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Resumo

Os processos inflamatérios intestinais envolvenemias patologias associadas ao trato gastroirgtestin
(TGI), como a alergia alimentar, a doenga de Cehalite ulcerativa. A utilizagdo de modelos ansr@mo
fonte de estudo dessas doencas inflamatérias desadem sido relatada ha varios anos; no entamidaie
modelos, tanto as vias de administracdo, como lbst&ncias utilizadas para indugdo da inflamacéo, na
reproduzem de maneira ideal a indugdo da doencaageocorrer no homem apés a quebra da homeostasia
de mucosa por antigenos alimentares. Deste modendalvemos um novo modelo de inflamacéo intestinal
induzida por amendoim, alimento comumente preseatalimentacdo, altamente alergénico e ja relatado
como provavel causa de alergia inflamatéria, reprowlo dessa forma, com mais fidelidade, o quadro
patoldgico que ocorre no homem. Neste modelo, eas®rs que apos as imunizagfes e ingestao contisua d
sementes de amendoim, os camundongos perderamepdesenvolveram inflamacg&o intestinal cronica
evidente, localizada principalmente no intestintgaeo. Esta inflamagéo foi caracterizada por aumenot
infiltrado inflamatorio de células CD8células NK, linfocitos B, células dendriticassiadfilos e mastocitos,
além de edema, congestéo e alteracdes morfologasasgilosidades intestinais. Observou-se, aindagato
da produc¢éo das imunoglobulinas IgG1 e IgE emmetrio a IgG2a nos animais selvagens imunizados com
as proteinas de amendoim, associado a um padné@spesta imune com producao de RNAm para citocinas
tipo Th2. Em contrapartida, camundongos deficiediedL-4 ganharam peso e demonstraram auséncia de
inflamacéo intestinal possivelmente devida a dingéo de producdo de anticorpos tipo Th2 juntamaénte
menor expressdo de TNFe maior producdo de transcritos para citocinaslaggras e IFNs na suposta
tentativa de modulacéo do perfil de resposta Thalf@gico que é induzido nos animais selvagens. &ess
sentido, observamos também a diminuicdo do procésamatorio intestinal nos animais B KO,
demonstrando novamente que a inflamagcdo em quéstdediada, em parte pela producdo de anticorpos
IgG1 e IgE especificos a amendoim. Além disso, baliminuicdo de expressédo das citocinas IL-4 e GNF-

e aumento de IL-12, IFN-e IL-10 nesses animais quando comparados aos \Wpregndentemente,
camundongos IFN-KO ou IL-10 KO também apresentaram lesdes intaistimenos evidentes, sugerindo
mais uma vez o0 relevante papel das citocinas @NE&-IL-4, diminuidas nesses animais em relacédo
camundongos WT imunizados e desafiados. A produd@oimunoglobulinas nesses camundongos,
principalmente IFN¢ KO, foi similar aos selvagens. Dessa forma, cdmobs que a inflamacgéo intestinal
observada é mediada por mecanismos alérgicos Ththerite dependentes da producdo de anticorpos
“patogénicos” alérgeno-especificos, como na alerglinentar, com a participacdo evidenciada de
eosindfilos, mastécitos e linfécitos B, além despiacitos. Finalmente, foi estabelecido um novo rwode
animal para estudo, entendimento e desenvolvimeetonovas terapias para processos inflamatérios
intestinais, principalmente aqueles onde ha o emehto de antigenos alimentares no desequilibsio d

homeostasia do sistema imune de mucosa, como éas @dencas humanas do sistema gastrintestinal.
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Abstract

Intestinal inflammation is usually associated wifie development of gastrointestinal disorders fidaa
allergy, Crohn’s disease and ulcerative colitissjite the existence of many animal models for shgly
inflammatory bowel disease, there is no current ehtitat reflects the development of gut inflammadjost
like it occurs in men, after breakdown of mucoséétance by food antigens. Accordingly, in thisdstuve
developed and characterized a novel murine model fémd-induced intestinal inflammation after
sensitization and challenge with peanut seeds, mnmm allergen able to induce allergic responses in
worldwide population. In this model, we observedtthfter sensitization and challenge with peanetsge
mice presented weight loss and chronic small gilarimmation. The intestinal segments were foundeo b
infiltrated with CD§ cells, natural killer cells, dendritic cells, ensphils, mast cells, B lymphocytes and
plasma cells, besides the presence of edema, sasargestion and changes in gut morphology. Maeov
sensitized mice showed high antibody IgG1l and IglEstin the sera, in contrast to low IgG2a titles,
associated with a Th2 profile of cytokines exprssiOn the other hand, IL-4 KO mice demonstrateijite
gain along with absence of intestinal inflammatipassibly due to low Th2 antibody subclasses an&-tiN
MRNA detection together with high mRNA expressidmegulatory cytokines and IFM-in contrast to the
Th2 pathological pattern that was induced in WT eni8imilarly, mice deficient in B cells also had
diminished gut inflammation, corroborating with gheevious results that highlighted the importantigG1
and IgE antibodies in the studied disease. Moredhese mice showed low mRNA expression of IL-4 and
TNF-a together with increased mRNA for IL-12, IRNand IL-10 in the segments from the small gut, when
compared to WT mice. Surprisingly, IFNKO and IL-10 KO mice also had diminished intedtina
inflammation, suggesting once more a relevant fmlehe cytokines TNF+ and IL-4 in the disease, which
were found to be lowered in these mice when contper&VT sensitized and challenged ones. The angibod
titles in these animals, especially in IFN<O ones, were similar to those found in WT micas&d on the
present data, we conclude that gut pathology indiuze peanut antigens is mediated by allergic Th2
mechanisms and is highly dependent on allergenifgpeantibodies production, like in food allergy.
Moreover, intestinal damage probably occurs inghesence of eosinophils, mast cells, B lymphocgtas
plasma cells. Finally, we have established a nougline model for future studies of mucosal immugglo
and development of novel therapies to gut immurtapagies, specifically in cases where food antigems
the main cause of the breakdown of mucosal immystes homeostasis, just as happens in several human

gastrointestinal-diseases.






1. Introducéo

O ambiente intestinal € um dos maiores e mais aoplcomponentes do sistema
imune. Além de ser exposto a mais antigenos doggakuer outra parte do organismo,
possui a capacidade de diferenciar microorganisnmy@sivos de antigenos nao
prejudiciais, como proteinas alimentares e bast@wanensais (MOWAT, 2003). E sabido
gue a resposta imune de mucosa é também distitadd mais na supressdo do que na
promocédo de imunidade (LIU; LEFRANCOIS, 2004). Pwotro lado, respostas imunes
exacerbadas contra microorganismos ndo patogénochsn ser prejudiciais ao hospedeiro
e desencadear reacdes de hipersensibilidade cantigenos alimentares ou bactérias
comensais, levando assim ao desenvolvimento derdd#so inflamatorias como doenca
celiaca, colite ulcerativa e doenca de Crohn (MOW2003; SHIBA et al., 2003; ISAACS
et al., 2005; HANAUER, 2006).

A doenca de Crohn e a colite ulcerativa, denomimdtizoencas Inflamatérias
Intestinais” (DIl), envolvem diversas patologias@sadas ao trato gastrointestinal (TGI).
A Doenca de Crohn afeta camadas mais profundaseae de qualquer porcédo do TGl
enguanto a colite ulcerativa é caracterizada ptanracéo localizada da mucosa do coélon
(HANAUER; KIRSNER, 1985; BISCHOFF et al.2005; ISAACS et al.,, 2005;
HANAUER, 2006).

As DIl podem levar a danos prolongados e ocasicgratenirreversiveis da funcéo e
estrutura gastrintestinal (BOUMA; STROBER, 2003ndo caracterizadas por quadro
com lesdes teciduais, ulceracdo, secrecdo, diaakeacdes da motilidade e fibrose do
intestino (P1ZZl et al.,, 2006). Além disso, ha linédo inflamatorio composto

predominantemente por linfocitos, mondcitos/mag@ods plasmacitos, neutrofilos,
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eosinofilos e mastécitos (GEBOES, 1994; YANG et 2002; RIINIERSE et al, 2006),
com ocorréncia de hiperplasia celular nas criggdsma intersticial e ulcera¢cées na mucosa
intestinal (KRIEGLSTEIN et al., 2001). O recrutarteede leucdcitos para o intestino é um
processo essencial para o desenvolvimento da iaflamintestinal (OSHITANI et al.,
2002). Aqueles ja presentes no tecido e os reasitiioderam mediadores que modulam o
dano tecidual no sitio inflamatoério (GEBOES, 19B4INIERSE et al, 2006).

A ativacdo e migracao de leucdcitos para o céanssipostamente fundamentais na
patogénese dos danos teciduais desta condicaonatfida (KESHAVARZIAN et al.
1999). Células como neutroéfilos migram para o sléanflamacéo e liberam seus produtos
toxicos, como espécies reativas de oxigénio, panleesultar em vasodilatacdo, ativacéo
de fatores de transcricdo nuclear e a subsequeotkigiio de citocinas inflamatdrias,
recrutamento e ativacdo de leucécitos, apoptoseceose de células parenquimatosas
(KRIEGLSTEIN et al., 2001). Quando a homeostasand@osa normal é rompida, ha
desequilibrio no balangco de citocinas, auséncidotigancia oral, alteracdo da barreira
epitelial ou perda de funcéo das células imunoteelguas, podendo levar a DII. Por outro
lado, quando células epiteliais do intestino ateamo células apresentadoras de antigeno,
0 resultado € a auséncia de resposta devido a daltanoléculas co-estimulatérias
(MIYAMOTO et al, 2005). No entanto, em pacientesnddll, h4 estimulacéo de células T
CD4" auxiliares, levando a exacerbagdo da respostaniafioria no tecido linféide
associado ao TGI (GALT). Este desequilibrio entse raecanismos auxiliadores e
supressores na mucosa intestinal pode resultar renpracesso inflamatério exagerado
mantido devido a presenca do antigeno no limentdstino.

As células T reguladoras exercem um importantelgpeessor no controle dessas

respostas imunolégicas na mucosa do intestinoaeagséncia também pode levar as DII
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(SINGH et al., 2001; ALLEZ et al., 2002; MARTIN at., 2004; FANTINI et al., 2004;
MAUL et al., 2005). Além disso, a transferénciacééulas T CDACD25' leva a resolucéo
do processo inflamatério e a reconstituicdo da ieetywa normal do intestino, em
camundongos com colite ulcerativa (MOTTET et aDP3. Normalmente, inflamacao
termina com reparo tecidual. No entanto, nas DHparo ndo acontece ou € incompleto, as
lesBes precoces nédo cicatrizam e levam a inflamer€aica.

A maioria dos modelos experimentais utilizada pestudo de DIl converge na
deficiéncia de regulacéo das respostas de mucasdeayeriam ser respostas normais aos
antigenos da mucosa intestinal. A producdo destedaia de citocinas e mediadores
inflamatorios por células CD4exerce importante papel na patogénese das DIl
(PAPADAKIS; TARGAN, 2000) e estas células estdo advidas na regulacdo dessa
patologia, através da secrecdo de citocinas supasssomo TGH e IL-10. Animais
deficientes de IL-2 desenvolvem doenca similar litecolcerativa, com hiperplasia das
criptas, ulceracdo focal e infiltracdo da laminappia por células mononucleares,
(SADLACK; MERZ, 1993), enquanto que a auséncia d&FP leva a um processo
inflamatério multifocal, sugerindo a participacédesda citocina no controle da reacgéo
inflamatéria intestinal. A IL-23, gerada a parté ligacdo de IL-12 p40 a pl9, participa de
processos autoimunes, como DII, exercendo papelasira IL-12, que converge as
respostas na mucosa intestinal para padrdo ThulaGéllendriticas isoladas da lamina
propria intestinal de camundongos com DIl estimylanvitro a liberacdo de IFN-por
células NKT. Na DIl, as células dendriticas se adam na lamina prépria do célon e
mostram um fendtipo de superficie de células atisadom aumento de IL-12 p40 e p19

estimulando, espontaneamente, células NKT (KRAJ&YAl., 2003). Em geral, citocinas
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Th1l sdo encontradas em altos niveis na mucosaniafla de Doenca de Crohn, enquanto
citocinas Th2 sdo comuns na colite ulcerativa. Bdgama, animais deficientes de IL-10
desenvolvem inflamacdo intestinal espontaneamemtediada por resposta Thl,
mimetizando doenca de Crohn (DAVIDSON et al., 20@dguanto que colite mediada por
oxazalona em camundongos SJL/J ou por acido tbdtizeno sulfénico (TNBS) é
caracterizada por resposta predominante Th2 (D®Idl.,e1999). Por outro lado, a colite
induzida por dextran sulfato de sodio (DSS) caraetese por resposta mista Thl/Th2
(BLUMBERG et al., 1999).

Além do padrao de resposta imunoldgica direciormdaperfis Thl ou Th2, com a
liberacdo de substancias quimiotaticas e citogmésnflamatorias, como fator de necrose
tumorala (TNF-a), IL-13, IL-6 e IL-8 (MURAKAMI et al., 2002), as quimiocinas (YANG
et al.,, 2002), constituem outro fator importante adesenvolvimento das inflamagdes
intestinais, com recrutamento e ativacdo de céhdawucosa inflamada.

As quimiocinas produzidas pelas células epiteliaisstinais sdo fundamentais no
desenvolvimento dos infiltrados inflamatérios nditeoulcerativa (McCORMICK et al.,
1993; ECKMANN et al., 1993a; McCORMICK et al., 1996 sdo produzidas em resposta
a produtos bacterianos e citocinas secretadasymrsds ceélulas inflamatérias, assim como
células endoteliais e epiteliais (Mc CORMICK et, dl993; ECKMANN et al., 1993a;
ECKMANN et al.,, 1993b; ECKMANN et al., 1995; INATOMet al., 2005). Estas
proteinas sdo produzidas sob o estimulo de agsnigtamatérios, podendo atrair e ativar
varios tipos celulares e, portanto, participar dasecanismos envolvidos na
imunopatogénese das DIl (MacDERMOTT et al., 1998¢pendendo da quimiocina

produzida, células que expressam receptores apdogriextravasam para o tecido alvo. O
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repertorio desses receptores estd associado amgasfuncionais das ceélulas, como Thl
(CCR5 e CXCR3) e Th2 (CCR3 e CCR4; LOHMANN et 2002).

A capacidade das quimiocinas em induzir quimiotaaBvacdo de leucocitos,
exocitose de granulos, aumento da producédo de aeetaimas e do “burst” respiratorio,
indica que pode haver uma grande variedade de imse@as envolvidos na exacerbacao da
inflamacdo cronica e na destruicdo do tecido imastMacDERMOTT et al., 1998).
Assim sendo, dependendo do estimulo, haverd a gkodde determinadas quimiocinas
gue, por sua vez, atrairdo determinado subtipolaselgue poderd atuar inibindo ou
induzindo a producdo de outras moléculas quima#ati A expressao de CXCL8 (IL-8)
esta relacionada a severidade da inflamacéo, coor paimiotaxia de leucdcitos para o
célon inflamado (KESHAVARZIAN et al.,, 1999). Da mmea forma, ha expressao
aumentada de CCL5 (RANTES), CCL2 (MCP-1), CCL7 (M®P CCL11 (eotaxina),
CXCL10 (IP-10) e alguns receptores de quimiocicagio CXCR3, em bidpsias de célon
de pacientes com DIl (GARCIA-ZEPEDA et al., 1996;GRAGGEN et al.,, 1997;
WEDEMEYER et al., 1999; UGUCCIONI et al., 1999).rRamto, a elucidacédo do papel
das quimiocinas na imunopatogénese da DIl, indusda modelo experimental que
mimetize as condi¢bes de inducdo e desenvolvimggtdoenca no homem, como apés a
ingestdo de alimentos imunogénicos ao trato gésstinal, como o amendoim, facilitaria o
desenvolvimento de agentes farmacoldgicos, capbzesbir a sintese destas proteinas ou
bloquear a ligagdo aos seus receptores. Novagasrapti-quimiocinas poderiam reduzir
ou suprimir o infiltrado de células imunes e infegrias na mucosa do colon de pacientes

com colite ulcerativa, diminuindo a severidaderdlamacao e o quadro clinico da doenca.
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Todos esses processos inflamatérios e a respostaeinmtestinal resultam no
rompimento da barreira de mucosa, levando a mamysécdo as bactérias entéricas e seus
produtos, perpetuando o processo inflamatoério (POCENY, 1999).

A etiologia das DIl ainda ndo é totalmente conhecidas parece resultar de uma
série de interacdes complexas entre susceptibdidpghética, meio-ambiente e sistema
imune (OLSEN et al.,, 1995; SCHREIBER, 2000; VIETHANNAPFEL, 2006). A
presenca de fatores genéticos ja foi estabeleasdim como fatores ambientais, incluindo
a dieta do individuo (REIF et al., 1997; VAN DEN B@ERDE et al., 2002). Individuos
geneticamente susceptiveis ou com altera¢des t@onsismune de mucosa relacionadas a
antigenos luminais sdo propensos a desenvolvete agdkerativa (MURAKAMI et al.,
2002). E provavel também que mecanismos autoimomsproducido de autoanticorpos,
induzam danos teciduais através de citotoxicidaddiana por anticorpos (SHEVACH,
1999). Estudos de DIl em modelos animais e humasogerem haver uma
hiperresponsividade aos constituintes normais tstimo como uma das varias causas da
doenca (SHEVACH, 1999). Ainda, é possivel que axisha desordem na permeabilidade
intestinal que seja responsavel pela inflamacdesse mecanismo patologico pode ser
desencadeado por varios agentes ambientais, idollagentes infecciosos e alimentos
(SHANAHAN, 2001; SCHINKE et al.2004; KORZENIK, 2005). Ainda ndo se sabe,
porém, se a alteracdo na permeabilidade intestinad fendmeno primario (geneticamente
determinado) ou secundario a inflamacé&o local. Margo, em ambos 0s casos, a alteracao
na funcéo da barreira intestinal promove inflamggéiopermitir a penetracdo de antigenos
luminais e ativar resposta imune.

Sendo assim, além de bactérias, habitos alimenteoeso o elevado consumo de

sacarose ou gordura também podem estar associamosreior risco de desenvolvimento
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de DII (REIF et al., 1997). Outra fonte importadie estimulo antigénico potencial para o
tecido linféide associado ao intestino (GALT) pode ainda, de proteinas alimentares.
Assim, conclui-se que existe uma associacdo enttgpo de dieta e o subsequente
desenvolvimento de colite ulcerativa ou doenca dehi© Estes fatores podem exercer
efeito primario em individuos predispostos ou madol efeito de outros fatores ambientais
ainda nao identificados. A quebra do delicado lralagxistente entre ativacdo crénica do
sistema imune de mucosa e controle de autorreatigigode desencadear imunidade ativa
e levar a doencas como inflamagéo intestinal agial@limentar (MAYER, 2003). Assim
sendo, é estabelecido que componentes alimentapéSicos podem exercer um fator
causal direto na doenca celiaca e na alergia dmealém de contribuir para a
perpetuacao do processo inflamatério crénico deosaioa DIl (SEIBOLD, 2005).

Alergias sdo usualmente descritas como a capacidadalgumas proteinas em
induzir respostas imunes mediadas particularmente goticorpos IgE, sendo esta a
principal caracteristica das rea¢fes alérgicasealianes (BETTS et al.,, 2004; XIE; HE,
2005). A alergia alimentar envolve diferentes sigte organicos como o TGI, o cérebro, a
pele, o trato respiratério e o0 sistema cardiovascuEnquanto as manifestacfes
dermatologicas e respiratorias sdo bem evidentss,reacdes que se manifestam
primeiramente no TGI sédo de dificil reconhecimedtagnostico e tratamento (BISCHOFF
et al, 2005). As reacgOes adversas a alimentos podem,, alledancadear conseqiéncias
fatais como hipotenséo e finalmente anafilaxia (MBLFE, 1991; FISCHER et al., 2005;
SICHERER; LEUNG, 2005).

A alergia alimentar se constitui em uma das granckassas de reacdes de
hipersensibilidade fatais e, assim como outras dsrrde doencas atopicas, tem sua

incidéncia e prevaléncia aumentadas nos ultimos #é88MPSON, 2002; SAMPSON,
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2004; STRID, 2004). Os sintomas tipicos da aleddimentar sdo nausea, vomito, dor
abdominal e diarréia (AL-MUHSEN et a2003; BISCHOFF et al2005).

Vérios fatores interferem no desenvolvimento e c@sseqiéncias da inflamacao
alérgica como bactérias, virus e nutrientes; sejueo dentre estes, o amendoim se destaca
como o0 mais potencialmente fatal (SIMONS et al,3)08sta semente, assim como leite e
ovos contribuem, em conjunto, com aproximadamer@i® &las reacOes adversas a
alimentos em pacientes com dermatite atépica (SAOMNPI983; BURKS et al., 1989). As
reacdes alérgicas a amendoim tendem a persistiogara vida, ao contrario das reacdes a
outros alimentos como leite, ovos e soja (DE JON&.£1998).

E sabido que a alergia alimentar, principalmentaraendoim, é a maior causa de
morte por choque anafildtico nos paises industadbs (YUNGINGER et al., 1989;
BISCHOFF et al.,2005; PONS et al.,, 2005), sendo considerada reatémica
estritamente mediada por IgE nos individuos suagpt Nestas reagdes, 0s anticorpos
IgE especificos ao amendoim se ligam aos seustogesmos mastocitos e nos basofilos.
A desgranulagdo dos mastocitos induz liberacdo eeiadores alérgicos que ativam as
células do sistema imune a produzirem citocinasiimiqcinas que, por sua vez, ativam
outras células inflamatorias que contribuem paspasta alérgica mediada por IgE (AL-
MUHSEN et al.2003).

