerância oral, resolvemos também avaliar as porcentagens de células T CD4 nas 

mesmas datas pós-imunização. Nossos resultados não mostraram alterações significativas 

na concentração desta população quando comparamos os grupos. Todavia, da mesma 

forma que para os linfócitos totais, observamos uma ligeira queda na porcentagem de 

CD4 em ambos os grupos ao dia 8 pós-imunização (Figura 2). 
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Nosso próximo passo foi avaliar também a expressão de marcadores de ativação 

na população de linfócitos T CD4, como ilustrado nas figuras 3. Para tanto, utilizamos o 

CD62L (L-Selectina). CD62L é uma molécula de adesão que possui implicação em uma 

série de eventos celulares, entre eles o de migração e manutenção de células T naive 

dentro de linfonodos, apresentando por isso papel bastante importante na indução de 

EAE. Um exemplo disso é o fato de que camundongos CD62L KO não são capazes de 

desenvolver uma EAE clássica. Isso devido a um número diminuto de células T na 

periferia [114]. O intuito era observar se há diferenças no estado de ativação das células T 

CD4 entre os grupos avaliados, observando por citometria de fluxo a diminuição na 

média da intensidade de fluorescência do CD62L que é característica de células T 

ativadas.  

 

A despeito de acharmos possível encontrarmos alterações na expressão desta 

molécula, nossos resultados não apresentaram diferenças significativas na ativação das 

células T CD4, sendo que tanto para o dia 5 como para o dia 8 pós-imunização a 

expressão de CD62L entre os dois grupos não foi diferente. Todavia observamos que 

essas células se apresentavam mais ativadas ao dia 8 em relação ao dia 5 (Figura 3). 

 

Em suma, nossos dados nos mostraram que o fenômeno da tolerância oral não é 

capaz de alterar as porcentagens de linfócitos totais, T CD4, tampouco de monócitos no 

sangue periférico dos animais após imunização para EAE.  Sendo assim, aparentemente a 

análise do sangue periférico através de citometria de fluxo não um bom parâmetro para 

avaliarmos o fenômeno da tolerância oral. 
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Figura 4: Porcentagem de linfócitos e monócitos no sangue periférico ao dia 5 pós-
imunização. Animais C57BL/6 foram tratados ou não oralmente com MOG 35-
55 e imunizados segundo materiais e métodos. Ao dia 5 e 8 pós-imunização 
animais foram sangrados pela cauda e gotas de sangue foram utilizadas para 
análise por citometria de fluxo da população de linfócitos e monócitos segundo 
FSC X SSC. Em A pseudo-color plots representativo mostrando os respectivos 
gates. Em B as porcentagens de linfócitos totais e C as porcentagens de 
monócitos. Gráfico representativo de 2 experimentos independentes. n=5. Os 
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color plots mostrando gate em CD4. Em B gráfico representativo de 2 
experimentos mostrando a média das porcentagens de linfóctios T CD4. n=5. 
Os gráficos mostram média ± DP. Teste t-studant.
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C57BL/6 foram tratados ou não oralmente com MOG 35-55 e imunizados 
segundo materiais e métodos. Ao dia 5 e 8 pós-imunização animais foram 
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color plots mostrando gate em CD4. Em B gráfico representativo de 2 
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Os gráficos mostram média ± DP. Teste t-studant.
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Expressão de CD62L por células T CD4 ao dia 5 e 8 pós-imunização. 
Animais C57BL/6 tratados ou não com MOG 35-55 e imunizados 
segundo materiais e métodos. Ao dia 5 e 8 pós-imunização animais foram 
sangrados pela cauda e gotas de sangue utilizadas para análise por 
citometria de fluxo de acordo com a expressão de CD62L (anti-CD62L
FITC). Em A gráfico representativo de 2 experimentos mostrando a 
média das intensidades de fluorescências. n=5. Os gráficos mostram 
média ± DP. Test-t studant.
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Figura 6: Expressão de CD62L por células T CD4 ao dia 5 e 8 pós-imunização. 
Animais C57BL/6 tratados ou não com MOG 35-55 e imunizados 
segundo materiais e métodos. Ao dia 5 e 8 pós-imunização animais foram 
sangrados pela cauda e gotas de sangue utilizadas para análise por 
citometria de fluxo de acordo com a expressão de CD62L (anti-CD62L
FITC). Em A gráfico representativo de 2 experimentos mostrando a 
média das intensidades de fluorescências. n=5. Os gráficos mostram 
média ± DP. Test-t studant.
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4.3 Análise por Citometria de Fluxo em células de Baço e Linfonodo Mesentérico 

