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RESUMO 
 

Borducchi E. Uso e limitações da Tolerância Imunológica Periférica em Modelo de 
Asma Experimental [Tese, Doutorado em Imunologia]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2009. 
 
 
 Asma é uma doença pulmonar crônica associada com eosinófilos, 
hiperreatividade brônquica, muco e altos níveis de IgE. Tem sido mostrado que a 
administração de proteínas solúveis via mucosas, antes da sensibilização com a 
mesma proteína, leva a um estado específico de baixa resposta imunológica, 
conhecido por tolerância. Na presente tese estudou-se o efeito da inalação de LPS 
durante a indução de tolerância nasal a ovalbumina (OVA). A maioria dos modelos 
murinos de asma utilizam a OVA como alérgeno que no entanto é pouco 
prevalente como causa de alergia. Assim, neste estudo também utilizamos 
alérgenos de Blomia tropicalis (Bt) que são prevalentes em pacientes asmáticos. 
Características intrínsecas dos alérgenos presentes no extrato deste ácaro 
impedem o estabelecimento de tolerância nasal. Evidências experimentais indicam 
que a tolerância a um Ag pode induzir tolerância a um outro Ag não relacionado 
(tolerância cruzada). Assim, avaliamos se a tolerância a OVA ou lizozima de ovo 
(HEL) poderia induzir tolerância cruzada a alérgenos da Bt. Os resultados 
mostraram que a adição de LPS durante a indução de tolerância nasal com OVA 
previne o estabelecimento da tolerância induzida pela OVA, resultando no influxo 
de neutrófilos e células mononucleares para os pulmões e produção de IgG2a, 
diminuição de IgE mas aumento de IgG1 anafilática. Ou seja, o LPS durante a 
fase de indução de tolerância nasal induz um estado alérgico peculiar. Em relação 
a tolerância cruzada verificamos que a tolerância nasal, a HEL ou OVA, não é 
eficaz em induzir tolerância cruzada para as respostas contra o extrato de Bt. Já, a 
tolerância oral com OVA, por sua vez, induziu tolerância cruzada para as 
respostas contra Bt, com inibição dos títulos de anticorpos IgE e IgG1 anafiláticos 
Bt-específicos. A tolerância cruzada ocorre apenas se o Ag tolerado (OVA) for 
apresentado juntamente com o alérgeno (Bt). Finalmente, verificamos que a 
tolerância cruzada não ocorre se os animais forem previamente sensibilizados 
com Bt, em seguida tolerizados a OVA por via oral e por fim sensibilizados com Bt 
e OVA.  
 
 
Palavras-chave: Asma experimental. Tolerância imunológica. Blomia tropicalis. 
LPS. 

 
 



ABSTRACT 
 
Borducchi E. Use and limitations of peripheral tolerance in experimental model of 
asthma [Thesis, PhD Programme in Imunollogy]. São Paulo: Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2009. 
 
 
Asthma is a chronic lung disease associated with eosinphils, broncus hyperactivity, 
mucus and elevated levels of IgE. It is known that mucosal administration of 
soluble proteins, before the sensitization with the same protein, leads to a specific 
state of hyporesponsiveness, a process known as mucosal tolerance. In this work 
we studied the effect of LPS inhalation during the induction of ovalbumin (OVA) 
nasal tolerance. The majority of murine models of asthma used OVA as allergen, 
although its prevalence as a cause of asthma is low. Thus, we also used, in this 
study, Blomia tropicalis (Bt) allergens that are more common in asthmatic patients. 
Intrinsic features of the allergens presented in the mite extract block the nasal 
tolerance establishment. Experimental data indicates that tolerance towards an Ag 
can promote tolerance to another not related Ag (cross-tolerance). Therefore, we 
evaluated if OVA or hen-egg white lisozyme (HEL) tolerance could result in cross-
tolerance to the Bt allergen. Our data showed that administration of LPS during 
induction of nasal tolerance to OVA prevents the establishment of this tolerance, 
resulting in neutrophil and mononuclear cells migration to the lungs and IgG2a 
production, decreased levels of IgE and increased anaphylactic IgG1. Indeed, the 
LPS administration during the induction of tolerance induces a peculiar allergic 
state. In relation to cross-tolerance, we verify that nasal tolerance to HEL or OVA is 
not capable in induce cross-tolerance towards responses against the Bt extract. On 
the other hand, OVA oral tolerance is absolutely able to induce cross-tolerance to 
responses against Bt, with inhibition of both IgE and anaphylactic IgG1 Bt-specific 
antibodies. The cross tolerance occur only if the tolerated antigen (OVA) is 
presented together with Bt allergen. Finally, we verified that in allergen sensitized 
mice the induction of oral tolerance with OVA does not lead to cross-tolerance. 
 
 
Keywords: Experimental asthma. Immunological tolerance. Blomia tropicalis. LPS.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Asma 
 

Nas últimas 2-3 décadas a prevalência e a severidade de doenças 

alérgicas, em particular da asma brônquica, estão aumentando 

significativamente em ambientes urbanos [1]. O número de pessoas afetadas 

praticamente dobrou e a prevalência de doenças alérgicas nesta população 

atinge o nível alarmante de 20 % [2, 3]. De acordo com a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) [4], em 2005 foram estimados 300 milhões de casos de asma 

no mundo inteiro, sendo que 255 mil pessoas morreram por complicações 

desta doença neste período. 

A asma é uma doença inflamatória pulmonar crônica que pode ser 

caracterizada por uma broncoconstrição intermitente, reversível ou não, com 

hipersecreção de muco, reatividade brônquica exacerbada a diferentes 

estímulos, inflamação peribroncovascular e alta produção de anticorpos 

anafiláticos como a IgE no homem e IgE e IgG1 em camundongos [5-7]. A 

reação inflamatória é essencialmente dependente de linfócitos T CD4+ que 

secretam preferencialmente citocinas tipo 2 como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 [8-11], 

sendo estas as principais responsáveis pelo desenvolvimento do quadro 

asmático [12]. Como resultado deste processo inflamatório crônico, o tecido 

pulmonar pode sofrer profunda mudança estrutural e funcional denominada 

“remodelamento” pulmonar [13]. 
A reação alérgica pulmonar pode apresentar duas fases: uma inicial 

caracterizada pela ligação da IgE aos receptores Fc!RI encontrados em 

mastócitos ou basófilos que, após contato com o alérgeno, liberam mediadores 

inflamatórios que são os principais responsáveis pela fase imediata [14, 15], e 

uma segunda fase, denominada de resposta asmática tardia, que se inicia 2 

ou 3 horas após a exposição ao alérgeno e pode se estender por mais de 24 

horas [16, 17]. Esta fase tardia é caracterizada pela migração de células 

inflamatórias (linfócitos ativados e eosinófilos) para o tecido pulmonar. Outra 

conseqüência da fase tardia é o dano tecidual, hiperreatividade brônquica e 

produção de muco. Com o início da fase tardia, um micro-ambiente 
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inflamatório é formado pelas citocinas (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, etc), quimiocinas 

(eotaxina, RANTES, MIP-1" e outras) [18], moléculas de adesão e seus 

receptores (como VLA-1, VLA-4, "4#7, ICAM-1, VCAM-1) [19, 20], mediadores 

lipídicos (principalmente PAF, LTB4, LTC4 e PGE2) [21, 22] e diversas 

substâncias secretadas por eosinófilos como a proteína básica principal 

(MBP), a proteína catiônica eosinofílica (ECP), o ânion superóxido e o PAF, 

que contribuem para o quadro asmático [23-27]. Além disso, verifica-se um 

aumento na reatividade brônquica a uma variedade de estímulos tais como 

histamina, metacolina, entre outros [28]. 

Na última década, diversos modelos experimentais contribuíram para o 

avanço do conhecimento sobre os mecanismos operacionais envolvidos na 

imunopatologia da asma. A maioria dos trabalhos experimentais tem utilizado a 

ovalbumina (OVA) e adjuvantes como gel de hidróxido de alumínio (alum) para 

sensibilizar os animais.  

É irrefutável que linfócitos T são condição sine qua non para o 

desenvolvimento de asma. Por exemplo, animais deficientes em células T 

(Knockout para a cadeia ! do TCR) imunizados e desafiados com OVA, não 

desenvolvem respostas alérgicas características da asma [29]. Mesmo o 

estímulo contráctil da musculatura lisa brônquica, ou seja, a reatividade 

brônquica, em animais não imunizados ou desafiados é dependente de células 

T [30]. O uso de anticorpos monoclonais capazes de eliminar sub-populações 

de linfócitos T, evidenciou a participação de células T CD4+ no 

desenvolvimento da inflamação eosinofílica pulmonar e da hiperreatividade 

brônquica (HRB) [31]. Por sua vez, Cohn et al. estudando o efeito direto de 

células Th1 e Th2 geradas in vitro no desenvolvimento HRB, mostraram que as 

células de perfil Th2 induzem eosinofilia pulmonar e HRB enquanto as células 

de perfil Th1 acarreta em um inflamação neutrofílica sem induzir HBR [32]. 

No entanto, como a asma é uma doença multifatorial, diferentes células 

efetoras e diversos fatores desencadeadores estão envolvidos nesta patologia, 

os quais podem se manifestar de forma diferente de indivíduo para indivíduo. 

Assim sendo, fenótipos presentes na maioria das manifestações de asma 

foram escolhidos para servirem de objeto de estudo: eosinofilia pulmonar, HRB, 

secreção de muco, citocinas de padrão Th2 e produção elevada de IgE. 
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A eosinofilia pulmonar está associada à produção de IL-5. Esta citocina 

foi descrita por Campbell et al. na década de 80 [33] e, desde então, vários 

estudos indicam que a atividade biológica desta citocina é voltada 

principalmente para a diferenciação, recrutamento, ativação e sobrevivência de 

eosinófilos [34]. Durante uma resposta inflamatória alérgica, os produtos 

liberados pelos eosinófilos contribuem diretamente para o dano tecidual e 

desenvolvimento de HRB e também no remodelamento pulmonar [35, 36]. 

Vale ressaltar que, além da IL-5, a IL-4 está relacionada com a 

polarização dos linfócitos Th0 para o padrão Th2 e conseqüentemente 

influencia as reações imunológicas envolvidas da asma, como produção de 

IgE, muco e HRB [37, 38]. A IL-13, por sua vez, também está associada à 

secreção de muco, produção de IgE e a diversas outras atividades inerentes à 

IL-4, visto que compartilha com esta a cadeia " do seu receptor [39]. 

A produção de IgE está relacionada com mudança de isotipo, que é 

induzido por IL-4 e IL-13 [40]. O papel mais importante da IgE nas respostas 

alérgicas é a sua capacidade de se ligar aos receptores Fc!RI presentes em 

mastócitos e basófilos. A IgE é capaz de ativar células da imunidade inata, 

como os mastócitos. Uma vez ativados, os mastócitos liberam tanto 

mediadores pré-formados como a histamina e a triptase, quanto mediadores 

recém-formados como prostaglandina D2 e leucotrieno C4, além de citocinas de 

padrão Th2. Essas substâncias participam da fase imediata da asma, induzindo 

broncoconstrição e contribuindo para a indução/manutenção do processo 

inflamatório característico da fase tardia [41]. 

O desenvolvimento da HRB em camundongos tem sido associado a 

vários mecanismos de ação dependente de anticorpos anafiláticos (IgE e 

IgG1), de mastócitos, de eosinófilos e de citocinas. Por exemplo, foi verificado 

em duas linhagens isogênicas uma polaridade operacional em relação ao 

desenvolvimento de HRB, como discutido por Drazen et al. [42]. Na linhagem 

C57BL/6, a HRB parece ser dependente do influxo de eosinófilos e da 

produção de IL-5, uma vez que animais deficientes para IL-5 não apresentaram 

hiperreatividade [43]. Por outro lado, em animais da linhagem BALB/c, a HRB 

parece ser dependente da presença de IL-4, mas não de eosinófilos [44]. Em 

outro trabalho, foi descrito que animais deficientes em IL-13, mesmo na 
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presença de altos títulos de IL-4 e IL-5, não desenvolvem HRB [45]. Também 

tem sido mostrado que IL-4 e IL-13 exercem um efeito direto nas células do 

parênquima pulmonar induzindo HRB [46]. Finalmente, não há dúvidas que o 

padrão genético dos animais pode determinar a resistência ou susceptibilidade 

ao desenvolvimento de asma incluindo a HRB [47, 48]. 

 
1.2 Tolerância Imunológica Periférica 

 
Operacionalmente, tolerância imunológica periférica pode ser definida 

como um fenômeno no qual a prévia exposição a um antígeno protéico solúvel 

induz um estado de baixa resposta imunológica a uma subseqüente 

imunização com o mesmo antígeno. Na realidade, a maioria dos contatos com 

antígenos externos ocorre na superfície das mucosas, sendo que a 

conseqüência mais comum desta forma de exposição ao antígeno é um estado 

de baixa resposta, ou seja, tolerância imunológica [49].  

Diversos fatores estão relacionados à indução da tolerância via 

mucosas, como o background genético, a idade [50, 51] e o estado imunológico 

[52] do animal, a natureza, a rota de contato e a dose do antígeno utilizado [53-

55]. 

Vários mecanismos têm sido propostos para o desenvolvimento de 

tolerância, variando de deleção de células T Ag-específicas [56, 57] a desvio 

imunológico [58, 59], indução de anergia das células T e supressão por céulas 

T reguladoras (Tregs) [60, 61]. Mais recentemente, foi descoberto que várias 

E3 ubiquitin ligases, como Cb1-B, Grail e Itch, apresentam elevada expressão 

em células T anérgicas que foram geradas após indução de tolerância [62, 63]. 

Animais deficientes em Itch desenvolvem coceira espontaneamente e esta 

deficiência resulta na resistência à indução de anergia de células Th2 

estimuladas in vivo e in vitro [64]. 

Atualmente, as células Tregs têm sido apontadas como fundamentais na 

indução da tolerância imunológica em geral [65]. Estas células são descritas 

como sendo capazes de inibir doenças alérgicas ou doenças auto-imunes [6, 

66]. Inicialmente, os mecanismos propostos para sua função inibitória eram a 

secreção de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-# [67], e o 
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contato célula-célula, via CTLA-4 ( do inglês, cytotoxic T lymphocyte-associated 

antigen 4) ou da forma associada à membrana do TGF-# [68-70]. No entanto, 

mais recentemente, vários outros mecanismos vêm sendo descritos [71, 72]. 

Eles variam de supressão por citólise mediada por granzimas, distúrbios 

metabólicos pela transferência de AMP cíclico e geração de nucleosídeos de 

adenosina (através da expressão das ectoenzimas CD39 e CD73) [73], a 

supressão por modulação de células dendríticas através da expressão de LAG-

3 (do inglês, lymphocyte-activation gene 3 ou CD223). A citocina IL-35 também 

tem sido descrita como um dos principais mecanismos necessários para 

supressão pelas Tregs [74]. 

Dentre os marcadores de superfície estão: a baixa expressão da 

molécula CD45RB (CD45RBlow), indicando células experimentadas, o CD62L 

(ligante da L-selectina), o GITR (de glucocorticoid-induced TNF receptor) e o 

CD38. Entretanto, a expressão estável da cadeia " do receptor da IL-2 (CD25), 

e principalmente, a expressão do fator de transcrição FoxP3 (de forkhead Box 

P3) têm sido apontados como específicos na prevenção de doenças auto-

imunes [75-77]. 

Outros estudos demonstraram que a expressão da cadeia " do receptor 

de IL-7 (CD127) se correlaciona inversamente com a expressão de FoxP3 e 

diretamente com células T ativadas (efetoras e de memória) em diferentes 

tecidos de humanos e camundongos [78-80]. Esses estudos mostraram que 

células com fenótipo CD4+CD25+CD127low/- apresentaram alta atividade 

supressora em ensaios in vitro [79]. Assim, a expressão de CD127 pode ser 

utilizada na identificação e separação de células Treg, possibilitando sua 

análise funcional in vitro e sua utilização in vivo.  

Mais recentemente, Sakaguchi et al. mostraram que Treg naturais 

expressam constitutivamente altos níveis do receptor de folato 4 (FR4), um 

subtipo de receptor para a vitamina ácido fólico, e que esta elevada expressão 

pode distinguí-las de outras células T naive ou ativadas [81]. Os autores 

mostraram que células TCD4+CD25+FR4hi enriquecidas de células T 

estimuladas com aloantígeno são capazes de suprimir a rejeição ao enxerto. 

Mostraram também que a administração do anticorpo monoclonal FR4 reduz 
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especificamente células Treg, provocando uma resposta anti-tumoral em 

animais com tumores e doenças auto-imunes em animais jovens normais [81].  

Para exemplificar o papel destas células, Lewkowich et al. mostraram 

que a depleção de células Treg naturais antes da fase indutora da resposta 

imune contribui para o aumento das respostas alérgicas induzidas pela 

imunização com extrato de ácaros em animais resistentes [82]. O grupo de 

Medzhitov em 2004 mostrou que a depleção transiente de células Tregs leva a 

restauração da resposta de células T helper, demonstrando que o principal 

mecanismo de ativação das células T é bloqueado pela supressão pelas Tregs 

[83]. 

Em nosso laboratório foi demonstrado que a prévia exposição a OVA, 

por via oral, foi capaz de inibir o desenvolvimento da asma experimental em 

diferentes linhagens de camundongos [84]. Em trabalho publicado em 

colaboração com o nosso laboratório, Mucida et al. mostraram que animais 

desprovidos de Tregs naturais são altamente suscetíveis a indução de 

tolerância oral depois do tratamento com a antígeno [85]. Para isso, os autores 

utilizaram um modelo duplo transgênico de células T (OVA) e B (HA – 

hemaglutinina de influenza vírus) em animais RAG-/-. Este trabalho aponta que 

na ausência de células Tregs naturais, a tolerância pode se estabelecer. Além 

disso, foi verificado que células Tregs adaptativas, geradas na presença de 

TGF-#, aparecem logo após a administração oral de OVA, indicando que estas 

células podem se desenvolver a partir de linfócitos T CD4+ virgens. Samson et 

al. descreveram a ativação de Treg nos linfonodos regionais (mLN e cervicais 

LN) 48h após a exposição nasal (ou oral) a OVA [61]. Outros trabalhos 

apresentam resultados semelhantes, sugerindo que Treg podem ser geradas 

pela exposição nasal ou oral ao antígeno [60]. 