Entretanto, as sequéncias de eventos, as mandestgastrintestinais das reacoes
alimentares adversas assim como seu suposto papetdisposicdo as DIl, ainda ndo séo
totalmente esclarecidos, tornando-se necessanafamacao experimental destes eventos
em modelo de estudo que reproduza mais fielmentecomslicbes de indugcdo e

desenvolvimento da inflamagéo intestinal que ocooreomem.
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A utilizacdo de modelos animais como fonte de espata doencas inflamatorias
de mucosa, especialmente as doencas inflamatétesinais, tem sido relatada ha quase
50 anos (STROBER et al., 2002). Estes modelos adarea possibilidade de uma melhor
compreensdo dos mecanismos pro e anti-inflamatérigslvidos nesta patologia, além de
fornecer informacOes de como este processo podstaa ocorrendo e ser resolvido em
humanos. Modelos atuais de inflamacéo de mucosstim&l refletem grande variedade de
fatores causais (STROBER et al., 2002; ELSON eR8aD5). Normalmente, a inflamacéo
resultante que se desenvolve é quase sempre aqiéns@& de alteracdes genéticas,
camundongos transgénicos ou administracdo de sgiEtajuimicas irritantes nos animais
em experimentacdo (STROBER et al., 2002; ELSONI.e2805). Dentre os principais
modelos atualmente utilizados para inducdo de pdfjem ser destacados aqueles nos
guais a doenca se desenvolve a partir da inje¢éorietal de TNBS (&cido trinitrobenzeno
sulfénico) ou oxazalona, e utilizacdo de animaicmtes para o receptor de células T
(TCR) ou camundongos SCID (STROBER et al., 2002).

No entanto, os modelos experimentais de estud®tastualmente utilizados néo
mimetizam as formas de indugédo da doenca como snegtzes ocorre em pacientes. Nestes
modelos, tanto as vias de administracdo, como last&ncias utilizadas para inducdo da
inflamacao e o uso de animais transgénicos ouidefes de alguns genes, nao reproduzem
de maneira fiel a inducdo do processo inflamatdmtestinal como ocorre em seres
humanos. Nestes, 0 quadro clinico de inducdo e tmag@o da doenca pode ocorrer em
condicbes naturais de agressdo ao trato gastrimaiescomo apdés a ingestdo de
determinados alimentos. Ainda, nos modelos utibzaddo é possivel modular nem
controlar a severidade da doenca pela administrdedalimentos, como ocorre apos a

guebra da tolerdncia de mucosa a antigenos alireentea alergia alimentar humana
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(BOUMA; STROBER, 2003). Além disso, modelos nosigj@autilizada a sensibilizacédo e
desafio dos animais com antigenos alimentares ipdnivaperitoneal ndo sdo satisfatorios
e nao refletem a alergia alimentar em humanos,éqoausada por exposicao da propria
mucosa aos alérgenos. Dessa forma, nenhum dos onodel inducdo de inflamacéao
intestinal até entdo utilizados refletem os fatoressadores da doenca que ocorre no
homem, com o processo inflamatério desencadeadutit ga ingestdo de determinados
alimentos.

Um importante avango nos estudos de inflamacastintd associada a quebra da
tolerancia de mucosa por antigenos alimentares aatescoberta e subseqiente andlise de
novos modelos de inflamacéo intestinal que melharetizassem a DIl em humanos, com
fator causal supostamente conhecido, apds expasigaterminados antigenos alimentares.

Deste modo, tornou-se evidente a necessidade d@mwd@mento de um novo
modelo para o estudo de DII, no qual se conhecesggente desencadeante, que este ndo
fosse téxico, que fizesse parte da alimentacdo atoais e que reproduzisse com
fidelidade o quadro patoldgico que ocorre no homem.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi desenwvelearacterizar um novo modelo
murino de inflamacdo intestinal induzida por alinesn fisiologicamente relevante,
associado a intolerancia a certos antigenos alares)t como aqueles presentes nas
sementes de amendoim, j& sabidamente alergénioase€se intuito foi desenvolvido um
modelo de DIl induzida por amendoim, alimento coranta presente na alimentacao,
altamente alergénico (TURCANU et al., 2003; SIMO#&Isal., 2005) e ja relatado como
provavel causa de colite ulcerativa no homem (KHEFFKSIRARD, 1985). O
desenvolvimento desse modelo foi descrito recemttamgor TEIXEIRA, 2003, sem, no

entanto, aprofundar nos mecanismos envolvidos dacé&o das lesBes. Na inflamacao
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induzida por amendoim, 0 animal entra em contatetalicom o imundgeno e € desafiado
posteriormente pela ingestdo das sementes. Desgta,foonsiderando-se que o amendoim
€ o alimento e o antigeno, e a porta de entradg@dastrointestinal, esse modelo reproduz
as condicbes que mais se aproximam do processomiatibrio intestinal que ocorre no

homem apds quebra da tolerancia alimentar.
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2. Objetivos

Com base nos dados de literatura e nas informaglamdas acima, € proposto
como objetivo geral deste trabalho caracterizawestigar a modulacdo da resposta imune
em novo modelo de inflamacéo intestinal induzidaauigenos alimentares. Para atender

esse objetivo geral, pretendemos:

2.1. Caracterizar novo modelo de inflamacéo intestieaperimental, apés

imunizagdo e exposicdo dos animais a proteinamdadoim.

2.2 - ldentificar e estudar a participacdo de nedusfi eosindéfilos, mastécitos,
células dendriticas, macréfagos, célulaatural killer, linfécitos B e T, durante o

desenvolvimento do processo inflamatorio intestinal

2.3.Determinar o papel de imunoglobulinas na inducammdulacdo da inflamacgéo

por proteinas de amendoim.

2.4 - Estabelecer o padrdo de expressao de fatoregadscricdo, citocinas,
guimiocinas e receptores de quimiocinas em segmed® intestino dos animais

submetidos a inducdo da doenca por antigenos dinesn

2.5 - Determinar o papel das células, imunoglobulirascitocinas acima
identificadas, na resisténcia ou susceptibilidadeenca através da inducéo da inflamacao

intestinal em animais geneticamente deficientesétldas B, IFNy, IL-4 e IL-10.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens, (B KkN-y KO, IL-4 KO e
IL-10 KO, machos, com idade aproximada de 6 a &ses) criados e mantidos no biotério
da Area de P6s-Graduagdo em Imunologia Béasicaieadial da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/USP. Os animais foram divididos engrdpos: Nao Imunizadog(NlI),
composto por animais que receberam indculo apepa®BS e adjuvante Al(OFk])
submetidos a dieta exclusiva com radaeta (D), animais que também receberam in6culo
apenas de PBS e Al(Ofl)porém submetidos a dieta composta por amendoiis ap
periodo experimental de imuniza¢céksunizadogl), animais imunizados com as proteinas
extraidas das sementes de amendoim e AKOIas submetidos & dieta com ragcédo e
Imunizados e Desafiadgs+ D), animais submetidos ao protocolo de inducdo dsnghn
ou seja, imunizados com as proteinas na presergdjueante e posteriormente desafiados
com alimentacdo composta exclusivamente por amend@s camundongos foram
mantidos com aguad libitum durante todo o experimento. Foram utilizados 3ubnais
por grupo. Todos os procedimentos experimentaidizagl@s foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Aniakal Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto/USP, aprovacdo numero 017/2004 (anexo 1).
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3.2. Obtencao do extrato protéico de amendoim (EPA9 analise das proteinas
por eletroforese

A extracdo das proteinas das sementes de amendoorgalizada como descrita a
seguir: as sementes foram moidas, peneiradas eragias a tampdo borato de sodio
0,0125 M, pH 10, contendo 1% de SDS e 2% de 2-m&retanol, na propor¢cdo de uma
parte do material para dez de tampédo (TEIXEIRA,320Este material foi agitado
delicadamente, por inversdo, durante 30 minutdengeratura ambiente e, em seguida,
centrifugado a 1000 x g, 4° C, por 30 minutos. reswadante foi recolhido, a
concentracdo protéica determinada e as proteinasetidlas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12,5% (LAEMMLI, 1970) para analide perfil protéico do extrato total
das sementes. Para isso foi utilizado o sistemaRBb Mini Protean Il System (Bio Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) a 80V por 2 hpnesenca de tampao Tris-HCI 0,025 M
contendo 0,192M de glicina e 0,1% de SDS. O pad&ipeso molecular (Benchmark,
Invitrogen) foi também submetido simultaneamentelaroforese e as proteinas foram
visualizadas apés coloracédo do gel com o coranten@ssie Blue (CBB; Sigma, St Louis,

MO, USA).

3.3. Inducgéo da inflamacéo intestinal

No protocolo padrdo de inducdo da inflamacéo imals{Figura 1), os animais
selvagens, assim como aqueles geneticamente dédgjereceberam duas imunizagbes
com o extrato protéico de amendoim (EPA), a priméam 1mg de hidroxido de aluminio
[AI(OH)], e a secundaria, sem adjuvante. O intervalo exgréuas imunizacdes foi de 21

dias e ambas foram realizadas por via subcutanea1l060ug de EPA em volume final de
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0,2 mL por animal. Decorridos 7 dias apdés a segumimizacdo, os animais foram
expostos as sementes de amendoim por 30 dias atimesgcna auséncia de outra fonte de
alimentagcdo. ApoOs este periodo foram sacrificadgegmentos intestinais e sangue

coletados para analises posteriores.

1° dia 21° dia 28° dia 58° dia
1" imunizacio 2* imunizac¢io Desafio
I1+D EPA (100 pg)+ adjuvante EPA (100 pg) amendoim
NI PBS + adjuvante PBS ragdo
D PBS + adjuvante PBS amendoim
1 EPA (100 pg) + adjuvante EPA (100 pg) ragao

Figura 1. Protocolo de imunizacao e desafio para inducdoftlemacao intestinal por antigenos alimentares.
NI, animais ndo imunizados com EPA e ndo submetiddieta com amendoinD, ndo imunizados mas
expostos as sementds;animais imunizados porém nao desafiados comrasrges de amendoinh;+ D,

animais imunizados e desafiados com sementes dedanre
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3.4. Monitoramento do peso dos animais e do consurde amendoim

Para verificar se o processo inflamatério intesiimduzido levava a perda ou ganho
de peso, os animaist D foram pesados e acompanhados semanalmente, dé3digaado
experimento (12 imunizagéo) até o ultimo dia deosigéio a dieta, com o auxilio de uma
balanca eletrénica (Filizola, Brasil). A variacé® meso ao final deste periodo foi também
comparada ao peso dos animais no 1° dia de iniodig dieta com amendoim e expressa
como porcentagem de aumento ou diminuicdo de paselacdo ao 1° dia de desafio com
sementes de amendoim. Da mesma forma, o consumcetasentes foi monitorado

semanalmente, nos grupos submetidos a esta Dieta,

3.5. Coleta das amostras de tecido intestinal

As amostras foram coletadas realizando-se secg@d@#abtino representativas do
duodeno, jejuno, ileo e cdlon, com o intuito dedsterminar qual porgéo intestinal era
afetada pelo processo inflamatério induzido porradoen. Os segmentos removidos foram
fixados em formaldeido a 10% em PBS ou excepciosmatenfixador de Carnoy (para
coloracdo por azul de Alcian) e posteriormente ggsados para analise histopatoldgica.
Segmentos de jejuno foram também coletados e isi@someio de conservacdo de RNA
(Trizol - Invitrogen[d, Carlsbad, CA, USA) para posterior extragdo de RNAforam
imediatamente congelado em nitrogénio liquido paoaterior trituracdo do 6Orgdo e

dosagem de anticorpos por ELISA.
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3.6.Analise histopatolégica e morfométrica

Para avaliacdo e localizacdo do processo inflamsatdduzido por amendoim, os
tecidos removidos e fixados foram incluidos emfiy@a corados por hematoxilina-eosina
(HE). Para quantificacdo de células caliciformesro realizadas coloracdes com acido
periodico de Schiff (PAS); para eosindfilos, verhtelcongo; para visualizagdo de
mastocitos de mucosa, azul de Alcian e para m&ssdde tecido conjuntivo, azul de
toluidina. Foram avaliadas 20 bases/vilosidadességsentos de jejuno por animal, para
guantificacdo das células, nos grupos controlegeregnentais submetidos ao protocolo de

inducéo da inflamacéao intestinal por antigenoseiiares.

3.7. Andlise ultraestrutural de segmentos intestina de animais imunizados e
desafiados com sementes de amendoim - microscopeti®nica de transmissao

Para realizacdo dos experimentos de microscopiOiea de transmissao,
segmentos de jejuno dos animais dos grupos exp®ames controles foram coletados e
imediatamente fixados em glutaraldeido a 4% em &anepcodilato de sodio 0,1 M, a 4°C
por 24 horas. Os segmentos foram poés-fixados endxigd de ésmio a 1% em tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M por 2 horas, a tempexatumbiente. Em seguida, os tecidos
foram desidratados através da passagem em corgé@mdrarescentes de acetona e
incluidos em resina Araldite502 (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA). @srte
0,75um foram obtidos com navalha de vidro, corados cpuh de toluidina e examinados
em microscopio oOptico para selecdo das éareas mostente submetidas a cortes
ultrafinos. Cortes de 20 a 40 nm obtidos com navald diamante em ultramicrotomo

Sorvall MT-5000 (DuPont Company, Newtown, CT, EUégjam colocados em grades de
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cobre de 200nesh(Polysciences Inc.), duplamente contrastados cmetaep de uranila e
citrato de chumbo, observados e fotografados enmosuoépio eletrdnico Zeiss EM109

(Carl Zeiss) a 80 kV.

3.8. Quantificagcéo do infiltrado celular por citomdria de fluxo

Para quantificacéo e caracterizacdo dos leucquitsentes na inflamacé&o intestinal
induzida por amendoim, as células foram obtidasadedo com o protocolo de BELKAID
et al. (1996), com modificacdes. Brevemente, todatestino delgado dos animais dos
grupos experimentais e controles foi cortado enu@egs fragmentos e imerso em meio de
cultura RPMI incompleto (Gibco Life technologiestaBd Island, NY, USA) contendo 5
png/mL do complexo enzimatico Blendzyme Cl (Rochéd4bffmann-La Roche Ltda, Basel,
Switzerland). Apos incubacdo por 1 hora a 37°Csegmentos foram processados no
homogeneizador de tecidos Medmachine (Becton Dsckin San Diego, CA, USA) na
presenca de meio de cultura RPMI completo cont&®6 soro fetal bovino, 100 U/ml
penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 0.05% de B¥NdSigma-Aldrich, Steinhein,
Germany). Este material foi processado por 4 mgufitrado e a viabilidade celular
determinada por azul de Tripan. As células foramntjticadas em camara de Neubauer,
lavadas em PBS gelado e incubadas por 30 min actirC0,5ug (para 16 células) de
anticorpo monoclonal anti-CD16/CD32 (Fc block, GoR.4G2-Pharmingen, San Jose,
CA, USA), para bloqueio das ligacGes inespecifi€as. seguida, foi realizada incubacao
com os anticorpos especificos (Q§/ 10 células) a 4° C e ao abrigo da luz. Foram
utilizados o0s seguintes anticorpos: anti-CD3, @m4, anti-CD1lb e anti-PanNK

marcados com FITC (BD Biosciences Pharmingen; $aa, LA, USA), anti-CD19, anti-
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GR-1 (BD Biosciences Pharmingen; San Jose, CA, U3A)i-CD11lc e anti-CD8
conjugados a PE (Southern Biotechnologie Assogistes Birmingham, Al, USA), anti-
CCRS3 biotinilado (BD Pharmingen, San Jose, CA, U8/A&streptoavidina-PE (Gibco Life
technologies, Grand Island, NY, USA), além de ampos anti-CD4 PerCP (Southern
Biotechnologie Associates, Inc., Birmingham, Al, A)S Apés a marcacdo, as celulas
foram fixadas em formaldeido a 1% em PBS e anasagubr citometria de fluxo
(FACScan™ e programa CELLQuest™; BD Biosciencesrfimgen San Jose, CA,
USA). As células foram adquiridas (2 x*¥ventos/tubo) de acordo com os parametros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e depois spttas em 3 diferentes regidestegl
(R1) para analise de linfécitogate 2(R2) para mondcitos e granulocitog@&e 3(R1 +
R2) para deteccdo de células Pan"NK CD8. Marcacdes simples ou duplas foram
utilizadas para identificacdo de células T CD3D3'CD4, linfocitos B (CD19), células
CD8', macréfagos (CD11p, células dendriticas (CD1X@D11K), neutroéfilos (Gri),
eosindfilos ativados (em R2, CCRD4") e célulasnatural killer (Pan NK). Os isotipos
controles utilizados foram IgG2a de rato-PerCP,2lg@e rato-FITC e IgG1 de rato-PE
(BD Biosciences PharMingen ). Os resultados foraostrados como média EPM do
numero total de células obtidas do intestino delg#el 5 animais diferentes por grupo, e a
porcentagem de cada subpopulacdo especificamenteadaa dentro de cadgate

selecionada.
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3.9. Obtencédo de soro, homogenato de intestino esdgem de anticorpos
especificos a EPA

Para verificar se 0os animais imunizados com EPpomdiam e como era a resposta
de anticorpos frente aos antigenos inoculadosmfaealizadas dosagens de anticorpos
especificos as proteinas de amendoim no soro emodenato de intestino dos animais em
experimentacdo. Para tal, os soros foram obtidos apleta de sangue e centrifugagédo a
1300 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente e utiligagara quantificacdo dos
anticorpos 1gG, 1gG1, IgG2a e IgE especificos a PBAELISA. As concentragdes de IgA
foram determinadas também através de ensaios imzinu@&icos em homogenados de
intestino delgado dos camundongos experimentagales, apos trituracdo dos tecidos
em PBS contendo 2 mM do inibidor de proteases PMSF.

Placas de ELISA de baixa afinidade foram sensdus com EPA (2Qg/poco) e
incubadasovernight a 4° C ApoOs este periodo, foram lavadas sucessiva@mcom
PBS/Tween 0,05% e incubadas com PBS/gelatina 1% jpara a temperatura ambiente,
para bloqueio dos sitios de ligacdes inespecifidags este periodo, as placas foram
lavadas, incubadas com os soros dos animais dsldid@0 em PBS/gelatina 1% ou com
50 uL da solugcéo do homogenato (para dosagem de Igaxadas a 37°C por 2 horas. Em
seguidas, foram novamente lavadas e foram adicisnad anticorpos especificos na
diluicdo 1: 2000. Para deteccéo de IgA, 1gG1, Igé2gE, as placas foram incubadas com
anticorpos de coelho (anti-IgA, anti-lgG1 e antGRp, Zymed, California, USA) ou rato
(anti-IgE, eBioscience, San Diego, CA, USA) bidados por 1 hora a 37° C, seguida por
incubagdo com anticorpos anti-coelho (Pierce, RwdkfUSA) ou anti-rato (Gibco BRL

Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) conjugada peroxidase, diluidos em
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PBS/gelatina 1% (1:2000). Apos 1 hora de incubacdd® C, as placas foram lavadas e foi
adicionada a solucdo substrato-cromégeno conten8g3 5 -tetrametilbenzidina (TMB;
KPL, Gaitherburg, MD, USA) para revelacdo das reacGApoOs alguns minutos, a
revelacéo foi interrompida comy80, 2N, e a leitura das placas foi realizada a 45@nmm
leitor de ELISA (Microplate ELISA Reader, SoftMaxogram, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA).

3.10. Quantificacdo da expressdo de mensagens pdatores de transcricao,
citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinaza inflamacao intestinal induzida
por antigenos alimentares

3.10.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo do RNA total foi realizada utilizandoeseeagente Trizol (Invitrogeid ,
Carlsbad, CA, USA)e kit para extracdo de RNA (Prganéadison, WI, USA), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Brevemente, pata @mostra, em um tubo tipo
eppendorf foi adicionado o reagente Trizol (1 ml/mg de de}j sendo agitado por 30
segundos e deixado a temperatura ambiente por Aftori Para cada 1 ml da suspenséo
foram adicionados 200 pl de cloroférmio (Sigma, L8uis, MO, USA) e os tubos
centrifugados a 12000 x g por 15 minutos@.4A fase aquosa foi transferida para um tubo
novo, onde foi acrescentado etanol 70% em propsrigiieis & amostra (v:v). A solugéo
amostra/etanol foi agitada delicadamente e tradsferara uma coluna de afinidade para
RNA. Foram adicionados tamp0es especificos, iretoa por rapidas centrifugacdes por
15 segundos a 8000 g cada. Finalmente, ap0s vérias lavagens com efftaendes

tampdes, as amostras de RNA foram eluidas da caloma30pul de agua deionizada e
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livre de RNAse, sendo armazenadas a —70° C, athfaogdo do DNA complementar.
Uma aliquota de |8 foi utilizada para a obtencdo da concentracdoRA/Ul nas
amostras, determinada utilizando-se o0 aparelho &em3 spectrophotometer
Thermospectronic (Rochester, NY, USA).