 

Na busca por alterações nas populações celulares, assim como em marcadores de 

ativação que possam estar presentes após indução de tolerância oral, resolvemos avaliar 

através de citometria de fluxo a análise de alguns desses fatores em células de baço ao dia 

10 pós-imunização. Escolhemos o dia 10 pós-imunização por se tratar de um ponto no 

qual há diferenças significativas, tanto no score de EAE como nos dados de 

linfoproliferação, sendo assim um ponto no qual o fenômeno de tolerância se encontra no 

seu auge.  

 

 Dentre os marcadores de ativação, resolvemos avaliar novamente a expressão de 

CD62L assim como a expressão de CD25, a cadeia alfa do receptor de IL-2. Quando 

analisamos a expressão de CD25, não observamos diferenças entre os grupos, sendo que 

ambos apresentam cerca de 10% de células T CD4 positivas para CD25. Da mesma forma 

que para o sangue periférico, não encontramos diferenças nas médias de fluorescência da 

expressão de CD62L agora nas células obtidas do baço. Em suma, não são observadas 

alterarações significativas nos níveis de ativação de células T CD4 entre os grupos 

(Figura 7). 

 

 Um outro marcador celular que tem sido amplamente estudado recentemente e 

tem sua expressão relacionada à supressão da resposta imune é o PD-1 (Programmed 

Cell-Death 1) [115]. Tendo em vista a capacidade supressora do fenômeno da tolerância 

oral, especulávamos que tal receptor pudesse ter relevância durante esse processo. Nossos 

dados nos mostraram não haver diferenças entre os grupos, a despeito de uma sutil 

tendência de haver mais PD-1 expresso nas células T CD4 dos animais tolerados 

oralmente (PBS=41,0 Vs. MOG 35-55=49,04) (Figura 7). Todavia como não testamos 

funcionalmente o papel deste receptor, não podemos descartar a relevância do mesmo 

durante o fenômeno.  

 

Tendo em vista também a importância das células dendríticas durante a tolerância 

oral, como já citado anteriormente [93, 94], resolvemos avaliar a expressão de GITRL em 
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tal população. O GITRL é ligante de uma molécula da superfamília do TNF chamado 

GITR (Glucocorticoid-Induced TNF Receptor), e que possui papel importante na 

atividade das células T reguladoras, sendo também uma molécula importante na 

manutenção da auto-tolerância [30,31]. Após avaliarmos nossos dados observamos que a 

tolerância oral não acarreta em diferença na expressão de GITRL nas células dendríticas 

extraídas do baço ao dia 10 pós-imunização (Figura 8). A despeito da importância de 

células macrofágicas CD11b+ no fenômeno de tolerância como tem sido demonstrado 

atualmente[116], não observamos alterações em suas porcentagens no tempo por nós 

avaliado. 

A despeito de um grande número de trabalhos terem demonstrado aumento de 

algumas populações celulares após o tratamento oral, não observamos grandes diferenças 

ao dia 10 pós-imunização. Dentre estas populações já descritas como importantes durante 

a tolerância oral, podemos citar as células CD4+LAP+ [98]. A molécula LAP (Latency 

Associated Peptide) é uma molécula precursora de TGF-β presente na superfície de 

algumas células T e tem papel importante em alguns fenômenos de tolerância, dentre eles 

o de tolerância oral [80]. Todavia, quando avaliamos a expressão desta nas células T CD4 

de baço ao dia 10 pós-imunização, não observamos diferença entre os grupos avaliados 

(Figura 8). Provavelmente esta diferença se explica pelo fato dos animais estarem 

imunizados, além disso, é provável que ao dia 10 pós-imunização as células já tenham 

recirculado.   