Com relação à tolerância nasal, alguns autores enfocaram o efeito da 

exposição intranasal ao antígeno sobre as respostas alérgicas mediadas por 

linfócitos Th2 [86]. Holt et al. foram os primeiros a mostrar a inibição seletiva da 

produção de IgE específica pela exposição aérea ao antígeno [87]. McMenamin 

e Holt mostraram que a indução de tolerância para a produção de IgE estava 

associada com o aparecimento de células T CD8+ e $%+ e produção de IFN-$ e 

aumento do isotipo IgG2a [88]. Ou seja, o mecanismo proposto por estes 
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autores para explicar a inibição da produção de IgE seria devido a um desvio 

imunológico para um padrão do tipo Th1. Entretanto, Seymour et al. mostraram 

que a inibição seletiva da produção de IgE Ag-dependente, não requer células 

T CD8+ ou T $%+ e síntese de IFN-$ [89]. As razões para estas diferenças ainda 

não foram esclarecidas, mas é possível que sejam devidas à contaminação da 

OVA com LPS [90]. 

A participação de citocinas supressoras na indução de tolerância nasal 

foi demonstrada por Akbari et al. [91]. Segundo estes autores, o contato do 

antígeno com a mucosa das vias aéreas é capaz de gerar células dendríticas 

pulmonares secretoras de IL-10 [91]. Estas células são capazes de inibir a 

proliferação de células T OVA-específicas quando do estímulo antigênico em 

animais previamente sensibilizados. Nesta mesma linha, Oh et al. ao 

transferirem células T CD4+ produtoras de IL-10, confirmaram a importância 

desta citocina na inibição da HRB e da inflamação pulmonar [92]. Entretanto, 

outro trabalho mostra que a tolerância nasal pode ser induzida 

independentemente de IL-10, mas não de TGF-# [93]. 

Em nosso laboratório foi mostrado que a indução de tolerância pelas 

mucosas depende da via e do tempo entre a administração do antígeno e a 

imunização [94]. Neste trabalho ficou estabelecido que existe um padrão 

hierárquico de supressão, pois dependendo do tempo foi mais fácil inibir 

respostas alérgicas inflamatórias celulares que a produção de anticorpos 

anafiláticos e de IgG1-específica não anafilática [94]. 

 
1.3 Tolerância e Lipopolissacarídeo (LPS) 

 

Sabe-se que a exposição aérea a proteínas pode levar a um estado de 

baixa resposta imunológica conhecido por tolerância nasal, porém este mesmo 

antígeno, no caso de indivíduos predispostos, pode levar a uma resposta 

imune de perfil Th2, resultando em inflamação pulmonar eosinofílca e secreção 

de muco [95].  

Fatores que antagonizam os mecanismos de tolerância nas vias aéreas 

podem resultar em suscetibilidade à asma. A hipótese da higiene foi proposta 

como uma tentativa de explicar o aumento da prevalência de doenças alérgicas 
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nas últimas décadas. De acordo esta hipótese, indivíduos que contraíram 

poucas infecções bacterianas durante a infância apresentam uma insuficiente 

estimulação de linfócitos T do tipo Th1, resultando num desequilíbrio e 

conseqüente expansão de linfócitos T do tipo Th2. Tal polarização predisporia 

o indivíduo às doenças alérgicas [66]. Entretanto, existem dados indicando que 

esta primeira interpretação da hipótese da higiene pode ser incorreta ou 

incompleta, pois paralelamente ao aumento de atopia houve também um 

aumento de diabetes e outras doenças auto-imunes do tipo 1 [96, 97]. Mais 

ainda, não há correlação entre a ocorrência de infecções por helmintos e 

doenças alérgicas, apesar de ambas estarem associadas ao padrão Th2. Na 

verdade, algumas infecções por helmintos, como a esquistossomose crônica, 

podem suprimir a atopia em crianças, provavelmente pela indução de IL-10 ou 

por células T reguladoras [98]. Esses achados não se encaixam na visão 

clássica da hipótese da higiene [66, 99]. 

Dados da literatura sugerem que componentes microbianos, tais como o 

LPS, podem ativar o sistema imune e, conseqüentemente, modular as 

respostas imunes que estão em curso ou sensibilizar os indivíduos à antígenos 

presentes no ar ou na poeira domiciliar [100-102]. Evidências epidemiológicas 

e experimentais indicam que a exposição à endotoxina, que é constituída 

basicamente de LPS bacteriano, pode tanto proteger quanto exacerbar o 

quadro asmático [103-107].  

O LPS faz parte da parede celular de bactérias gram-negativas e é 

constituído por uma porção polissacarídea (antígeno O) extremamente variável 

e uma porção lipídica (lipídeo A) bastante conservada entre as diferentes 

espécies de bactérias que é responsável pela maioria dos efeitos biológicos do 

LPS [108]. O LPS é ubíquo ao meio ambiente e está presente em altas 

concentrações na poeira orgânica, assim como na poluição do ar e na poeira 

doméstica. O LPS é considerado uma molécula prototípica que ativa 

monócitos, macrófagos e Células dendríticas via receptores do tipo Toll 4 

(TLR4, do inglês toll-like receptors) com a participação das proteínas 

acessórias CD14 e LBP (do inglês, LPS-binding protein), sinalizando pela 

molécula adaptadora MyD88 [109, 110]. Em células dendríticas, o LPS 

aumenta a expressão de moléculas MHC II e moléculas co-estimulatórias 
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(CD40, CD80 e CD86) e induz a secreção de IL-12 que propicia um contexto 

para a expansão de células Th1, como revisto por Pasare e Medzhitov [111], 

Vários estudos mostram que o tempo e o período de exposição aos 

componentes bacterianos são cruciais no efeito protetor contra as alergias, 

uma vez que quanto mais cedo o sistema imune é exposto a estes agentes, 

mais eficazes são os efeitos anti-alérgicos [105, 112]. Os autores relatam que 

a exposição à endotoxina na infância pode proteger contra o desenvolvimento 

de asma. Por exemplo, Gereda et al. investigaram o efeito protetor que a 

exposição crônica à endotoxina presente na poeira doméstica tinha sobre 

crianças atópicas com idades entre 9 e 24 meses [112]. Este trabalho mostrou 

que existe uma correlação entre a concentração de endotoxina e o número de 

células Th1 presentes na circulação. Assim, os pesquisadores sugeriram que a 

indução de células do tipo Th1 ocorreu devido à exposição crônica à 

endotoxina e que a indução destas células nos primeiros meses de vida 

poderia inibir o desenvolvimento de células do tipo Th2 prevenindo a atopia e 

possivelmente a asma [112]. Por outro lado, em trabalho publicado por nosso 

grupo, Bortolatto et al. mostraram em 2008 que a co-adsorção de LPS e OVA 

ao alum durante a fase de sensibilização suprimiu a doença alérgica pulmonar 

e preveniu o desenvolvimento de uma inflamação aérea mediada por linfócitos 

polarizados, sem induzir um desvio imunológico para o padrão Th1 [113]. 

Efeitos contrários a estes também foram encontrados. É sabido que 

infecções microbianas ou exposição à endotoxinas nas fases mais tardias da 

vida pode exacerbar um quadro estabelecido de asma [100]. Estudos 

realizados por Rylander et al. apontaram que a inalação de endotoxinas causa 

inflamação e deterioração da função pulmonar [114]. Estes autores mostraram 

também que indivíduos asmáticos são mais sensíveis à inalação de LPS do 

que indivíduos não asmáticos [114]. Murakami et al. mostraram, em modelo 

murino de asma, que a exposição ao LPS durante os desafios i.n. com OVA 

exacerba a inflamação pulmonar acompanhada pela ativação de mastócitos e 

aumento das respostas de padão Th2 [115]. Outro grupo mostrou que a 

inalação de doses baixas de LPS induz em pessoas asmáticas uma reação 

inflamatória pulmonar caracterizada pela presença de neutrófilos [116]. No 

entanto, em indivíduos não asmáticos são necessárias altas doses de LPS 
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para induzir a mesma reação. A exposição à altas concentrações de LPS pode 

levar ao desenvolvimento de doenças agudas com a presença de febre, tosse 

e dispnéia [117]. Mais recentemente tornou-se claro que exposições crônicas à 

concentrações menores de LPS podem contribuir para o desenvolvimento de 

doenças pulmonares obstrutivas incluindo enfisema, bronquite crônica e asma 

[118, 119]. 

Das possíveis explicações para esta associação entre a exposição à 

endotoxinas e aumento dos sintomas da asma inclui o efeito adjuvante da 

endotoxina nas vias aéreas. Do ponto de vista imunológico, adjuvante (do latim 

adjuvare, ajudar) é todo agente que, associado a um determinado antígeno, 

aumenta a intensidade da resposta imunológica ao mesmo. O LPS, assim 

como o adjuvante de Freund, são adjuvantes do tipo 1 que polarizam as 

células para o padrão Th1, e não foram liberados para uso clínico devido a 

seus efeitos tóxicos adversos. 

Os trabalhos acima mostram os efeitos controversos dos compostos 

orgânicos em relação à sensibilização a alérgenos, podendo tanto causar como 

prevenir a asma dependendo de múltiplos fatores como o tempo, a dose, a via 

de exposição e variações genéticas, que são decisivos para exercer estes 

efeitos específicos, regulando positiva ou negativamente a imunidade do tipo 

Th2 [120].  

Além disso, não somente a exposição ao LPS, mas a exposição 

simultânea ao LPS e ao alérgeno podem ter um papel crucial na definição da 

subseqüente resposta imune do hospedeiro. Trabalho publicado por Eisenbarth 

et al. abriu uma nova possibilidade de interpretação de como o LPS poderia 

atuar na alergia [121]. Estes autores mostraram que baixas doses de LPS 

associados à OVA durante a sensibilização, feita pela via i.n., induzem uma 

ativação de linfócitos Th2, com conseqüente eosinofilia pulmonar e produção 

de IgE. Por outro lado, a inalação de altas doses de LPS associados a OVA i.n. 

resulta na supressão do quadro alérgico com aumento das respostas Th1 

[121]. Em resumo, a concentração de LPS durante a exposição do alérgeno, 

determina se o tipo de reação imunológica será predominantemente Th2 ou 

Th1. Mais recentemente, outro grupo de pesquisadores [122] utilizando 

protocolo semelhante mostrou que os níveis de LPS podem determinar o tipo 
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da inflamação (predomínio de células com perfil Th2 ou Th1), porém nos dois 

casos os animais apresentam um quadro asma-símile com hiperreatividade 

brônquica (HRB). O paradoxo das atividades adjuvantes Th1 e Th2 com altas e 

baixas doses de LPS ainda não foi resolvido, mas experimentos conduzidos 

por Kaisho et al. [123] com Células dendríticas de animais deficientes da 

molécula MyD88 podem ser relevantes para o entendimento. Os autores 

demonstraram que Células dendríticas de animais MyD88-deficientes ativadas 

com LPS levavam à respostas de perfil Th2, enquanto Células dendríticas de 

animas wild-type ativadas com LPS levavam à diferenciação para respostas 

Th1 [123]. Levando em consideração o trabalho de Eisenbarth [121], estas 

observações sugerem que baixas concentrações de LPS sinalizam de maneira 

independente de MyD88 e induz o desenvolvimento de células Th2, mas por 

outro lado, o caminho dependente de MyD88 está relacionado com altas 

concentrações de LPS e favorece a diferenciação para Th1. 

Mais recentemente, um grupo alemão mostrou que o LPS i.n. modula a 

indução de tolerância nasal com OVA inibindo a inflamação pulmonar 

eosinofílica induzida pela sensibilização i.p. com OVA em alum e desafio i.n. 

com OVA, porém aumenta os níveis de IgG1 e a produção de IFN-$ [124]. 

Outro trabalho demonstrou que a inalação de LPS juntamente com a OVA 

previne o estabelecimento da tolerância nasal diminuindo a geração de células 

Tregs e aumentando a inflamação eosinofílica pulmonar e o número de células 

T CD4 produtoras de IL-4 e IFN-$ [125]. Os autores atribuem ao LPS a 

capacidade de antagonizar a geração de células Tregs adaptativas e mudar o 

balanço entre estas Treg e células T efetoras pela ligação OX40-OX40L [125]. 

Este fato pode explicar achados que mostram que o risco de se 

sensibilizar aumenta com a intensidade de exposição ao alérgeno nos 

primeiros ano de vida, mas por outro lado, a exposição ao alérgeno i.n. pode 

induzir tolerância, como é visto em humanos não atópicos e em modelos 

experimentais [126]. Assim, as respostas imunes podem ser conseqüência da 

exposição ao alérgeno juntamente com o LPS, sendo este capaz de ativar o 

sistema imune inato via TLR e gerar uma reposta predominantemente Th1 

[127].  
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Para tentar delinear a interação entre o LPS e o alérgeno nexte contexto, 

e além disso, avaliar o papel do LPS que não na fase de sensibilização, como 

mostrado por Bortollato et al., o presente trabalho estudou o efeito da inalação 

de LPS durante a indução de tolerância nasal com OVA e as suas 

conseqüências sobre a subseqüente sensibilização com OVA. 

 
1.4 Características funcionais dos alérgenos 
 

A maioria dos trabalhos experimentais em asma tem utilizado a OVA, 

que não é o alérgeno mais comum em indivíduos atópicos. Outra maneira de 

se estudar as reações alérgicas seria a utilização de alérgenos mais 

prevalentes em pacientes asmáticos como é o caso dos ácaros da poeira 

domiciliar [128]. O ácaro Blomia tropicalis (Bt) é uma das muitas espécies de 

ácaros domésticos pertencentes à família Glycyphagidae que é encontrada 

principalmente em países tropicais e subtropicais. Apesar do crescente 

interesse na Bt como alérgeno, a maioria dos estudos está relacionada com a 

produção de anticorpos específicos contra Bt [129, 130]. Portanto, ainda não 

existem modelos experimentais que estudem de forma abrangente o papel da 

Bt no desenvolvimento de asma. 

Como dito anteriormente, a exposição a OVA i.n. leva a tolerância, no 

entanto dados preliminares do nosso laboratório mostraram que o tratamento 

com o extrato de Bt i.n. não induz tolerância, mas sim leva a um influxo 

pulmonar com predomínio de neutrófilos e com o desenvolvimento de HRB 

(dados não publicados). Estes achados foram documentados também por 

Joong Hyun Ahn et al. que mostraram que com o aumento da exposição dos 

animais a ácaros de poeira doméstica existe um aumento no influxo de 

neutrófilos para as vias aéreas [131]. 

A razão pelo qual alguns antígenos inalados, neste caso o extrato de Bt, 

induzem respostas inflamatórias enquanto outros levam a tolerância 

imunológica ainda não é bem conhecida. Além da predisposição genética a 

desenvolver atopias, as características intrínsecas destes antígenos devem ser 

importantes. Corry et al. [132] mostraram que estas características permitem 

agrupar os alérgenos em duas classes funcionais: uma classe de alérgeno 
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denominada alérgeno tipo I, pois para se induzir respostas pulmonares 

inflamatórias seria fundamental a presença de um adjuvante; e uma segunda 

classe denominando os alérgenos de tipo II, onde seria totalmente dispensável 

a administração de um adjuvante para se estabelecer uma inflamação 

pulmonar. Desse modo, por não apresentar proteinases a OVA seria 

classificada como alérgeno do tipo I enquanto o extrato de Bt seria denominado 

como alérgeno do tipo II. 

Com base nestes dados pode-se dizer que não é possível induzir 

tolerância imunológica ao extrato de Bt, portanto o presente trabalho utilizou o 

fenômeno de tolerância cruzada, discutido a seguir, para tentar modular a 

resposta alérgica induzida por este ácaro. 

 

1.5 Tolerância cruzada 
 

Independente dos mecanismos imunológicos envolvidos na indução da 

tolerância imunológica pelas mucosas, uma questão importante é o grau de 

especificidade e de eficiência desse fenômeno. Aparentemente a tolerância 

imunológica é um fenômeno antígeno-específico, que é determinado pelo 

receptor da célula T [133]. Sendo assim, a indução de tolerância a alérgenos 

permitiria o controle de reações indesejadas, sem prejudicar a manutenção da 

homeostase do organismo. Entretanto, alguns trabalhos sugerem que a 

tolerância a uma determinada proteína pode interferir na subsequente resposta 

imunológica induzida por uma proteína não relacionada. Nesse caso, a indução 

de tolerância levaria a geração de células Tregs de maneira antígeno-

específica e, uma vez geradas, estas células poderiam suprimir respostas 

imunes de uma maneira geral quando encontrassem o antígeno tolerante no 

órgão alvo, fenômeno conhecido como bystander suppression [137, 138]. Este 

fenômeno é baseado no conceito de que células Treg induzidas pelo 

tratamento oral com proteínas podem suprimir respostas imunes induzidas por 

proteínas diferentes, desde que a proteína tolerante esteja presente no mesmo 

sítio [177]. No presente trabalho este fenômeno foi denominado tolerância 

cruzada. 
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O primeiro trabalho descrevendo esse fenômeno foi desenvolvido pelo 

grupo de Vaz em 1981 [136]. Neste artigo os autores mostraram a supressão 

cruzada das respostas imunes específicas depois da indução de tolerância oral 

[89]. Em 1991, Miller et al. mostraram que animais expostos a OVA pela via 

oral e que foram posteriormente imunizados com MBP (proteína básica de 

mielina) em CFA e OVA s.c., em tempos diferentes, foram protegidos de EAE 

(encefalomielite auto-imune experimental) [134]. Segundo os autores, o efeito 

protetor era devido a um produto solúvel produzido pelas células T CD8+ 

isoladas dos animais tratados com OVA oral. Da mesma forma, Dahlman-

Hoglund et al. mostraram evidências de que a tolerância oral a OVA seguida da 

imunização com OVA mais HSA (human serum albumin) suprime, além da 

reação de DTH (delayed-type hypersensitivity) e a produção específica de 

anticorpos anti-OVA, as respostas ao antígeno não relacionado, a HSA [139, 

140]. Entretanto, o grupo mostrou que não havia supressão das respostas 

quando a OVA e o HSA eram administrados em sítios diferentes [139]. 

Aparentemente, o fenômeno bystander suppression sobre uma proteína não 

relacionada ocorre somente se o antígeno for administrado no mesmo sítio, 

mas não necessariamente ao mesmo tempo, em que o antígeno tolerado. 

Ainda na mesma linha, Karlsson et al. mostraram que ratos expostos a OVA 

oral produzem um fator sérico tolerogênico que quando transferidos para 

animais recipientes é capaz de diminuir a produção de anticorpos anti-OVA e 

anti-HSA [141]. Schramm et al. demonstraram que a exposição contínua dos 

animais a aerossóis de OVA inibe a resposta eosinofílica inflamatória a OVA e 

também reações alérgicas induzidas por antígenos de barata [142]. Mais 

recentemente, em modelo de artrite induzida por BSA (bovine serum albumin), 

foi mostrado que o prévio tratamento com KLH (keyhole limpet haemocyanin) 

pela via intranasal inibe a inflamação nas juntas dos ratos quando comparados 

com os animais expostos à salina [143].  