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado atravésuina reacéo de transcricao
reversa, com a utilizacao de transcriptase reM&@sperscript Il, Gibco Life Tech.) gui

de RNA, de acordo com as especificacOes do falieican

3.10.2. Quantificagcdo das mensagens por reacoesRial Time PCR

A expressao quantitativa de genes de fatores decigédo, citocinas, quimiocinas e
receptores de quimiocinas foi analisada atravésaiges de Real Time PCR, utilizando-se
o sistema SYBR Green e o0 aparelho ABI Prism 77@u&ece Detection System (Applied
Biosystems, Warrington, UK). Esse sistema (ABI mriSoftware) realiza as reagfes de
amplificacdo, deteccdo e quantificacdo as amostta@veés de nucleases fluorogénicas
utilizadas na reacgdo, sendo a expressao normalzadabase em controles enddgenos.
Primers adequados para tais reacdes foram criados a garfarograma Primer Express
(Applied Biosystems, Warrington, UK), especificorgpasta tarefa (Tabela 1, anexo). O
DNA complementar (2,5 ng/reacdo) sintetizado aipdd RNA mensageiro @rimers
especificos (1-2ug/reacdo) foram utilizados juntamente com reage®¥éBR Green
Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK),mmo determinado pelo fabricante. As
reacfes compreenderam 2 minutos a 50 °C, 10 mirufis °C, e quarenta ciclos de 15
segundos a 95 °C e 1 minuto a 56 °C. Um ciclo fdel20 minutos com temperatura

crescente de 60 a 95 °C foi empregado para a @uaele uma curva de dissociacdo dos
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produtos da reacao, utilizada para a analise decifisidade de amplificacdo. As condicdes
de PCR para cadarimer utilizado foram padronizadas de acordo com a eanacédo do
primer, auséncia de formacédo de dimeros e eficiénciangdifccacdo dos genes alvos e
controle interno (gene constitutivo). A positivieadias reacdes foi determinada baseada em
controles negativos, ou seja, animais que naorsoff@enhuma intervencao experimental,
nem mesmo inoculos de PBS e adjuvante. Os ressaltfadam analisados com base no
valor de TC (ciclo limiar) ou linha de corte, défio apos a reacdo, sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclos onde a amghftcatingiu um dado limiar, que
permitiu a andlise quantitativa da expressdo dar fatvaliado. Os calculos para
determinacdo da expressdo relativa dos genes ahafrealizados de acordo com
intrucdes contidas no “User’s Bulletin” (P/N 43038%\pplied Biosystems), normalizando

os dados em relacdo a expressédo constitutiaaidtina em cada amostra.

3.11. Andlise estatistica

Para avaliar as diferencas dos processos de inféamiatestinal entre os grupos
experimentais e controles, foram utilizados a Aseatla Variancia ANOVA, e o Teste de
Tukey como péds-teste. Foram consideradas diferemsaatisticamente significativas

guando p < 0,05 (*).
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Resultadas
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4. Resultados

Com a finalidade de desenvolver um modelo que meakeroduzisse condicdes
fisiologicas de inducdo do quadro inflamatério cqueorre em doencas intestinais no
homem, estudamos a inflamagé&o intestinal induziglagmtigenos alimentares como as
proteinas de amendoim, alimento comumente presentdimentacéo e ja relatado como
provavel causa de colite ulcerativa no homem. Nlarnracdo induzida dessa forma, os
animais entraram em contato direto com o imunogefmram posteriormente desafiados

pela ingestdo das sementes.

4.1. Inducdo e caracterizacdo do processo inflamatd intestinal em animais

selvagens (WT) C57BL/6

4.1.1. Obtengcdo do extrato protéico de amendoim e legoforese:

estabelecimento do protocolo de imunizacao

Com o objetivo de caracterizar o novo modelo déamé&céo intestinal foram
estabelecidos, primeiramente, os antigenos alimengue poderiam ser utilizados para
este fim. Dessa forma, as sementes de amendoimsepsoteinas foram eleitas, devido a
seu grande consumo pela populacdo mundial e sopsqutades altamente alergénicas ja
amplamente descritas. Aléem disso, as sementes dadamim se constituem numa fonte
natural de alimentacdo para roedores como camundong

Apés obtencdo do EPA em tampéo borato de sodiogrfil eletroforético das
proteinas foi visualizado em gel de poliacrilamiBDS-PAGE 12,5%), corado por

Coomassie Blue. Foram observadas diversas protetoas peso molecular aparente
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variando de 10 a 65 kDa (Figura 2). Dentre estatefiras, trés possuem possivelmente o
mesmo perfil eletroforético de alguns alérgenosanendoim ja descritos, Ara h 1 (63
kDa), Ara h 2 (17-20 kDa) e Ara h 3 (14-45 kDa, KEER.MAN et al, 2004) (Figura 2).
Assim sendo, este extrato protéico (EPA) foi wuifia em todos os protocolos
experimentais (Figura 1), como fonte antigénicaapanunizacdo dos camundongos e

inducéo da inflamacéao intestinal, apés desafio asmementes de amendoim.
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4.1.2. Imunizagdo com EPA e desafio com sementesatieendoim induz perda

de peso em camundongos C57BL/6

Durante o desenvolvimento de processos inflamaonestinais, parametros
clinicos como perda de peso e outros se constiemrpontos criticos a serem avaliados
como uma das formas de se estabelecer o diagnéstipancipalmente, o prognostico
destas patologias. Dessa forma, assim como caracter em outros modelos
experimentais de DII, avaliamos se a imunizacdocdosundongos com EPA seguida por
desafio com as sementes de amendoim poderia levdesenvolvimento de inflamacao
intestinal. Para tal, os animais foram pesados saim&nte e observados quanto a presenca
de diarréia, sangramento intestinal ou prolapsd.ret

Foi observado que animais do grupo experimdntaD, assim como aqueles do
grupo controleD, ambos submetidos a dieta com amendoim, apreaent@iande perda de
peso durante o periodo experimental, especialn3nhtkas apos a introducdo das sementes
de amendoim na sua alimentacdo (Figuras 3A e 36tp Rerda foi estatisticamente
significativa, principalmente quando comparada@drolel, no 30° dia de dietd(vsl; |
+ D vsl, p < 0,05). Além disso, a perda de peso nestamaifoi acompanhada por
reducdo no consumo das sementes de amendoim pos aslgrupod el + D, como
verificado durante a fase de desafio do periodeemxental (Figura 3B). Nado foram
detectados sinais de diarréia, sangramento in&sbn prolapso retal nos animais

avaliados, durante o protocolo experimental.
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4.1.3. Andlise histopatoldgica de segmentos integtis de animais imunizados e

desafiados com sementes de amendoim

Para determinarmos se a perda de peso nos aninoiaisetidos a dieta com
amendoim poderia estar relacionada a danos tesidcaisados pelo consumo das
sementes, na presenca ou auséncia de imunizagéa, m&gmentos de intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) e grosso (célon) foranetamlos, fixados e processados para
analise histopatologica. Como demonstrado na Figuigpenas os animais imunizados e
desafiados com sementes de amenddim D) desenvolveram inflamacao intestinal,
caracterizada por infiltrado leucocitario, edemal®rante e deformidade das vilosidades
em todos os segmentos do intestino delgado, entiakpe jejuno. Ainda, foi observado
discreto aumento do infiltrado inflamatério e dgessura dos segmentos de célon dos
animais do grupo experimentaHt D. Por outro lado, ndo foram observadas alteragGes
histopatoldgicas significativas nos camundongos glogpos controledNl, D e |. Estes
animais apresentaram manutencdo da arquitetuta enaldologia intestinal, com
vilosidades intestinais altas e afiladas, integledala camada epitelial e poucas células
inflamatérias na mucosa intestinal, com discretesg@nca de edema nos segmentos de
duodeno dos animais dos grupos contr@lesl, ao final do periodo experimental (Figura

4).
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Figura 4. Inflamagéo intestinal é induzida no grupo expentakimunizado e desafiado com as
sementes de amendoim. O processo inflamatériméhizido nos animais selvagens C57BL/6 apds
imunizacdo e exposi¢cdo as sementes de amendoirBOpdias consecutivod ¢ D). Os grupos
controles NI, D e I) foram submetidos a diferentes protocolos, naeogs ou auséncia de
imunizacéo ou dieta com amendoim. Segmentos ingstcorrespondentes ao duodeno, jejuno, ileo
e cOlon foram coletados, fixados em formaldeid®% Em PBS, incluidos em parafina e os cortes
corados por hematoxilina-eosina. Nota-se presergainfiltrado inflamatério (seta), edema
exuberante e deformidade das vilosidades intestidai duodeno, jejuno e ileo dm+ D (*).
Discreto aumento de leucdcitos teciduais e da egpesdo célon sdo também observados nos
animais do grupo experimenta+ D. Nos controles, observam-se vilosidades intestiaitas e
afiladas, integridade da camada epitelial, pouéadas inflamatérias e auséncia de edema. Aumento

original: duodeno, jejuno e ileo, 20X; cdlon, 10X.
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4.1.4. Andlise ultraestrutural de segmentos intestinais de animais imunizados e
desafiados com sementes de amendoim

Com o0 objetivo de realizarmos um estudo mais datalhdas alteragbes
morfologicas e estruturais das vilosidades intagimflamadas, amostras representativas
de jejuno de animais dos grupos contrdi#sD el do grupo experimentdl+ D foram
coletadas e processadas para analise por micrasglepionica de transmissao.

Como notado na Figura 5A, ndo foram detectadasaafies estruturais visiveis na
superficie de microvilos dos enterdcitos das vilades intestinais, em nenhum dos grupos
controles ou experimental. Por outro lado, ao awvaé o nucleo das vilosidades, foi
claramente observado aumento do infiltrado plast@oeej evidenciando-se reticulo
endoplasmatico rugoso com cisternas dilatadas 1@&igB, | + D), além da presenca
marcante de edema no interior das vilosidades miosags imunizados e desafiados com as
sementes de amendoim (Figura 5B, D), quando comparados aos demais grupos. Estes
dados sugerem um possivel papel para estas célulasus produtos na patogénese da

inflamacéo intestinal induzida pelos antigenos atitares em questao.
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Figura 5. Andlise ultraestrutural dos enterdécitos e vilosetamtestinais apds indugdo da inflamacéo
intestinal. Camundongos C57BL/6 foram imunizada@xpostos as sementes de amendoim por 30
dias. Apo6s este periodo foram sacrificados e fragoseintestinais coletados e processados para
andlise por microscopia eletrénica de transmissdmam avaliados segmentos de jejuno dos grupos
controlesNI, D el e do grupo experimental D. Em (A) microvilos na superficie dos enterdcitos.
Observa-se auséncia de alteragdes significativiie es grupos controles e o grupo experimental.
Em (B) nucleo das vilosidades. Nota-se a preserifggedcial de edema (*) e infiltrado de
plasmécitos evidenciando-se reticulo endoplasmatignso com cisternas dilatadas no grupo

experimental + D (seta). Aumento original: (A) 12000X, (B) 3000X.
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4.1.5. Quantificacao de eosindfilos, mastoécitos élglas caliciformes nos tecidos

inflamados, por analise morfométrica

Com o objetivo de se identificar e caracterizarnbltrtado celular presente na
inflamacado intestinal induzida por antigenos alitams supostamente alergénicos, 0s
tecidos coletados dos animais submetidos a inddgdwocesso inflamatério por proteinas
de amendoim foram coletados e processados pardifipaeydo das células presentes.
Foram realizadas coloracdes especificas para nitastde submucosa - tecido conjuntivo
(azul de toluidina), mastécitos de mucosa (azuhldan) e eosindfilos (vermelho congo).

Como mostrado na Figura 6A, verificou-se aumentatisicamente significativo
de mastdcitos de tecido conjuntivo nos segmentgsjaieo dos animais inflamadols+ D)
guando comparados aos grupos contrdlesD e | (p < 0,05). Por outro lado, ao serem
guantificados mastécitos de mucosa intestinal, rvhgg0os aumento estatisticamente
significativo destas células nos animais do grljpondo imunizados com as proteinas,
porém submetidos a dieta exclusiva com amendoim3@alias, quando comparados ao
controlel (Figura 6B, p < 0,05). Os animais imunizados cofAEe desafiados com as
sementes de amendoim na alimentacdo também apmesenaumento significativo de
eosinodfilos nos segmentos de jejuno, quando cordparaos controleNl e D (Figura 6C,
p < 0,05). Foram também observadas diferencasstisi@inente significativas no aumento
do numero de eosindfilos nos animais imunizadpgyando comparados aos grufe
NI, assim como maior deteccao dessas céluldd,ean compararmos coMl (Figura 6C, p
< 0,05).

N&o foram observadas alteracfes significativas imoemo de células caliciformes
presentes nos segmentos intestinais inflamadosadosais imunizados e desafiados,

guando comparados aos controles (Figura 6D).
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Figwra 6. Mufometiia des vilosidades intesfinai: Camemdiongns CSTBL/S fimam imsmizados e
exposins 33 sementes de amendmim per 30 @2z Apis ede periodo fmam sacificades & 0z
fiagmenios infestinais coletados ¢ procesados par anilise istopatoligica. Os grifices rpersentam
2 méilia + EFM da contagem diferencial (20 bases/vilnsidades) de masicitos de tecilo conumive
(A, azul de tolmidina), de mncosa (B, 2z de Alcian), sosnifilos (C, vemelhn congn) & célilas
calicifames (D), FAS) nos segmentes de jomme dos gopes contules M D e e do goge

expammental 7+ D Os dados 5o repaesentativos de 5 expasmentos mvlependentes * p< 0045
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4.1.6. Quantificacao do infiltrado celular por citanetria de fluxo

Apo6s quantificarmos eosinofilos, mastocitos e e&uprodutoras de muco por
morfometria, o processo inflamatorio foi induzidm €amundongos C57BL/6 e todo o
intestino delgado foi coletado para anéalise dososuipos celulares (leucocitos) presentes
no intestino, por citometria de fluxo. Os segmeimtsstinais passaram por um processo de
digestdo enzimatica para extracdo das células elmdos, contagem em camara de
Neubauer e marcagdo com anticorpos especificadokgaos fluorocromos FITC, PerCP e
PE. As aquisicbes foram feitas em citbmetro dedfléxas analises realizadas com a
utilizacdo do programa “CELLQuest".

Como demonstrado na Figura 7A, camundongos imuo&zacexpostos as sementes
de amendoim apresentaram aumento evidente no nuioklode células obtidas apos
digestdo enzimatica dos tecidos, quando compammosontroleNI, D el (Figura 7A, p
< 0,05). Para se determinar qual populacdo celetar predominante nesses tecidos
inflamados, as células foram especificamente mascamm anticorpos monoclonais e
analisadas por citometria de fluxo (Figuras 7B-H).

Os animais imunizados e desafiados D apresentaram baixa porcentagem de
linfécitos T, quando comparados aos contr@es| (Figura 7CD vsl + D, p < 0,05). O
grupo controleD apresentou aumento de linfocitos T CD@8statisticamente significativo
guando comparado ao grupo de animiigFigura 7C, p < 0,05). Foi observado também
aumento na porcentagem de células CTB& R1 + R2, estatisticamente significativo
guando comparado aos controMise D (Figura 7D, p < 0,05). Além disso, foi observada
maior populacgéo de linfocitos B CD19Figura 7E,l + D vs NI, p < 0,05) e células
dendriticas (Figura 7F,+ D vsNI el + D vsD, p< 0,05) no intestino delgado dos animais

| + D. Ainda, foi notado aumento na porcentagem da pggol de célulasatural killer no
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grupo experimentdl+ D e no controld, quando comparados aos outros controles (Figura
7G,1 + D vsNI, I vsNI el vsD, p < 0,05). Foi também verificado aumento no nntkr
eosindfilos ativados (CCRGD4" em R2) nos segmentos intestinais de ambos os grupos
imunizadosl + D el (Figura 7H). Embora estatisticamente ndo signifiocat estes dados
corroboram com os resultados obtidos anteriormeminalise morfométrica de eosinofilos
(Figura 6C). Houve também nos tecidos inflamadasesiio na populacdo de macrofagos
CD11b e n&o foram detectadas diferencas estatisticanségnéicativas na porcentagem

de células GR-1(neutrofilos) ou CD4 entre os animais experimentais e controles (dados

ndo mostrados).
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Figmra 7. Quantificagio do infltrade cdolar na inflamagio intestina] indnzida por antigenos almentares (rprocesso
inflamaténie fis indrzde em camndmgps CSTBLS apis Smmizacio ¢ exposicio is sementes de amendrm por 30
dias conscoulives. Apés cste pexiodo, ¢ intesting degade dos animais dos gropos contles (VE, De ) ¢ capeximental
-+ D} foi coletado & processado pam anilise po ctemetiia de oo, Os grificos mpesentam 2 méda + EFM da
qumiificacio das ciolas totais obtidas dos scgmentos infestinais (A), nas quas foam wakizadhs maraghcs
especificas pam defecgie das odukas CD3* (C), CDE* (D), CD1Y* (E), CD1IH'CD1Le* (F), Pan NK* (G) ¢
CCR3'CD4* em R2 (H) Em (B), anilise do infiliado celnbar de acerde omm os parimets tomanho ¢ gemolosidade,

elncakracio daziegifies Rl e K2, onde foram quaniiificados oz lencicios acima descritos. * p-< 005 43
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4.1.7. Producéo de imunoglobulinas em resposta a®’E

A presenca de células precursoras ou produtoraswateoglobulinas no infiltrado
inflamatorio do intestino delgado dos animais irzadbs e desafiados nos levou a hipétese
de que poderia haver participacdo de anticorpopatagénese da inflamacao intestinal
induzida por EPA e sementes de amendoim. Logo, @@bjetivo de investigar se havia
producdo de imunoglobulinas especificos a EPA derandesenvolvimento do processo
inflamatério intestinal, foram dosados anticorposi-EPA no soro e no homogenato de
intestino dos grupos experimentais e controles.

Os resultados demonstraram que em ambos os gmnmposzadod el + D houve
alta producédo de anticorpos IgG anti-EPA no sovango comparados aos contrdiise
D. (Figure 8A,l + D vsNI; 1 + D vsD; I vsNI el vsD, p < 0,05). Visto que as proteinas
de amendoim s&o descritas como alguns dos antigeaissfreqiientemente associados a
respostas inflamatérias alérgicas em individuosentfseis, questionamos entdo se a
inflamacao intestinal observada poderia estar imada a respostas Th2 ou alérgicas
montadas frente ao EPA. Como demonstrado na Fi§Brando houve diferenca na
deteccéo de anticorpos IgG2a no soro dos grupdsaohas. Por outro lado, observou-se
elevada producao dos anticorpos de padréo Th2 hg&Gbro de camundongos imunizados
() e imunizados e desafiaddsH D), estatisticamente significativa quando comparada
producéo nos controldsl e D (Figure 8C,l + D vsNI; 1 + D vsD; 1 vsNl el vsD, p <
0,05). Ainda, animais do grupo experimertal D apresentaram altos niveis de IgE sérica
especifica a EPA, resultados também estatisticamsignificativos em relacdo aos
controlesNI e D (Figura 8D p < 0,05). Embora tenha havido tendéaoi aumento de IgE

no grupol, as diferencas ndo foram significativas (Figurg.®ram realizadas dosagens
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de IgA especifica a EPA no homogenato do intestilgdgado dos animais em
experimentacdo e, embora as diferencas néo tenigarestatisticamente relevantes, os
resultados demonstraram tendéncia a diminuicdorddupdo desta imunoglobulina no

intestino dos animais expostos as sementes de amemlel + D (Figura 8E).
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Figmra 8 Detecgio de anticupos especificos ao EFA om animais cxposios ¢ nio capesios ag
amendmm Cammdmngns CSTRL/G firam immnizados ¢ submetidos 3 dicta com sementes de
amendmm por 30 das cosecutivos. Apés este pericds, fmam sacificades ¢ ¢ sangoe
culctade pan obicngio de sww ¢ quantificagio de mmmogiobulinas. Os grifics opeesontam
2 méda + EFM das dosagems de TG (A), 1gG2a (B), IgG1 (C) & IgE (D) especificas ao
cxtrato prtéice de amenideim, nos gopes contiles (VW D e J} ¢ capoimental {7 + D). Em
(E). detecgio de IgA especifica a EPA em homogmate do intestine dedgado dos
cammdmngns centles & axperimentiz. Os dados sic rqEesentativos de 5 cxpaimentos

ndependentes DOr densultade dptica ¥ p< 0,05,
46
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4.1.8. Determinacdo do padrdo de expressdo de citms, quimiocinas,

receptores de quimiocinas e fatores de transcricaona inflamacé&o intestinal

induzida por antigenos alimentares

Para melhor compreensdo da modulacdo da respostae ima patogénese da
inflamacéao intestinal, foi investigado o envolvirteede citocinas, quimiocinas, receptores
de quimiocinas e fatores de transcricdo no deseinvehto da resposta inflamatoria
induzida por antigenos alimentares. Para tal, apleta de segmentos de jejuno, extracéo
de RNA e confeccdo de cDNA, as amostras dos greppsrimentais e controles foram
submetidas a reacfes de Real Time PCR, atravéslidacdo deprimers especificos e o
sistema SYBR Green.