 

 Além destas, também avaliamos a presença de células T reguladoras utilizando 

animais Foxp3–GFP KI. Os animais seguiram o mesmo protocolo dos animais wild-type, 

sendo imunizados ao dia 0 e sacrificados ao dia 10 como descrito nos materiais e 

métodos. Nossos resultados carecem de diferenças na porcentagem de células Foxp3 – 

GFP + no baço dos grupos avaliados (Figura 8). Todavia, assim como já demonstrado na 

literatura, observamos nos linfonodos mesentéricos um aumento significativo desta 

população após o tratamento oral com MOG 35-55 ao dia 0. Nesse experimento 

utilizamos camundongos convencionais (Figura 9).  
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Recentemente tem-se descrito a importância de células CD103+ tanto no 

fenômeno da tolerância oral [100] como na conversão de células T naive em células T 

reguladoras na periferia em um mecanismo dependente de ácido retinóico [99]. Nesse 

contexto, resolvemos comparar diferenças nas células TCD4+CD103+ entre os grupos. 

Contudo, a despeito de acharmos que a tolerância oral seria capaz de induzir a expressão 

de CD103 em células T CD4, tal especulação não se concretizou, sendo que de forma 

diferente que para os linfonodos mesentéricos, não observamos diferenças entre os 

grupos (Figura 8).  
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4.4. Tolerância Oral Suprime a Transcrição e a Secreção de IL-17 nos Linfonodos 

Drenantes Além de Suprimir a Secreção de IL-6, CCL2 e IL-17 no SNC. 

 

 Devido à importância de uma série de citocinas descritas recentemente na 

patogenia da EAE, dentre elas a IL-6 e a IL-17 [63, 117], resolvemos avaliar como se 

encontra a produção destas citocinas nos animais tolerados oralmente comparados com os 

animais controle.  

  

 Como podemos observar na figura 10B, as células de linfonodo dos animais 

tratados com MOG 35-55 pela via oral apresentam uma menor quantidade de mRNA 

para IL-17 ao dia 10 pós-imunização. De forma interessante, não observamos diferenças 

nas mensagens para IL-6 ou IL-10. Quando avaliamos esses mesmos parâmetros agora 

em células extraídas do baço (Figura 10A), não observamos diferenças nas quantidades 

de mRNA para IL-17 tampouco para IL-10, a despeito de percebermos uma tendência de 

aumento desta citocina nos animais tolerados. Obtivemos, porém, um dado inesperado, 

no qual observamos um aumento na mensagem de mRNA para IL-6 no baço dos animais 

tolerados. 

 

 No intuito de confirmar esses dados, uma vez que sabemos que alterações pós-

transcricionais podem ocorrer, o que significa que nem todo mRNA venha a ser traduzido 

em proteína, resolvemos avaliar através do método de ELISA as concentrações de IL-17 

em células de baço e linfonodos também extraídas ao dia 10 pós-imunização e 

estimuladas in vitro com 50 µg/mL durante 72 horas. Nossos resultados confirmaram 

aqueles observados através do PCR em tempo real, sendo que observamos uma menor 

secreção de IL-17 pelas células obtidas dos linfonodos mas não naquelas obtidas do baço.  

 

Nossos resultados nos mostram que, associado aos dados de linfoproliferação, 

onde os animais tratados com MOG 35-55 apresentam uma menor capacidade 

linfoproliferativa, estes também secretam menos IL-17 nos linfonodos drenantes, sendo 

então um fator de suma importância para se justificar a diminuição nos graus de EAE 

observados nesse grupo.  
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 Com o objetivo de melhor compreender quais alterações ocorrem no órgão alvo 

durante a EAE após a indução de tolerância oral, decidimos avaliar em células 

mononucleares extraídas do SNC a produção de uma série de citocinas, tanto de padrão 

Th1 como Th2. Utilizando o método de cytometric bead array, avaliamos a secreção de 

citocinas como IL-4, 5, 10, IL-12p70, 13, IFN-γ, TNF-α e da quimiocina CCL2 in vitro 

após estimularmos as células com 1µg/mL de anti-CD3.. 

 

Nossos dados nos mostram, a despeito de acharmos que encontraríamos mais 

citocinas inflamatórias nos grupos controle, que não há diferença na produção de IL-10, 

IL-12p70, TNF-α e IFN-γ, quando comparamos os grupos. Mais interessante notar que as 

concentrações dessas citocinas não atingem níveis muito elevados. Além disso, não 

conseguimos detectar a presença de IL-4, 5 e 13 em nenhum dos grupos. Talvez pelo fato 

da EAE se caracterizar por uma doença com padrão classicamente Th1 (Figura 12). 

 

De forma interessante porém, utilizando o mesmo método citado, encontramos 

uma menor produção espontânea de IL-6 pelas células extraídas do SNC (Figura 13). 