O grupo do Professor Vaz mostrou que animais tolerantes a OVA e 

imunizados com DNP-KLH e DNP-OVA, apresentaram inibição da produção de 

anticorpos anti-DNP [135]. Estes autores denominaram o fenômeno de “efeito 

indireto do antígeno tolerado” porque o antígeno tolerado e o antígeno não 

relacionado não precisavam ser administrados no mesmo local e ao mesmo 
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tempo para o fenômeno ocorrer [135]. Além disso, em outro trabalho os autores 

mostraram que os efeitos indiretos não requerem a injeção simultânea das 

duas proteínas, pois eles ainda ocorrem se o Ag tolerado for injetado 72 horas 

após a indução de tolerância. Por outro lado, os efeitos indiretos não ocorrem 

se a proteína não-relacioanada for injetada 24 horas antes da proteína tolerada 

[144]. O grupo mostrou ainda que, em animais tolerantes a OVA, uma injeção 

i.p. de OVA juntamente com uma injeção i.v. de ovos de Schistossoma 

mansoni inibia a formação de granuloma ao redor do ovo [145]. Em 2008, foi 

mostrado que o efeito inibitório induzido pela injeção do antígeno tolerado é 

capaz de bloquear respostas inflamatórias em três modelos diferentes: reações 

de DTH, peritonite e edema de pata induzido por carragenina [146]. No mais 

recente trabalho do grupo, os autores mostraram que a imunização com OVA 

mais KLH em animais tolerantes a OVA oral inibe as respostas humorais anti-

KLH, demonstrando o estabelecimento dos efeitos indiretos da tolerância oral a 

OVA [147]. Foi ainda mostrado que, os efeitos indiretos sobre a produção de 

anticorpos eram adotivamente transferidos para animais C57BL/6 irradiados 

através da injeção de esplenócitos de animais tolerantes a OVA que foram 

sensibilizados com ambos os antígenos [147]. A transferência do efeito indireto 

em recipientes BALB/c não irradiados só ocorria se junto com os esplenócitos, 

fosse transferido o soro dos doadores tolerantes. Mais ainda, o trabalho mostra 

que a transferência adotiva de esplenócitos de animais tolerizados com OVA e 

imunizados com OVA e KLH, é capaz de inibir a reação de DTH induzida por 

KLH em recipientes não irradiados [147].  

Há ainda autores que associam o fenômeno de tolerância “inespecífica” 

com a idade dos animais [148]. Lundin et al. propõem que em animais adultos, 

a tolerância seria devida a uma supressão ativa não-específica enquanto que 

em ratos jovens o mecanismo seria devido à anergia específica das células T.  

Os mecanismos envolvidos neste tipo de supressão ainda não são 

totalmente conhecidos, mas parecem ser dependentes de citocinas 

supressoras secretadas por células Tregs. As células Tregs geradas pela 

indução de tolerância secretam citocinas inibitórias não-específicas, como IL-10 

e TGF-# [134], quando em contato com o antígeno tolerado, o que permite a 

supressão da resposta imune no microambiente onde o antígeno tolerado está. 
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Neste sentido, este fenômeno seria eficaz em terapias para doenças 

inflamatórias auto-imunes, como artrite reumatóide e esclerose múltipla, onde o 

auto-antígeno é desconhecido. 

Além disso, em um trabalho elegante, o grupo da Polly Matzinger 

atribuiu às Células dendríticas o papel de transferir mensagens das células T 

de memória para as células T naive [59]. Os autores demonstraram que células 

T de memória e/ou efetoras induzidas pela administração oral de antígenos 

podem educar Células dendríticas, as quais influenciam subseqüentes 

respostas das células T naive fazendo com que estas células produzam as 

mesmas citocinas produzidas pelas células T de memória geradas pelo 

tratamento oral [59]. 

Outros dois conceitos de tolerância imunológica foram descritos: 

tolerância infecciosa e tolerância cruzada. O primeiro foi denominado pelo 

grupo de Waldman [149]. Em diferentes trabalhos deste grupo foi mostrado que 

uma vez induzida a tolerância a um determinado enxerto de pele, este 

fenômeno poderia ser transferido para animais singenêicos [149]. Ou seja, 

animais virgens que receberam células CD4+ de animais tolerizados, também 

se tornavam tolerantes ao mesmo enxerto de pele, daí o nome de tolerância 

“infecciosa”. Mais surpreendente, num trabalho elegante, os autores mostraram 

que mesmo após a eliminação das células T CD4+ transferidas (provenientes 

de animais tolerantes), os animais continuam tolerantes ao enxerto de pele, 

reforçando ainda mais o conceito infeccioso da tolerância [150, 151]. 

O segundo conceito, tolerância cruzada é na realidade um modus 

operandi da tolerância infecciosa. Neste modelo, o caráter infeccioso estaria 

presente durante o reconhecimento de diferentes antígenos por diferentes 

linfócitos, na mesma célula apresentadora. Segundo estes autores, uma 

terceira parte de um transplante, apresentada em associação com uma parte 

tolerizada, não seria rejeitada [152].  

Finalmente, para estudar a modulação das respostas alérgicas induzidas 

por Bt pela indução de tolerância cruzada, utilizaram-se as proteínas HEL 

(lisozima de clara de ovo) e OVA como Ags indutores de tolerância.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

O principal objetivo do presente projeto foi avaliar o uso e as limitações 

da tolerância imunonológica via mucosas. 

 

2.2 Objetivos Específicos  
 

Avaliar:  

 

1- O efeito da administração de LPS i.n. durante a indução de tolerância nasal 

com OVA utilizando três modelos de sensibilização: OVA/alum s.c., OVA s.c. e 

OVA i.n. 

2- Se a indução de tolerância nasal com HEL pode interferir nas respostas anti-

Bt; 

3- Se a indução de tolerância nasal e oral com OVA pode interferir nas 

respostas anti-Bt; 

4- A importância da OVA (Ag tolerado) durante as sensibilizações com o 

extrato de Bt; 

5- Se é possível reverter um quadro de alergia pré-estabelecido a Bt com a 

posterior indução de tolerância cruzada com OVA oral. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Animais 
  

Utilizaram-se camundongos isogênicos da linhagem BALB/c e C57Bl/6, 

fêmeas, com idade entre 4 e 8 semanas. Os animais foram fornecidos pelo 

Biotério de Experimentação do ICB IV, USP. O uso dos animais foi aprovado 

pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) em 27/03/2007 e 

está registrado sob no 003 na fl. 42 do livro 2. 

 
3.2 Antígenos 
  

Os antígenos utilizados foram a ovalbumina (OVA, Grau II e V) e a 

lisozima da clara de ovo (HEL) ambos da Sigma (St. Louis, MO), e os extratos 

de ácaro de poeira doméstica Blomia tropicalis cedidos pelo Professor Dr. 

Ernesto Akio Taketomi da Universidade Federal de Uberlândia (de acordo com 

Pereira et al. [153]) e pela Professora Dra. Neuza Alcântara da Universidade 

Federal da Bahia [153, 154]. 

 
3.3 Remoção de LPS da OVA comercial 

 

Para a purificação da OVA comercial e obtenção de OVA livre de LPS foi 

utilizado o método descrito por Aida e Pabst (1990) [155] com algumas 

modificações, como descrito abaixo: Triton X-114 (1%) foi adicionado à solução 

de OVA e ao PBS (como controle). Os tubos foram incubados no gelo por pelo 

menos 30 minutos, com agitação em vortex em intervalos de 5 a 10 minutos. A 

seguir, os tubos foram incubados a 37 ºC por 5 minutos para permitir a formação 

de duas fases. Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 

13.000 g, à temperatura ambiente. Após a centrifugação, formou-se uma fase de 

detergente no fundo do tubo e a fase aquosa foi removida cuidadosamente para 

não misturar com a fase oleosa. Verificou-se que após a repetição de dois ciclos 

de purificação a solução de OVA estava livre de LPS conforme revelado pelo 

ensaio do Limulus Amebocyte Lisate (LAL). 
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3.4 Protocolos Experimentais 
  

Vale ressaltar que antes de cada sensibilização ou desafio antigênico, os 

animais foram anestesiados pela via intramuscular com 200 &L de uma solução 

contendo cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (ROMPUN) e 

cloridrato de cetamina (Syntec do Brasil Ltda) na proporção de 1000 mL / 500 

mL / 10 mL de PBS. Além disso, a eutanásia dos animais, realizada 24 horas 

após o último desafio, foi feita pela administração intraperitoneal de 400 &L de 

uma solução contendo 500 &l cetamina / 10 mL hidrato de cloral / 10 mL PBS. 

 

3.4.1 Modelos para estudar o efeito do LPS durante a indução de 
tolerância 
 
3.4.1.1 Exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal 

 

Os animais foram expostos pela via i.n. por três dias consecutivos a 

100 &g de OVA Grau II (livre de LPS) diluídos em 50 &L de PBS estéril. Para 

testar o efeito da exposição ao LPS (Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-

Aldrich)) durante a indução de tolerância nasal, foi dado 0,1 ou 10 &g de LPS 

i.n., concomitantemente com a OVA. Os animais do grupo Controle e Imune 

receberam apenas PBS durante este tratamento. Cinco dias após, deu-se 

início ao protocolo de sensibilização de acordo com cada objetivo estudado: 

 

3.4.1.2 Sensibilização com OVA adsorvida ao alum 

 

Os animais foram expostos por três dias a OVA (OVA / OVA) ou a 

OVA + LPS (OVA-LPS / OVA). Em seguida, foram sensibilizados duas vezes 

com 400 &L de uma solução contendo 4 &g de OVA em 1.6 mg de alum s.c. 

nos dias 0 e 7, e desafiados pela via i.n. com 10 &g de OVA nos dias 14 e 

21. O grupo Imune  recebeu PBS (PBS / OVA) durante a indução de 

tolerância e o grupo Controle (PBS / PBS) não foi tratado. Vale ressaltar que 
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esse protocolo foi realizado tanto em animais da linhagem BALB/c quanto 

em animais C57Bl/6. 

 

 

3.4.1.3 Sensibilização com OVA na ausência de alum 

 

Os animais foram expostos por três dias a OVA (OVA / OVA) ou a 

OVA + LPS (OVA-LPS / OVA). Em seguida, foram sensibilizados duas vezes 

com 200 &L de uma solução contendo 4 &g de OVA em PBS estéril s.c. nos 

dias 0 e 7, e desafiados pela via i.n. com 10 &g de OVA nos dias 14 e 21. O 

grupo Imune recebeu PBS (PBS / OVA) durante a indução de tolerância e o 

grupo controle (PBS / PBS) apenas os desafios i.n. 

 

 

3.4.1.4 Sensibilização com OVA i.n. 

 

Os animais foram expostos por três dias a OVA (OVA / OVA) ou a 

OVA + LPS (OVA-LPS / OVA) i.n. Em seguida, foram expostos pela via i.n. a 

10 &g de OVA nos dias 0 e 7, 14 e 21. O grupo Imune recebeu PBS (PBS / 

OVA) durante a indução de tolerância e os controles (PBS / PBS) apenas os 
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desafios i.n. Após 24 horas, todos os animais foram sacrificados para 

obtenção do sangue, LBA e pulmões. 

 

 

3.4.1.5 Indução de tolerância com OVA na presença de LPS para 
dosagem de citocinas no linfonodo mediastinal 

 

Os animais foram expostos por três dias consecutivos (-7, -6, -5) a 100 

&g de OVA (OVA / OVA) ou a OVA juntamente com 10 &g de LPS i.n. (OVA-

LPS / OVA). Nos dias 0 e 7 os animais foram expostos a 10 &g de OVA i.n. e 

no dia 9 foram sacrificados e o linfonodo mediastinal colhido para cultura 

celular e análise da produção de citocinas estimuladas ex vivo. 

 

                      

3.4.2 Modelos para estudar a indução de tolerância cruzada 
 
3.4.2.1 Sensibilização com extrato de Bt 

 

Os animais foram sensibilizados duas vezes com 400 &L de uma 

solução contendo 5 &g do extrato de Bt adsorvidos em 1.6 mg de hidróxido de 

alumínio (alum) pela via subcutânea (s.c.), nos dias 0 e 7. Com o auxílio de 
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uma micropipeta, foram gotejados nas narinas dos animais (ou seja, na via 

intranasal - i.n.) 50 &L de uma solução contendo 10 &g de Bt diluído em PBS 

estéril, nos dias 14 e 21. Após 24 horas, todos os animais foram sacrificados 

para obtenção do sangue, LBA e pulmões. 

 

 

 

 

 
 
3.4.2.2 Indução de tolerância nasal  
  

Os animais foram expostos pela via i.n. por três dias consecutivos a 100 

&g de HEL ou OVA Grau II diluídos em 50 &L de PBS estéril. Os animais do 

grupo controle e Imune receberam apenas PBS durante este tratamento. Cinco 

dias após, deu-se início ao protocolo de sensibilização de acordo com cada 

objetivo estudado. 

 
3.4.2.3 Indução de tolerância oral  

 

Os animais foram tratados por ingestão voluntária durante cinco dias 

consecutivos com 1 % de OVA diluída em água de beber. As garrafas foram 

trocadas todos os dias para evitar contaminação. Os grupos controle e Imune 

receberam apenas água durante este tratamento. Dois dias após, deu-se início 

ao protocolo de sensibilização de acordo com cada objetivo estudado. 

 

3.4.2.4 Tolerância cruzada de HEL para Bt 
 

Os animais foram expostos a HEL i.n. para indução de tolerância nasal e 

em seguida foram sensibilizados com 5 &g de HEL + 5 &g de Bt s.c. adsorvidos 

a 1.6 mg de alum nos dias 0 e 7, e desafiados com 10 &g de HEL + 10 &g de Bt 

0 7 14 21

 s.c.
Análises

220 7 14 21 22

Bt/ALUM s.c. Bt i.n. Bt i.n.Bt/ALUM 



MATERIAL E MÉTODOS   

  

 

37

 

i.n. nos dias 14 e 21. Os animais do grupo Imune foram tratados com PBS 

durante a indução de tolerância nasal.  

 

 

 

 

 
3.4.2.5 Tolerância cruzada de OVA para Bt 

 

Os animais foram tratados a OVA Grau V ou Grau II pela via i.n. ou oral, 

para indução de tolerância, e em seguida foram sensibilizados com 5 &g de 

OVA + 5 &g de Bt s.c adsorvidos a 1.6 mg de alum nos dias 0 e 7, e desafiados 

com 10 &g de OVA + 10 &g de Bt i.n. nos dias 14 e 21. Os animais do grupo 

Imune foram tratados com PBS ou apenas água durante a indução de 

tolerância nasal ou oral, respectivamente.  

 

 
 

 
 

 

 
 
3.4.2.6 Tolerância cruzada de OVA para Bt em animais sensibilizados com 
OVA e Bt e desafiados apenas com Bt 

 

Os animais foram tratados com OVA oral para indução de tolerância e 

em seguida foram sensibilizados duas vezes com 5 &g de OVA + 5 &g de Bt 

s.c. adsorvidos ao alum nos dias 0 e 7, e desafiados com 10 &g de Bt i.n. nos 

dias 14 e 21. Os grupos Imunes não receberam o tratamento com OVA oral. Os 

animais do grupo Controle não receberam nenhum tratamento.  
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3.4.2.7 Tolerância cruzada de OVA para Bt em animais sensibilizados e 
desafiados apenas com o extrato de Bt  

 

Os animais foram tratados com OVA oral para indução de tolerância e 

em seguida foram sensibilizados com 5 &g de Bt s.c. adsorvidos ao alum nos 

dias 0 e 7, e desafiados com 10 &g de Bt i.n. nos dias 14 e 21. Os grupos 

Imunes não receberam o tratamento com OVA oral. Os animais do grupo 

Controle não foram tratados.  

 

 

 

 

 

3.4.2.8 Tolerância cruzada de OVA para Bt em animais sensibilizados 
com OVA e Bt apenas na primeira sensibilização 

 

Os animais foram tratados com OVA oral para indução de tolerância e 

em seguida foram sensibilizados no dia 0 com 5 &g de OVA + 5 &g de Bt s.c. e 

no dia 7 com 5 &g de Bt s.c adsorvidos ao alum. Nos dias 14 e 21, os grupos 

foram com 10 &g de Bt i.n. Os grupos Imunes não receberam o tratamento com 

OVA oral. Os animais do grupo Controle não foram tratados.  
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3.4.2.9 Tolerância cruzada de OVA para Bt em animais previamente 
sensibilizados com o extrato de Bt 

  

Os animais foram sensibilizados com 5 &g de Bt s.c. adsorvidos ao alum 

nos dias 0 e 7. Três dias após, foram submetidos ao protocolo de indução de 

tolerância oral a OVA, e em seguida receberam duas sensibilizações com 5 &g 

de OVA + 5 &g de Bt s.c. adsorvidos ao Alum e dois desafios com Bt i.n. 

 

 

 

 
 

 
3.4.2.10 Tolerância cruzada de OVA para Bt em animais expostos ao 
extrato de Bt intranasal 

 

Os animais foram tratados com OVA oral para indução de tolerância e 

em seguida foram expostos a 10 &g de OVA + 5 &g de Bt i.n. nos dias 0 e 7, e 

a 5 &g de Bt i.n. nos dias 14 e 21. O grupo Imune não recebeu o tratamento 

com OVA oral. Os animais do grupo Controle foram apenas desafiados com 5 

&g de Bt i.n. nos dias 14 e 21.  
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3.5 Determinação da hiperreatividade brônquica 

 

Um dia após o primeiro desafio, os animais foram colocados em 

câmaras plestismográficas (BUXCO Eletronics, USA) e os parâmetros 

respiratórios foram medidos por 5 minutos antes e após a nebulização, por 2.5 

minutos, de 3, 6, 12 e 25 mg/mL de metacolina (Sigma, St Louis, USA). A 

resistência respiratória foi expressa como aumento na pausa respiratória 

(Penh), calculada pela fórmula: Penh = (Te/Tr-1) x Pef/Pif. Onde, Penh; 

"enhanced pause"; Te: tempo expiratório (segundos); Tr: tempo de 

relaxamento (segundos); Pef: pico de fluxo expiratório e Pif: pico de fluxo 

inspiratório (segundo instruções do fabricante). 