N&o foram observadas diferencas na expresséo derRiéfa o fator de transcricao
T-Bet entre os grupos experimentais e controlegu(gi9A). Por outro lado, camundongos
imunizados com EPA e desafiado com as sementegaRillta expressdo de mensagens
para o fator de transcricdo Gata-3, importante paranscricdo de genes de citocinas de
padrédo T helper 2 (Th2). Estas diferencas foraratisstamente significativas quando
comparadas aos controlsig, D el (Figura 9B, P < 0,05). Ainda, foram detectadossalt
niveis de expressdo de IL-4 nos animiais D, também estatisticamente significativa
guando comparada aos contrdMisD el (Figura 9C, p < 0,05). Corroborando com estes
resultados, observou-se aumento de expressao denRidfa a citocina IL-13 nos animais
experimentaisl + D, estatisticamente significativo quando comparadexpressdo no
jejuno de camundongos controldd (Figura 9E, p < 0,05). Nao houve diferenca de
expressao do gene da citocina IL-5 entre os grapabksados (Figura 9D). Ao avaliarmos a

expressao génica de TNF-observamos também alta deteccdo de mensagegsuposD
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el + D, embora estatisticamente significativo apenasdmaomparados+ D vsNI el +

D vs| (Figura 9F, p < 0,05). Em contraste, foi demomitrgque camundongos do grupo
experimentall + D apresentaram baixa expressdo dos genes das agoltifl2 p40
(Figura 9G,l + D vs|, p < 0,05) e IFN¢ (Figure 91,1 + D vsD; D vs.Nl eD vs|1, p <
0,05). Embora tenha sido detectada baixa expreksdib-23 p19 nos animais+ D, esta
diferenca nao foi estatisticamente significativa mtacdo aos controles (Figura 9H). Da
mesma forma, houve baixa deteccdo de RNAm paraczénas reguladoras TGE;-1L-10

e para o fator de transcricdo Foxp3, caracteristcpresenca células T reguladoras e do
controle da resposta imune, no grupo experimental relacdo aos controles. Estas

diferencas nao foram estatisticamente significat(\aguras 9J, 9K e 9L, respectivamente).
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Figura 9. Expressio de mENA de fatmes de toneocie & clocnas na nflamacin setesimal
miberula por antigenns aEmentaes Cammwuknens CS7ELS foom smeerales e capodtes 3s
sermenies de amendoem por 30 dkas amseontives. Apds este peviodo, sepmenins de jopmn fomm
coletadns doz gopos cotmles (W7, D e 1} ¢ expesmental (7 + D) ¢ embadnios om men de
cosavacis para KNA Az amasias ficam pocessadas e, apds exizacio do ENA e confecgio de
cDMNA, firam reakzadas reaghies de Keal Tome PCR wlikzandn-se primers especificos para defeccio
de mensagens pam T-Bet (A), Gata 3 (B), IL-4 (C), IL-5 (D), IL-13 (E), TNF-: (F), IL-12 p40 (G},
IL23 pl9 (H}, IFN-y (T}, TGE-f (), IL-10 (K} & Fexp3 (L} Os resoltados aprecents dns sdiicam oz
vakmes da mésa + EFM da ntensiufaide de expressio de mENA para o gene alve, menaleea de pela
exmessic do gene condifufive Sadma Os dados Sie rpuesentalives de 3 epoEmenins
mdlependentes * g0 05, 49
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Com o intuito de se verificar quais quicnas e receptores de quimiocinas estavam
envolvidos na migragdo de células para a mucoslinéoram realizadas reacdes de Real
Time PCR com a utilizacdo daeimers especificos para deteccdo de mensagens para as
guimiocinas e receptores de quimiocinas no tecitistinal.

Foram observadas diferencas significativas na egpoede CXCL1 (KC) entre os
animais controles e experimentais, com aumentaxgeessdo desta quimiocina no grupo
controlel (Figura 10A,1 vs| + D el vs NI, p < 0,05). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupostrotes e experimental na deteccdo de
mensagens para CCL3 (MIRH] embora tenha sido observada tendéncia a dindiouic
desta quimiocina nos tecidos dos animais expost@rendoim na alimentacad-e| +
D (Figura 10B). De forma interessante, por outraJambssos resultados demonstraram
elevado aumento na expressao da quimiocina CXCL§)(Mnportante para a migragédo de
células Thl ativadas e NK para tecidos inflamadwsijntestino dos animais do grupo
experimentall + D. Estes resultados foram estatisticamente sigtifc® quando
comparados aos controléd, D e | (Figura 10C, p < 0,05). Em contraste, embora a
expressao de CXCL9 tenha sido elevada, a detecgadmehsagens para seu receptor
CXCR3 apresentou-se diminuida nos tecidos inflamattss camundongds+ D, com
elevada expressao de RNAmM nos animais contilésigura 10E, ndo significativo). Ao
analisar-se a expressao de mRNA para CCL11 (eafpxabservou-se baixa deteccao desta
guimiocina no grupo experimentdl+ D, sendo a maior expressao verificada Bm

estatisticamente relevante em relacdo aos gipds | + D (Figura 10D, p< 0,05).
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Figwra 19. Expressio de mENA de qumincinas ¢ mooptores de qumincinas na inflamagio
exposing 35 sementes de amendsm por 30 das cmsecnfivos. Apis este periodn, segmentos de
jejunn foam addtados dos gopos comtles (VW D ¢ J} ¢ exporimental (7 + D} ¢ ambebidos om
mein de comservagio paa RHA. As amosms fieam pocessadbis &, apas extagio do RNA o
confeccie de cDMA, fimam wakizads magies de Real Tame FCR wtlizamidn se primers
especifices para defecgio de mensagens para CXCLL (A), CCL3 (B), CZCLY {C), CCL11 (D) e
CXCE3 (E) Os rnltaios apresentdns indicam os valmes da méda + EPM da intensidade de
expaessio de mENA para o grne: alve, nemalizade peda expaessio de groe constitutive 5-acing

Oz dados sSorpesentatives de 3 cxpeimentosndependentes * pt,05. 51
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4.2. Papel de linfocitos B na patogénese da inflagé&o intestinal induzida por
antigenos alimentares

Tendo em vista a provavel participacdo de célulgzd®lutoras de anticorpos na
patogénese da doenca intestinal estudada, nosemprpasso foi estabelecer o real papel
dessas ceélulas e das imunoglobulinas neste modeleés da inducdo da doenca em

animais deficientes de células B (B KO).

4.2.1. Variacao de peso dos animais B KO

Durante o periodo experimental em que animais B fd@m imunizados e
desafiados, seu peso foi monitorado semanalmeottamFobservadas variagdes no ganho e
perda de peso em todos os grupos (Figura 11A) seadpao final de 30 dias de dieta
exclusiva com amendoim, os resultados demonstregadéncia a perda maior de peso em
relacdo ao 1° dia de dieta nos animais conti]eseguidos pelo grudot D (Figura 11C).

Esta perda de peso nos animais B KO do giypgéo imunizado porém alimentado
por 30 dias com as sementes, foi acompanhada pa@oosumo varidvel das sementes de
amendoim, durante todo o periodo experimental (giGaB), diferentemente dos animhis
+ D, que apresentaram consumo crescente na primemansede desafio, seguido por
estabilizagdo na quantidade de sementes ingetiéasfamal do experimento (Figura 11B).
Estes resultados contrastam com aqueles obtidoscanmandongos selvagens imunizados
e desafiados, cujo consumo de amendoim decresgatiada segunda semana de desafio

até o 30° dia de dieta com amendoim (Figura 3B).
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4.2.2. AlteragBes histopatoldgicas em animais B KO

Para determinarmos se as alteracOes observadasiagéo de peso dos animais B
KO durante o protocolo experimental poderia estlacionada a alguma alteracao
histopatoldgica ou até mesmo auséncia de danodugsi no intestino dos animais
analisados, segmentos de intestino delgado (dupg¢guoo e ileo) e grosso (colon) foram
coletados, fixados e processados para anélisgatstogica.

Foi verificada presenca de infiltrado inflamatomo discreto alargamento com
diminuicdo da altura das vilosidades intestinaisddodeno, jejuno e ileo nos animais do
grupo experimental imunizado e desafiados por 38 dom as sementes de amendoim
(Figura 12). Ao observamos os segmentos intestitiass animais controlehll, D eI,
notamos a presenca de vilosidades intestinais ale&fdadas com integridade da camada
epitelial. Além disso, a andlise histopatolégicaeleu a presenca de congestdo nas
vilosidades intestinais do duodeno, jejuno e iles drupos controles e experimentais e

colon eml + D (Figura 12).
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Figura 12. Discretas alteragBes na morfologia intestinalisélazidas no grupo experimental B KO
imunizado e desafiado com as sementes de amendnimais C57BL/6 B KO foram imunizados e
expostos as sementes de amendoim por 30 dias atimssd + D). Os grupos controled({, D el)
foram submetidos a diferentes protocolos, na pges@u auséncia de imunizagdo ou dieta com
amendoim. Segmentos intestinais correspondentds@teno, jejuno, ileo e célon foram coletados,
fixados em formaldeido a 10% em PBS, incluidos enafina e os cortes corados por hematoxilina-
eosina. Nota-se presenca de discreto infiltradarimdtério com alargamento e diminui¢éo da altura
das vilosidades intestinais do duodeno, jejunole@ éml + D (*). Nos controles, observam-se
vilosidades intestinais altas e afiladas com integle da camada epitelial. Nota-se também presenca
de congestdo nas vilosidades intestinais do dugdmjono e ileo dos grupos controles e

experimentais e célon el D (seta). Aumento original: duodeno, jejuno e il&X; cdlon, 10X.
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4.2.3. Papel de citocinas na imunomodulacéo da iafhacao intestinal induzida

por antigenos alimentares em animais deficientes @élulas B

Para melhor entendimento do envolvimento de lindécB na patogénese da doenca
intestinal induzida por amendoim, animais C57BL/&@ foram submetidos ao protocolo
de imunizacdo e, apos 30 dias de desafio, segmeatgogejuno foram coletados e
embebidos em meio de conservacdo de RNA. Aposcgéxirde RNA e confeccdo de
cDNA, as amostras dos grupos experimentais e deatforam submetidas a reacdes de
Real Time PCR, através da utilizacagpdenersespecificos e o sistema SYBR Green.

Assim como nos animais selvagens, os resultadosordgraram aumento da
expressao do gene da citocina IL-4 nos anirhaidD, mesmo na auséncia de células B,
embora estes dados ndo sejam estatisticamentéicsiimos (Figura 13A). Observamos,
também, elevada producdo de mensagens para IL-@amomis expostos a dieta com
amendoimD e | + D, sendo essas diferencas estatisticamente sigiéisaquando
comparamo® vs NI e D vs| (Figura 13B, p < 0,05). Embora nédo tenhamos dadect
diferencas estatisticamente relevantes na quatia das demais citocinas, podemos notar
tendéncia ao aumento de mensagens para IL-12 40y le TGF nos animais
submetidos a dietd, em relacdo aos demais (Figuras 13C, 13D e 13Bectvamente), e
crescente expressdo de IL-10 nos segmentos de jepsianimais controldsl, seguidos
porD, | el + D (Figura 13F). A expressao de RNAm para TiNFei similar em todos os

grupos analisados (Figura 13E).
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Figwra 13. Expressin de mENA de citocinas no infesting de animais B KO immnizados e desfiados
cem a3 scmentes de amendoim Cammndongns C57BLS B KO fam mmizades © expodos as
sementes de amendsim por 30 das omscoutives. Apds este pexiods, scgmenins de jgme fomm
culetadng dos gmpos cmtmles (VD e J) ¢ expammentl (7 + D) e embebidns em meio de
cosavagio pma BMA As amostas fimam pmcesatss ¢, aps extagio do RNA e confecgiic de
cDMA, foram meakzaibis magiies de Real Tane FCR utidiizandn se primers egpecificos pama. detecgio
demensagens pana 1L 4 (A), 15 (B), IL-12 p40 (C), IRN-y (D), THF-0, (E), IL10 (F) ¢ TGE (G).
Os mesultades aprsentados indicam oz vakeres da méda * EFM da intensidade de capressio de
mENA pana ¢ gene alve, namakzaids pela expressio do gene comstilive S-acting. Os dados sio
repesentatives de 2 expesimentos independentes * p<0 05,
58
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4.3. Papel de IFNy na patogénese da inflamacao intestinal induzida po

antigenos alimentares

Apbs a elucidacao da participacdo de células Bieapos na inflamacéao intestinal
induzida por amendoim, a proxima etapa foi estaiel® papel da citocina IF-na
modulagdo da resposta imune em camundongos coamafo intestinal induzida por
antigenos alimentares. Para esta finalidade, familizados camundongos IFN-KO,

submetidos ao protocolo experimental ja descriterarmente.

4.3.1. Variacao de peso dos animais IFKO

Assim como nos experimentos anteriores, os aninfasy KO dos grupos
experimentais e controles foram pesados semanameahirante todo o periodo
experimental. Os resultados mostraram que os amichai grupo experimentdl + D
apresentaram marcante perda de peso apos o desafiesementes de amendoim (Figura
14A), tendo perdido aproximadamente 10% do seu apée 30 dias de dieta, em relacéo
ao 1° dia de desafio. Por outro lado, os animdisagens| + D apresentaram perda de
cerca de 3-5% de seu peso no 30° dia de exposigéoglacdo ao 1° dia de dieta com as
sementes de amendoim (Figura 3C). Animais do gogmtroleD também demonstraram
dificuldade de ganho de peso apos introducdo dasrges de amendoim na sua dieta
(Figuras 14A e 14B). Estes resultados demonstraraior tendéncia dos animais C57BL/6

IFN-y KO perderem peso apdés o desafio, em relacdo amaiarselvagens.
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Figmra 14. Vaniacao de pese dmante ¢ pevindo de snizacio com EFA e aphis desfie com
as sementes de amendeen Cammmdengyz CS7BLA TN KO fesm seesraios e capostoz 3
ieta excinsiva oEn somentes de amenilirm e 30 das conseontives. Os goificns repeesentam
a méhka * EFM do asmento on pen de peso (A), qoe 6 reesteade semonalmente e, apis
30 Ras de dicta, compamaide ac 1° da de caposicio 35 somentes de amewdosmn (B) oz gropos
contides AT I e J e expemvental 7+ 0D Oz dados 550 reyaesentafivos de 2 expemmenins
dlependentes * g <2 0.04_
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4.3.2. AlteragBes histopatoldgicas no intestino @amundongos IFNy KO

As modificacbes na arquitetura intestinal dos arsndeficientes de IFIy-foram
analisadas apos coleta e processamento de amistsagmentos de duodeno, jejuno, ileo
e colon de camundongos dos grupidsD, | el + D, ao final de 30 dias de desafio.

Os resultados demonstraram presenca de infiltnaiteomatério e deformidade das
vilosidades intestinais do duodeno, jejuno e, fpalmente ileo eml + D.
Surpreendentement@s alteracbes observadas principalmente nos segsndet jejuno
foram menos significativas do que aquelas encoagrads animais selvagens imunizados e
desafiados com os antigenos alimentares, emba@maimsis IFNy KO tenham apresentado
maior propensao a perda de peso quando desafiliiss.controles, observaram-se
vilosidades intestinais altas e afiladas, integledala camada epitelial e poucas células

inflamatorias (Figura 15).
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Figura 15. Inflamagéo intestinal € induzida no grupo experitakdeficiente de IFN-imunizado e
desafiado com as sementes de amendoim. O proceflamatério foi induzido nos animais
C57BL/6 IFNy KO apds imunizacdo e exposicdo as sementes dedamerpor 30 dias
consecutivosl(+ D). Os grupos controledN(, D e l) foram submetidos a diferentes protocolos, na
presenca ou auséncia de imunizagdo ou dieta comdaine Segmentos intestinais correspondentes
ao duodeno, jejuno, ileo e coélon foram coletadaadbs em formaldeido a 10% em PBS, incluidos
em parafina e os cortes corados por hematoxilisaz@aoNota-se presenca de infiltrado inflamatério
e deformidade das vilosidades intestinais do dumdiejuno e ileo enh + D (seta). Nos controles,
observam-se vilosidades intestinais altas e aflaiddegridade da camada epitelial e poucas células

inflamatérias. Aumento original: duodeno, jejunibe®, 20X; colon, 10X.
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4.3.3. Participacao de anticorpos na imunomodulacada inflamacgéao intestinal

em animais deficientes de IFN¢

Em face a importante participacdo de imunoglobslina inflamacéo intestinal
induzida por antigenos alimentares em animais geh& nosso proximo passo foi avaliar
o papel dos anticorpos na patogénese da doencameumdongos IFN-KO.

Assim como em animais selvagens, os dados demmrstr@levada producao de
IgG, IgG1 e IgE especificas a EPA no soro de camngos IFNy KO imunizados 1) e
imunizados e desafiadols{ D) em relagédo aos controlsl e D (Figura 16A,l + D vsNI,
I+ D vsD, I vsNI, IvsD, p<0,05; Figura 16G,+ D vsNI, 1 + D vsD, | vsNI, 1 vsD, p
< 0,05; Figura 16D) + D vsNI, | + D vsD, | vsNI, | vs D, p < 0,05). Ndo foram
observadas diferencas relevantes na producéo dzalgG soro dos animais dos grupos

experimentais e controles (Figura 16B).
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Figmra 16. Detecgio de anticmpes especifices ac EPA om animais deficientes de IFN-/ caxpostes ¢
nio expostos a0 amendoim. Cammndanges C57BL/6 TRV y KO femm immizados « sulmetidos 3
dicta com sementes de amendoim por 30 das conseoulives. Apis csfe peiods, foam aaificades
& o sangne coldado paa obtengio de sEm & quntificagie de Emogebulinas Os grificos
repeesentam 3 médi + EPM das dosgrms de 126 (A), IgG2a (B), IgG1 (C) & IgE (D) expecificas
a0 catrain proifics de amondeim, nos gopes caiwles (W, D ¢ §} ¢ cxpaimental  + D). Os
dados sio regresentatives de 2 expeimentosindependentes DO densidade dptica * p<005.
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4.3.4. Papel de citocinas na imunomodulacéao da iafhacéo intestinal induzida

por antigenos alimentares em animais deficientes dleN-y

Com a finalidade de se determinar o papel de yAN+ modulacdo da resposta
imune intestinal frente aos antigenos alimentaa@smais C57BL/6 IFN¢ KO foram
submetidos ao protocolo de imunizagédo e, apés 89 dit desafio, segmentos de jejuno
foram coletados e embebidos em meio de consende&INA. Apos extracdo de RNA e
confeccdo de cDNA, as amostras dos grupos experamencontroles foram submetidas a
reacOes de Real Time PCR, através da utilizacdwinhers especificos e o sistema SYBR
Green.

Os dados obtidos demonstraram elevada producadldenfpara a citocina TNIe-
no jejuno de camundongos imunizadasl + D em relagdo aos controldd e D, embora
estas diferencas ndo tenham sido estatisticamegridicativas (Figura 17A). Notamos
expressao significativa de IL-4 nos animais do gragperimental + D em relagdo aos
grupos controlesll, D el (Figura 17C, p < 0,05), acompanhada do aumentoaisagens
para IL-5 nos animais dos grupps | + D, estatisticamente relevante ao compardd-ge
| (Figura 17D, p < 0,05). Foi observado também enesc aumento de expressdo das
citocinas reguladoras IL-10 e TGFnos segmentos intestinais dos camundongbs
seguidos poD, | el + D, embora ndo relevante estatisticamente (Figur&selad7F,
respectivamente). Nao houve diferenca de expredsd@NAmM para IL-12 p40 entre os

quatro grupos avaliados (Figura 17B).
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Figmra 17. Expuessio de mEMA de citocnas na nflanacio s il mlocrila e b e

aninaris deficientes de TRY-. Cammnikemgns CSTBLS TRy KO fecom imemizados & expostos s
semenies de amendnim pe 30 das conseoulives. Apis este pexiodo, segmentos de jgune feam
coletadnz dos gropes cotnides (M, D e J} & expeamental (7 + D) & embebidos am meio de
conservagio para BNA As amostoas feom processadas e, apis extagio do RNA « confecgio de
cDMA, fiam reakizads wagies de Real Tane FCR uiilizando se primers cspecificos para
deteccio de mensapens para THE G (A}, IL-12 pd0 (B), IL 4 (C), IL5 (D), IL10 (E} = TGF
(F). Os xesultados apaesontados indicam oz vakares daméda + EFM dh ntonsidade de cxpressic
de mRMA pam ¢ gene alve, nemakzade pela cxpaessso do groe aestitolive factina. Os dados

sinrpresentativos de 2 expesmentos adependentes * g0 05 67
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4.4. Papel de IL-4 na patogénese da inflamacéo istenal induzida por

antigenos alimentares

Tendo em vista a alta deteccdo de mensagens parasfae transcricdo e citocinas
de padrdo Th2, a alta producdo de IgE e IgG1l dsmeciao EPA e o papel de IFNRa
modulacdo da inflamacéo intestinal induzida por redoan, nosso proximo passo foi
esclarecer se a citocina IL-4 exercia algum papgbgenico no processo inflamatério
induzido pelos antigenos alimentares alergénicasa Bso, camundongos IL-4 KO foram

imunizados, desafiados e analisados quanto aod#genento de inflamacao intestinal.

4.4.1. Variacao de peso dos animais IL-4 KO

Em contraste a perda de peso observada nos cangasdorr D em todos os
experimentos anteriores, camundongos IL-4 KO sublogtao protocolo de inducdo da
doenca intestinal e aqueles submetidos a dieta amendoim D) ganharam peso no
decorrer do periodo experimental, embora de forreao® evidente porém similar aos
animais controlesNl e | (Figura 18A). Os animais ndo expostos ao amendcdm n
imunizacdo tampouco na dietdl) apresentaram o maior ganho de peso apos 30 elias d
desafio entre todos os grupos analisados, em cekgdpeso no 1° dia de substituicdo da
alimentacédo por sementes de amendoim nos grupastesd el + D). Estas diferencas
foram estatisticamente significativas quando coeqes aos controle® e | e ao
experimental + D (Figura 18C, p < 0,05).