Quando comparamos as culturas estimuladas com anti-CD3 porém, não encontramos 

diferença. Tal resultado pode ser explicado pelo fato que  as células T efetoras presentes 

no SNC durante a EAE são grandes produtoras de IL-6 [73]. Sendo assim, podemos 

inferir que a diferença observada entre os grupos, jaz no compartimento inato presente no 

local e não devido a produção de IL-6 pelas células T CD4.  

 

 Um outro fator de grande importância produzido tanto por células infiltrantes 

como por astrócitos e microglia, é a quimiocina CCL2, a qual é responsável por atrair 

principalmente macrófagos para dentro do sistema central, sendo importante na 

amplificação da inflamação in situ. Como demonstra a figura 13, as células extraídas do 

SNC dos animais tratados oralmente com MOG 35-55 secretam menos CCL2. O dado se 

confirmou tanto para a produção espontânea como após o estímulo com anti-CD3. De 

forma diferente que para a IL-6, é provável que CCL2 seja produzido somente pelo 

compartimento inato, justificando o fato da ausência do aumento desta após estímulo com 

anti-CD3. 
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Devido a grande importância já discutida anteriormente da IL-17 durante a EAE, 

e além disso, devido ao fato de termos observado uma menor produção da mesma por 

células de linfonodos drenantes dos animais tratados com MOG 35-55 oral, resolvemos 

também avaliar a produção desta citocina pelas células extraídas do SNC.  

 

 Como ilustrado pelo gráfico da figura 14, da mesma forma que para a IL-6 e 

CCL2, novamente observamos uma menor secreção de IL-17 pelas células extraídas do 

SNC dos animais tolerados oralmente quando re-estimuladas in vitro com doses 

crescentes de MOG 35-55. Vale ressaltar que as quantidades produzidas pelas células 

destes animais é cerca de 10-15 vezes menor daquelas produzidas pelo grupo controle. 

Vale ressaltar também que, diferente da IL-6 e CCL2, não observamos secreção 

espontânea de IL-17, demonstrando que essa é mesmo uma citocina derivada do 

compartimento específico do sistema imune, ou seja, linfócitos T. Logo, podemos 

perceber que o fenômenos de tolerância oral é capaz também de diminuir a quantidade 

produzida de IL- 17 tanto na periferia como no órgão alvo.  
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4.5 Citometria de Fluxo de Células Extraídas do SNC 

 

 Baseado nos dados acima, onde vemos uma menor produção de IL-6, 17 e de 

CCL2 pelas células extraídas do SNC dos animais tolerados oralmente, resolvemos 

avaliar também como estavam as porcentagens de células infiltrantes no SNC em ambos 

os grupos. É possível que a diminuição das citocinas avaliadas se deva a uma menor 

infiltração de células Th17 ou produtoras destas citocinas para dentro do SNC.  

 

Sendo assim, resolvemos avaliar através da citometria de fluxo, as porcentagens 

de populações celulares importantes na patogenia da EAE. Dentre as mais relevantes, 

resolvemos eleger linfócitos, macrófagos e microglia como nossos alvos.  

 

Utilizamos então a combinação de dois marcadores, no caso CD45 e CD11b. De 

acordo com a literatura, são considerados linfócitos as células CD45+CD11b-, macrófagos 

as CD45highCD11b+ e microglia aquelas CD45lowCD11b+.  Resolvemos também para este 

experimento realizar os experimentos em três momentos distintos, ou seja, nos dias 7,10 e 

16 pós-imunização. Vale ressaltar porém que, novos dados não publicados utilizando 

comundongos CXCR3-GFP demonstraram que é possível que as células 

CD45lowCD11b+, passem a superexpressar CD45, tornando-se CD45high, devido ao seu 

nível de ativação (Butovski O. não publicado). Todavia, uma vez que mantivemos os 

mesmos gates para ambos os grupos, não acreditamos que este novo dado venha a 

comprometer nossos resultados. 

 

 Nossos dados mostram que os animais naive, apresentam cerca de 5% de 

linfócitos, 4% de macrófagos 15% de microglia dentro do SNC. Vale ressaltar que os 

animais são pareados de acordo com a idade. Como ilustrado na figura 15, observamos 

uma menor porcentagem de macrófagos (CD45highCD11b+) quando comparamos os 

animais tolerados ao grupo controle ao dia 7 pós-imunização. Todavia, não são 

observadas diferenças nas porcentagens de linfócitos tampouco nas de microglia.  