 

3.6 Obtenção do Lavado Broncoalveolar (LBA) 

 

Os animais foram anestesiados com uma injeção i.p. de hidrato de cloral 

à 10%, a traquéia foi canulada e o LBA obtido após lavagem com PBS gelado 

por duas vezes (0,5 e 1,0 mL).  

 

3.7 Contagem total e diferencial das células do LBA 

 

Para determinar o número total de células no LBA 9 partes da 

suspensão celular foram fixadas e coradas com 1 parte de uma solução de 

cristal violeta a 0,5 % em ácido acético a 30 % em tubo de ensaio. As células 

foram contadas por microscopia em câmara de Newbauer. 

Para a contagem diferencial, 200 &L do LBA contendo 4 x 104 células 

foram colocados em câmaras acopladas à lâminas e citocentrifugados 

(Citocentrífuga BioResearch) a 600 rpm por 4 minutos. Em seguida, as lâminas 

foram coradas com o kit Instant Prov (Newprov, PR, Brasil), segundo as 

instruções do fabricante. Macrófagos, linfócitos, eosinófilos e neutrófilos foram 

identificados segundo coloração e características morfológicas. Foram 
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contadas 200 células por lâmina com auxílio de microscópio ótico. Os 

resultados foram expressos em número de células x 105. 

 

3.8 Determinação de Citocinas no LBA 
 

A produção de IL-5, IL-10 e IFN-$ (pelo kit OptEIA TM da BD Biosciences, 

San Diego, CA, USA) e IL-13 e TNF-" (pelo kit R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA) foram quantificadas pelo método de ELISA-sanduíche segundo as 

especificações do fabricante. 

De um modo geral, o ensaio foi realizado da seguinte maneira: 

As placas de 96 poços Maxi-Sorb (Nunc) foram sensibilizadas com os 

anticorpos monoclonais de captura para cada citocina em tampão carbonato 

pH 9.6, 100 &L/poço overnight a 4 'C. Após lavagens com PBS contendo 0,05 

% de Tween 20 (PBS T20), o ensaio foi bloqueado com PBS contendo 1 % de 

albumina de soro bovino (BSA) ou 10 % de soro fetal bovino (SFB), de acordo 

com cada fabricante, 100 &L/poço por duas horas. Após a incubação as placas 

foram lavadas com PBS T20 e depois foram colocadas as amostras do LBA 

(200 &L/poço) e incubadas overnight à 4 'C.  

Após novos ciclos de lavagens com PBS-T20, foram incubados por duas 

horas à 37 ºC os anticorpos de detecção biotinilados, diluídos na respectiva 

solução de bloqueio, 100 &L/poço. Após lavagens com PBS-T20 foi adicionada 

a avidina conjugada com peroxidase (Sigma Co, St Louis, MO) diluída na 

respectiva solução de bloqueio (100 &l/poço) por uma hora a 37 'C.  

Após incubação, e novos ciclos de lavagens com PBS-T20, foi 

adicionado o substrato contendo: 2.4 mM de o- orthophenylenediamine 

dihydreochloride (OPD) (Sigma Co, St Louis, MO), 6.6 mM de H2O2 em tampão 

citrato (ácido cítrico/citrato de sódio, Merck S.A.) 0.1 M, pH 5.0, 100 &l/poço. As 

placas então foram mantidas em ambiente escuro até a revelação por 15 

minutos à temperatura ambiente. A reação foi bloqueada pela adição de 50 

&L/poço de ácido sulfúrico (H2SO4) 4 N e a absorbância determinada em leitor 

automático de ELISA (Titertek Multiscan) com comprimento de onda 492 ou 

450 nm. Os valores das absorbâncias foram convertidos em pg/mL ou ng/mL 
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baseando-se em curvas obtidas com diferentes concentrações de citocinas 

recombinantes. 

 

3.9 Determinação da concentração total de IgE  
 

Para a determinação da concentração total de IgE no soro dos animais, 

foi realizada uma reação da seguinte forma: 

Placas de 96 poços (MaxiSorb) foram sensibilizadas overnight com 2 

&g/mL de anticorpo de rato anti-IgE de camundongo não marcado UNLB 

(Southern Biotechnology, Birmingham, AL), 100 &L/poço em tampão carbonato 

pH 9.6. As placas foram lavadas três vezes com PBS-T20 e bloqueadas com 

0,25 % de leite desnatado diluído em PBS (100&L/poço) por meia hora à 

temperatura ambiente. Após três lavagens com PBS-T20, as amostras de soro 

foram adicionadas numa diluição de 1:100 em PBS (100 &L/poço) e incubadas 

por duas horas à 37 ºC. A seguir, as placas foram lavadas três vezes com PBS-

T20 e o anticorpo IgE de rato anti-camundongo marcado com biotina e diluído 

em PBS numa diluição de 1:1000, foi adicionado aos poços por uma hora 100 

&L/poço, à 37 ºC. Em seguida, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-

T20 e adicionada a avidina conjugada com Peroxidase (Sigma Co, St Louis, 

MO, 1:500) nas placas, diluída 1:1000, 100 &L/poço, e incubadas por quinze 

minutos, à 37 ºC. Após seis lavagens com PBS-T20, foi adicionada uma 

solução substrato contendo 2,4 mM de o-orthophenylenediamine 

dihydreochloride (OPD) (Sigma Co, St Louis, MO), 6,6 mM de H2O2 em tampão 

citrato (ácido cítrico/citrato de sódio Merck S.A.M), 0.1 M, pH 5,0., por quinze 

minutos à temperatura ambiente. A reação foi bloqueada pela adição de 50 

&L/poço de ácido sulfúrico (H2SO4) 4 N e, a absorbância determinada em leitor 

de ELISA (Titertek Multiscan) com filtro de 492 nm.  

 
3.10 Reação de anafilaxia cutânea passiva (PCA) para dosar IgE anti-OVA 
e anti-Bt 

 

A reação de PCA foi utilizada na detecção de anticorpos da classe IgE e 

IgG1, com modificações sobre Mota e Wong [156]. Camundongos, previamente 
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depilados no dorso, foram injetados intradermicamente com 50 &L de diluições 

seriadas de amostras de soro obtidas de camundongos sensibilizados ou 

tolerantes. Após um período de sensibilização de 72 horas para IgE e 2 horas 

para IgG1, os animais foram desafiados por via intradérmica com 50 &L de uma 

solução contendo 10 ng de OVA ou de Bt e por via intravenosa com 1,0 mL de 

Evans a 0,25 %. A leitura da reação foi feita 30 minutos após o desafio, dos 

anticorpos foram expressos como a recíproca da maior diluição dos soros que 

resultou em uma reação positiva com mais de 5 mm de diâmetro. Todos os 

testes foram feitos em triplicata e a variação dos títulos de ACP foi igual ou 

menor do que 2 vezes, sendo que somente diferenças acima destes valores 

foram consideradas significantes. 

 

3.11 Exame histológico dos pulmões 

 

Após a coleta do LBA, os pulmões foram perfundidos via ventrículo 

direito com 10 mL de PBS para a remoção de sangue residual e fixados por 

imersão em solução de formalina tamponada (10%). Decorridas 24 horas, os 

órgãos foram transferidos para uma solução de álcool 70 % até sua inclusão 

em parafina. Os tecidos foram cortados na espessura de 5 &m e corados com 

hematoxilina / eosina (H / E) para exame histopatológico. 
  

3.12 Índice de secreção de muco 
 

Para determinar o índice de secreção de muco pelas células do epitélio 

brônquico se definiu um índice de secreção de muco. Para tanto, os cortes 

histológicos dos pulmões foram corados com o reagente de Schiff ou PAS (do 

inglês, Periodic Acid Schiff), o qual cora polissacarídeos e mucina básica. Em 

cada corte histológico foram analisados em média dez brônquios, escolhidos 

ao acaso. A área total dos brônquios selecionados não ultrapassou o valor de 

0,15 mm2, que foi determinada com o auxílio do software Metamoph (Universal 

Imaging Corporation®, USA). O índice de muco foi calculado como a área do 

muco marcada pelo ácido periódico de Schiff dividida pela área total do 

brônquio.  
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3.13 Cultura de células para produção de citocinas ex vivo 

  
Para o isolamento das células, os linfonodos mediastinais foram 

macerados em homogeneizador de Potter com meio RPMI e, se necessário, as 

hemácias foram lisadas com tampão de lise. Em seguida, as células foram 

conatadas com o corante Azul de Tripan na diluição de 1:1. Foram utilizadas 

placas de cultura de fundo chato de 96 poços (Costar) e 1 x 106 células / poço 

foram plaqueadas recebendo estimuladas com meio e OVA. As placas foram 

incubadas à 37 ºC em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 por 48 horas. 

Após a incubação, os sobrenadantes foram colhidos para determinação  
 
3.14 Análise Estatística 

 
 Os grupos experimentais foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), variando-se o número de critérios de acordo com o experimento 

considerado. Em seguida os grupos foram submetidos ao teste de 

comparações múltiplas pelo método de Tukey-Kramer, sugerido pelo software 

estatístico GraphPad Prism, aceitando como diferenças significativas valores 

de P < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Efeito da exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal 
sobre o desenvolvimento de HRB  

 

Sabe-se que a exposição a OVA i.n. leva a um estado de baixa resposta 

imunológica conhecido por tolerância nasal [49]. Da mesma maneira, a 

exposição a OVA i.n. durante três dias consecutivos, é capaz de inibir a 

inflamação alérgica local e sistêmica induzida pela sensibilização com 

OVA/alum s.c. [49, 94]. Além disso, foi descrito por vários autores que o LPS 

i.n. pode antagonizar os mecanismos de tolerância nas vias aéreas e resultar 

em suscetibilidade à asma [103, 104]. Desse modo, nesta segunda etapa do 

presente projeto, o objetivo foi avaliar o efeito do LPS i.n. durante a indução de 

tolerância com OVA por três dias consecutivos sobre diferentes modelos de 

sensibilização.  

Portanto, animais BALB/c foram expostos a 100 &g de OVA i.n. por 3 

dias consecutivos (dias -7, -6 e -5) para indução de tolerância nasal. Para 

avaliar o papel da exposição ao LPS, acrescentou-se à solução de OVA, 10 &g 

de LPS. Nos dias 0 e 7 os animais foram submetidos a três diferentes modelos 

de sensibilização: 1º) duas sensibilizações com OVA/alum s.c., 2º) duas 

sensibilizações com OVA s.c. ou 3º) duas sensibilizações com OVA i.n., 
sempre nos dias 0 e 7. Nos três modelos os grupos foram desafiados com OVA 

i.n nos dias 14 e 21. Oa animais que receberam apenas OVA i.n. durante os 

três dias consecutivos e que foram posteriormente sensibilizados são 

chamados OVA / OVA, já os animais que receberam OVA com LPS e em 

seguida foram sensibilizados foram chamados OVA-LPS / OVA. O grupo imune 

foi apenas sensibilizado e desafiado e durante a indução de tolerância recebeu 

PBS, sendo representado pelo grupo PBS / OVA. Como controle dos 

experimentos, alguns animais foram apenas desafiados com OVA i.n. nos dias 

14 e 21 e são denominados PBS / PBS. Após 24 horas os animais foram 

sacrificados e foi feita a contagem diferencial das células do LBA. 
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Primeiramente estudou-se a função pulmonar destes animais avaliando 

o desenvolvimento de HRB, 24 horas após o primeiro desafio. Como esperado, 

apenas o grupo sensibilizado (PBS / OVA) com OVA/alum s.c. desenvolveu 

hiperreatividade de maneira dose dependente quando comparado com o grupo 

controle (PBS / PBS) (Figura 1A). Os animais expostos ao LPS i.n. 

apresentaram o mesmo perfil de HRB em relação ao PBS / PBS (Figura 1A). 

Interessantemente, o mesmo foi visto na figura 18B onde onde os animais 

foram sensibilizados com OVA s.c. na ausência de alum (Figura 1B) (ver 

discussão). Já os animais sensibilizados com OVA i.n. não desenvolveram 

HRB em resposta a metacolina em comparação ao PBS / PBS, visto que foram 

tratados apenas com OVA i.n. (Figura 1C). Estes resultados indicam que neste 

protocolo de exposição ao LPS os animais não desenvolvem HRB. 
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 Figura 1. Exposição ao LPS durante indução de tolerância sobre o desenvolvimento de HRB 

nos diferentes modelos de sensibilização. Modelo de sensibilização com OVA/alum 
s.c. (A), com OVA s.c. (B) com OVA i.n. Animais da linhagem BALB/c foram 
expostos por três dias consecutivos a 100 &g de OVA para induzir tolerância nasal 
(OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição ao LPS os grupos receberam, 
juntamente com a OVA i.n.,10 &g de LPS (OVA-LPS / OVA). Cinco dias depois, os 
animais foram sensibilizados com OVA / 1.6 mg de alum s.c., OVA sem alum s.c. ou 
OVA i.n. nos dias 0 e 7, e desafiados com 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os 
animais do grupo imune receberam PBS durante a indução de tolerância (PBS / 
OVA). O grupo controle foi apenas desafiado (PBS / PBS). Os experimentos foram 
realizados 24 h após o segundo desafio. Para determinar o desenvolvimento da 
HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos à inalação de 
crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os resultados são 
média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo PBS / PBS, ** em relação ao PBS / 
OVA e # P < 0,05 em relação ao grupo OVA / OVA. 
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4.2 Efeito da exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal 
sobre a inflamação pulmonar  

 

Em seguida, caracterizou-se as células presentes no LBA. Em relação 

ao modelo OVA/alum, os animais do grupo alérgico PBS / OVA apresentaram 

um pequeno aumento no número de macrófagos e um aumento substancial no 

influxo de eosinófilos, correspondente a 75 % das células encontradas no LBA, 

em comparação ao grupo PBS / PBS (Figuras 2A e 2G). Quando os animais 

foram previamente tolerizados com OVA i.n. (grupo OVA / OVA), o influxo 

destes tipos celulares foi  inibido (Figuras 2A e 2G). A adição de 10 &g de LPS 

durante a indução de tolerância aumentou significativamente o influxo de 

macrófagos e de neutrófilos quando comparado com os grupos PBS / OVA e 

OVA / OVA (Figuras 2A e 2D, respectivamente). Ainda neste modelo, verificou-

se que a exposição ao LPS inibiu de maneira significativa o influxo de 

eosinófilos em relação ao grupo PBS / OVA, porém aumentou esse parâmetro 

quando comparado com o grupo OVA / OVA (Figura 2G). Com relação ao 

número de linfócitos, apenas o tratamento com LPS induziu aumento 

significativo nesta célula em relação ao PBS / PBS (Figura 2J). 

No modelo de sensibilização com OVA s.c. na ausência de alum 

também verificou-se que o grupo PBS / OVA apresentou um aumento 

significativo no influxo de eosinófilos assim como no número de linfócitos em 

relação ao PBS / PBS (Figuras 2H e 2L). A indução de tolerância com OVA i.n. 

inibiu significativamente o influxo destas células em relação ao grupo PBS / 

OVA (Figuras 2H e 2L). Mais uma vez, a administração de LPS i.n. resultou no 

aumento de macrófagos, embora não tenha sido significativo, e de neutrófilos 

em comparação ao PBS / OVA e OVA / OVA (Figuras 2B e 2E). Assim como no 

modelo OVA/alum, o número de eosinófilos se revelou diminuído no grupo LPS 

em relação ao PBS / OVA, mas aumentado em comparação ao grupo toterante 

OVA / OVA (Figura 2H). O número de linfócitos induzidos pela exposição ao 

LPS se mostrou semelhante ao apresentado no grupo PBS / OVA (Figura 2L). 
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Com relação ao modelo OVA i.n., como esperado, os grupos PBS / OVA 

e OVA / OVA apresentaram apenas um discreto aumento no número de 

eosinófilos, porém sem diferença significativa em comparação ao PBS / PBS 

(Figura 2I). Estes dados confirmam o fato de que a exposição a OVA i.n. leva a 

tolerância. Já, o grupo OVA-LPS / OVA mostrou um aumento no influxo de 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos e não interferiu na migração de eosinófilos 

em relação ao PBS / OVA (Figuras 2C, 2F, 2I e 2M). 

Estes resultados indicam que a adição de LPS i.n. durante a indução de 

tolerância, nos três modelos de sensibilização estudados, leva ao aumento do 

influxo de macrófagos, linfócitos e principalmente de neutrófilos para as vias 

aéreas, porém diminui a migração de eosinófilos em relação ao grupo PBS / 

OVA. 
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Figura 2. Exposição ao LPS durante indução de tolerância sobre a inflamação pulmonar. Macrófagos (A, 
B e C), neutrófilos (D, E e F), eosinófilos (G, H  e I) e linfócitos (J, L e M). Animais da linhagem 
BALB/c foram expostos por três dias consecutivos a 100 &g de OVA para induzir tolerância 
nasal (OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição ao LPS os grupos receberam, 
juntamente com a OVA i.n.,10&g de LPS (OVA-LPS / OVA). Cinco dias depois, os animais 
foram sensibilizados com OVA / 1.6 mg de alum s.c., OVA sem alum s.c. ou OVA i.n. nos dias 
0 e 7, e desafiados com 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo imune 
receberam PBS durante a indução de tolerância (PBS / OVA). O grupo controle foi apenas 
desafiado (PBS / PBS). Os experimentos foram realizados 24 h após o segundo desafio. Os 
resultados são média ( DP. * P<0,05 em relação ao grupo PBS / PBS, # P < 0,05 em relação 
ao grupo PBS / OVA e � em relação ao grupo OVA-LPS / OVA. 
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4.3 Efeito da exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal 
sobre a produção de citocinas no LBA 

 

Em seguida, determinou-se no LBA os níveis das citocinas IL-5 e IL-13. 