Além da auséncia de perda de peso nos animaiskiD-4ubmetidos ao protocolo

experimental, os resultados demonstraram aumenimalinseguido por queda e,

principalmente, estabilizagdo na quantidade de sEmeonsumidas pelos animais D
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na ultima semana experimental (Figura 18B), aoradnt do consumo observado nos
experimentos realizados com animais selvagens r@sg8B). Por outro lado, animais do
grupo D apresentaram consumo inicial constante, seguid@@guena queda na terceira
semana desafio, e estabilizacdo da quantidadendenses consumidas na Ultima semana

de exposi¢cdo ao amendoim (Figura 18B).
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Figwra 18. Variagio de pezo doomite o paicde de smzaclio com EPA & apiz desafie cem
as sementes de aneviam Cammddengns CSTEL/S 114 KO foam smesraies & exposios 3
ieta exchrava cEm zementes de amenddosn pox 30 dkas consecolivos. Os g fices repaesentam
a méika * EFM do aomente on penda de pese (A), qoe §E et de semanalmente &, apis
30 &az de dicta, compaxdo an 1° &2 de axpescis 35 somentes de amendam (C) nos gropos
contiles A7 D e [ e cxpermnental 7+ 1) Em (B}, consemn das somentes paar amemars cxposing
a0 amendmam na almentacin Oz dados =50 ryeesentaives de 3 apeamentos ilependdendes

*+p< 005
0

133



Resultados

4.4.2. AlteragBes histopatoldgicas no intestino @mimais IL-4 KO

Visto que, diferentemente dos resultados obtidésratdo com animais selvagens,
B KO e IFNy KO, camundongos IL-4 KO ganharam peso simultaneteree estabilizacao
do consumo de amendoim apds 30 dias de desafimestgs intestinais destes animais
foram entdo coletados para realizacdo de anabsepaitdlogica.

Como esperado, inflamacéiotestinal ndo é induzida no grupo experimental
deficiente de IL-4 imunizado e desafiado com amenddestes animais observamos
auséncia de infiltrado inflamatoério, edema ou defdade das vilosidades do duodeno,
jejuno e ileo enl + D. Da mesma forma, os controles apresentaram-sevidosidades
intestinais altas e afiladas, integridade da caneguitzlial, poucas células inflamatorias e

auséncia de edema (Figura 19).
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Figura 19. Inflamac&oaintestinal ndo € induzida no grupo experimentaictsite de IL-4 imunizado

e desafiado com amendoim. Camundongos C57BL/6 KiG4foram imunizados e desafiados com
sementes de amendoim por 30 dias consecutiveés)). Os grupos controleN({, D e 1) foram
submetidos a diferentes protocolos, na presengais@éncia de imunizagdo ou dieta com amendoim.
Segmentos intestinais correspondentes ao duodgunngj ileo e célon foram coletados, fixados em
formaldeido a 10% em PBS, incluidos em parafins eates corados por hematoxilina-eosina.
Nota-se auséncia de infiltrado inflamatério, edemnadeformidade das vilosidades intestinais do
duodeno, jejuno e ileo ein+ D (*). Da mesma forma, observam-se nos controlessidhdes
intestinais altas e afiladas, integridade da carepdalial, poucas células inflamatdérias e ausédeia

edema. Aumento original: duodeno, jejuno e ileds;2lon, 10X.
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4.4.3. Participagao de anticorpos na imunomodulacada inflamagéo intestinal

em animais deficientes de IL-4

A presenca de anticorpos de padrao Th2 no soroides selvagens imunizados e
desafiados I(+ D) levou-nos a hipotese da participacdo dessas ighoimginas na
patogenia da inflamacdo intestinal estudada. Sesmskim, avaliamos o padrdo de
anticorpos produzidos durante a modulacdo do psodeflamatério em camundongos IL-
4 KO, frente as imunizagdes com EPA e desafio cosementes de amendoim.

Os dados obtidos demonstraram maior producdo dealyfGEPA nos animais
imunizados sistemicamente e desafiados D) em relacdo aos demas, D e |, embora
estes dados ndo tenham sido estatisticamente medsvé-igura 20A). Ao contrario dos
experimentos anteriores, nos quais a producao daaghobulina IgG2a era quase ausente,
houve nitidamente elevada producao desses antEoigpgoro dos camundongos IL-4 KO
imunizadosl el + D, em comparacdo aos demais, embora ndo tenha hael@ncia
estatistica nesses resultados (Figura 20B). A gamuwe IgGl especifica a EPA foi
aumentada apenas nos animais imunizados e desdfiadd (Figura 20C) mesmo assim
em niveis claramente inferiores aqueles obtidosadeundongos selvagens (Figura 8C) ou
IFN-y KO (Figura 16C) submetidos ao mesmo protocolo exmatal. De maneira similar,
houve maior deteccao de IgE expecifica a EPA no dos animais do grupo experimental
| + D em relagdo aos controléSigura 20D | + D vsNIl el + D vs D, p < 0,05). No
entanto, € importante ressaltar que, embora teaki@d maior producdo de IgE nestes
camundongos quando comparada aos demais IL-4 Kletemcdo dessa imunoglobulina,

assim como IgG1 foi visivelmente inferior aqueldedéada nos animais selvagens (Figura

8D) e IFNy KO (Figura 16D) imunizados e desafiados com ofganbs alimentares.
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Figmra 20. Detecgio de anficmpos especifices ao EPA em ammai deficientes de 114 exposins &
nie cxpodos a0 amendoim . Camubmgns CSTELS 14 KO famm wmmizads o solmetidos 3
dicta com sementes de: amendom por 30 das conseontives. Apis exte poriods, fomm moificades
& 0 smgne coltado pra obtencio de sem & quantificagio de IEmoglibolinas Os grEfices
ropaesentam a méda @ EFM das dozgens de IgG (A), IgG2a (B), IgG1 (C) e IgE (D) especificas
a0 extrain potéEco de amendoim, nos gopos contmles (W, D o 1} & axpoamental ( + D) Os
dados siomryresontativos de 2 cxpaimentosindependentes I densadade éptica * p< 005
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4.4.4. Papel de citocinas na imunomodulacéo da iafhacao intestinal induzida

por antigenos alimentares em animais deficientes die-4

Para se estabelecer o papel da citocina IL-4 magpaia do processo inflamatorio
intestinal, e a modulacdo da inflamagcdo por outrdscinas frente aos antigenos
alimentares, animais C57BL/6 IL-4 KO foram submesicho protocolo de imunizacgéo e,
apos 30 dias de desafio, segmentos de jejuno fordetados e embebidos em meio de
conservacdo de RNA. Apos extracdo de RNA e contedgd cDNA, as amostras dos
grupos experimentais e controles foram submetidasagdes de Real Time PCR para
guantificagdo de mensagens para citocinas, atdevésilizacdo d@rimersespecificos e o
sistema SYBR Green.

N&do foram detectadas diferencas relevantes de ss§mwede RNAmM para as
citocinas TNFa (Figura 21A), IL-5 (Figura 21B) e IL-12 p40 (Figu21C) entre 0S grupos
analisados. Os resultados demonstraram tendénciaua@nto de mensagens para as
citocinas IFNy e IL-10 nos tecidos dos animais expostos ao anwenai® alimentacad) e
| + D (Figura 21D e 21E). Ainda, de forma semelhantegdasnos aumento de expresséo
do gene da citocina TGEF-nos camundongos submetidos a dieta com amendairB(po
dias consecutivos, estatisticamente significativanglo comparamos os grugosD vs NI

el + D vsl (Figura 21F, p < 0,05).
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Figmra 21. Expresxio de mENA de atoaonas no mtesting de ammaes 114 KO mmmeadns &

desafiadns oo as somentes de amendnim  Cammidmngns CS7BLYS L4 KO foam immizados
& expoatos 35 sementes de amendnim por 30 &as consecnfivos Apés este paiods, segmentes de
jejumn fmam coletadns dos gropos contnides (M7, D & T} e expemmentl (7 + D) e embebidos em
meio de cosavagie pm RNA. As amestas fimam pcesaidas ¢, apis cxmgio do RKNA ¢
ctmfecgin de cDNA, foam malizaths magies de Real Time FCR wfikzando se primers
especificos para detecgio de menmgens para THF-: (A), IL5 (B), IL12 p40 (C), IFN.y (D),
IL10 (E} ¢ TGE (F} Os msultados ayarscontades indicamn o3 vabmes da média + EFM da
itensidade de expressin de mEMA para o gene alve, nemakzade pela expessio do gene
ctmstitntive 5-acina Os dados sio rpesentatives de 3 cxpamentosindependentes * p<D 05,

T
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4.5. Papel de IL-10 na modulacéo da inflamacéao irgénal induzida por

antigenos alimentares

Apbs caracterizacdo do novo modelo de inflamactestimal e definicdo do papel
exercido por células B e pelas citocinas N-M-1L-4 na patogenia e modulagdo deste
processo inflamatério, finalmente analisamos a wnegulacdo da inflamacéo intestinal
induzida por antigenos alimentares através dazag#io de camundongos IL-10 KO

submetidos ao protocolo experimental ja descrito.

4.5.1 Variacdo de peso dos animais IL-10 KO

Ao contrario da evidente perda de peso observasaamundongos selvageins
D, camundongos IL-10 KO submetidos ao protocolondeigdo da doenca e os controles
expostos a dieta com amendoiD) @presentaram, surpreendentemente, ganho de peso n
decorrer do periodo experimental, embora este géafitea sido menor que aquele dos
animais controledNI e | (Figura 22A). Os animais imunizados com ERA danharam
significativamente mais peso que aqueles imunizaddssafiado$ + D, no 30° dia de
desafio, em relagéo ao 1° dia de introducdo da dah amendoim (Figura 22C, p < 0,05).

De forma similar ao consumo de amendoim dos anithadsKO, os camundongos
deficientes de IL-10 apresentaram aumento iniGalngestdo das sementes, seguido por
gueda e estabilizagdo na quantidade consumidasearda de desafio (Figura 22B). Estes

dados foram semelhantes para ambos os grupos sdbsnedietaD el + D.
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Figmra 12 Vaxiacse de pezo domnie o paricde de smmzacie com EPA e apis desafic com as

semenites de amendem  Camnddngens CSTBL/S firam swemzaios & expostos 3 dieta excheava

cEn somentes de amendem por 30 &as consecontives. Oz graficos reprezentam 2 médea + EFM

do aemenin oo penla de peso (A), gue i reesterio semanalmente: e, apiz 30 das de et

cEmpanide ae 17 &a de apescie 3x sementes de amedem (O nos goopos centmles AT Dele

cxpenmental F + D Em (B), consems daz somenfes e e cxposins ae amendem na

almentacio O dados 5o reyesentativoes de 2 expamnenios mlependentes * p-< 0.05.
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4.5.2. AlteragBes histopatoldgicas no intestino @mimais IL-10 KO

Para avaliacdo da presenca ou auséncia de alteragiiéologicas na arquitetura
intestinal de camundongos IL-10 KO submetidos amtogolo de inducdo de doenca
intestinal, segmentos correspondentes ao duodefjuyoj ileo e célon dos animais
experimentais e controles forma coletados e pradesspara analise histopatologica.

Foi observada presenca de infiltrado inflamatoedema e deformidade das
vilosidades intestinais, em especial do jejuno e® itlos camundongos imunizados e
desafiadod + D (Figura 23). Além disso, os resultados mostrarambem congestao no
interior das vilosidades do jejuno do grupo comtidle em por¢cdes de jejuno e ileo do

grupo experimentdl+ D (Figura 23).
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Figura 23. Inflamacaointestinal moderada é induzida no grupo experinhedgficiente de 1L-10
imunizado e desafiado com as sementes de amen@ipnocesso inflamatério foi induzido nos
animais C57BL/6 IL-10 KO apd6s imunizacdo e expasigd8 sementes de amendoim por 30 dias
consecutivosl(+ D). Os grupos controled(, D e |) foram submetidos a diferentes protocolos, na
presencga ou auséncia de imunizacéo ou dieta comdaine Segmentos intestinais correspondentes
ao duodeno, jejuno, ileo e cdlon foram coletadeadbs em formaldeido a 10% em PBS, incluidos
em parafina e os cortes corados por hematoxilisarao Observa-se presenca de infiltrado
inflamaté6rio, edema e deformidade das vilosidadesstinais eml + D (*). Nota-se também
congestdo no interior das vilosidades do jejungrdgo controleD e em porgdes de jejuno e ileo do

grupo experimentdl+ D (seta). Aumento original: duodeno, jejuno e i&@X; cdlon, 10X.
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4.5.3. Participacdo de anticorpos na imunomodulacada inflamacéo intestinal em
animais deficientes de IL-10

Foram demonstrados o0s papéis patogénicos e/ou tanpmde protetores das
imunoglobulinas produzidas em resposta as imune&a¢dm EPA, nos diferentes animais
experimentais estudados até este momento. Emdissta, decidimos investigar a provavel
participacdo dos anticorpos na patogenia ou modalda inflamacéo intestinal induzida
por antigenos alimentares na auséncia de IL-1& ®§rcamundongos IL-10 KO foram
submetidos ao protocolo experimental de inducdoddenca e o soro coletado para
dosagem dos anticorpos.

Como visualizado na Figura 24A, camundonpbed + D IL-10 KO respondem as
imunizagbes com EPA produzindo anticorpos IgG, neagnca ou auséncia de desafio. Esta
producdo € estatisticamente significativa quandopawvada aos grupos de animais nao
imunizadosNI eD (Figura 24A,1 vsNI, I vsD, 1+ D vsNI, | + D vsD, p < 0,05). Além
disso, resultados demonstraram que a producéo @eatgi-EPA foi nitidamente mais
elevada nos animaise | + D IL-10 KO do que nos camundongb® | + D selvagens
(Figura 8A).

Dentre as subclasses de IgG produzidas, observiaainas deteccao de IgG2a ém
+ D (Figura 24B, resultado n&o significativo quando pamado aos controles IL-10 KO) e
alta producgéo de 1gG1 nos animais imunizddes+ D (Figura 24CJ vsNI, I vsD, | + D
vsNI, 1 + D vsD, p < 0,05). A producéo de IgG1 anti-EPA foi tambésivelmente mais
elevada nos animaise | + D IL-10 KO do que nos camundongb® | + D selvagens
(Figuras 8D e 26).

A deteccdo de IgE em resposta as imunizacbes corA P também

significativamente aumentada nos grupos imunizadagresenca ou auséncia de desafio
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(Figura 24D, vsNI, I vsD, 1 + D vsNI, | + D vsD, p < 0,05). Mais uma vez, a producao
dessa imunoglobulina, assim como as outras, excagaoducdo nos animais selvagens

(Figuras 8D e 26).
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Figmra 24. Detecgiic de anficmpos eqpecificos 2 EPA em ammais deficientes de 1110 cxpostos ¢
0o exposins 2¢ anendeim. Cammdmges CS7BL/S IL 10 KO faam immizados « suamefidos 3
dicta cum somentes de amendoim poa 30 das conseontives. Apés este pexiodo, foam sacificades ¢ o
sangne coletado para obtengio de sow & quantificagio de ammmoghobolinas Os grificos mpresentam a
meika + EFM das dosagens de IgG (A), 15G2a (B), IgG1 (C) ¢ IgE (D} especificas ao eximin puttce
de amendeam, nos gopos cuntdes (W D e J} ¢ cxpoimental (7 + D). Cs dados sio roarsentatives
e 2 expementosindependentes DO- densidade éptica * p< 0,05
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4.5.4. Papel de citocinas na imunomodulacéo da iafhacao intestinal induzida

por antigenos alimentares em animais deficientes die-10

Com o intuito de se estabelecer o papel de citecima patogenia e
imunomodulacdo do processo inflamatorio intestinal auséncia de IL-10, animais
C57BL/6 IL-10 KO foram submetidos ao protocolo ageunizacdo e, apdés 30 dias de
desafio, segmentos de jejuno foram coletados e ladd®e em meio de conservagédo de
RNA. Apoés extracdo de RNA e confeccdo de cDNA, m®stras foram submetidas a
reacOes de Real Time PCR para quantificacdo deagens para citocinas, através da
utilizacdo deprimersespecificos e o sistema SYBR Green.

Os resultados demonstraram expressdo aumentada4ded jejuno dos animais
IL-10 KO do grupo experimentdl+ D, estatisticamente significativa quando comparada
ao controleD (Figura 25A, p < 0,05). Observou-se também aumeigaificativo na
deteccédo de mensagens para IL-5 nos anilmald quando comparados aos contrdigse
D (Figura 25B, p < 0,05). Nao foram detectadas eifeas de expressdo de RNAm para as
citocinas IFNy (Figura 25C) e IL-12 p40 (Figura 25D) entre ospgs experimentais e
controles IL-10 KO. Além disso, foi demonstrada onagéxpressdo do gene da citocina
TNF-a no intestino dos animais controlBl, estatisticamente relevante em relacdo aos
camundongos imunizaddse imunizados e desafiadbs- D, onde houve diminuigdo da
expressdo de RNAm para essa citocina (Figura RbkEs| eNI vs| + D, p < 0,05). Os
dados relativos a producdo de mensagens para3T@éstraram que, embora ndo tenha
sido estatisticamente relevante, houve tendénciauatento da expressdo dessa citocina

nos animais deficientes de IL-10 submetidos ao doienna dietd el + D (Figura 25F).
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Figmra 15. Expressin de mENA de ctocnaz noe ntestnn de ammas 1110 KO
mzadns ¢ desafodes com 2z sementes de amenvdiem. Camendengms C57EL/S IL-10
EC feam smemzalos e capostos 33 zementes de amendosmn por 30 das consecnfives.
Apis este perinds, sepmentos de jejone fomn coletadns dos gopos contiles (W7, D e 7}
e expenmenial (7 + 1) ¢ embelidoz om mee de omsavacio pam EMA Az amnsivas
fmam pocesalbs e, apis extragio do KNA e confecglio de cDNA, fimam reakzadas
reagies de Eeal Teme PCE nlitczanddn g2 prisers especificos para deteccSo de mensagens
pama IL-4 (A}, IL -5 (B), IFN-y (C), IL-12 pd0 (D), TNF-: (E} e TGEf (F} Os resultados
apesentains milicam os valmes da média + EFM da mtensuta de de expressiio de mENMA
pac o gene alvo, nemalkeade pela expressio do pene constitotive S-ading Oz dados Se

epesentativos de 2 cxpenmentos mddependentes * p 05, 87
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4.6. Comparacao da variacado de peso, producédo deunoglobulinas e expressdo de
RNAmM no intestino de camundongos imunizados e desados| + D - selvagens (WT),
B KO, IFN-y KO, IL-4 KO e IL-10 KO

Para melhor visualizagdo dos resultados obtidot rtesbalho e com intuito de
realizarmos comparacdes entre os diferentes gagpoamundongos avaliados, alguns dos
resultados mais relevantes para entendimento daopatologia da doenca foram
selecionados e analisados em conjunto frente &é&wddo processo inflamatdrio intestinal.

Como observado na Figura 26A, houve perda de pesoamria dos camundongos
imunizados e submetidos a alimentacdo com amendBoréem, esta perda foi mais
marcante nos animais IFNKO | + D em contraste ao visivel ganho de peso nos
camundongos deficientes de IL-4 e IL-10.

Ao avaliarmos a producdo de imunoglobulinas fremtiEnunizacdo com EPA e
desafio com amendoim, notamos nitida diminuicadg8eantigeno-especifica no soro dos
animais IL-4 KO quando comparados aos selvagenseWe&ficientes de IFN-ou IL-10
(Figura 26B, p < 0,05). Observamos ainda aumentatisticamente significativo desses
anticorpos nos animais IL-10 KO em relacdo ao gadgfaiente de IFN¢ (Figura 26B, p <
0,05). A producdo de IgGl também foi significatieart® mais baixa nos animais
deficientes de IL-4 em relacdo aos demais (Fig@@, 2 < 0,05), além de aumento
significativo no soro dos camundongos IL-10 KO glaromparados aos WT (Figura
26C, p < 0,05). Embora tenha havido tendéncia aweato de producdo de IgG2a nos
soros dos animais IL-4 KO + D, essa diferenca ndo foi estatisticamente sigtiN@a

(Figura 26D).
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Ao avaliarmos a expressédo de IL-5 nos tecidos dfesedtes animaid + D,
observamos tendéncia ao aumento de transcritoamiosis deficientes de células B sem,
no entanto, ter havido diferenca estatistica nagakacao (Figura 26E). Por outro lado, a
expressdo de RNAm para IL-4 foi nitidamente magvaila nos segmentos de jejuno dos
camundongos WT + D, estatisticamente significativa quando comparamademais B
KO, IFN-y KO e IL-10 KO (Figura 26F, p < 0,05). A deteccdrdensagens para IL-12
p40 foi também significativamente mais elevadateoglos dos animais B KO em relagéo
aos demais (Figura 26G, p < 0,05). Da mesma folnmaye maior producéo de transcritos
para IFNy em B KO quando comparados aos animais WT e IL-O0(Rigura 26H, p <
0,05), seguida por tendéncia ao aumento de expredssisa citocina nos segmentos
intestinais de camundongos IL-4 KO imunizados eafigdos com amendoim. (Figura
26H). A expressdo da citocina pro-inflamatoéria TélFei visivelmente mais elevada nos
animais selvagens WT + D em relacdo aos demais, corroborando com os dados
histopatoldgicos ja apresentados (Figura 261, p05%)0 Por outro lado, ocorreu a baixa
deteccdo de RNAm para IL-10 em WF D, em contraste ao aumento das mensagens nos
tecidos dos animais deficientes de células B, isStaimente significativo quando
comparado aos WT e IL-4 KO (Figura 26J, p < 0,88¢m disso, detectamos pequena
tendéncia ao aumento dessa citocina nos camundoingo&O e IFNy KO em relagéo
aos selvagens, porém esse aumento ndo foi estatistte significativo (Figura 26J).
Finalmente, embora a deteccdo de mensagens pard T€&fa sido visivelmente menor
nos grupos de animais WT e IL-10 KO, essas difa®mgdo foram estatisticamente

significativas quando comparadas aos demais (FRfK
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Figmra 26: Conpanagie i vaiagio de pese, producio de ammoglobulinas no sew ¢ axpressio de RNAm para
citocinas no intesting de cammdnges immizados ¢ desafiados - 7+ D - sclvagens (WT), B KO, IRV KO, IL4
KO & IL 10 KO apis 30 dias de dists com amendam Os grifices indicam oz valees da méda + EFM da
peconagem de amnento v dmEmicio de pese ne 30° & de desafio em redagio a0 1% da de cxposicio 3s somentes
(A prodngSio de IgE especifica ac EFA (B), IgGl (C) IgG2a (D). expaessiio de menzagens pam IL-5 (EX IL-4 (FY
1L 12p40 (G, TRN-y (H), TNF-o: (I IL-10 (B} TG (K} p<005. 90
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5. Discussao

A extensa superficie do epitélio intestinal perrpitecessos de secrec¢do, absorcéo e
digestdo efetivos que representam funcdes vitaia paorganismo. No intestino, uma
resposta imune agressiva contra microorganismosmesas ou peptideos ndo proprios
como antigenos alimentares pode ser potencialnpegjedicial e desencadear desordens
imuno-inflamatdérias destrutivas.