 



Jean Pierre Schatzmann Peron 

_____________________________________________________________________________ 

 69

 Já ao dia 10 pós-imunização, porém, observamos um sutil aumento na 

porcentagem de linfócitos nos animais tolerados, enquanto que não observamos mais 

diferenças na porcentagem de  macrófagos infiltrantes.  

 

Ao dia 16 nenhuma diferença é observada quando comparamos as populações 

avaliadas.  Vale ressaltar porém, que a porcentagem de macrófagos é sempre crescente no 

grupo tolerado, enquanto esta obedece a uma cinética diferente no grupo controle. Neste, 

observamos um pico de macrófago o qual tende a diminuir com o decorrer da doença. 

Vale ainda ressaltar que, as diferenças na população de microglia, observadas entre os 

animais não imunizados e imunizados é um achado normal. Devido a ausência de 

infiltrado nos animas naive, a porcentagem de microglia esta bastante elevada, com uma 

média de 15%. Todavia, quando observamos os animais imunizados, essa população que 

compreende cerca de 5% ao dia 7 pós-imunização, atinge níveis próximos aos animais 

não imunizados no dia 10 e também no dia 16. Possivelmente pelo fato de que, como já 

citado anteriormente, com o decorrer do tempo as células chamadas DCs-like estão se 

ativando e superexpressando CD45. Além disso, estas devem migrar da periferia e 

repopular o órgão alvo atingindo novamente as concentrações normais ao dia 10. 
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Dado representativo de 3 experimentos independentes. n=5. Os dados 
mostram média ± desvio padrão. Teste t de Studant.
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Os mecanismos reguladores presentes no GALT, dentre eles a produção de IL-10 

e TGF-β , são de grande importância na manutenção da integridade da mucosa intestinal 

[118]. Como exemplo podemos citar o fato que animais IL-10 deficientes apresentam 

colite já no início de sua vida [119]. Mais interessante notar que, em humanos, crianças 

com alergia alimentar apresentam uma menor porcentagem de células T CD4+TGF-β+ 

presentes na lâmina própria[120]. Neste contexto, a tolerância oral possui grande 

interesse clínico, podendo ser utilizada para o tratamento de doenças auto-imunes como 

já demonstra alguns ensaios clínicos. Além disso, o seu uso na prevenção da rejeição de 

transplantes também já foi descrito [80].  

 

A despeito de muitos estudos terem sido realizados no intuito de melhor elucidar 

quais eventos celulares e moleculares estão presentes após a indução de tolerância oral, 

ainda há lacunas a serem preenchidas. Neste contexto o presente trabalho propôs avaliar 

se a indução de tolerância oral é capaz de modular a resposta imune induzida no modelo 

de EAE, principalmente a produção de citocinas inflamatórias e o infiltrado celular 

dentro do SNC. Utilizamos a EAE, por se tratar de um modelo clássico, com ampla 

ativação do sistema imune, mas por outro lado bastante suprimível após o tratamento 

oral. Além disso, em tal modelo podemos utilizar os parâmetros doença e 

linfoproliferação como controle, ou seja, acompanhando tais dados podemos ter certeza 

de que nossos animais estavam tolerizados frente o antígeno.  

 

Neste contexto, nossos dados foram corroborados pela literatura, uma vez que 

também observamos uma menor proliferação nas células de linfonodo e baço dos animais 

tratados com MOG 35-55 oral ao dia 10 pós-imunização. Todavia, percebemos que tal 

fenômeno é relativamente fugaz, uma vez que não observamos mais diferença quando 

realizamos os ensaios ao dia 16 pós-imunização. A reduzida proliferação observada nos 

linfonodos ao dia 10 demonstra provavelmente que os clones já emigraram do linfonodo 

em direção ao SNC e neste ficando. Todavia, para o baço especulamos que neste ponto 

após imunização, a ativação do sistema imune seja tamanha que os mecanismos 

supressores não são mais capazes de segurar a resposta imune. Além disso, especulamos 

uma maior relação entre os linfonodos e a tolerância oral, do que desta com o baço, 
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devido ao fato de que acreditamos que a recirculação, seja de células T ou de células 

apresentadoras de antígenos, se dê através da linfa e não através do sangue. 