Como mostram am Figuram 3A e 3B, no modelo OVA/alum foi detectado um 

aumento significativo na produção de IL-5 e IL-13 no grupo PBS / OVA quando 

comparado com o grupo PBS / PBS. Os animais que receberam OVA ou OVA 

+ LPS durante a indução de tolerância apresentaram uma significativa redução 

nos níveis destas citocinas quando comparados com o grupo PBS / OVA 

(Figura 3A). O mesmo foi verificado para IL-5 em relação ao modelo OVA s.c., 

pois a sensibilização com OVA induziu um aumento nos níveis desta citocina 

que foram significativamente inibidos pelo prévio tratamento com OVA ou OVA 

+ LPS (Figura 3B). Já a análise da citocina IL-13 mostrou que os grupos 

produziram níveis basais desta citocina (Figura 3E). Com relação ao modelo 

OVA i.n., verificou-se que os grupos PBS / OVA e OVA / OVA, por terem sido 

expostos a OVA i.n. apenas, não produziram níveis significativos de IL-5 e IL-

13 em comparação ao grupo PBS / PBS (Figuras 3C e 3F). A inalação de LPS 

não interferiu nestes parâmetros (Figuras 3C e 3F). Não foi detectada a 

produção de IFN-$ no LBA dos animais que receberam LPS (dados não 

mostrados). Portanto, a exposição ao LPS i.n. não resulta na produção de 

citocinas do tipo 2 e IFN-$.  
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Figura 3. Exposição ao LPS durante indução de tolerância sobre a inflamação pulmonar. IL-5 
nos modelos: OVA/alum s.c. (A), OVA s.c. (B) e OVA i.n. (C); e IL-13 nos modelos: 
OVA/alum s.c. (D), OVA s.c. (E) e OVA i.n. (F). Animais da linhagem BALB/c foram 
expostos por três dias consecutivos a 100 &g de OVA para induzir tolerância nasal 
(OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição ao LPS os grupo receberam, 
juntamente com a OVA i.n.,10 &g de LPS (OVA-LPS / OVA). Cinco dias depois, os 
animais foram sensibilizados com OVA / 1.6 mg de alum s.c., OVA sem alum s.c. ou 
OVA i.n. nos dias 0 e 7, e desafiados com 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os 
animais do grupo imune receberam PBS durante a indução de tolerância (PBS / 
OVA). O grupo controle foi apenas desafiado (PBS / PBS). Os experimentos foram 
realizados 24 h após o segundo desafio. Os resultados são média ( DP. * P<0,05 
em relação ao grupo PBS / PBS, # P < 0,05 em relação ao grupo PBS / OVA e � em 
relação ao grupo OVA-LPS / OVA. 
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4.4 Efeito da exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal 
sobre a produção de anticorpos  

  

 Após a determinação da HRB e da inflamação pulmonar, o próximo 

passo foi determinar a produção de anticorpos anti-OVA associados aos 

padrões de respostas Th2 (IgE e IgG1 anafilático) e de Th1 (IgG2a). 

Independentemente do modelo utilizado, OVA com alum s.c. ou apenas OVA 

s.c., os grupos PBS / OVA mostraram um aumento significativo na produção 

total e OVA-específico de IgE (Figuras 4A e 4D) e de IgG1anti-OVA anafilático 

(Figura 4G) quando comparados com os animais do grupo PBS / PBS. O 

mesmo foi visto para IgG1 não-anafilática (dados não mostrados). O prévio 

tratamento com OVA i.n. inibiu de maneira significativa a produção destes 

isotipos em ambos os modelos de sensibilização s.c. (Figuras 4A, 4D e 4G). A 

adição de LPS i.n. também inibiu os níveis totais de IgE e de IgE anti-OVA, 

uma vez que estavam suprimidos em relação aos grupos PBS / OVA (Figuras 

4A e 4D). Em contraste, os níveis de IgG1 anafilático e não-anafilático (dados 

não mostrados) nestes grupos foram equivalentes aos produzidos pelo grupo 

PBS / OVA (Figura 4G). Com relação a produção de IgG2a, anticorpo 

associado à resposta Th1, verificou-se que nos dois modelos os níveis deste 

anticorpo estavam aumentados frente a adição de LPS quando comparados 

com o PBS / OVA (Figura 4J). O mesmo fenômeno foi encontrado no modelo 

OVA i.n, embora neste caso, os animais do grupo PBS / OVA não produziram 

altos níveis de IgE e IgG1, uma vez que receberam apenas OVA i.n. (Figuras 

4C, 4F, 4I e 4M). 

 Esses resultados indicam que o LPS i.n. induz a produção tanto de 

isotipos IFN-$ dependente (IgG2a) como IL-4-dependente (IgG1 anafilática), 

porém suprime a produção de IgE. 

 

 

 

 



RESULTADOS 

 

53

 

0

5

10

15 *

*
#

#

Ig
E 

to
ta

l (
&

g/
m

L)

0

1

2

3

4

5

6

7

# #

*

Ig
E 

to
ta

l (
&

g/
 m

L)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Ig
E 

to
ta

l (
&

g/
m

L)

OVA/alum s.c. OVA s.c. OVA i.n.

A B C

320 -

40 -
# #Ig

E 
an

ti-
O

VA
 (P

C
A

)

160 -

40 -

20 -

#

#Ig
E 

an
ti-

O
VA

 (P
C

A
)

1280 -

160 -

Ig
G

1 
an

ti-
O

VA
 (P

C
A

)

#

1280 -

160 -

Ig
G

1 
an

ti-
O

VA
 (P

C
A

)

#

0

5

10

15

20
*

*
*

#

Ig
G

2a
 a

nt
i-O

VA
 (
&

g/
 m

L)

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9 *

Ig
G

2a
 a

nt
i-O

VA
 (
&

g/
m

L)

1280 -

40 -

*
Ig

G
1 

an
ti-

O
VA

 (P
C

A
)

10 -

5 -

Ig
E 

an
ti-

O
VA

 (P
C

A
)

0

1

2

3

4

5

6

7

8 *

Ig
G

2a
 a

nt
i-O

VA
 (
&

g/
m

L)

D E F

G H I

J L M

 

Figura 4. Exposição ao LPS durante indução de tolerância sobre a produção de anticorpos. IgE total (A, 
B e C), IgE anti-OVA (PCA) (D, E e F), IgG1 anti-OVA (PCA) (G, H e I) e IgG2a anti-OVA (J, L 
e M). Animais da linhagem BALB/c foram expostos por três dias consecutivos a 100 &g de OVA 
para induzir tolerância nasal (OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição ao LPS, os 
grupos receberam, juntamente com OVA i.n.,10 &g de LPS (OVA-LPS 10 / OVA). Cinco dias 
depois, os animais foram sensibilizados com OVA / 1.6 mg de Alum s.c., OVA s.c. sem alum ou 
OVA i.n., nos dias 0 e 7, e 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo imune 
(PBS / OVA) receberam PBS durante a indução de tolerância. O grupo controle foi apenas 
desafiado (PBS / PBS). Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo PBS / 
PBS e # P < 0,05 em relação ao grupo PBS / OVA. Os resultados da PCA são expressos por 
diferença significativa, representativos de dois experimentos. # em relação aos demais grupos. 
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4.5 Efeito da exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal 
sobre a histologia pulmonar  

 

Finalmente, estudou-se a patologia alérgica do tecido pulmonar. As 

análises foram feitas apenas nos modelos de sensibilização com OVA s.c. e 

OVA i.n. Com relação ao modelo OVA s.c., os cortes histopatológicos revelaram 

que em comparação aos animais do grupo PBS / PBS, os animais sensibilizados 

PBS / OVA apresentaram um intenso infiltrado celular peribroncovascular 

(Figuras 5A) e produção aumentada de muco pelas células do epitélio brônquico 

(Figura 5A). Já, os animais do grupo tolerante OVA / OVA apresentaram uma 

análise histopatológica semelhante ao grupo PBS / PBS, indicando que o prévio 

tratamento com OVA i.n. preveniu a patologia alérgica pulmonar (Figuras 5A e 

6A). O mesmo não foi observado nos grupos de animais que receberam LPS 

durante a indução de tolerância (Figuras 5A e 6A). Nestes animais, a inflamação 

pulmonar ao redor dos brônquios e vasos foi semelhante à encontrada no grupo 

PBS / OVA, porém o índice de muco foi menos intenso, embora não exista 

diferença significativa (Figuras 5A e 5A). O modelo de sensibilização i.n. induziu 

no grupo PBS / OVA um aumento na produção de muco quando comparado com 

o PBS / PBS e o mesmo foi visto no grupo OVA / OVA (Figura 5B). Vale ressaltar 

que a intensidade de muco produzida nestes animais foi muito menor do que a 

vista no modelo de sensibilização s.c. (Figuras 6A e 6B). O tratamento com LPS 

pareceu inibir a produção de muco pelas células do epitélio brônquico (Figuras 

5B e 6B). 
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PBS / PBS PBS / OVA

OVA / OVA OVA+LPS / OVA

AOVA s.c.

 

PBS!/!PBS PBS!/!OVA
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Figura 5 Exposição ao LPS durante indução de tolerância. Histologia pulmonar: modelo de sensibilização 
com OVA s.c. (A) e modelo de sensibilização com OVA i.n. (B) Animais da linhagem BALB/c 
foram expostos por três dias consecutivos a 100 &g de OVA para induzir tolerância nasal (OVA 
/ OVA). Para avaliar o efeito da exposição ao LPS, os grupos receberam, juntamente com a 
OVA i.n., 10 &g de LPS (OVA-LPS / OVA). Cinco dias depois, os animais foram sensibilizados 
com OVA s.c. ou OVA i.n. nos dias 0 e 7, e 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os animais do 
grupo imune (PBS / OVA) receberam PBS durante a indução de tolerância. O grupo Controle 
não foi tratado (PBS / PBS). Os experimentos foram realizados 24 h após o segundo desafio. 
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Figura 6. Exposição ao LPS durante indução de tolerância. Produção de muco: modelo de 
sensibilização com OVA s.c. (A) e modelo de sensibilização com OVA i.n. (B). 
Animais da linhagem BALB/c foram expostos por três dias consecutivos a 100 &g de 
OVA para induzir tolerância nasal (OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição 
ao LPS, os grupos receberam, juntamente com a OVA i.n., 10 &g de LPS (OVA-LPS 
/ OVA). Cinco dias depois, os animais foram sensibilizados com OVA s.c. ou OVA 
i.n. nos dias 0 e 7, e 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo imune 
(PBS / OVA) receberam PBS durante a indução de tolerância. O grupo controle não 
foi tratado (PBS / PBS). Os experimentos foram realizados 24 h após o segundo 
desafio.  

 

4.6 Efeito da exposição ao LPS durante indução de tolerância nasal na 
produção de citocinas ex vixo: modelo de sensibilização i.n.  

 

Para avaliar a produção de citocinas pelas células dos linfonodos 

mediastinais estimuladas ex vivo, escolheu-se o modelo de sensibilização i.n., 

onde os animais são tratados por três dias consecutivos com OVA ou OVA 

mais LPS i.n., e em seguida, sensibilizados com OVA i.n. nos dias 0 e 7. Dois 

dias após, os animais foram sacrificados e os linfonodos mediastinais coletados 

para análise da produção de citocinas estimuladas ex vivo.  

A figura 7A mostra que as células do grupo OVA-LPS /OVA, quando 

estimuladas com OVA ex vivo, produzem níveis mais altos de IFN-$ quando 
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comparado com o grupo OVA / OVA, embora não apresente diferença 

significativa devido ao desvio padrão. Com relação à citocina IL-4, não houve 

diferença na sua produção entre os grupos estudados (Figura 7B), assim como 

a citocina IL-13 (dados não mostrados). 
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Figura 7. Exposição ao LPS durante indução de tolerância. Produção de citocinas pelas 
células do linfonodo mediastinal: modelo de sensibilização IFN-$ (A) e IL-4 (C). 
Animais da linhagem BALB/c foram expostos por três dias consecutivos a 100 &g de 
OVA para induzir tolerância nasal (OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição 
ao LPS, os grupos receberam, juntamente com a OVA i.n., 10 &g de LPS (OVA-LPS 
/ OVA). Cinco dias depois, os animais foram sensibilizados com OVA i.n. nos dias 0 
e 7. No dia 9, todos os animais foram sacrificados e linfonodo mediastinal colhido 
para ensaio de cultura ex vivo.  

 

Tomados em conjunto, estes resultados indicam que a administração de 

LPS i.n. previne o estabelecimento da tolerância induzida pela OVA gerando 

uma resposta alérgica alterada caracterizada por reações imunológicas 

mediadas por linfócitos de perfil Th1 (inflamação pulmonar neutrofílica e 

IgG2a), provavelmente via IFN-$* e Th2 (IgG1 anafilático).  
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4.7 Efeito da exposição ao LPS durante a indução de tolerância nasal em 
animais da linhagem C57BL/6  

 

Também se aplicou o protocolo realizado acima em animais da linhagem 

C57BL/6. Com relação à função pulmonar, a figura 8A mostra que nenhum dos 

grupos desenvolveu HRB, pois todos os animais se comportaram de maneira 

semelhante ao PBS / PBS. O próximo parâmetro analisado foi a inflamação 

pulmonar determinada pelo número de células presente no LBA. Os animais 

C57BL/6 sensibilizados, representados pelo grupo PBS / OVA, apresentaram 

um aumento significativo no número total de células que foi dependente do 

influxo de eosinófilos, seguido do influxo de macrófagos e, em menor escala, 

linfócitos e neutrófilos (Figuras 8B-8F). Como esperado, o grupo tolerizado 

OVA / OVA mostrou inibição significativa na inflamação pulmonar, visto pelo 

número total e diferencial de células em relação ao PBS / OVA (Figuras 8A-8F). 

Já, em animas C57BL/6, a adição de LPS junto à OVA i.n. continua inibindo o 

influxo total de células, macrófagos, eosinófilos e linfócitos em comparação ao 

grupo PBS / OVA, como mostrado na figura 8. Existe apenas um aumento no 

número de neutrófilos, porém devido ao desvio padrão, não há diferença 

significativa entre os grupos (Figura 8D). Sendo assim, diferentemente dos 

resultados obtidos com a linhagem BALB/c, a prevenção do estabelecimento 

de tolerância pela adição de LPS i.n. não ocorre em animais da linhagem 

C57BL/6, já que a inflamação pulmonar continua sendo suprimida. 
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Figura 8. Exposição ao LPS durante indução de tolerância sobre o modelo de sensibilização 
com OVA s.c. adsorvida ao Alum em animais C57BL/6. HRB (A), número total de 
células (B), macrófagos (C), neutrófilos (D), eosinófilos (E) e linfócitos (F). Animais 
da linhagem C57Bl/6 foram expostos por três dias consecutivos a 100 &g de OVA 
para induzir tolerância nasal (OVA / OVA). Para avaliar o efeito da exposição ao 
LPS, os grupos receberam, juntamente com a OVA i.n.,10 &g de LPS (OVA-LPS 10 / 
OVA). Cinco dias depois, os animais foram sensibilizados com OVA / 1.6 mg de 
Alum s.c. nos dias 0 e 7, e 10 &g de OVA i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo 
imune (PBS / OVA) receberam PBS durante a indução de tolerância. O grupo 
controle não foi tratado (PBS /PBS). Os experimentos foram realizados 24 h após o 
segundo desafio. Para determinar o desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro 
desafio os grupos foram submetidos à inalação de crescentes doses de metacolina 
(MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao 
grupo PBS / PBS e # P < 0,05 em relação ao grupo PBS / OVA. 

 

4.8 Caracterização do modelo de asma induzido pelo extrato de Bt 

 

Inicialmente, nesta segunda parte dos estudos, teve-se como objetivo 

padronizar e caracterizar as respostas induzidas pelas sensibilizações e 

desafios com o extrato de Bt fornecido pelo laboratório do professor Dr. Ernesto 

Taketomi da Universidade Federal de Uberlândia. Para tanto, camundongos 

BALB/c foram sensibilizados pela via s.c. nos dias 0 e 7 com diferentes doses 

de Bt adsorvido ao Alum. Para indução de inflamação pulmonar, os animais 
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sensibilizados foram desafiados pela via i.n. com Bt nos dias 14 e 21. Os 

animais do grupo controle receberam apenas os desafios com Bt i.n. A HRB foi 

avaliada submetendo os animais conscientes a doses crescentes de 

metacolina (MCh) no dia 22, 24h após o último desafio. Em seguida, os animais 

foram sacrificados para obtenção do soro (para análise da produção de 

anticorpos) e do LBA (para análise do número total de células, eosinófilos e 

produção de citocinas). 

O desenvolvimento da HRB a estímulo com MCh foi avaliado utilizando o 

aumento na pausa respiratória (Penh) como valor mensurável. Como 

observado na figura 9A, os dois grupos sensibilizados com Bt/Alum 

desenvolveram HRB de maneira dose dependente quando comparados com o 

grupo controle. No entanto, apenas o grupo sensibilizado com 5 &g de Bt/Alum 

apresentou aumento significativo nos valores de Penh (Figura 9A). 

Em seguida, caracterizou-se o desenvolvimento de inflamação alérgica 

avaliando o influxo de células inflamatórias no LBA, principalmente eosinófilos. 

As figuras 9B e 9C, respectivamente, mostram que os animais sensibilizados e 

desafiados com Bt apresentam um aumento significativo no número total de 

células e eosinófilos quando comparados com os animais do grupo controle. 

Os animais sensibilizados com 5 &g de Bt apresentaram um maior número total 

de células e eosinófilos que animais sensibilizados com 10 &g de Bt (Figuras 

9B e 9C). 
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Figura 9. Efeito da sensibilização e desafio com Blomia tropicalis. HRB (A), número total de 

células (B) e eosinófilos (C). Animais da linhagem BALB/c foram sensibilizados com 5 
&g ou 10 &g de Bt/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7 e desafiados por via i.n. com 10 &g 
de Bt nos dias 14 e 21. Os experimentos foram realizados 24 h após o segundo 
desafio. Para determinar o desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio os 
grupos foram submetidos à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 
12 e 25 mg/mL. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo 
Controle. 

 

Para a análise das citocinas no LBA e dos títulos dos anticorpos séricos 

IgE e IgG1 específicos, selecionaram-se apenas os animais sensibilizados com 

5 &g do extrato Bt. As citocinas escolhidas para análise foram as citocinas 

associadas às respostas do tipo Th2 (IL-5 e IL-13). A IL-5 está envolvida na 

mobilização de eosinófilos e a IL-13 na produção de muco e IgE. Verificou-se 

que o grupo sensibilizado com Bt apresentou níveis significativamente maiores 

das citocinas IL-5 e IL-13, quando comparado com o grupo controle (Figuras 

10A e 10B). O mesmo foi observado para a citocina TNF" (Figura 10C).  

Os títulos de IgE e IgG1 anti-Bt foram determinados pela técnica de 

analilaxia cutânea passiva (PCA), e pôde-se observar que os animais 

sensibilizados com Bt apresentaram títulos de 1/160 e 1/640, respectivamnete 

(Figuras 10D e 10E).  

Os resultados obtidos indicam que a sensibilização com Bt induz 

respostas alérgicas pulmonares e que na dose de 5 &g, as respostas alérgicas 

são mais intensas que as obtidas com a dose de 10 &g. 
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Figura 10. Efeito da sensibilização e desafio com Blomia tropicalis. IL-5 (A), IL-13 (B), TNF" 

(C), IgE anti-Bt (PCA) (D) e IgG1 anti-Bt (PCA) (E). Animais da linhagem BALB/c 
foram sensibilizados com 5 &g de Bt/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7 e desafiados 
por via i.n. com 10 &g de Bt nos dias 14 e 21. Os experimentos foram realizados 24 
h após o segundo desafio. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao 
grupo Controle. A determinação do título de IgE e IgG1 anti-Bt pelo PCA foi 
expresso pela recíproca da maior diluição de uma mistura de soro de cinco animais 
por grupo que induz uma reação maior de 5 mm de diâmetro. * em relação ao grupo 
Controle. 