Uma barreira mucosa intacta, uma resposta imurne @fativa e um sistema imune
adaptativo tolerante poderiam contribuir para argmedo de respostas imunes adversas a
antigenos alimentares. Estes mecanismos, acompanitzd flora bacteriana intestinal
representam um complexo sistema de homeostasiaidasen Quando estes mecanismos
falham, os componentes alimentares exercem um papshl direto ou podem contribuir
para a perpetuacdo do processo inflamatorio cr@ecmucosa em algumas doencas como
alergia alimentar, doenca celiaca e DIl (SEIBOLDQZ). Apesar do grande progresso no
entendimento dos mecanismos imunolégicos envolveestas patologias, 0s eventos
iniciais que levam aos distlurbios imunes com coiset doenca gastrintestinal ainda
permanecem obscuros.

Uma grande barreira para o avanco no entendimentwoheostasia de mucosa e
das respostas imunes patogénicas no intestinouéémaa de modelos de estudo animais
gue reproduzem, com fidelidade, o desenvolvimeisiolégico do processo inflamatério
intestinal. Neste trabalho, desenvolvemos e caraateos um novo modelo murino de
inflamacao intestinal no qual a quebra da tolegni@ mucosa € induzida por proteinas
alimentares alergénicas das sementes de amendoim.

A alergia alimentar, em especial alergia a amengd@num distlrbio imuno-

inflamatério comumente reconhecido como uma reagiala mediada por IgE apés a
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ingestao ou inalacdo de proteinas de amendoim (FTRIO5). Entretanto, a primeira via
de sensibilizacdo ainda ndo é bem estabelecid@ndodser por outras vias diferentes do
trato gastrointestinal (STRID, 2005). Além dissahe-se também que as DIl sdo processos
inflamatérios crénicos de longa duragcdo, que acemeh mucosa intestinal. Por estes
motivos, 0s animais utilizados na caracterizac&selenodelo foram desafiados com a
ingestdo ininterrupta de sementes de amendoim,3Podias consecutivosd libitum.
Dessa forma, foi induzido o processo inflamatorianico apos primeiro encontro com 0s
antigenos por imuniza¢des subcutaneas com ext@itEiqp de amendoim (EPA).

A alergia a componentes alimentares é relativamfeadgiente e pode ser perigosa
devido a possibilidade de ocorréncia de reacoedil&itms. O amendoim Arachis
hypogaea pertence a familiaeguminosa€FRIES, 1982). As proteinas Arah 1, Arah 2 e
Ara h 3 sdo consideradas os maiores alérgenossdess@ntes (BURKS et al., 1991;
BURKS et al., 1992; BURKS, 1998), seguidos por paknos dezesseis outras proteinas,
qguatro delas oficialmente denominadas Ara h 4,/A& Ara h 6 e Ara h 7 (KLEBER-
JANKE, 1999). Em nosso modelo, as proteinas utiisaforam, primeiramente, extraidas
das sementes de amendoim e submetidas a eleteferesgel de poliacrilamida para
permitir a andlise do perfil eletroforético das mas previamente as imunizacfes. Foram
detectadas proteinas com peso molecular aparentlarsaquelas ja descritas como 0s
alérgenos do amendoim Ara h 1, Ara h 2 e Ara h QRRELMANN et al., 2004). Estas
proteinas sdo normalmente reconhecidas pela mailmsapacientes alérgicos a essas
sementes, e sao possivelmente responsaveis pelegdmddos principais sintomas
observados em pacientes com reacdes de hiperdiglasiei (KOPPELMAN et al., 2001,

KOPPELMAN et al., 2004).
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Uma das barreiras para inducao de processos inflaosintestinais em modelos
animais € a ineficiéncia da administracdo oral ddganos protéicos solUveis para a
inducdo de respostas de hipersensibilidade, ja agwministracdo oral de antigenos
normalmente resulta na tolerancia imunolégica (MERLet al., 1992). Em vista disso, 0s
camundongos foram imunizados por via subcutaneaE®A e depois desafiados através
da exposicdo cronica as sementes, com o intuitdedenvolvermos um modelo murino
fisiologicamente relevante de inflamacdo intestimabnica induzida por antigenos
alimentares. A imunizacdo destes animais induzippstamente, o reconhecimento dos
antigenos pelo sistema imune e a quebra do estatiedancia as sementes apos desafio
com ingestao repetitiva das mesmas. Estes antiggunasdo introduzidos por via oral, e
ndo mais tolerogénicos, podem ter gerado respostael exacerbada do hospedeiro contra
as proteinas de amendoim, visualizada claramecaeageterizada pelo desenvolvimento da
inflamacéao intestinal nestes animais.

O primeiro sinal clinico de inflamagé&o intestindlservado foi emagrecimento dos
camundongos alimentados com amendoim. Esta pergastepode ter sido consequéncia
da ma absorcdo de nutrientes naqueles animais uas fouve o desenvolvimento da
doenca ou até mesmo resultado de intoleranciaesgialalimentar ao amendoim, ja que
este é um alimento altamente alergénico (KOPPELMABRI., 2004) e foi a Unica fonte de
alimentacdo dos animais durante a fase experimeetalesafio. E importante destacar
também que esses camundongos (selvagens) passarajeitar as sementes apos a
segunda semana de desafio, o que também podetimmdator causal para a perda de peso
observada, aliada a possivel auséncia de alimentagécionalmente equilibrada, quando
alimentados exclusivamente com amendoim. Este dilfato justificaria a perda de peso

dos animais ndo imunizados porém alimentados pdigé@com amendoim.
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Os anticorpos IgG1 e IgE foram detectados nos asimmanizados com o extrato
protéico, quando comparados aqueles imunizadosaapeam PBS e adjuvante, em
contraste a baixa deteccao de IgG2a. Estes ressiltaido de acordo com aqueles obtidos
por KOPPELMAN et al. (2004), onde foram detectadlbss indices de IgE em pacientes
expostos ao amendoim. Adicionalmente, a presengatilsorpos protetores em resposta a
EPA também demonstrou ser importante na regulagdesposta imune de mucosa, visto
gue a tendéncia de diminuicdo de IgA no maceradantistino dos camundongos
alimentados com amendoir® €1 + D) poderia estar relacionada a facilitacdo da induca
da doencga, ja que é sabido que anticorpos IgA ardigspecificos sdo diminuidos no
intestino de camundongos em outro modelo de alalgizentar j& descrito (FROSSARD
et al., 2004).Sendo assim, € possivel entdo que a diminuida gietede IgA nos
camundongos$ + D possa ter facilitado a entrada dos antigenos dmdoim na lamina
prépria e, conjuntamente a outros fatores, levatksposta exacerbada do sistema imune.
Estes dados sugerem que a inflamacéo intestinalzit@ por amendoim pode ser
compativel com um quadro de alergia alimentar iftbuapos quebra de tolerancia a essas
sementes.

Apesar da perda de peso observada em ambos oss@ued + D, apenas 0s
animais previamente imunizados com EPA e desafiajfpgsentaram caracteristicas
histopatoldgicas compativeis com quadro de infl@oaptestinal. As alteracdes foram
observadas principalmente no intestino delgadojdoegssencial para absorcdo de
nutrientes, como proteinas. Em modelo similar HSI&Hal. (2003), mostraram que
exposicdo prolongada a ovalbumina seguida por idesafl resultou também em
alteracfes histopatoldgicas no intestino e pulntfiiss camundongos em experimentacao,

assim como elevados niveis de histamina no plasma.
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A mucosa intestinal utiliza varios mecanismos conolgetivo de proteger o
hospedeiro contra respostas imunes agressivasséitaornes luminais. Estes mecanismos
incluem uma resistente barreira fisica, presencarm#mas que alteram a natureza dos
antigenos, producao de anticorpos secretoriossemga de células reguladoras especificas
capazes de controlar o processo inflamatorio (LLBFRANCOIS, 2004). Em nosso
modelo, esta grande variedade de mecanismos pesetéo foi suficiente para impedir a
guebra da tolerancia de mucosa induzida por amendBstes antigenos levaram ao
influxo de células inflamatérias que, apos ativagchodem ter liberado mediadores
responsaveis pela patogénese da inflamacdao irgkestinquestéo.

Sendo assim, o préximo passo foi quantificar etiiear a populagéo de leucdcitos
presentes no processo inflamatério no intestingadiel. Embora os animais do grupo
experimental + D tenham apresentado trés a quatro vezes maissédalaperadas que 0s
controles, apoOs digestdo enzimatica dos tecidospdssivelmente maior infiltrado
leucocitario), ndo foi detectada presenca abundémiefécitos T. Isto pode ter ocorrido,
principalmente, porque esta analise ndo envolvaaleta de linfonodos mesentéricos, onde
poderia haver maior presenca dessas células poo $eral onde a resposta imune é
elaborada.Ainda, ¢ sabido a ocorréncia de células C@B4mais frequente no colon,
enquanto CDB8 predominam no intestino delgado (SEIBOLD, 1998m nossos
experimentos, evidenciou-se, principalmente, agmes de células CD8células NK,
células dendriticas, eosinofilos ativados e lirtiigi B no intestino delgado de
camundongos imunizados com EPA e desafiados comndeside amendoim.

Considerando-se que as células CB& constituem em uma das mais importantes
populacdes dentro dos linfocitos intraepiteliais epitélio do intestino delgado

(CHEROUTRE, 2005), sugerimos que estas células rzodeestar envolvidas no
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desenvolvimento da resposta inflamatoria no imestie camundongos imunizados e
alimentados com as sementes de amendoim. Os bitd6EiCD8 sdo reconhecidos como
citotoxicos e ja foi demonstrado que o numero dé&ditos intraepiteliais expressando
granulos de citotoxicidade como granzimas e perésrié aumentado em bidpsias de
pacientes com enteropatia associada a leite de evaa pacientes com doenca celiaca
(AUGUSTIN et al., 2005). Estes dados justificariarpresenca aumentada das células
CDS8' no intestino dos animals+ D. Adicionalmente, estudos recentes demonstraram que
estas células sdo também capazes de respondégenastexdgenos produzindo citocinas
de padrdo Th2 como IL-4, IL-5 e IL-13, contribuindgssim diretamente para o
desenvolvimento de respostas alérgicas (SCHALLERI.e2005). Com base no fato de
gue as sementes de amendoim sdo potenciais alérgse trabalho sugere que o aumento
da porcentagem de células CD® tecido inflamado poderia, ainda, estar relamionao
processo inflamatério supostamente alérgico indupior amendoim. E interessante notar
gue a porcentagem de células dendriticas nos siéidaflamacéo foi também elevada e
estas células, assim como linfécitos T, podem e&sgarea molécula C@B na sua
superficie, sugerindo a possibilidade de que pdatepopulacio CD8encontrada no
intestino poderia ser de células dendriticas espreto 0 mesmo antigeno de superficie que
linfocitos T CD8 (ANJUERE et al., 2004).

Sabe-se que a maneira pela qual o antigeno € af@seao sistema imune é
também um fator crucial que controla o estabelecimalo estado de tolerancia ou
imunidade, e evidéncias indicam que, neste estegdtylas dendriticas (e também
macréfagos CD11Ibh dados ndo mostrados) foram as principais céapassentadoras de

antigeno (APC) envolvidas. CHIRDO et al. (2005),streram que o englobamento de
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antigenos pelas células dendriticas na lamina ipréptestinal exerce papel central na
inducdo da tolerancia oral a proteinas proveniedtesalimentacdo, e que este estado
“quiescente” das células dendriticas € mantido fptwres como PGEou TGFS no
microambiente local. Em nossos estudos, nao fabebtcido o estado de ativacado ou
qguiescéncia dessas células, porém propomos queesenga aumentada de células
dendriticas no tecido intestinal dos animais expenitaisl + D, associada a diminui¢do de
TGF{3 (visto posteriormente), estd de acordo com o digteeste ter se tornado um sitio
mais inflamatério, visto que estas foram, possieslta as células envolvidas na captura e
apresentacdo dos antigenos de amendoim para@stsfT durante o desenvolvimento da
resposta imune patogénica. Em 2004, CHAMBER ala&honstraram que a transferéncia
adotiva de células dendriticas de camundongos ¢emgia alimentar para animais “naive”
induziu producao de IgE mesmo na auséncia de pwstizsafio com o antigeno. Este fato
demonstra, mais uma vez, a provavel participacdcétidas dendriticas na indugédo do
processo inflamatério supostamente alérgico em onagssdelo. Células dendriticas
derivadas do tecido gastrintestinal de camundor@sgicos sdo também resistentes a
apoptose mediada por células T, em comparacgéao teolesnnéo alérgicos (MAN et al.,
2004). Embora também nao tenhamos analisado asethde apoptose, este fato poderia
justificar, mais uma vez, a presenca aumentadaétidas CD11BCD11¢ em nosso
modelo. Além disso, nossos resultados estdo ded@coom relatos anteriores onde
camundongos imunizados com proteinas de amendomsegaram recrutamento de
macrofagos para o pulmao apos desafio oral ou sasalas mesmas proteinas (FISCHER

et al., 2005).
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Pouco se sabe sobre a participacao das célulasrNitacessos alérgicos (AKTAS
et al., 2005). Em 1998, PERITT et al. descreveratifesienciacdo de células NK humanas
nos subtipos NK1 e NK2, sendo as ultimas produtdeasitocinas Th2 como IL-5 e IL-13.
Neste trabalho, foi observada elevada porcentageneldlas NK no intestino delgado de
animais de ambos 0s grupos imunizados com ERA+ D, além de alta expresséo de IL-
13 eml + D. Estes camundongos também apresentaram produsdondaoglobulinas
IgG1 e IgE especificas a EPA, sugerindo que asaseNK encontradas poderiam ser do
fendtipo NK2 sendo responsaveis, pelo menos ene,ppelo quadro alérgico observado
nesses animais (KATSUMOTO et al., 2004). Ainda, mesultados obtidos estéo
parcialmente de acordo com estudos prévios que r#raocam o papel de células NK na
modulagéo da resposta de células B e na producaetiderpos, além da sua capacidade de
interagir diretamente com linfocitos B e/ou prodwiiocinas que regulam a diferenciacdo
desses linfocitos e mudanca de classe de imundiglebu(SATOSKAR et al., 1999;
AKTAS et al., 2005). Além disso, as células NK dtaelas poderiam ser as responsaveis
pela producdo de IL-13 e pela imunopatologia imektobservada erh+ D, visto que
células NK intraepiteliais sdo capazes de prodlizit3, sendo responsaveis pela lesdo
tecidual no intestino de camundongos infectados nematodeos (McDERMOTT et al,
2005).

Linfocitos B de camundongos SAMP1/YitFc, importantedelo animal para
estudo de doenca de Crohn, sdo capazes de senamobf bloquear a acdo de células T
reguladoras (Tregs) contribuindo, dessa forma, paexacerbacdo da ileite observada
nesses animais (OLSON et al., 2004). Neste modaelomportamento das células B parece
ser devido a expressdo de GITRL e sua interacdo @dBITR presente nas ceélulas

reguladoras, levando a inibicéo da funcéo das Tag@3D4" (OLSON et al., 2004).
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Nossos resultados indicam uma grande populacidnttieitos B (CD19) no
intestino de camundongos imunizados e desafiadossementes de amendoim, associada
a baixa expressdo do fator de transcricdo espegifica Tregs, Foxp3. Além disso, foi
visualizado infiltrado plasmocitario no interior tiamina propria dos animais do mesmo
grupo experimental. Estas células apresentavanculeti endoplasmatico rugoso
evidenciado com cisternas dilatadas, indicativaalie producdo protéica. A presenca de
plasmdécitos e linfécitos B no infiltrado inflamaiidesses animais sugere mais uma vez a
participacdo relevante de células produtoras deapbs e seus produtos na patogénese da
inflamacao intestinal induzida por amendoim.

Eosinodfilos sdo células cuja uma das principaigdes é participar de processos
alérgicos mediados por IgE, causando, possivelmelaeo tecidual e imunopatologia
(LAMPINEN et al., 2004; WILSON et al., 2005). Dedagrande nimero de doencas esta
associado a eosinofilia, como asma, rinite alérgilteencas atdpicas da pele, sindrome
hipereosinofilica idiopatica e doenca inflamatdngestinal (MAKIYAMA et al., 1995;
SILBERSTEIN, 1995)A ativacdo de eosindfilos pode levar a geracaong@aavariedade
de citocinas e quimiocinas pré-inflamatoérias, cding, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF,
TNF-a, RANTES, MIP-Ir, VEGF e eotaxina, sugerindo sua potencial pad@@p na
modulacéo da resposta imune (KITA, 1996).

Com base nesses dados, avaliamos a participacdeosinéfilos no modelo
apresentado e verificamos que estas células podésiabém exercer importante papel na
inflamacédo alérgica intestinal, jA que elevadosisivde IgE haviam sido detectados nos
animais imunizados com EPA. Os resultados demaastrgue camundongos imunizados

| el + D apresentavam grande influxo de eosindéfilos nostirte. Estes dados estdo de
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acordo com SALINAS et al. (2006), onde foi obsesavadimportancia da participacdo do
infiltrado eosinofilico na patogenia de colite giéa em criangas recém-nascidas
alimentadas exclusivamente com leite materno. Aindgevado niumero dessas células no
intestino poderia ser indicio de sua participacaodestruicdo tecidual e na resposta
alérgica induzida por amendoim. Concomitantemestiservamos aumento expressivo de
mastocitos de submucosa ém D, sugerindo que a inflamacéo intestinal induzidia pe
imunizagdo seguida por desafio, via oral, com séesede amendoim, pode ser mediada
também por infiltrado de mastdcitos, acompanhadprdeavel liberacdo de mediadores e
citocinas como TNF, além de desgranulacdo mediada pela ligagdo dadgEntigenos
de amendoim e aos mastocitos no sitio inflamat¢8dOTEN et al., 2005). Esses
resultados estdo em concordancia com aqueles mhostpor RIJNIERSE et al. (2006),
onde foi observado o relevante papel de mastoeittss citocina TNFex por eles produzida,
na patogénese da colite experimental induzida pérdhitrobenzeno. Ainda, concordando
com os resultados obtidos em nosso trabalho, noelmoexperimental descrito por
SALDANHA et al (2004), camundongos que foram imaias com ovalbumina (OVA) e
desafiados por via oral com uma solucdo de OVA Boilsemanas consecutivas,
apresentaram infiltrado inflamatorio intestinal c@mesenca de eosindéfilos e mastocitos
apos desafio. Foi observado também aumento da gdodde muco pelas células
caliciformes além de elevados niveis de IgE e Ig@koro desses animais em resposta a
ovalbumina. Em nossos experimentos, 0 aumento ssipeede mastocitos de submucosa
em| + D concomitantemente ao maior numero de mastocitasumsa nos animais do
grupo D sugere que as distintas populacdes de mastocisos(tosa e de submucosa)

além de possuirem granulos de constituicdo quimipeoducdo de mediadores diferentes
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(KAMBE et al, 2004; LIU et al 2005), poderiam exarduncdes distintas na inducéo de
tolerancia oral ou doenca na alergia alimentar.

Tem sido mostrado que, assim como a migracao daaséinflamatérias para o
intestino, a modulacdo da doenca por fatores lilmsrgoor essas células € de grande
importancia para o desenvolvimento das DIl (STROB#Ral.,, 2002; DRAKES et al.,
2005; ELSON et al., 2005). Desse modo, tendo cobjetivo investigar a participacéo de
diversas citocinas, quimiocinas, receptores de iggimas e fatores de transcricdo
intracelulares na destruicdo tecidual presenteangsaisl + D, caracterizamos o padrédo
de expressdo de RNAmM dessas moléculas no intedbsocamundongos controles e
experimentais submetidos ao protocolo experimafgainducdo da inflamacéo intestinal
por amendoim. As analises foram concentradas emes#gs de jejuno devido as extensas
lesdes observadas nessa porgéao do intestino dedlgadmimais + D.