 

Ainda tendo como base a supressão da proliferação de células T, procuramos 

também alterações nas porcentagens de linfócitos e monócitos circulantes após o 

tratamento oral e a imunização para a EAE. De forma interessante, os grupos não 

apresentaram diferenças entre si. Pensamos que, a despeito da diferença observada nos 

linfonodos e no baço ao dia 10 pós-imunização, esta não se repete no sangue periférico 

possivelmente por causa da presença de uma série de células T não específicas 

circulantes, mas além disso, pelo fato de que as células MOG 35-55 específicas que 

foram expandidas nos linfonodos devem muito fugazmente circularem pelo sangue, uma 

vez que têm a tendência a infiltrarem o SNC. Concluímos que, a análise através do 

sangue periférico não é um bom parâmetro a ser considerado, uma vez que este nunca 

apresentou diferença nesses animais. 

 

Se lembrarmos que a tolerância oral é capaz de suprimir uma série de fatores 

presentes na ativação do sistema imune, como produção de anticorpos [113], produção de 

citocinas e graus de doença [105], faz sentido pensarmos que moléculas responsáveis 

pela ativação do sistema imune, como as co-estimuladoras, devem estar diminuídas nos 

animais tolerados. Todavia nossos dados mostraram que, tanto para células T CD4+ de 

sangue periférico, como aquelas extraídas do baço, não apresentam alterações nos 

marcadores de ativação avaliados, dentre eles a cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25) e 

a L-Selectina (CD62L). Inferimos assim que, os mecanismos supressores gerados durante 

a tolerância oral são mediados mais por fenômenos dependentes de anergia das células T 

efetoras, assim como da produção de citocinas supressoras do que pela diminuição de 

moléculas co-estimuladoras. Além disso, o fato de não observarmos também alterações 

na expressão de PD-1 e GITRL em DCs corrobora essa nossa teoria. Isso devido às 

características supressoras de tais moléculas. Todavia, não estamos excluindo a 

relevância destas durante o fenômeno. 
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 Atualmente tem se dado muita importância a citocinas que foram recentemente 

relacionadas à patogenia tanto da esclerosa múltipla como da EAE. Com base nesses 

dados utilizamos a IL-6 e a IL-17 como principais citocinas a serem estudadas. Vale 

ressaltar que ainda há na literatura poucos trabalhos que demonstrem a supressão de tais 

citocinas após a indução de tolerância oral, tampouco os mecanismos que medeiam tal 

fenômeno. A proposta era avaliar se esta população estava diminuída tanto nos órgãos 

linfóides como no órgão alvo após a imunização com MOG 35-55 nos animais tolerados 

oralmente. 

  

Como estávamos supondo, nossos dados mostraram que a produção de IL-17 esta 

diminuída nas células de linfonodos drenantes dos animais tratados com MOG 35-55, 

verificada tanto através de mensagem de RNA como dosagem da citocina propriamente 

dita. Sendo assim, podemos observar que os mecanismos supressores gerados durante a 

tolerância oral estão presentes nos linfonodos drenantes do sítio de imunização. 

Aparentemente, tanto a supressão da proliferação das células T CD4+, como a redução de 

citocinas estão presentes em nosso modelo. Todavia, como não realizamos ensaios para 

dosarmos citocinas importantes no comprometimento para células Th17, como IL-1, IL-

6, IL-21 e principalmente TGF-β, não podemos afirmar o mecanismo presente. Podemos 

supor porém, que a IL-6 deve estar diminuída, uma vez que esta somado ao TGF-β são os 

fatores necessários para a geração de Th17. Vale ressaltar que já demonstrou-se que a 

tolerância oral induz a secreção de TGF-β [121]. 

 

Em um trabalho recente, demonstrou-se que a IL-17 possui também grande 

relevância na patogenia da EAE quando produzida no órgão alvo. Os dados mostraram 

que esta é responsável por alterar os padrões de gap junctions das células endoteliais da 

barreira-hemato-encefálica facilitando a infiltração de mais células como macrófagos e 

linfócitos [76]. De forma interessante nossos dados mostraram uma menor secreção de 

IL-17 por células mononucleares extraídas de cérebro e medula espinhal dos animais com 

EAE e tratados com MOG 35-55. Todavia tal diminuição é mantida somente até o dia 10 

pós-imunização, sendo que ao dia 16 não é mais observada esta diferença. Propomos 

através destes dados, um retardo na infiltração de células T CD4+IL-17+ no SNC desses 
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animais, a qual vai alcançando níveis normais a medida que a doença evolui. Vale 

ressaltar porém que, a despeito dessa atraso na infiltração de tais células nos SNC, os 

animais tolerados nunca alcançam o mesmo grau de EAE dos animais controle. Sendo 

assim, é possível inferirmos que, a partir do dia 16 pós-imunização, no qual não 

observamos mais diferença na produção de IL-17, os mecanismos fisiológicos de reparo 

tecidual já estejam presentes naquele microambiente impedindo a amplificação da 

inflamação local. 