 

4.9 Efeito da indução de tolerância nasal a HEL sobre a sensibilização 
com HEL e extrato de Bt 

 

Feito a caracterização do modelo de asma induzido por Bt, deu-se início 

aos experimentos relacionados ao estudo da tolerância cruzada, que teve 

como objetivo determinar o efeito da prévia indução de tolerância nasal a HEL 

sobre a subseqüente sensibilização e desafio com HEL e Bt. Para tanto, os 

animais foram tratados por 3 dias consecutivos (dias -7, -6 e -5) com 100 &g de 

HEL por via i.n. para a indução de tolerância nasal e em seguida, receberam 

duas sensibilizações s.c. (dias 0 e 7) e dois desafios i.n. (dias 14 e 21) com 

HEL e Bt, concomitantemente, para indução de alergia (Tol HEL / Imune HEL-
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Bt). O grupo imune foi tratado com PBS durante a indução de tolerância (Imune 

HEL-Bt). 

Em relação ao desenvolvimento de HRB, os animais do grupo Imune 

HEL-Bt desenvolveram hiperreatividade ao estímulo de metacolina de maneira 

dose dependente quando comparados com o grupo Controle (Figura 11A). O 

grupo previamente exposto a HEL i.n. também desenvolveu HRB (Figura 11A), 

indicando que o tratamento com HEL não foi capaz de induzir tolerância nasal. 

A análise da inflamação pulmonar confirmou esta noção, pois como 

pode ser visto nas figuras 11B e 11C, os animais sensibilizados e tolerizados 

com HEL apresentaram um elevado número total de células e eosinófilos no 

LBA em comparação aos animais Controles. Resultados semelhantes foram 

observados com relação a produção da citocina IL-13 e de IgE total (Figuras 

11D e 11E). Em seguida, para confirmar a ausência de tolerância, os títulos de 

IgE anti-HEL foram quantificados por PCA (Figura 11F). Como se pode 

observar, os animas que foram submetidos ao protocolo de indução de 

tolerância não apresentaram supressão dos títulos de IgE HEL-específicos 

quando comparados ao grupo alérgico (Figura 11F). Este dado indica que não 

houve estabelecimento de tolerância nasal. 
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Figura 11. Efeito da tolerância nasal a HEL sobre a imunização e desafio com Blomia tropicalis. 
HRB (A), número total de células (B), eosinófilos (C), IL-13 (D), IgE total (E) e IgE 
anti-HEL (F). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 100 &g de HEL por 3 
dias consecutivos para indução de tolerância nasal. Cinco dias depois, os animais 
receberam nos dias 0 e 7 duas sensibilizações com 5 &g de Bt e de HEL / 1,6 mg 
Alum s.c. Nos dias 14 e 21, foram desafiados por via i.n. com 10 &g de Bt e de HEL. 
Os animais do grupo imune receberam PBS durante a indução de tolerância. Para 
determinar o desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram 
submetidos à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 
mg/mL. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo Controle. A 
determinação do título de IgE anti-HEL por PCA foi expresso pela recíproca da maior 
diluição de uma mistura de soro de cinco animais por grupo que induz uma reação 
maior de 5 mm de diâmetro.  

 

Os resultados acima mostram que o prévio tratamento com HEL i.n. 

seguido da sensibilização com HEL e Bt não induz tolerância imunológica para 

HEL e, provavelmente, também não induz tolerância cruzada para Bt.  

O objetivo seguinte foi estudar o fenômeno de tolerância cruzada 

utilizando a OVA como Ag tolerado e seu efeito sobre as respostas alérgicas 

induzidas pelo extrato de Bt.  
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4.10 Efeito da indução de tolerância nasal a OVA Grau V sobre a 
sensibilização com OVA e extrato de Bt 

 

Para estudar o fenômeno de tolerância cruzada entre OVA e Bt, foi 

realizado o mesmo protocolo experimental feito anteriormente, mas ao invés de 

HEL, foi utilizada a OVA Grau V. 

Em relação ao desenvolvimento de HRB, a Figura 12A mostra que o 

grupo sensibilizado com OVA e Bt desenvolveu HRB em resposta a MCh 

quando comparado com o controle. O tratamento por 3 dias com a OVA i.n. 

suprimiu o desenvolvimento de HRB nos animais sensibilizados e desafiados 

com OVA e Bt, pois os valores de Penh foram semelhantes ao grupo Controle 

(Figura 12A).  

Em seguida, analisou-se o influxo de células para as vias aéreas. 

Verificou-se que a sensibilização com OVA e Bt induziu um aumento 

significativo no número total de células e eosinófilos quando comparados com o 

grupo Controle (Figuras 12B e 12C). No entanto, o grupo tolerante para OVA 

não apresentou supressão do influxo dessas células (Figuras 12B e 12C).  

Em relação às citocinas do tipo 2 (IL-5 e IL-13), a análise revelou que a 

sensibilização com OVA e Bt induziu elevados níveis de IL-5 e IL-13 em 

comparação ao Controle. Já o grupo tolerante mostrou inibição da produção 

dessas citocinas em relação ao grupo alérgico, embora no caso na IL-13, 

devido aos desvios padrões, não houve diferença estatística (Figuras 12D e 

12E). 

Os animais alérgicos apresentaram um aumento significativo nos níveis 

totais de IgE em comparação aos Controles (Figura 12F). O grupo tolerizado 

com OVA, que foi sensibilizado com ambos os antígenos, mostrou uma 

tendência na supressão deste isotipo, mas novamente não houve diferença 

estatisticamente significante (Figura 12F). 
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Figura 12. Efeito da tolerância nasal a OVA Grau V sobre a sensibilização e desafio com OVA e 

Blomia tropicalis. HRB (A), número total de células (B), eosinófilos (C), IL-5 (D), IL-13 
(E) e IgE total (F). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 100 &g de OVA 
Grau V por 3 dias consecutivos para indução de tolerância nasal. Cinco dias depois, 
os animais receberam duas sensibilizações com 5 &g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum 
s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 14 e 21, foram desafiados por via i.n. com 10 &g de Bt e 
de OVA. Os animais do grupo imune receberam PBS durante a indução de 
tolerância. Para determinar o desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio 
os grupos foram submetidos à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 
6, 12 e 25 mg/mL. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo 
Controle e ** P < 0,05 em relação ao grupo Imune OVA-Bt. 

 

Os resultados acima mostraram que o tratamento i.n. por três dias 

consecutivos com a OVA Grau V não foi muito eficiente em induzir tolerância, 

pois embora a HRB e as citocinas tenham sido inibidas, não foi suficiente para 

impedir alguns parâmetros locais e sistêmicos como a inflamação pulmonar 

eosinofílica e a produção de IgE total, respectivamente.  
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4.11 Efeito da indução de tolerância nasal a OVA Grau II sobre a 
sensibilização com OVA e extrato de Bt 

  

Resolveu-se repetir os experimentos utilizando a OVA grau II, pois 

experimentos anteriores do grupo mostraram que a OVA grau II podia ser 

utilizada tanto para induzir sensibilização como tolerância.  

Como pode ser observado na figura 13, animais alérgicos 

desenvolveram HRB (Figura 13A) e apresentaram aumento significativo no 

número total de células (Figura 5B) e eosinófilos (Figura 13C) quando 

comparados com o grupo Controle. No entanto, não houve inibição destes 

parâmetros nos animais tolerizados para OVA (Figuras 13A-13C). 

Em seguida, analisou-se o efeito da indução de tolerância sobre a 

produção de anticorpos em decorrência da sensibilização e desafio com OVA e 

Bt. As figuras 13D e 13E mostram, respectivamente, que os animais alérgicos 

apresentaram elevados níveis totais e OVA-específicos de IgE. Porém, como 

mostrado anteriormente, a indução de tolerância a OVA não foi capaz de 

suprimir a produção de IgE (Figuras 13D e 13E). Este resultado indica que não 

houve estabelecimento de tolerância nasal a OVA. Neste experimento não foi 

feito um grupo tolerante para OVA que foi senzibilizado e desafiado apenas 

com OVA. Este grupo poderia responder se a falta de tolerância a OVA seria 

devido a uma interferência da dupla sensibilização antigênica ou simplesmente 

a erros técnicos. Deste modo, os motivos para a ausência de tolerância 

imunológica são desconhecidos. 
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Figura 13. Efeito da tolerância nasal a OVA Grau II sobre a sensibilização e desafio com OVA e 

Blomia tropicalis. HRB (A), número total de células (B), eosinófilos (C), IgE total (D), 
IgE anti-OVA (PCA) (E) e IgG1 anti-OVA (F). Animais da linhagem BALB/c foram 
tratados com 100 &g de OVA Grau II por 3 dias consecutivos para indução de 
tolerância nasal. Cinco dias depois, os animais receberam duas sensibilizações com 
5 &g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 14 e 21, foram 
desafiados por via i.n. com 10 &g de Bt e de OVA. Os animais do grupo imune 
receberam PBS durante a indução de tolerância. Para determinar o desenvolvimento 
da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos à inalação de 
crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os experimentos foram 
realizados 24 h após o segundo desafio. Os resultados são média ( DP. * P<0,05 
em relação ao grupo Controle e # P<0,05 em relação ao grupo Imune OVA-Bt. A 
determinação do título de IgE anti-OVA pela PCA foi expresso pela recíproca da 
maior diluição de uma mistura de soro de cinco animais por grupo que induz uma 
reação maior de 5 mm de diâmetro. Os resultados da PCA são expressos por 
diferença significativa, representativos de dois experimentos.  

 

 Com relação a produção de citocinas, as figuras 14A e 6B mostram, 

respectivamente, que o grupo alérgico possui níveis significativos de IL-13 e IL-

10 em comparação ao Controle. Já os animais tolerizados apresentaram 

supressão na produção destas citocinas (Figuras 14A e 14B). Não se observou 

diferença nos níveis da citocina IFN-$+entre os animais Controles e tratados 

(Figura 14C). 



RESULTADOS 

 

69

 

Controle Imune OVA-Bt Tol OVA/ Imune OVA-Bt

0

1000

2000

3000

*

*
#

IL
-1

3 
(p

g/
m

L)

0

100

200

300

400 *

#

IL
-1

0 
(p

g/
m

L)

A B

0

100

200

300

400

500

IF
N
$ 

(p
g/

m
L)

C

 

Figura 14. Efeito da tolerância nasal a OVA Grau II sobre a sensibilização e desafio com OVA e 
Blomia tropicalis. IL-13 (A), IL-10 (B) e IFN$+(C). Animais da linhagem BALB/c foram 
tratados com 100 &g de OVA Grau II por 3 dias consecutivos para indução de 
tolerância nasal. Cinco dias depois, os animais receberam duas sensibilizações com 
5 &g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 14 e 21, foram 
desafiados por via i.n. com 10 &g de Bt e de OVA. Os animais do grupo imune 
receberam PBS durante a indução de tolerância. Os experimentos foram realizados 
24 h após o segundo desafio. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação 
ao grupo Controle e # P < 0,05 em relação ao grupo Imune OVA-Bt. 

 

Nos modelos acima descritos, a OVA foi administrada por via i.n. para 

indução de tolerância. Como se pode observar, a inflamação pulmonar e os 

títulos de IgE anti-OVA não foram inibidos com o prévio tratamento com a OVA 

i.n. Tendo em vista este fato, decidiu-se estudar se o fenômeno de tolerância 

cruzada poderia ser induzido utilizando a mucosa oral como via indutora de 

tolerância. 

 

4.12 Efeito da indução de tolerância oral a OVA (Grau II) sobre a 
sensibilização com OVA e extrato de Bt 

 

Neste experimento, para indução de tolerância administrou-se a OVA 

Grau II pela via oral. Para isso, os animais receberam por 5 dias consecutivos 

1% de OVA diluída na água de beber. Dois dias depois, os animais foram 

submetidos ao protocolo de indução de alergia que consiste em duas 

sensibilizações e dois desafios com intervalos semanais feitos com ambos os 

antígenos. Adicionalmente, se analisou se o efeito inibitório persistiria na 
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ausência da OVA, antígeno tolerado, durante os desafios i.n. Para tanto, fez-se 

um grupo tolerante que recebeu as duas sensibilizações com ambos os 

antígenos e dois desafios apenas com Bt (Tol OVA/Imune OVA-Bt/Bt). 

Após a determinação da HRB, observou-se que a sensibilização com 

OVA e Bt induziu um aumento significativo nos valores do Penh quando 

comparados com o grupo controle, enquanto a prévia indução de tolerância a 

OVA inibiu este parâmetro (Figura 15A). Com relação à contagem celular, 

observou-se um aumento significativo no número total de células e eosinófilos 

no grupo alérgico quando comparado com os animais controles (Figuras 15B e 

715, respectivamente). Ao contrário da tolerância nasal, o tratamento com a 

OVA pela via oral inibiu de maneira significativa o influxo dessas células para o 

LBA em relação ao grupo alérgico (Figuras 15B e 15C). Como pode ser 

observado, independente da presença de OVA nos desafios, houve supressão 

de todos os parâmetros analisados em relação ao grupo alérgico (Figura 15).  

Com relação à produção de citocinas de padrão Th2, a figura 15D 

mostra que a sensibilização com OVA e Bt elevou significativamente os níveis 

de IL-5 em relação aos controles, enquanto o prévio tratamento com OVA oral 

inibiu a produção desta citocina. Como pode ser observado na figura 15E, o 

grupo imune e o tolerante para OVA produziram níveis basais de IL-13. 

Também foram dosados os níveis de IFN$ e pode-se observar que os animais 

tratados apresentaram níveis inferiores ao basal (Figura 15F). 
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Figura 15. Efeito da tolerância oral a OVA Grau II sobre a sensibilização e desafio com OVA e 
Blomia tropicalis. HRB (A), número total de células (B), eosinófilos (C), IL-5 (D), IL-13 
(E) e IFN$ (F). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 1% de OVA Grau II 
diluída em água de beber por 5 dias consecutivos para indução de tolerância oral. 
Dois dias depois, os animais receberam duas sensibilizações com 5 &g de Bt e de 
OVA/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 14 e 21, um grupo foi desafiado por 
via i.n. com 10 &g de Bt e de OVA e um segundo grupo recebeu apenas 10 &g de Bt 
i.n. Os animais do grupo imune receberam apenas água durante a indução de 
tolerância e foram sensibilizados e desafiados com ambos os antígenos. Os 
experimentos foram realizados 24 h após o segundo desafio. Para determinar o 
desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos 
à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os 
resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo Controle e ** P < 0,05 
em relação ao grupo Imune OVA-Bt. 

 

Em seguida, determinou-se o efeito da indução de tolerância a OVA 

sobre a produção de anticorpos induzida pela sensibilização com OVA e Bt. As 

figuras 16A e 16B mostram que os níveis totais de IgE e os títulos de IgE anti-

OVA foram significativamente diminuídos nos animais tolerizados, e este fato 

também foi independente da presença da OVA nos desafios. 

Como neste experimento ocorreu tolerância a OVA, evidenciado pela 

inibição da IgE OVA-específica, também foram dosados os títulos de IgE anti-Bt 

por PCA. Por uma razão ainda não entendida, não se observou nenhuma 
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reação na pele quando se determinou a PCA para Bt em animais sensibilizados 

com OVA e Bt (ver discussão). A Figura 16C mostra que as reações para Bt 

foram positivas no grupo tolerizado para OVA, porém como esperado, o título 

da PCA foi baixo (1/20). 
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Figura 16. Efeito da tolerância oral a OVA Grau II sobre a sensibilização e desafio com OVA e 

Blomia tropicalis. IgE total (A), IgE (B) e IgG1 anafilático anti-Bt (PCA) (C). Animais 
da linhagem BALB/c foram tratados com 1% de OVA Grau II diluída em água de 
beber por 5 dias consecutivos para indução de tolerância oral. Dois dias depois, os 
animais receberam duas sensibilizações com 5 &g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum s.c. 
nos dias 0 e 7. Nos dias 14 e 21, um grupo foi desafiado por via i.n. com 10 &g de Bt 
e de OVA e um segundo grupo recebeu apenas 10 &g de Bt i.n. Os animais do grupo 
imune receberam apenas água durante a indução de tolerância e foram 
sensibilizados e desafiados com ambos os antígenos. Os experimentos foram 
realizados 24 h após o segundo desafio. Os resultados da IgE total são média ( DP. 
* P < 0,05 em relação ao grupo Controle e ** P < 0,001 em relação ao Imune OVA-
Bt. A determinação dos títulos de IgE anti-OVA e anti-Bt pelo PCA foi expresso pela 
recíproca da maior diluição de uma mistura de soro de cinco animais por grupo que 
induz uma reação maior de 5 mm de diâmetro. Os resultados da PCA são expressos 
por diferença significativa, representativos de dois experimentos. ** em relação ao 
Imune OVA-Bt e ND = títulos não detectados. 

 

Os resultados obtidos indicam que a indução de tolerância oral é mais 

eficiente em induzir tolerância cruzada quando comparada com tolerância 

nasal, pois todos os aspectos alérgicos analisados se encontraram suprimidos 

nos grupos tratados com OVA oral. Os baixos títulos de IgE anti-Bt nos grupos 

tolerizados para OVA levantam a hipótese de uma possível tolerância cruzada, 

mas devido a ausência de reação no grupo alérgico este fato não pode ser 

confirmado. 

 

 



RESULTADOS 

 

73

 

4.13 Efeito da indução de tolerância oral a OVA sobre a sensibilização 
com OVA e extrato de Bt e desafio apenas com extrato de Bt 

 

Portanto, com o objetivo de detectar o isotipo IgE anti-Bt nos animais 

sensibilizados com OVA e Bt por PCA, e além disso, poder concluir que está 

ocorrendo tolerância cruzada, decidiu-se retirar a OVA dos desafios i.n. Desta 

maneira, os linfócitos B secretariam menos anticorpos OVA-específicos 

minimizando a competição com os anticorpos Bt-específicos. Para tanto, o 

grupo imune foi sensibilizado com OVA e Bt e desafiado apenas com Bt 

enquanto o grupo tolerante foi previamente exposto a OVA oral.  