Neste modelo proposto, os altos niveis de exprads@NAmM da citocina TN
nos animais experimentdist D, como ja descrito anteriormente, demonstraramtades
pro-inflamatorio da mucosa intestinal apos desedim amendoim. De forma interessante,
animais do grupo control®, ndo imunizados porém alimentados exclusivameate c
amendoim por 30 dias também apresentaram altassgurelessa citocina, como detectado
por Real Time PCR. A presenca aumentada de @MB-intestino dos animais inflamados
corrobora com um modelo de ileocolite no qual alpgdo desregulada dessa citocina no
intestino resultou em resposta imune adaptativarnaso e patologia intestinal
(KONTOYIANNIS et a, 1999). Por outro lado, ao c@mio do grupo experimental,
camundongo® demonstraram alta expressdo de mensagens parg IFBF{ e IL-10,

confirmando o quadro de tolerancia alimentar indazpela administracdo continua dos
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antigenos por via oral (FROSSARD et al., 2004, MM®TO et al., 2005), e auséncia de
extensas lesdes teciduais, comolenD.

E sabido que respostas Th2 sdo essenciais parsenvidvimento de doencas
atopicas e que o fator de transcricdo Gata-3 ériape para expansao de células Th2 em
detrimento de Thl (LI-WEBER; KRAMMER, 2003; ZHU ek, 2004). Em concordéancia
com a alta producdo de IgG1l e IgE observadas,codoteinflamados demonstraram alta
expressdo de Gata-3, além de mensagens para esastdL-4 e IL-13, possivelmente
produzidas pelas poucas células T presentes ndotecipor células como mastocitos e
basdfilos, apos ligacdo cruzada com os antigenasng@doim e IgE (KELLY-WELCH et
al., 2005). Em contrapartida, embora IL-5 ja teslt descrita como uma das principais
citocinas presentes na inflamacao intestinal atargBAE et al., 1999), ndo detectamos
diferencas significativas na expresséo dessa cdamin nosso modelo, apesar do infiltrado
eosinofilico presente nos segmentos de intestifgade dos camundongadst D. Ainda,
estes animais apresentaram baixa expressdo de Ridanas citocinas de padrao Thl
como IL-12p40, 1L-23p19 e IFN- Esses dados estédo de acordo com VAN KAMPEN et al.
(2005), que descreveram modelo de inflamacéo ing#sth2 induzido por IL-4. Nessas
condicbes, os camundongos desenvolveram colitepémdiente de células T, embora
menos severa e de menor duracdo que aquela incaaidb-12. Adicionalmente, estudos
prévios relataram também a alta deteccdo de c#tsaomo IL-4 em contraste a baixa
producdo de IFNFem criancas com alergia alimentar, em respostaléogenos para 0s
quais elas haviam sido sensibilizadas, entre elamendoim (SCOTT-TAYLOR et al.,
2005). Por outro lado, os alérgenos de amendoimhAta Ara h 2, Ara h 3 e Ara h 6

podem direcionar a resposta a um padrdo misto Hi2lém um modelo de sensibilizacao
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oral com proteinas de amendoim e toxina coléricaJkW\et al., 2004). Os resultados
obtidos da caracterizacdo do nosso modelo estabétanparcialmente de acordo com
aqueles apresentados por HOGAN et al.,, 2000, oadmmdongos sensibilizados com
particulas antigénicas encapsuladas e desafiadosrai com o alérgeno desenvolveram
hipersensibilidade intestinal eosinofilica. Esseisnais apresentaram altos niveis de IgE e
IgG1 antigeno-especificas no soro e padrao destspb2, com producao de IL-4, IL-5 e
IL-13 no baco e linfonodo mesentérico, apos des#finda, houve desenvolvimento de
congestdo vascular, edema e infiltrado celular pheente no jejuno dos camundongos
desafiados, quando comparados aos controles. Al&vo,dBETTS et al.,, 2004
demonstraram que a exposicdo de camundongos @rmdérgle amendoim resultou em
estimulacéo seletiva de resposta imune de padrdo Th

Enquanto é amplamente conhecida a participacdaui@aginas e receptores de
guimiocinas nas DIl (MAZZUCCHELLI et al., 1994, GBER et al., 1997,
MacDERMOTT et al., 1998; UGUCCIONI et al.,, 1999; WEBOR; SWAIN, 2002;
D’AMBROSIO; PANINA-BORDIGNON; SINIGAGLIA, 2003), pacos estudos tém
mostrado os mecanismos de regulacdo do trafegeudéditos para o intestino na alergia
alimentar (NICKEL et al., 1999).

Surpreendentemente, em nosso modelo, a expresdabdlAim para a quimiocina
CXCL9 (Mig) foi aproximadamente dez vezes mais altzs animais imunizados e
desafiadod + D que nos controleBll, D el. CXCL9 € uma quimiocina normalmente
induzida pela citocina IFN-em sinergismo com TN&-e estd envolvida no recrutamento
de células NK e linfocitos T ativados para o sititamatério (DAJOTOY et al., 2004).

Recentemente foi demonstrado que quimiocinas coX®L@ podem induzir diversas vias
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de sinalizacdo, ao mesmo tempo em que o receptuidgocinas presente em eosinofilos
CCRa3, previamente identificado como potente recegoativacdo em eosinofilos, pode
gerar sinais negativos para essas células cas@ higacdo de quimiocinas como CXCL9
(FULKERSON et al., 2005). A alta expressdo de CXQldgle ter sido uma forma de
reacdo do tecido intestinal frente a extensa pmuag fatores patologicos do padrdo de
resposta Th2, além da tentativa de inibicdo do Ipdpe eosindfilos neste modelo. Além
disso, esta quimiocina pode estar envolvida tamb@modulacdo de respostas alérgicas
no pulméo através da regulacdo da ativacdo deciiofde do recrutamento de eosinofilos
(THOMAS et al., 2004). Também ja é sabido que axitnmulo com IFNy eosinofilos
sintetizam e liberam CXCL9 e CXCL10 (IP-10) e exys@m RNAmM para CXCL11 (I-
TAC). Neste caso, TNB-mas nédo IL-1 aumenta essa expressédo (DAJOTOY, &x0al4).
Outros trabalhos mostraram que a expressao de CY0A® ser induzida também por IL-4
(ALBANESI et al., 2000), inclusive exacerbando a&wniga em modelo de colite induzida
por transferéncia de células Thl (FORT et al., 20Binbora estudos futuros ainda sejam
necessarios para melhor elucidacdo do papel de @X@iLnosso modelo, sugerimos que
os eosinofilos presentes nos tecidos inflamado®rmoestar produzindo esta quimiocina
principalmente via inducédo de TNFe/ou IL-4, j& que ndo houve deteccdo expressiva de
IFN-y nesses tecidos nem presenca evidente de célufzedd® Thl, como normalmente
ocorre na presenca de CXCL9 (DAJOTOY et al.,, 20&mbora CXCRS3, receptor de
CXCL9, nao tenha sido altamente expresso nos teanflamados, esta quimiocina poderia
estar contribuindo para o recrutamento de céluld§, Nupostamente importante

reguladoras do processo inflamatoério intestinaliadio por amendoim.
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De forma interessante, embora tenhamos observadde@infiltrado de eosindfilos,
ndo foi detectada, nesses tecidos, alta expressa@@L.11l (eotaxina), quimiocina
responsavel pelo recrutamento de eosindfilos daewrm sanguinea para o sitio
inflamatério (KANG et al, 2005). Neste ponto, a ls®gda participacdo desta quimiocina
pode ter sido limitada pela técnica utilizada, wisjue Real Time PCR permite a
guantificacdo apenas de mensagens para determigades, e ndo verificacdo da proteina
produzida. E possivel que, embora ndo tenhamostddte expressio significativa de
mensagens para CCL11 apo6s 30 dias de dieta, lmsanca dessa proteina nos tecidos
inflamados, tendo em vista o infiltrado eosinofilipresente. Para confirmacédo desses
dados seria necessaria a avaliagdo, além da peedangroteina, da producdo de RNAmM
para CCL11 em periodos mais precoces, anterior&%dia de exposicdo as sementes.
Em contrapartida, sabe-se que pacientes com dogac&rohn ou colite ulcerativa
apresentaram niveis de CCL11 elevados no sorofilmointdo para as evidéncias da
participacdo de eosindfilos nessas patologiastinggs (MIR et al., 2002). Por outro lado,
€ possivel também que a presenca aumentada dédsias ©os tecidos inflamados seja
devida a presenca de outras quimiocinas como CRRABTES) (SPECHT et al, 2006) ou
até mesmo a citocina IL-13, também capaz de amsmdfilos para sitios inflamatorios
(HAMILOS et al, 1999; LARBI et al, 2003).

A severidade do processo inflamatorio induzidoguoendoim pode, ainda, ter sido
a consequéncia da diminuicdo dos mecanismos régokenvolvidos na homeostasia de
mucosa, como demonstrado pela baixa expressdo demRpara TGH e IL-10 no
intestino dos animais inflamados, visto a impori@raessas citocinas na regulacdo dos

processo inflamatérios de mucosa (SHI et al., 1¥ROSSARD et al., 2004). Estes
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camundongos também apresentaram baixa deteccdianderitos para Foxp3. De acordo
com HORI et al., 2003, pacientes com mutacdo nkdte de transcricdo possuem,
especificamente, auséncia de Tregs CD2%xibem doencas alérgicas caracterizadas por
eczema severo, altos niveis de IgE, eosinofilidesg@ alimentar. Além disso, células T
CD4'CD25" séo capazes de impedir o desenvolvimento de @stiteamundongos Scid ou
Rag 7, induzida pela transferéncia de células T GIBMSRE"" para estes animais
(MOTTET et al., 2003).

Em nosso modelo, a modulacdo da inflamacgéo ingdspior células reguladoras,
citocinas ou imunoglobulinas parece ser decisiva dicecionamento do quadro
imunopatolégico observado nos animais imunizadabneentados com amendoim. Nesse
sentido, buscando melhor esclarecer o papel désess na imunomodulagéo da doenca,
avaliamos o desenvolvimento da inflamacao intelstina animais deficientes de células B,
IFN-y, IL-4 e IL-10 frente a imunizacdo e desafio dosmgadongos com proteinas de
amendoim.

Com relacdo ao papel de linfocitos B observamosagumais B KO imunizados e
submetidos a dieta com amendoim perderam menosjpesos animais selvagens sem, no
entanto, diminuirem o consumo das sementes, derandet novamente a possivel
participacdo de IgG1 e IgE na imunopatologia dandaecAlém disso, mais uma vez existe
a possibilidade da perda de peso ser consequémciainth dieta nutricionalmente
desequilibrada oferecida a esses animais, jusitdica dificuldade de ganho de peso nos
animais nao imunizados porém também expostos aodwime na alimentacad. Ainda,

estes resultados demonstraram que a auséncia gedg#iora na mucosa intestinal poderia

também contribuir para indugéo de danos teciduaisamundongos deficientes de células
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B, como visto nas alteracdes morfoldgicas obses/adatodos 0s grupos experimentais e
controles B KO, principalmente com presenca de estd@ no interior das vilosidades.
Este papel protetor de IgA foi ainda mais visivehrdo analisamos segmentos intestinais
de animais B KO imunizados e desafiados com amandblestes tecidos, além da
presenca de congestdo, observamos deformidadeildsislades e pequeno alargamento
com diminuicdo da altura das mesmas, sugerindo racegso inflamatorio inicial nesses
animais, porém nitidamente inferior aquele encalatr@gos animais WT + D. Estes dados
nos permitem concluir que, além dos anticorposgéaticos IgG1 ou IgE, a auséncia de
IgA protetora poderia também levar ao desenvolvimeate inflamagéo intestinal em
camundongos B KO.

Em adicdo a impossibilidade da participacdo decarpgdos de padrdo Th2 no
desenvolvimento da doenca, verificamos tendénciauatento de expressdo das citocinas
IL-4, IL-5 e IL-10 nos segmentos intestinais dosrams B KOI + D ao compararmos com
os controles B KONI, D e l. Assim como os selvagens, os camundongos Bl KD
apresentaram padrao de resposta tipo Th2 quanaeesidbos ao protocolo de inducao da
inflamacdo intestinal por amendoim. Porém, ao coaip@s apenas 0S animais
imunizados e desafiados { D) WT e B KO, observamos que a inducdo da doenca na
auséncia de linfocitos B levou a diminuicdo da pgda de transcritos para IL-4 e TNE-
demonstrando o papel supostamente patogénico dedsamas e sua relacdo com a
presenca de linfécitos B na inducdo do quadro nmdk@rio nos camundongos selvagens.
Em contrapartida, na auséncia de células B e sedsitps, houve aumento da expressao de
IL-12, IFN-y e IL-10, contrabalancando o perfil de respostanenapresentado por

camundongos selvagens imunizados e desafiados smntigenos alimentares. Os
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resultados obtidos demonstraram a possibilidadmdeole desse processo inflamatério na
auséncia de células B, sendo sua presenca um dosesfaessenciais para o
desenvolvimento da doenca. Sendo assim, esses caafosnam novamente a hipotese da
participacdo de imunoglobulinas na patogénese dmgdoem nosso modelo. Ainda,
trabalhos demonstraram que a participacdo de séRilantigeno-especificas € requerida
para a inducdo de inflamacdo de mucosa, funcionapdivavelmente, como células
apresentadoras de antigenos para proteinas sohavenglamacédo pulmonar alérgica em
animais deficientes de IgA. Neste caso, a defi@@de IgA esta relacionada a um menor
acumulo de linfocitos B na mucosa pulmonar e caimseig diminuicdo das citocinas IL-4
e IL-5 apods inducdo do quadro alérgico (ARNABOLDIat., 2005). Esses resultados
concordam parcialmente com aqueles apresentados cagie foi detectada nitida
participacdo de linfécitos B no desenvolvimento mtocesso inflamatério alérgico, com
diminuicdo da imunopatologia e resposta Th2 ncstimte de camundongos B KO+ D
guando comparados aos selvagens imunizados eatksafi

Uma vez constatado o mecanismo supostamente aémicdependente de
anticorpos e células B no desenvolvimento da irdigdo intestinal induzida por
amendoim, a préxima etapa foi investigar a pariciim da citocina IFN-na modulacdo
desse processo inflamatério.

E sabido que a inducdo de IFNem modelo de alergia a amendoim suprime a
reacdo de hipersensensibilidade a essas semeRte®(lal., 2001). Em nosso modelo, esta
citocina pareceu exercer funcao importante na nagdol da inflamacgéao intestinal induzida
por antigenos alimentares. Enquanto a producamtileogpos “patogénicos” IgG1 e IgE

permaneceu da mesma forma que nos animais selvageasséncia de IFios animais
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perderam aparentemente mais peso frente as imaegacdesafios com amendoim do que
camundongos WT submetidos ao mesmo protocolo ewpetal. Ao compararmos a
expressdo de RNAm para citocinas somente dentigrigm “IFNy KO”, notamos perfil
alérgico-inflamatério no intestino dos camundongos D, compativel com o quadro
esperado durante o desafio com proteinas alergémeaauséncia de IFN- Estes
resultados corroboram mais uma vez com a hipétesefldmacéo intestinal mediada por
mecanismos alérgicos nesses animais. De forma lsemte] porém em outro modelo de
estudos, na auséncia de IfNsamundongos C57BL/6 desenvolveram resposta adérgic
aumentada ao fundgoryptococcus neoformansom aumento de producéo de citocinas tipo
Th2 (ARORA et al., 2005). No entanto, ao contr@lioesperado, camundongos MO

ndo apresentaram lesdes intestinais de duoden@ure jenais severas que 0S animais
selvagens, com excecdo do evidente infiltrado nmdi@rio e ampla destruicdo das
vilosidades do ileo. Estes resultados podem sadakea diminuicdo de TNE-e IL-4 e a
tendéncia ao aumento das mensagens para as atoegaadoras IL-10 e TGE-nos
segmentos de jejuno dos animais na auséncia de, |BBmonstrando que, embora esses
animais ndo tenham sido capazes de controlar ®gsocalérgico através da producédo de
IFN-y, 0 aumento de expressao de citocinas reguladorasgostamente capaz de suprimir
parte do processo inflamatério intestinal, viswaliz por lesbes menos evidentes nesses
animais em relacdo aos selvagens. Embora estutdoedainda sejam necessarios para
elucidacdo dos mecanismos envolvidos na supresssa desposta inflamatoria, o papel
protetor de IL-10 e TGPB- no intestino dos camundongos IFNKO imunizados e
desafiados com os antigenos alimentares alergéparese ser devido a acado de células T

reguladoras no sitio inflamatério, atenuando o#tcsfedeletérios da resposta Th2 nesses
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animais. Assim como nos animais B KO, o balancaeenitocinas pré-inflamatoérias,
reguladoras e indutoras de resposta alérgica derarnser essencial para o controle da
doenca.

Como visto até agora, a patogénese da inflamagéstimal neste novo modelo é
supostamente dependente da inducéo de respostd$hfpcom a participacdo de citocinas
como IL-4. Logo, com a finalidade de estabeleceza papel dessa citocina na patologia
estudada, submetemos camundongos IL-4 KO ao ptotdeoimunizacdes e desafio com
sementes de amendoim.

Ao contrario dos animais selvagens, deficientescdiilas B ou IFN¢ KO,
camundongos deficientes de IL-4 ganharam peso tran periodo experimental,
demonstrando a importancia da supressao da redpusta mediada por essa citocina no
controle da patogénese da doenca.

Os animais IL-4 KA + D responderam ao EPA de maneira oposta aos anggriore
inclusive com producdo mais alta de 1gG2a e dim#mide IgG1l e IgE, quando
comparados aos demais grupos, evidenciando amcfauée IL-4 na mudanca de classe de
anticorpos “patogénicos” em camundongos WH'D. Além disso, ao avaliarmos secc¢des
histolégicas de segmentos intestinais de camundoligd KO experimentais e controles
verificamos, novamente, a relevancia da participalgisa citocina na inducao do processo
inflamatério. A auséncia de leses no intestincseexamundongos apds imunizacado e
desafio com sementes de amendoim forneceu impestavidéncias de que, nesse modelo
de inflamacdo intestinal, a citocina IL-4 exercpgldundamental na patogenia da doenca.

Da mesma forma, estudos anteriores também ja hage&monstrado a importancia da

137



Discussac.

expressao de IL-4 no desenvolvimento de alergmeaiiar em humanos (COEFFIER et al.,
2005).

A auséncia de IL-4 possibilitou o aumento de exgitesle RNAm para TG IL-
10 e IFNy nos animais + D em relacdo aos controlsi, D el. De forma similar, quando
comparados aos animais experimentais MFTD, camundongos IL-4 KO foram capazes
de limitar o processo inflamatoério supostamentemeio da diminuicdo da expresséo de
fatores inflamatdrios como TN&; maior producdo de transcritos para citocinas
reguladoras e também IFj\-a tentativa de modulagéo da resposta imuneduital que
ocorrer em animais selvagens (PENG et al., 2002)ssbs resultados estdo em
concordancia com os papeéis contraditorios e comcassidade do balanco entre citocinas
reguladoras, IL-4, IFNFna modulacdo de respostas imunes protetoras oggmatas. Em
outro modelo, onde foi estudada a inducédo da dogognxerto versus hospedeiro com a
utilizacdo de camundongos doadores deficientes Fieylou IL-4 ficou claramente
demonstrado, assim como no processo inflamatoizido por amendoim, o papel
patogénico de IL-4 em contraste a protecdo indugaalFNy (MURPHY et al., 1998).
Ainda, estudos anteriores também apontaram o peleshnte de IL-4 no desenvolvimento
de respostas alérgicas tipo Th2 em modelo murinasiea. Neste trabalho, animais
deficientes de IL-4 apresentaram protecao a doangaés da inducao de IFNe IgG2a e
diminuicdo de anticorpos Th2 como IgGl e IgE edjwesi ao alérgeno em questdo
(KOMAI et al., 2003).

Finalmente, investigando a funcdo da citocina ®edpda IL-10 neste modelo,

camundongos IL-10 KO foram imunizados e desafi@bns as sementes de amendoim.
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Verificamos que a participacdo de IL-10 na reguwaga imunopatologia intestinal
em nosso modelo foi ambivalente pois, a0 mesmo deeim que demonstrou ser
importante na modulagéao da producao de anticorp@santi-EPA (animais IL-10 KO +
D apresentaram indices mais altos de IgGl e teraléawiaumento de IgE quando
comparados aos selvagdns D), camundongos IL-10 KO+ D né&o apresentaram ampla
destruicdo tecidual, com excecao de lesdes neitkopresenca de congestdo no jejuno dos
animais alimentados com amendoim. A presenca deopprocesso inflamatorio nesses
segmentos intestinais pode ser devida & menor &sdoale I1L-4 e TNI&- nesses tecidos,
ja que estas sao, possivelmente, as citocinas\wedasino dano tecidual em animais WT
+ D, mesmo na auséncia da citocina reguladora IL-T0céntrario, quando avaliamos o
desenvolvimento da inflamacéo intestinal dentrgdgo de animais IL-10 KO, foi visivel
a inducdo da doenca nos camundongos imunizados safiats, embora menos
significativa que no grupo WT. Trabalhos anteriamesstraram que a reversao do quadro
inflamatério de colite induzida por administracé® ISS ocorre apdés administracdo de
vetor adenoviral de IL-10 (SASAKI et al., 2005); seja, IL-10 € uma citocina importante
para a regulacdo dos processos inflamatorios d@sau& importante salientar também
gue, embora animais IL-10 KO desenvolvam coliteoemeamente, essa inflamacao
intestinal exacerbada n&o foi observada como edperan Nnossos experimentos. Isto se
justificaria pelo fato de néo terem sido avaliadasmiundongos IL-10 KO com idade entre
10 e 25 semanas quando esta doenca comeca de dataesenvolver (SPECHT et al.,
2006). Adicionalmente, ao avaliar-se a producaoitbeinas por células mononucleares de
sangue periférico de criangas com dermatite atogecdicou-se, dentre outras citocinas,

diminuicdo da producgdo de IL-10 frente a estimwomo alimentos, flora intestinal,
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Staphylococcus aureus vacinas (DUNSTAN et al., 2005), mostrando a s&idade da
presenca dessa citocina no controle de proces&agcals. Ainda, em trabalhos envolvendo
a inducdo de inflamacgédo eosinofilica em modelo nwre asma, foi observado que
animais deficientes de IL-10 apresentaram produedlozida de IL-5, na auséncia de
alteracdes significativas nos niveis de IL-4 e Igi)comitante ao aumento de producéo de
IL-12 e IFNy em resposta a imunizagdo e desafio com ovalbu@iAAIG et al., 2000).
Estes resultados estdo parcialmente de acordo smmssos, onde camundongos IL-10 KO
imunizados e desafiados com amendoim ndo demaastratteracdo significativa no
padréo de expresséo de IgN-IL-5, porém apresentaram aumento aparente Qiectitns
para IL-12 no intestino, e elevada producédo de mgEsoro, quando comparados aos
animais selvagens+ D. Estudos futuros ainda sdo necessarios para sevilear o papel
de IL-10 na inflamacéo intestinal em camundongosidade mais avancada, nos quais a
auséncia de regulagdo dos mecanismos inflamatdgosiucosa € um evento chave no
desenvolvimento de doengas intestinais. E posgivela inducéo da inflamac&o intestinal
por amendoim em animais IL-10 KO mais velhos resaih resultados mais promissores,
com provavel aumento da destruicdo tecidual fraogeantigenos de amendoim.