 

Outro trabalho demonstrou o papel de células residentes no SNC na geração 

dessas células durante a EAE, sendo os mecanismos presentes os mesmos observados na 

periferia, ou seja, IL-6 + TGF-β [53] . Nesse contexto, quando avaliamos a produção de 

IL-6 in situ, percebemos que esta se encontra diminuída nos animais tolerizados. A 

despeito do fato de que dentre estas células, populações provindas da periferia devem 

estar presentes, podemos inferir que a menor produção local de IL-6 deve contribuir para 

uma menor taxa de conversão de células T naive para células T effetoras IL-17+ dentro do 

SNC.  

 

Tal fenômeno corrobora o fato de que esses animais apresentam graus de EAE 

menores do que os animais controle. Vale ressaltar que citocinas da imunidade inata, 

como IL-12, TNF-α ou IL-10, são encontradas em quantidades semelhantes quando 

comparamos os grupos. Provavelmente porque grande parte dessas citocinas pode ser 

produzida também por células do parênquima cerebral. Da mesma forma, para CCL2, 

observamos que esta quimiocina é secretada espontaneamente e seus níveis não 

aumentam após estímulo com anti-CD3. De forma diferente, observamos que para IL-6 

porém, esta a despeito de também ser produzida espontaneamente, perde a significância 

estatística após o estímulo com anti-CD3. Nosso dado pode ser corroborado pela 

literatura, uma vez que demonstrou-se que células T efetoras infiltrantes do SNC são 

capazes de produzir grandes quantidades de IL-6 [73]. 

 

 Resta descobrir porém, se esta baixa produção de IL-6, 17 e CCL2 observada nas 

células mononucleares extraídas do SNC ao dia 10 pós-imunização se dá as custas de 
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uma menor infiltração de células provindas da periferia para o parênquima cerebral, ou se 

as células T se encontram em estado anérgico, secretando menos citocinas.  

 

 Através de citometria de fluxo, verificamos que os animais tolerizados 

apresentam uma menor infiltração de macrófagos ao dia 7 pós-imunização, que não é  

mais observada ao dia 10. Mais interessante porém, notar que ao dia 10, os animais 

tolerizados apresentam uma maior porcentagem de linfócitos. Tal dado nos surpreendeu, 

uma vez que ao dia 10, não somente os animais apresentam menor grau de doença, como 

também as células mononucleares secretam menos IL-17 quando comparadas ao grupo 

controle.  

 

Tal resultado nos leva a especular que, a despeito da menor infiltração de 

macrófagos ao dia 7, é possível que ao dia 10 uma porcentagem de outras células, como 

por exemplo CD4+IL-10+ ou mesmo CD4+Foxp3+ possam estar infiltrando o SNC sendo 

estas as células responsáveis por essa diferença. Como também não utilizamos 

marcadores específicos, é possível que uma série de outras populações com importância 

durante a tolerância esteja presente. Demonstramos porém que tal diferença não se da às 

custas de células T CD4+LAP+, as quais apresentam grande relevância após a indução de 

tolerância oral. Todavia tais dados foram obtidos em células obtidas da periferia.   

 

 Em suma nossos dados mostram que a tolerância oral é capaz de suprimir a 

expansão e geração de células T efetoras IL-17+ e também de mudar o padrão da secreção 

de citocinas importantes durante a EAE. É exemplo disso o fato de observarmos uma 

diminuição na produção desta citocina por células de linfonodo de animais submetidos à 

tolerância oral. Mais interessante observarmos que esta citocina também esta diminuída 

no SNC. Tal dado á bastante relevante se pensarmos no papel importante da IL-17 sobre 

o endotélio hemato-encefálico e na promoção da infiltração de células com potencial 

inflamatório para o SNC. 