  Com relação ao desenvolvimento de HRB, a figura 17A mostra que os 

animais sensibilizados com OVA e Bt apresentaram HRB induzida por 

broncoconstritor de maneira dose dependente quando comparados com o 

grupo controle. O grupo que foi previamente exposto a OVA oral também 

desenvolveu HRB quando comparado com o grupo controle (Figura 17A). 

Em seguida, caracterizou-se o desenvolvimento de inflamação alérgica 

pulmonar avaliando o influxo de células inflamatórias, principalmente 

eosinófilos. As figuras 17B e 17C mostram, respectivamente, que os animais 

sensibilizados apresentaram aumento significativo no número total de células e 

eosinófilos quando comparados com os animais do grupo Controle. E assim 

como mostrado anteriormente, o prévio tratamento com OVA oral suprimiu 

eficientemente o influxo dessas células para as via aéreas (Figuras 17B e 17C). 

O mesmo foi observado quando se quantificou os níveis de citocinas de 

perfil Th2 no lavado broncoalveolar. O grupo alérgico apresentou altos níveis 

de IL-5 e IL-13 em relação aos Controles enquanto o grupo tolerante mostrou 

inibição da produção dessas citocinas em relação aos imunes (Figuras 17D e 

17E).  
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Figura 17. Efeito da tolerância oral a OVA sobre a sensibilização com OVA e Blomia tropicalis e 
desafio apenas com Blomia tropicalis. HRB (A), número total de células (B), 
eosinófilos (C), IL-5 (D), IL-13 (E) e IL-10 (F). Animais da linhagem BALB/c foram 
tratados com 1% de OVA Grau II diluída em água de beber por 5 dias consecutivos 
para indução de tolerância oral. Dois dias depois, os animais receberam duas 
sensibilizações com 5 &g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 
14 e 21, os grupos foram desafiados por via i.n. com 10 &g de Bt i.n. Os animais do 
grupo imune receberam apenas água durante a indução de tolerância. Os 
experimentos foram realizados 24 h após o segundo desafio. Para determinar o 
desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos 
à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os 
resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo Controle e # P < 0,05 em 
relação ao grupo Imune OVA-Bt / Bt. 

 

A inflamação pulmonar também foi verificada em cortes histológicos pela 

coloração H/E. Como podem ser observados na Figura 18B, os animais do 

grupo imune apresentaram intensa inflamação peribroncovascular, 

caracterizada por mononucleares e eosinófilos (Figura 18C) quando 

comparados com o grupo controle. No corte histológico dos animais que foram 

previamente expostos a OVA oral, verificou-se uma diminuição na inflamação 

induzida pela sensibilização com Bt (Figura 18D). 
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Figura 18. Efeito da tolerância oral a OVA sobre a sensibilização com OVA e Blomia tropicalis e 
desafio apenas com Blomia tropicalis. Histologia pulmonar com coloração H/E. 
Grupos controle (A), imune OVA-Bt / Bt (B), imune OVA-Bt / Bt maior aumento (20x) 
(C) e Tol / OVA-Bt / Bt (D). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 1% de 
OVA Grau II diluída em água de beber por 5 dias consecutivos para indução de 
tolerância oral. Dois dias depois, os animais receberam duas sensibilizações com 5 
&g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 14 e 21, os grupos 
foram desafiados por via i.n. com 10 & de Bt i.n. Os animais do grupo imune 
receberam PBS durante a indução de tolerância. Os experimentos foram realizados 
24 h após o segundo desafio.  

 

Em seguida foi realizada a reação de PCA. Como pode ser observado, 

animais sensibilizados com OVA e Bt apresentaram altos títulos de IgE e IgG1 

anti-OVA, e que quando submetidos ao prévio tratamento com OVA oral 

apresentaram supressão significativa na produção desses isotipos (Figuras 

19A e 19C). Com relação aos títulos de anticorpos Bt-específios, desta vez foi 

possível detectá-los. Os animais sensibilizados produziram títulos de 1/80 de 

IgE e a indução de tolerância com OVA inibiu significativamente este isotipo, 

como pode ser visto na Figura 19B. O mesmo ocorreu quando se analisou a 
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produção de IgG1 anti-Bt, pois a tolerância a OVA suprimiu significativamente 

os títulos deste isotipo em comparação ao grupo Imune OVA-Bt (Figura 19D). 
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Figura 19. Efeito da tolerância oral a OVA sobre a sensibilização com OVA e Blomia tropicalis e 

desafio apenas com Blomia tropicalis. IgE anti-OVA (A), IgE anti-Bt (B), IgG1 anti-
OVA (PCA) (C) e IgG1 anti-Bt (PCA) (D). Animais da linhagem BALB/c foram 
tratados com 1% de OVA Grau II diluída em água de beber por 5 dias consecutivos 
para indução de tolerância oral. Dois dias depois, os animais receberam duas 
sensibilizações com 5 &g de Bt e de OVA/1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. Nos dias 
14 e 21, o grupo foi desafiado por via i.n. com 10 &g de Bt i.n. Os animais do grupo 
imune receberam apenas água durante a indução de tolerância. Os experimentos 
foram realizados 24 h após o segundo desafio. A determinação dos títulos pela PCA 
foi expresso pela recíproca da maior diluição de uma mistura de soro de cinco 
animais por grupo que induz uma reação maior de 5 mm de diâmetro. Os resultados 
da PCA são expressos por diferença significativa, representativos de dois 
experimentos. * em relação ao grupo Imune OVA-Bt. 

 

Estes resultados indicam que apesar da HRB não ter sido inibida, está 

ocorrendo tolerância cruzada de OVA para Bt. Isto é evidenciado nos títulos de 

anticorpos Bt-específicos, onde a tolerância oral com OVA inibiu a produção de 

IgE e IgG1 anti-Bt induzidos pela sensibilização com Bt. Em outras palavras, a 

indução de tolerância com OVA pode estar gerando células reguladoras que 
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são capazes de interferir nas respostas a outro antígeno não relacionado como 

a Bt. 

 

4.14 Efeito da indução de tolerância oral a OVA na resposta ao extrato de 
Bt 

  

Uma vez determinado o protocolo de tolerância cruzada, decidiu-se 

estudar se era necessária a presença do antígeno tolerado nas sensibilizações 

e desafios com Bt para induzir o efeito cruzado. Para tanto, os animais do 

grupo tolerante foram expostos a OVA oral e em seguida sensibilizados e 

desafiados apenas com Bt. O grupo imune não recebeu o tratamento com OVA 

oral. 

Quando a HRB foi analisada, verificou-se que os animais do grupo 

imune apresentaram maiores valores de Penh quando comparados com o 

grupo controle (Figura 20A). Os animais previamente expostos a OVA também 

apresentaram HRB em relação aos controles (Figura 20A), indicando que não 

houve tolerância cruzada em animais sensibilizados apenas com Bt. 

A análise da inflamação pulmonar confirmou esta noção, pois como 

pode ser visto nas figuras 20B e 20C, tanto os animais imunes quanto os 

tolerantes apresentaram elevado número total de células e eosinófilos no LBA 

quando comparados aos animais Controles.  
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Figura 20. Efeito da tolerância oral a OVA sobre a sensibilização apenas com Blomia tropicalis. 

HRB (A), número total de células (B) e eosinófilos (C). Animais da linhagem BALB/c 
foram tratados com 1% de OVA Grau II diluída em água de beber por 5 dias 
consecutivos para indução de tolerância oral. Dois dias depois, os animais 
receberam duas sensibilizações com 5 &g de Bt em 1,6 mg Alum s.c. nos dias 0 e 7. 
Nos dias 14 e 21, o grupo foi desafiado por via i.n. com 10 &g de Bt i.n. Os animais 
do grupo imune receberam apenas água durante a indução de tolerância. Os 
experimentos foram realizados 24 h após o segundo desafio. Para determinar o 
desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos 
à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os 
resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo Controle.  

 

Portanto, para que ocorra tolerância cruzada de OVA para Bt é 

necessário que a OVA (antígeno tolerado) seja administrada juntamente com a 

Bt (antígeno não relacionado) nas sensibilizações. 

 

4.15 Efeito da indução de tolerância oral a OVA sobre a adição de OVA 
apenas na primeira sensibilização com o extrato de Bt 

  
No próximo experimento, decidiu-se estudar se adicionando a OVA 

apenas na primeira sensibilização seria suficiente para induzir o efeito cruzado. 

Portanto, o grupo tolerante, depois de ter sido exposto a OVA oral, recebeu a 

primeira sensibilização com OVA e Bt e a segunda sensibilização apenas com 

Bt. Os desafios foram feitos com Bt i.n. 

Em relação ao desenvolvimento de HRB, a figura 13A mostra que a 

sensibilização com OVA e Bt apenas no dia zero induziu HRB em resposta a 

metacolina quando comparado com o controle. O tratamento por 5 dias com a 

OVA oral suprimiu o desenvolvimento de HRB nos animais sensibilizados e 
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desafiados, pois os valores de Penh foram menores que os do grupo imune 

(Figura 21A).  

Em seguida, analisou-se o influxo de células para as vias aéreas. 

Verificou-se que a sensibilização com OVA e Bt apenas no dia zero induziu um 

aumento significativo no número total de células e eosinófilos quando 

comparados com o grupo controle (Figuras 21B e 21C). No entanto, nos 

animais tolerizados com OVA apenas o influxo de eosinófilos apresentou 

inibição significativa quando comparado com o grupo imune (Figuras 21B e 

21C). 
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Figura 21. Efeito da tolerância oral a OVA sobre a adição de OVA apenas na primeira 

sensibilização com Bt. HRB (A), número total de células (B) e eosinófilos (C). 
Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 1% de OVA Grau II diluída em 
água de beber por 5 dias consecutivos para indução de tolerância oral. Dois dias 
depois, os animais receberam na primeira sensibilização 5 &g de Bt e de OVA em 
1,6 mg Alum s.c. e na segunda sensibilização apenas 5 &g de Bt. Nos dias 14 e 21, 
os grupos foram desafiados por via i.n. com 10 &g de Bt. Os animais do grupo 
imune receberam apenas água durante a indução de tolerância. Os experimentos 
foram realizados 24 h após o segundo desafio. Para determinar o desenvolvimento 
da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos à inalação de 
crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os resultados são 
média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo Controle e # P < 0,05 em relação ao 
grupo Imune OVA-Bt. 

 

Desse modo, pode-se dizer que a presença da OVA (antígeno tolerado) 

apenas na primeira sensibilização é capaz de inibir o desenvolvimento de HRB 

e o influxo de eosinófilos, mas não o número total de células. Isto mostra que, a 

OVA precisa estar mais vezes presente na sensibilização com Bt para inibir a 

inflamação pulmonar induzida por Bt.  
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4.16 Efeito da indução de tolerância oral a OVA em animais previamente 
sensibilizados com o extrato de Bt 

  

O passo seguinte foi estudar se era possível reverter um perfil Th2 pré-

existente adquirido pela sensibilização com Bt, utilizando o fenômeno de 

tolerância oral com OVA. Para isso, os animais foram sensibilizados duas 

vezes com Bt/Alum e em seguida foram expostos a OVA oral. Dois dias após o 

tratamento oral, o grupo foi sensibilizado com OVA e Bt e desafiado com Bt. Os 

animais de um grupo controle não foram expostos a OVA oral. 

 Como pode ser observado na figura 22, animais sensibilizados com Bt e 

que não foram tratados com OVA oral desenvolveram HRB e apresentaram 

aumento significativo no número total de células e eosinófilos em comparação 

ao grupo controle. No entanto, não houve inibição destes parâmetros no grupo 

tratado com OVA oral (Figuras 22A-C). O mesmo foi visto para a produção dos 

níveis totais de IgE (Figura 22D). 

 Como não foi possível reverter a alergia a Bt, estes resultados indicam 

que não ocorre tolerância cruzada quando existe uma alergia pré-estabelecida. 
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Figura 22. Efeito da tolerância oral a OVA em animais alérgicos a Bt. HRB (A), número total de 

células (B), eosinófilos (C) e IgE total (D). Animais da linhagem BALB/c foram 
sensibilizados duas vezes com 5 &g de Bt em 1,6 mg de Alum nos dias 0 e 7, e dois 
dias depois foram tratados com 1% de OVA Grau II diluída em água de beber por 5 
dias consecutivos para indução de tolerância oral (dias 10 a 14). Dois dias depois, os 
animais receberam duas sensibilizações com 5 &g de Bt e de OVA em 1,6 mg Alum 
s.c. (dias 17 e 24) e dois desafios i.n. com apenas 10 &g de Bt (dias 31 e 38). Os 
animais do grupo imune receberam apenas água durante a indução de tolerância. 
Os experimentos foram realizados 24 h após o segundo desafio. Para determinar o 
desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio os grupos foram submetidos 
à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os 
resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo Controle.  
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4.17 Efeito da indução de tolerância oral com OVA sobre a exposição 
intranasal ao extrato de Bt 

  

Por fim, decidiu-se examinar as conseqüências da indução de tolerância 

com OVA sobre a subseqüente exposição a Bt pelas vias aéreas, na ausência 

de alum. Para tanto, os animais foram tratados com OVA oral por cinco dias 

consecutivos, nos dias 0 e 7 receberam Bt juntamente com OVA pela via i.n. e 

apenas Bt i.n. nos 14 e 21. Os animais do grupo Imune receberam água 

durante o tratamento oral. Vale ressaltar que o extrato de Bt utilizado neste 

experimento foi fornecido pelo laboratório da Dra. Neuza Alcântara. 

 Analisando a função pulmonar, observou-se que o grupo Imune exposto 

a Bt e OVA i.n. desenvolveu HRB à MCh quando comparado com o grupo 

Controle (Figura 23A). O tratamento com OVA oral foi eficaz em inibir esse 

parâmetro, já que o grupo de animais posteriormente exposto a OVA e a Bt i.n. 

apresentou baixos valores de Penh quando comparados com o grupo Imune 

(Figura 23A).  

Resultados semelhantes foram observados na análise da inflamação 

pulmonar determinada pelo número de células presentes no LBA. O grupo 

Imune apresentou um aumento significativo no número total de células em 

relação ao Controle (Figura 23B). Essa inflamação foi caracterizada pelo 

influxo, em sua maioria, de macrófagos, seguido de neutrófilos e eosinófilos 

(Figuras 23C a 23E). O prévio tratamento com OVA oral foi eficaz em inibir o 

influxo dessas células no grupo tratado com OVA e Bt i.n.  

 



RESULTADOS 

 

83

 

0 10 20 30
0.0

2.5

5.0

7.5

Controle
Imune OVA-Bt / Bt
Tol / OVA-Bt / Bt

MCh mg/mL

Pe
nh

*

0

2

4

6

8

10

12

14 *

#

N
o  to

ta
l d

e 
cé

lu
la

s 
x1

05

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

N
o  d

e 
m

ac
ró

fa
go

s 
x1

05

*

#

Controle

Imune OVA-Bt / Bt

Tol / OVA-Bt / Bt

0

1

2

3

4

5 *

#

N
o  d

e 
ne

ut
ró

fil
os

 x
10

5

A B C

D

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75 *

#

N
o  d

e 
eo

si
nó

fil
os

 x
10

5

E

 
Figura 23. Efeito da indução de tolerância oral com OVA sobre a exposição intranasal a Bt. 

HRB (A), número total de células (B), macrófagos (C), neutrófilos (D) e eosinófilos 
(E). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 1% de OVA Grau II diluída em 
água de beber por 5 dias consecutivos para indução de tolerância oral. Dois dias 
depois, os grupos receberam 5 &g de Bt e 10 &g de OVA i.n. nos dias 0 e 7 e 10 &g 
de Bt i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo imune receberam água durante a 
indução de tolerância. Os experimentos foram realizados 24 h após o segundo 
desafio. Para determinar o desenvolvimento da HRB, 24 h após o primeiro desafio 
os grupos foram submetidos à inalação de crescentes doses de metacolina (MCh) 
3, 6, 12 e 25 mg/mL. Os resultados são média ( DP. * P < 0,05 em relação ao grupo 
Controle e # P < 0,05 em relação ao grupo Imune OVA-Bt / Bt. 

 

As citocinas IL-10, TNF" e IFN-$+também foram dosadas e, como se 

pode observar, todos os grupos as produziram em quantidades basais (Figura 

24). Não foram detectados níveis de IL-13 (dados não mostrados).+

+

+
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Figura 24. Efeito da indução de tolerância oral com OVA sobre a exposição intranasal a Bt. IL-
10 (A), TNF" (B) e IFN-$ (C). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 1% 
de OVA Grau II diluída em água de beber por 5 dias consecutivos para indução de 
tolerância oral. Dois dias depois, os grupos receberam 5 &g de Bt e 10 &g de OVA 
i.n. nos dias 0 e 7 e 10 &g de Bt i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo imune 
receberam água durante a indução de tolerância. Os experimentos foram realizados 
24 h após o segundo desafio. 

 

O passo seguinte foi analisar o efeito da indução de tolerância sobre a 

produção de anticorpos séricos em decorrência da exposição a OVA e Bt i.n. A 

figura 25A mostra que a exposição a OVA e Bt i.n. induz níveis significativos de 

IgE total em relação ao Controle que, após o tratamento oral, são diminuídos 

quando comparados ao grupo Imune OVA-Bt, porém não de maneira 

significativa. Com relação aos títulos de anticorpos Ag-específios, observou-se 

que os animais expostos a OVA e Bt i.n. produziram altos títulos de IgE e IgG1 

anti-OVA (Figuras 25B e 25D). O prévio tratamento com OVA oral foi eficaz em 

induzir tolerância oral a OVA, já que o grupo que ingeriu OVA apresentou uma 

supressão dos títulos dos anticorpos anti-OVA após a exposição i.n., quando 

comparado com o grupo Imune (Figuras 25B e 25D). Além disso, também se 

observou que neste grupo tratado com OVA oral, os títulos de IgE e IgG1 anti-

Bt produzidos após a exposição com OVA e Bt i.n. foram significativamente 

menores em relação ao grupo Imune (Figuras 25C e 25E). Portanto, estes 

resultados demonstram o estabelecimento da tolerância cruzada de OVA sobre 

as respostas Bt-específicas. 
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Figura 25. Efeito da indução de tolerância oral com OVA sobre a exposição intranasal a Bt. IgE 

total (A), IgE anti-OVA (PCA)  (B), IgE anti-Bt (PCA) (C), IgG1 anti-OVA (PCA) (D) e 
IgG1 anti-Bt (E). Animais da linhagem BALB/c foram tratados com 1% de OVA Grau 
II diluída em água de beber por 5 dias consecutivos para indução de tolerância oral. 
Dois dias depois, um grupo recebeu 5 &g de Bt e 10 &g de OVA i.n. nos dias 0 e 7 e 
10 &g de Bt i.n nos dias 14 e 21. Os animais do grupo imune receberam água 
durante a indução de tolerância. Os experimentos foram realizados 24 h após o 
segundo desafio. Os resultados de IgE total são média ( DP. * P < 0,05 em relação 
ao grupo Controle. A determinação dos títulos pela PCA foi expresso pela recíproca 
da maior diluição de uma mistura de soro de cinco animais por grupo que induz uma 
reação maior de 5 mm de diâmetro. Os resultados da PCA são expressos por 
diferença significativa, representativos de dois experimentos. * em relação ao grupo 
Imune OVA-Bt / Bt.  
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso e as limitações da 

tolerância imunológica induzida via mucosas (nasal e oral) utilizando o modelo 

da doença alérgica pulmonar. Primeiramente avaliou-se o efeito da exposição 

ao LPS durante a indução de tolerância nasal a OVA sobre o desenvolvimento 

de inflamação pulmonar induzida por diferentes protocolos de sensibilização 

(com e sem alum). Também, avaliaram-se os efeitos cruzados da tolerância 

(nasal e oral) sobre as respostas alérgicas induzidas por OVA ou pelo extrato 

do ácaro Blomia tropicalis (Bt). Em resumo, foi estudado se a tolerância à 

proteínas (alérgenos) não relacionados poderia interferir no subseqüente 

processo de sensibilização e alergia induzida por OVA ou pelo extrato de Bt. 