Além de todos esses fatores observados até e@@senpode subestimar também,
sob outro ponto de vista, a participacdo da flavmensal assim como de mecanismos
autoimunes da patogénese da inflamacéao intestamabdstrada neste trabalho. BASHIR et
al. (2004), demonstraram que a sinalizacdo via TpBK microbiota intestinal ou por
produtos como carragenina pode prevenir reacOegi@é. Em nosso modelo é possivel
gue, juntamente as respostas alérgicas induzidaampendoim, a flora comensal poderia

estar ndo funcional, dessa forma ndo sendo capativde TLR4 e induzir inibicdo do
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desenvolvimento da inflamacéo intestinal alérgiééém disso, estudos anteriores ja
demonstraram que citocinas Th2 sé&o capazes deirnaudiminuicdo da expressédo de
TLR3 e TLR4 em células epiteliais intestinais huagrevando a maior susceptibilidade
de desenvolvimento de processos inflamatorios tinss cronicos (MUELLER et al,
2006), fato que também poderia estar ocorrendo @ssonmodelo. Por outro, é também
possivel que possa ter ocorrido o desencadeamentma resposta imune contra antigenos
préprios intestinais, devido a um mimetismo antigérom as proteinas de amendoim, de
forma similar a ocorréncia da imunopatologia nangaeceliaca (HILL; McMILLAN,
2006).Porém, essas hipoteses ainda devem ser confirreaadastudos posteriores.

Tendo por base os resultados obtidos nesse trabsligerimos que quando as
proteinas de amendoim penetram nas barreiras nsjcpsalem ser capturadas por
macrofagos ou células dendriticas (RESCIGNO, 2@0dpresentadas as células T “naive”
no tecido linféide associado a mucosa ou nos lodos mesentéricos, onde seriam
diferenciadas células com perfil de resposta ThaléMilas como Gata-3 induziriam a
transcricdo de genes das citocinas IL-4 e IL-18 consequente inibicdo da producao de
transcritos para IFN; direcionando a mudanca de classe de imunoglasufpara 1gG1 e
IgE, por linfocitos B (VERCELLI et al., 1990; VAN ER POUW KRAAN et al., 1998).
As imunoglobulinas ligadas na superficie de magisadu eosindfilos (TKACZYK et al.,
2004), possivelmente se ligariam de maneira cruzaok alérgenos de amendoim,
resultando na desgranulacdo de mediadores aléngiéefermados e subsequiente ativacao
celular (SAMPSON, 1997). As células ativadas pa@aerentdo produzir uma variedade de

citocinas e quimiocinas que, em seguida, recrutamatras células inflamatérias que
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contribuiriam para a resposta alérgica de faseatang@diada por IgE e os danos teciduais
observados (Figura 27).

Finalmente, a prevencdo das respostas imunes desamias por antigenos
alimentares é complexa e envolve primariamenteeaepmca de uma barreira de mucosa
intacta. Segundo, o sistema imune inato deve g&zode neutralizar alguns patdégenos ou
antigenos alimentares e, finalmente, a respostagradaptativa deve ser mantida levando
a um estado de tolerancia oral. Na auséncia dewmass desses fatores, pode haver o
desenvolvimento de desordens inflamatérias intaisticomo doenca de Crohn, colite
ulcerativa ou doenca celiaca. Experimentos anifjdagemonstraram varios aspectos do
desenvolvimento e da modulacdo da inflamacdo ine#stm camundongos. No entanto,
nenhum deles descreveu até agora um modelo noaqualucdo da doenca reproduz a
inflamacao intestinal humana que ocorre apos arguid tolerdncia de mucosa e inducéo
de imunidade ativa contra antigenos alimentaresntastino. Os limites entre doencas
inflamatérias, autoimunes e alérgicas sao dificisserem delineados, e este trabalho
contribui para o entendimento da patogénese derdies gastrintestinais como a
inflamacéo intestinal induzida por antigenos alitasgs com envolvimento de mecanismos
alérgicos.

Concluindo, baseando nos conhecimentos adquiridos este trabalho, nossos
resultados suportam o desenvolvimento de futunagpitess para processos inflamatorios
intestinais e doencas alérgicas alimentares, tpoddase, por exempla modificacdo de
respostas imunes tipo Th2 na alergia alimentarsiim& e inducdo de um ambiente
regulatorio na mucosa, com restabelecimento dadtwdea oral perdida frente a antigenos

alimentares.
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Figwra 17. Modohacio da mapozia sveme pea antigena: almentares no rve maoddeds. de nflamacio antestinal pavprosie.
Bazeadn mns resultades obivins nesse tabalhe, edte maviedn espematza o= mecmsmas pelos goas s andigenns
aleypfracos mdinzem a qodya da tolerincia, o proceszo mifamaiioen ¢ o desenvolvimento das kesfies na mncos setesinal
CD, célnla dendbifica; T, Inficite T “naive™; za, antigrnnz almentaes; CDE, célolaz T CDEY; CD4, célalaz T CD4Y,
NE, céllaz mrtwnd killer: EQ, eoznifilns, MC, masticatos, FL, plazmiictes; Trez, cdnla T repnladon, MUN, Infonndo

mesenténcn: FF, placas de Peyer 17
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6. Conclusbes

6.1. Foi estabelecido, neste trabalho, um novo modelna para estudo e melhor

entendimento da imunopatologia e desenvolvimergdrdlamacdes intestinais.

6.2. A inflamacédo desenvolvida neste modelo é caraetéa por lesbes no intestino

em resposta a quebra dos mecanismos de tolergnoaacbsa a antigenos alimentares.

6.3. A producdo de anticorpos “patogénicos” alérgemeesicos, como na alergia

alimentar, é fundamental para o desenvolvimentprdoesso inflamatério evidenciado.

6.4. Neste modelo, além de anticorpos, é necessanwva\wemento de um padréao
de resposta imune Th2, com a participacdo de nasccomo IL-4, infiltrado celular
caracteristico de respostas inflamatorias alérgicasiséncia/diminuicdo de mecanismos

reguladores na mucosa intestinal.
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8. Anexos

8.1. Parecer da Comiss&o de Etica em ExperimentacAmimal
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8.2. Seqguéncia doprimers, concentracdes utilizadas e propriedades das rea®

Sequéncia primersense (S) [1 (pg/uh) tA(°C) tD(°C)
Sequiéncia primeranti-sense (AS)

B -actina S AGC TGCGTTTTACACCCTTT 0,15 56 75
AS AAG CCATGC CAATGT TGT CT

T-Bet S CCC CTG TCC AGT CAG TAACTT 0,15 56 78
AS CTTCTCTGTTTG GCTGGC T

Gata-3 S AGG AGT CTC CAAGTG TGC GAA 0,15 56 80
AS TTG GAATGC AGA CAC CACCT

IL-4 S CTG ACG GCA CAG AGC TAT TGA 0,2 56 84
AS TAT GCG AAG CAC CTT GGA AGC

IL-5 S GAG GTT ACAGACATGCACCATT 0,2 56 79
AS TCA GTT GGT AAC ATG CAC AAAG

IL-13 S ACC AAC ATC TCC AAT TGC AA 0,15 56 74
AS ATG CAA TAT CCT CTG GGT CC

TNF-a S TGT GCT CAG AGC TTT CAA CAA 0,15 56 80
AS CTT GAT GGT GGT GCATGA GA

IL-12 p40 S AGC ACC AGC TTCTTC ATC AGG 0,2 56 83
AS GCG CTG GAT TCG AAC AAA G

IL-23p19 S AAT GTG CCC CGT ATC CAG TGT 0,2 56 82
AS GGC TCC CCT TTG AAG ATG TCA

IFN-y S GCATCTTGG CTTTGC AGC T 0,15 56 81
AS CCTTTTTCG CCTTGC TGT TG

IL-10 S TGG ACA ACATAC TGC TAA CCG 0,1 56 78
AS GGATCATTT CCG ATAAGG CT

TGFB S GCT GAA CCA AGG AGA CGG AAT 0,1 56 80
AS GCT GAT CCC GTT GAT TTC CA

CCL3 S TTC TGC TGA CAA GCT CAC CCT 0,1 56 83
AS ATG GCG CTG AGA AGA CTT GGT

CXCL1 S CTTCCCTTG GACATTTTGTGTC 0,2 56 79
AS TTT GAA CGT CTC TGT CCC GAG

CXCL9 S AAT TTC ATC ACG CCC TTG AGC 0,15 56 79
AS CAGCTG TTG TGC ATT GGATAG C

CCL11 S ATA TCA GCA CCA GTC GCC CA 0,1 56 78
AS TCATGC CCC CCT TTT AAG ATG

CXCR3 S AAC GTC AAG TGC TAG ATG CCT 0,15 56 78
AS TCT CGT TTT CCC CAT AAT CG

Foxp3 S ACA ACC TGA GCC TGC ACA AGT 0,1 56 83
AS GCCCACCTTTTICTTGGTTTTG
[1 (uo/pl): Concentragéo dprimer utilizada na reacéo epg/ul
tA(°C): Temperatura de anelamentogtamer
tD(°C): Temperatura de dissociac@optaner
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8.3.Andlise quantitativa da expressdo de RNAm por Redlime PCR

Setup A Instrument_ ) Results /
Plate £ Spectra A Component y Amplification Plot £ Standard Curve £Dissociation {Report /

Delta Rn vs Cycle

e b Data: [DettsRivs Cycle =
Fase de|plat /// ~ e -
ca li /,,—/:‘/"“ Analysis Setings
1.0e+000 F ApE I IN€ aL/ = /5’::'_‘-// Threshold ,W
- L1 -
[ 4 A ol | 1 — L1 Baseline

ase exppnena by/ ST I

1.0e-001 {/ \ End (oyole): [14
= N W t
§ \\% ///
A &2 i 11 IA5 (CN)
~ = |
\i\ %\3
N A M
1.0e-003 ﬂ' _J v
1.0e-004
12 3 4 &6 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 2% 24 25 26 27 22 20 30 31 32 33 34 25 36 37 38 29 40
Cycle Number
v v
Cct=1855 Y Ct=ND
Ct=23,7
\ 4
Ct=196 VY
Ct=24.,8

O sistema utilizado realiza as reagfes de ampjdica deteccdo, e quantifica as amostras atraves
da andlise do nivel de fluorescéncia gerado pelarfporacdo nucleases fluorogénicas (SYBR
Green 1) aos produtos de amplificacdo durante socda reacdo. Os resultados foram analisados
com base no valor de CT (“cicle threshold” ou limlgacorte), sendo este o ponto correspondente ao
namero de ciclos onde a amplificacdo das amostirageaum limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fasengdifcacdo exponencial das amostras) o que
permite a andlise quantitativa da expressdo do fataliado. A figura demonstra os resultados
obtidos para a amplificacdo de 4 amostras (Al-4Jeeum controle negativo — CN (A5);
exemplificando as fases de amplificacéo, a detexgdio do CT, assim como os valores de CT de

cada uma das amostras. ND: ndo determinado.
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8.4. Exemplo de andlise da curva de dissociacdo pardeterminacdo da

especificidade da reacédo de amplificacéo por Realie PCR

Setup A Instrument ) Results f

\Plate A Spectra £ Component £ Amplification Plot £ Standard Curve ) Disseciation {Report /
Dissociation Curve
020 Data Type
Primer MIP-1a =
Al: 0,2u /\AB. 0,1ug
018 SYER hd
/ TTAZ 015019 / \ =
1 Tm =60.0"C
012 / / \
‘§ 0.08
0.04 < X/
] L od
= A4:CN
0.04
60 85 70 75 80 85 an a5
Temperature (C)
v v
TD=67°C v TD=83°C

TD=74°C
Amplificacdo inespecifica

Amplificacdo especifica

A especificidade da reacdo de amplificacdo foiiaadh através da curva de dissociagéo,
comparando os picos obtidos da dissociacdo do fwoamplificado a temperatura de
dissociagdo (TD) do fragmento de amplificacdo expei(nesse exemplo, TD MIR:1=
83°C). A figura demonstra os resultados obtidoa péedsociacdo uma mesma amostra na
gual diferentes concentracdes de primsenges anti-sensgpara MIP-1r foram utilizadas
(A1: 0,2pg; A2: 0,15ug; A3: 0,1ug; todas adicionadas gibde cDNA da amostra teste) e
de um controle negativo “CN” (A4: 0fdg + agua). Podemos observar a gradativa reducao
dos produtos inespecificos (identificados comoiogspnas temperaturas de 67°C e 74°C) e
a deteccdo do produto especifico (identificado péto na temperatura de 83°C) com a

diminuicdo da concentracao pemersna reacao.
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8.5. Coloracbes utilizadas

8.5.1. Coloracéo azul de Alcian — resourcina para astocitos de mucosa
Desparafinizar as laminas, hidratar e lavar em aguante por 5 minutos. Corar em azul de Alcian
pH 1,0 filtrado, por 12 minutos. Lavar 2 vezes doodl 70%, seguida por 3 lavagens em agua

destilada. Corar em resourcina por 8 minutos. Mamdaminas com Balsamo do Canada.

Preparo da solucéo de azul de Alcian

Azul de Alcian 8GX 1g

Acido cloridrico 0,7N  100mL

Filtrar o corante a vacuo ou com seringa e filtopado, para forcar a passagem do corante.

Preparo da solugéo de resourcina

Fucsina basica 2,09
Resorcina 4,09
Agua destilada 200mL
Cloreto férrico 30% 25mL
Alcool 90% 200mL

Acido cloridrico 4mL

Dissolver a fucsina basica e a resourcina em 20@enégua destilada em ebulicdo. Juntar 25 mL
de solucdo de cloreto férrico 30% e deixar ferver plguns minutos. Filtrar e dissolver o
precipitado, sem lavar, em 200 mL de alcool 90%eamin. Apds o resfriamento adicionar 4 mL de

acido cloridrico.

Fixador de Carnoy
Etanol 70mL
Cloroférmio 30mL

Acido acético glacial 10mL

O tecido deve permanecer nesse fixador por no nwagihoras, depois disso deve ser retirado ,

colocado em alcool 70% e mantido em geladeira gr®cessamento.
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8.5.2. Coloracéo de azul de toluidina para mastddis de tecido conjuntivo
Desparafinizar as laminas, hidratar e lavar em @&guante por 5 minutos. Corar em azul
de toluidina 0.5% por 3 minutos. Banho rapido empao fosfato citrato pH 3.0, passar em

xilol. Montar as laminas com Balsamo do Canada.

Azul de toluidina
Azul de toluidina 0,5g
Borato de sodio 5,09

Dissolver em 100mL de tampé&o fosfato citrato,dilto corante toda vez que o utilizar.

Tampao fosfato citrato (pH 3,0)

Acido citrico 0,1M 600mL

Fosfato dissédico 0,2M 600mL
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8.5.3. Coloragdo hematoxilina-eosina

Desparafinizar as laminas, hidratar e lavar em amreente por 5 minutos. Corar em
hematoxilina filtrada por 3 minutos, lavar em agoarente por 5 minutos. Diferenciar em
alcool acido (1-3 passadas). Lavar em agua corpot® minutos. Passar as laminas em
solucdo Scott por 3 minutos e lavar novamente am égrrente por 5 minutos. Mergulhar
as laminas em alcool 80%, corar em eosina por @ons®s. Passar as laminas nos alcoois

95%, &lcool absoluto, alcool/xilol e xilol puro. Mi@r as laminas com Balsamo do Canada.

Hematoxilina de Harris (solucéo estoque)
Hematoxilina cristais 59

Alcool absoluto 50 mL

Alimen de potassio ou de amébénia 100 g
Agua destilada 1000 mL

Oxido vermelho de mercurio 25¢g

Dissolver a hematoxilina em alcool absoluto e or&lid na agua destilada quente. Misturar
ambas solucdes e ferver rapidamnete (menos deutapircrescentar 6xido vermelho de
mercuario. Aquecer novamente até a solucdo se tofpérpura escura”. Retirar

imediatamente do fogo e esfriar rapidamente a 8olugo esfriar, filtrar a solucéo.

Hematoxilina para uso

Hematoxilina estoque 250 mL

Acido acético glacial 15 mL
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Solugéo alcodlica de eosina — floxina (solugéo cota)

Eosina 1% 62,5 mL
Floxina 1% 6,25 mL
Alcool 95° 487,5 mL
Acido acético glacial 2,5 mL

Alcool-acido 1%
Alcool 70% 198 mL

Acido cloridrico 2 mL

Solucéo Scott

Sulfato de magnésio 109
Bicarbonato de sédio 1,89
Agua destilada 380 mL

Referéncias biblioguili
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8.5.4. Coloracdo PAS (acido periédico de Schiff)

Desparafinizar as laminas, hidratar e lavar em &gueente por 5 minutos. Incubar os
cortes em &cido periodico por 8 minutos. Lavar®aninutos em agua corrente e secar as
laminas com papel de filtro. Incubar as laminas ceativo de Schiff por 20 minutos, ao
abrigo da luz. Lavar 3 vezes em agua sulfurosain2tos cada banho. Em seguida, lavar
por 10 minutos em agua corrente. Corar com hemataxpor 1 minuto, lavar e montar

com Balsamo do Canada.

Agua sulfurosa
Bissulfito de sodio 10% 10 mL
Agua destilada 180 mL

Acido cloridrico 10 mL
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8.5.5. Coloracédo vermelho congo para eosinéfilos

Desparafinizar as laminas, hidratar e lavar em amreente por 5 minutos. Corar em
hematoxilina de Harris por 3 minutos, lavar em agaaente por 2 minutos. Passar as
laminas em &cool-acido, lavar novamente em aguarder por 5 minutos. Mergulhar as
laminas em solucédo alcalina por 20 minutos. Cosasalucdo de vermelho congo por 50
minutos-3 horas. Passar as laminas em é&lcool 8@%ol&ilol e xilol puro. Montar as

laminas com Balsamo do Canada.

Solucao alcalina (estoque)
Alcool 80% 500mL

Cloreto de sodio 20g

Solucéo alcalina (uso)
Solucao estoque 50mL

NaOH 1% 0.5mL

Vermelho Congo
Alcool 80% 500mL
NacCl 20g

Vermelho congo 1.25g
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8.6. Solucdes para microscopia eletrénica de transssao

Tetroxido de 6smio 1%
Foram misturadas partes iguais de tetroxido de®snii% (Polysciences Inc.) e tampéao

cacodilato de sodio 0,2M.

Tampao cacodilato de sodio 0.2M
Foram dissolvidos 4.28 g de cacodilato de sodioletmL de agua destilada. O pH foi

ajustado para 7.3 —7.4 com HCI 1N.

Resina Araldite 502

Foram misturadas 10 partes de Araldite 502 (Payses Inc., Washington, PA, EUA) e 7

partes de DDSA (Polysciences Inc.). A seguir, aurasfoi agitada cuidadosamente para
ficar completamente homogénea. Acrescentou-se ,eht&% de DMP-30 (Polysciences

Inc.). A mistura foi congelada e guardada hermeterate fechada na geladeira.

Acetato de uranila

Foram misturados 60 mL de 4gua destilada com 2.0 @ de acetato de uranila (Merck
S.A., Rio de Janeiro), obtendo uma solucdo saturAdecionou-se uma gota de acido
aceético (Merck S.A.) a essa solugdo. No momentasiy foram misturadas partes iguais

dessa solucéo e alcool a 100% (Merck S.A)).
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Citrato de chumbo

Em um baldo volumétrico de 25 mL, foram mistura@d@®$ g de nitrato de chumbo (Sigma
chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 0.88 g de citrale sodio (Merck S.A.) e 15 mL de
agua bidestilada gelada. Agitou-se vigorosamentel paninuto e deixado em repouso por
30 minutos, agitando a cada 5 minutos. Em segtodam misturados 4 mL de solucéo de

NaOH 1N gelada e adicionado agua destilada getéd2bamL.

Acetato de uranila e citrato de chumbo (coloracdoaReynold’s)

As grades foram contrastadas no acetato de ugonl20 minutos. Em seguida, lavadas em
metanol a 50% e dados 3 banhos com agua destRadsseguiu-se com a contrastacao
utilizando o citrato de chumbo por mais 30 minut®shanhos de agua destilada. Foi

retirado cuidadosamente o excesso de agua dasgagardadas.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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