 

Podemos relacionar esses dados com a diminuição nos níveis de CCL2 e IL-6 no 

SNC, sendo que macrófagos são grandes produtores de CCL2. Não podemos também 
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excluir a possibilidade de que a tolerância oral culmine na expansão de macrófagos com 

caráter M2, que apresentam importância na regulação da EAE em animais tratados com 

Copaxone® por exemplo [47]. Tais macrófagos sabidamente secretam citocinas 

supressoras como IL-10 e TGF-β. Todavia, resta descobrir o motivo pelo qual os animais 

tolerados apresentam um leve aumento na porcentagem de linfócitos ao dia 10 pós-

imunização, principalmente pelo fato dos animais apresentarem menor grau de doença e 

uma menor secreção de IL-6, IL-17 e CCL2.  

 

 Em suma nossos dados corroboram a teoria de que o fenômeno de tolerância oral 

é capaz de modular a resposta imune através de mecanismos periféricos de supressão. 

Sendo que já se demonstrou a indução de anergia nas células T efetoras dos animais 

imunizados, nossos dados demonstram que, somado a esse evento, observamos a 

diminuição da produção de IL-17 na periferia, provavelmente devido a uma restrição na 

expansão da população Th17. A despeito de não termos demonstrado a produção de IL-6 

na periferia, tampouco a de TGF-β, é possível pensarmos que a tolerância oral é capaz de 

modular a capacidade responsiva das células dendríticas na periferia a ponto de diminuir 

a secreção de citocinas inflamatórias como IL-6 entre outras. Isso devido ao fato de que 

já se demonstrou que a tolerância oral promove a produção de TGF-β [103]. 

 

 Associando então a diminuição de IL-6 e IL-17 na periferia, com a anergia clonal 

observada, fica claro a relação destas com a menor concentração de IL-17 e também de 

IL-6 dentro do SNC. Haja vista a capacidade patogênica da IL-17 e também da IL-22, a 

qual é produzida pelas células Th17 [75], nossos dados demonstram que a diminuição no 

grau de EAE observada nos animas tolerizados se deve a uma diminuição na expansão de 

células patogênicas na periferia, que acarreta numa menor infiltração destas para dentro 

do SNC.  

 

 Nossos dados apresentaram mais algumas informações acerca dos mecanismos 

presentes após o fenômeno de tolerância oral, sendo que este se baseia principalmente na 

supressão da expansão de populações patogênicas, como principalmente aquelas 

produtoras de IL-17. Como ilustrado no esquema abaixo, é possível que células com 
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caráter regulador, como as CD4+Foxp3+ ou CD4+LAP+ são expandidas nos linfonodos 

mesentéricos e estas migraram pelos linfáticos até os linfonodos periféricos. Uma vez lá, 

supomos que estas mantenham as células dendríticas em cheque tornando-as 

possivelmente hiporresponssivas ao processo de imunização, sendo este possivelmente o 

provável mecanismo pelo qual se secreta menos IL-6 e posteriormente menos IL-17, 

todavia ainda precisamos confirmar tais inferências. Além destes, outros mecanismos 

possíveis, a expressão de moléculas supressoras da secreção de citocinas (SOCS), a 

produção de citocinas promotoras da manutenção da população Th17 como IL-21, 23, 

associada à presença de citocinas reguladoras, como IL-25 ou IL-27 ainda deve ser 

elucidado. 
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7 CONCLUSÃO 
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 A partir de nossos dados, podemos concluir que o fenômeno de tolerância oral é 

capaz de suprimir os achados característicos da EAE, como o grau de doença e a resposta 

linfoproliferativa. Porém nossos resultados apontam para novos achados onde a resposta 

de células patogênicas Th17, importantes nas lesões dentro do SNC, estão suprimidas 

tanto na periferia como no SNC dos animais submetidos à indução de tolerância. Vale 

ressaltar que também encontramos menos IL-6 e CCL2 também no sistema nervoso 

central. Sendo assim, nossos mostram um novo mecanismo de supressão presente durante 

a indução de tolerância o qual resulta numa menor expansão ou manutenção da 

população Th17, o que pode explicar o fato dos animais tratados oralmente com MOG 

35-55 apresentarem menor grau de EAE quando comparados ao grupo controle. Se tal 

fenômeno se da às custas de uma menor expansão ou manutenção desta população, mais 

experimentos ainda deve ser realizados. 
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