Para a indução de tolerância, utilizaram-se as proteínas lisozima da clara do 

ovo (HEL) e ovoalbumina (OVA) como antígenos não relacionados.  

 
5.1 Tolerância e LPS 

 
Ainda não está bem estabelecido como os indivíduos se tornam 

alérgicos. Como já descrito, proteínas ambientais inócuas podem levar a um 

estado de tolerância, porém estas mesmas proteínas, em pessoas propensas a 

desenvolver alergias, podem levar à sensibilização. Desse modo, na primeira 

parte do trabalho estudou-se o efeito da administração de LPS i.n., que 

sabidamente afeta o desenvolvimento de doença alérgica [107], sobre a 

indução de tolerância nasal a OVA. Em seguida, para induzir respostas 

alérgicas, os grupos foram submetidos a três modelos de sensibilização com 

OVA: 1) com OVA em alum pela via s.c., 2) com apenas OVA s.c. ou 3) com 

OVA pela via i.n.  

Primeiramente avaliou-se a função pulmonar. Os resultados mostraram 

que a inalação de LPS durante a indução de tolerância não interfere no 

desenvolvimento de HRB, pois os grupos expostos a OVA mais LPS se 

comportaram como os animais tolerantes que foram expostos apenas a OVA 

durante a indução de tolerância. Este efeito ocorreu nos três modelos de 

sensibilização estudados, OVA/alum s.c., OVA s.c. e OVA i.n.  
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Com relação a inflamação pulmonar, no caso dos modelos de 

sensibilização s.c., observou-se que os grupos que receberam LPS e foram 

sensibilizados e desafiados com OVA apresentaram inibição no número de 

eosinófilos. Porém, no modelo i.n. esta inibição não foi observada. Por outro 

lado, em todos os modelos houve um aumento expressivo no número de 

neutrófilos e células mononucleares quando comparado com os animais 

apenas sensibilizados e desafiados. Uma explicação para isso é que o LPS 

impediu o desenvolvimento de tolerância facilitando assim os efeitos da 

sensibilização s.c. Sabe-se que a tolerância é induzida por células dendríticas 

imaturas e que o LPS aumenta a maturação e a expressão de MHC de classe II 

e moléculas co-estimulatórias [111]. Seria interessante estudar o perfil da 

expressão destas moléculas de superfície das células dendríticas. Dentro deste 

contexto, a interpretação é que OVA+LPS i.n. inicia uma sensibilização Th1, 

mas que logo a seguir, a OVA s.c. inicia uma resposta Th2. Assim, a resultante 

destes dois tipos de sensibilização é uma resposta pulmonar mista.  

A inflamação das vias aéreas na asma é caracterizada pela presença de 

linfócitos T ativados, mastócitos e eosinófilos, e alguns estudos de pacientes 

com asma severa mostraram um aumento no número de neutrófilos [157, 158]. 

Vários trabalhos vêm mostrando evidências de outros mecanismos 

inflamatórios, não relacionados com o influxo de eosinófilos e produção de IgE, 

na patogênese da asma, como revisado por Pearce et al. [159]. Estudos 

utilizando técnicas de indução de escarro e/ou lavado broncoalveolar para 

medir e caracterizar a inflamação das vias aéreas em pacientes asmáticos tem 

mostrado uma proporção substancial de casos que apresentam uma patologia 

diferente da observada na asma alérgica “clássica” [160-162]. Estes estudos, 

de diferentes laboratórios, claramente demonstram a existência de uma asma 

não-eosinofílica que está associada com respostas neutrofílicas em pacientes 

com os diferentes graus de asma (leve, moderada e severa). Portanto, embora 

a visão clássica da asma com perfil Th2 prevaleça entre clínicos e 

pesquisadores, fica cada vez mais claro que asma não é uma única doença, 

mas sim uma síndrome com múltiplas facetas que se sobrepõem. 

Somando-se a estes dados, sabe-se que a HRB é uma das 

características definitivas da asma e acredita-se ser resultante da inflamação 

crônica da mucosa brônquica. Neste sentido, Bottomly et al., estudando o efeito 
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direto de células Th1 e Th2 geradas in vitro no desenvolvimento HRB, 

mostraram que as células Th2 induzem eosinofilia pulmonar e HRB enquanto 

as células Th1 levam a uma inflamação neutrofílica sem induzir HRB [32]. Com 

base nestes relatos, pode-se dizer que a inalação de LPS impediu a tolerância 

induzida pela OVA levando a um estado alérgico (não-eosinofílico) que é 

caracterizado pela presença de neutrófilos e ausência de HRB. Entretanto, 

estes resultados não corroboram os dados publicados por Kim et al. [122] Os 

autores mostraram em um modelo de sensibilização i.n. que animais expostos a 

OVA e LPS i.n., independente da dose utilizada de LPS, desenvolvem HRB 

quando comparados com animais expostos a apenas OVA [122]. Porém, o 

protocolo experimental utilizado por nós difere do utilizado por Kim et al. [122]. 

Com relação a produção de anticorpos, observou-se que a exposição ao 

LPS i.n., nos três modelos de sensibilização induziu respostas mistas, pois 

inibiu a produção de IgE e aumentou o isotipo IFN-$,dependente (IgG2a), 

porém houve aumento concomitante nos títulos de IgG1 anafilática, um isotipo 

IL-4-dependente [163] Estes dados são contraditórios, pois mostram que ao 

mesmo tempo em que o LPS inibe a produção de IgE, ele leva ao aumento de 

IgG1 anafilática, ambos isotipos dependentes de IL-4. Assim sendo, pode-se 

supor que existam vias distintas relacionados com as respostas anafiláticas 

mediadas por IgE e IgG1. Neste sentido, estes achados podem ter relevância 

biológica nos processos de anafilaxia. Por exemplo, Karasuyama et al. 

mostraram que os basófilos são dispensáveis para anafilaxia mediada por IgE, 

mas têm grande importância na anafilaxia sistêmica mediada por IgG. Foi 

mostrado, em modelo murino, que a ativação dos basófilos pela ligação do 

alérgeno aos receptores Fc$RIII leva a liberação de PAF (fator ativador de 

plaqueta) e conseqüente aumento da permeabilidade vascular [164]. Portanto, 

além da via “clássica” de anafilaxia induzida pelo alérgeno que é mediada por 

mastócitos, IgE e histamina, os autores relatam uma segunda via mediada por 

basófilos, IgG1 e PAF [164].  

Como não se detectou a presença de IFN-$+no LBA, decidiu-se avaliar a 

produção desta citocina pelas células dos linfonodos mediastinais (linfonodos 

drenantes), quando estimuladas ex vivo por 48 horas com OVA. Observou-se 

que o grupo tratado com LPS produziu maiores níveis de IFN-$ depois do 
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estímulo com OVA quando comparado com os animais tratados apenas com 

OVA. Este fato poderia explicar a presença de neutrófilos e a produção de 

IgG2a encontrados após a inalação de LPS, mas não o aumento de IgG1 

anafilática. São necessários experimentos adicionais para elucidar os 

mecanismos imunológicos relacionados com a migração de neutrófilos, 

diminuição da IgE e aumento da IgG1 anafilática.  

Os dados descritos até o momento confirmam os achados de 

Hamelmann et al. [124]. Os autores mostraram que a adição de LPS a OVA i.n. 

inibe a inflamação pulmonar eosinofílica, a produção de IgE e citocinas de perfil 

Th2, porém aumenta o número de neutrófilos, a produção de IgG1 anti-OVA 

detectado por ELISA, que não distingue entre IgG1 anafilática da não-

anafilática, e IgG2a [124]. Este grupo concluiu que o LPS modula a tolerância 

nasal devido ao aumento do isotipo IgG1, que é capaz de bloquear as reações 

anafiláticas, e devido à geração de duas populações de células T distintas, uma 

com perfil regulador produtora de IL-10 e outra produtora de IFN-$+[124]. No 

entanto, ao contrário destes autores, o presente trabalho mostrou que a IgG1 

induzida pelo LPS apresenta atividade anafilática e pode levar ao 

desenvolvimento de reações alérgicas. Por outro lado, em oposição aos dados 

acima, Croft et al. mostraram que a exposição ao LPS juntamente com a OVA 

previne a tolerância nasal resultando em eosinofilia das vias aéreas e produção 

de citocinas Th2 [125]. Estes dados foram decorrentes da supressão de células 

Treg e da geração de células T efetoras [125]. Os autores demonstraram que o 

LPS induz a expressão de OX40L em células dendríticas e linfócitos B e que, 

após a interação com OX40 nas células T, leva à produção de IL-4 e IFN-

$-+Além disto, foi mostrado que a ativação das células dendríticas via TLR4 

induzida pelo LPS leva à produção de IL-6 [165], que tem ação sinérgica com 

IL-4 e IFN-$ para bloquear o desenvolvimento de células Treg [125]. Assim, a 

cooperação entre TLR4 e OX40L controla a suscetibilidade ao desenvolvimento 

de asma modulando o balanço entre Treg adaptativas e células T produtoras de 

IL-4 e IFN-$ [125]. 

Vale ressaltar que o fenômeno de prevenção de tolerância mostrado no 

presente trabalho foi dependente da linhagem do camundongo, pois não foram 

encontrados os mesmos resultados quando se estudou o efeito do LPS i.n. no 
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modelo de sensibilização com OVA/alum s.c. em animais C57BL/6. Porém, os 

resultados de prevenção de tolerância nasal obtidos pelo grupo do Croft foram 

obtidos em animais C57BL/6, mas utilizando-se um protocolo experimental 

diferente do nosso. [125]. 

Um fato interessante é que a sensibilização com OVA s.c., na ausência 

do adjuvante alum, também induziu respostas alérgicas vigorosas. Para se 

entender melhor este modelo são necessários estudos adicionais que estão 

sendo desenvolvidos em nosso laboratório. 

Concluindo, os achados indicam que a adição de LPS a OVA i.n. previne 

o estabelecimento da tolerância nasal induzida pela OVA gerando um estado 

alterado de alergia caracterizado por respostas imunológicas com perfil tipo Th1 

(inflamação pulmonar neutrofílica e IgG2a), e com perfil Th2 (IgG1 anafilático) 

Os mecanismos moleculares e celulares responsáveis por este fenômeno 

precisam ainda ser caracterizados. 

 

5.2 Tolerância cruzada nas respotas induzidas por Blomia tropicalis 

 

Para iniciar a segunda parte do trabalho foi necessário primeiro 

padronizar o protocolo de sensibilização com o extrato de Bt. Os resultados 

mostraram que a sensibilização e o desafio com Bt induziram respostas imunes 

características da alergia pulmonar, como eosinofilia, HRB e anticorpos 

anafiláticos IgE anti-Bt. Em seguida, deu-se início aos estudos de tolerância 

cruzada, utilizando HEL ou OVA i.n. como Ags não relacionados.  

Em trabalho realizado anteriormente (mestrado) utilizando o modelo de 

indução de alergia, foi mostrado que HEL é uma proteína pouco alergênica 

quando comparada com a OVA. Esta última, após duas sensibilizações e dois 

desafios, induz respostas imunes características de uma doença pulmonar 

eosinofílica enquanto HEL não foi eficaz em induzir respostas alérgicas 

vigorosas (dados não mostrados). Assim, primeiramente utilizou-se HEL, uma 

proteína pouco alergência, como Ag não relacionado. Para isso, os animais 

foram expostos por três dias consecutivos a HEL i.n. para indução de tolerância 

nasal e a seguir foram sensibilizados e desafiados com HEL e Bt, 

concomitantemente. Os experimentos mostraram que o tratamento com HEL 
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i.n. não inibiu a inflamação pulmonar, a IgE total e nem a IgE anti-HEL induzida 

pela sensibilização com HEL, confirmando que não houve estabelecimento da 

tolerância nasal a HEL. O fato de HEL ser pouco alergênico pode ter 

contribuído para o não estabelecimento da tolerância imunológica. Dessa 

forma, apesar das respostas anti-Bt não terem sido analisadas, pode-se 

concluir que também não ocorreu tolerância cruzada de HEL para Bt.  

O próximo objetivo então foi estudar a indução de tolerância nasal 

utilizando a OVA como Ag não relacionado e analisar seu efeito sobre a 

sensibilização e o desafio com OVA e Bt simultaneamente. Vale ressaltar que a 

OVA utilizada nestes experimentos apresentava grau V de pureza. Os 

resultados mostraram que o grupo tolerizado para OVA e, então, sensibilizado 

e desafiado com OVA e Bt, apresentou supressão no desenvolvimento de HRB 

e na produção de citocinas no LBA, mas não na produção total de IgE e no 

influxo de células para as vias aéreas. Com base nestes dados, pode-se dizer 

a OVA Grau V também não foi capaz de estabelecer a tolerância cruzada para 

a Bt. 

Tendo em vista que existem diferentes graus de pureza da proteína 

ovoalbumina, decidiu-se repetir o protocolo de tolerância cruzada substituindo a 

OVA Grau V pela OVA com Grau II de pureza. Novamente, a indução de 

tolerância a OVA não diminuiu nenhum dos parâmetros analisados (HRB, 

inflamação pulmonar e anticorpos IgE) nos animais sensibilizados e desafiados 

com ambos os Ag. Os resultados demonstraram que a indução de tolerância 

nasal a OVA não foi estabelecida, assim como a tolerância cruzada para Bt. 

Outra via de indução de tolerância é a administração oral do Ag [84, 94]. 

Deste modo, decidiu-se estudar o fenômeno de tolerância cruzada expondo os 

animais a OVA pela via oral por cinco dias consecutivos e em seguida, 

submetendo-os ao protocolo de indução de alergia com OVA e Bt. Somando-se 

a isso, estudou-se a necessidade da presença da OVA (Ag tolerogênico) 

durante os desafios. Para isso, um grupo foi tolerizado com OVA, sensibilizado 

com OVA e Bt e desafiado apenas com Bt. Os resultados com a administração 

da OVA oral mostraram o estabelecimento da tolerância imunológica; e este 

achado foi independente da presença da OVA nos desafios. Este fenômeno 

pode ser verificado pela supressão da inflamação pulmonar (HRB, células e 



DISCUSSÃO 

 

92

 

citocinas) e dos títulos de IgE anti-OVA, ambos induzidos pela sensibilização 

com OVA e Bt. Tendo em vista o estabelecimento da tolerância imunológica, 

em seguida foi analisada a tolerância cruzada. 

Para estudar se havia ocorrido tolerância cruzada de OVA para Bt, foi 

necessária a análise da resposta Bt-específica, portanto, os títulos de IgE anti-

Bt foram dosados. Inesperadamente, as reações de PCA com os soros dos 

animais alérgicos não foram visualizadas. Não se tem uma razão plausível para 

este fato, e os experimentos serão repetidos, porém alguns trabalhos 

mostraram que animais infectados com helmintos produzem altos níveis de IgE 

Ag não-específicos [166]. Geralmente, o aumento de IgE está relacionado com 

reações alérgicas exacerbadas. Entretanto, altos níveis de IgE Ag não-

específicos podem alterar algumas características de reações anafiláticas. Com 

base nestes trabalhos, Fujita et al [166] mostraram que estes altos níveis de 

anticorpos não-específicos diminuem as reações anafiláticas por competirem 

com os anticorpos IgE anti-helminto pela ligação nos receptores Fc! de 

mastócitos.  

No presente trabalho, os experimentos iniciais mostraram que a 

sensibilização e o desafio com Bt induzem títulos de 1/160 de IgE anti-Bt. Já os 

títulos de IgE anti-OVA detectados no modelo clássico de alergia do laboratório 

é de 1/640 (dados não mostrados). Portanto, a sensibilização com OVA é 

capaz de induzir 4 vezes mais anticorpos IgE-específicos que a sensibilização 

com Bt. Este fato em associação com os dados de Fujita et al. [166] poderiam 

ser uma possível explicação para a não visualização das reações de PCA para 

IgE anti-Bt das amostras dos animais alérgicos para OVA e Bt. Ou seja, os 

anticorpos IgE anti-Bt, produzidos no grupo sensibilizado e desafiado com 

OVA-Bt, estariam competindo com altos títulos de IgE anti-OVA pelos 

receptores Fc! presente nos mastócitos. Esta competição impediria que os 

anticorpos anti-Bt sensibilizassem os mastócitos e, conseqüentemente, a Bt se 

ligasse de maneira cruzada às porções Fab das moléculas de IgE anti-Bt. A 

ligação cruzada da Bt levaria a degranulação dos mastócitos e conseqüente 

visualização da reação.  

Finalmente, em continuidade a análise do fenômeno de tolerância 

cruzada, foram verificadas as respostas Bt-específicas nos animais tolerizados 
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com OVA oral. Os resultados mostraram que, independente da presença da 

OVA nos desafios, os grupos tolerantes apresentaram baixos títulos de IgE 

anti-Bt (1/20). Neste caso, tomando como base o trabalho de Fujita et al. [166], 

pode-se inferir que a tolerância a OVA suprimiu os títulos de IgE anti-OVA e 

este fato permitiu que os anticorpos IgE anti-Bt se ligassem aos seus 

receptores nos mastócitos. No entanto, devido ao fato de não terem sido 

visualizadas as reações de PCA para IgE anti-Bt no grupo sensibilizado com 

OVA e Bt, não se pode concluir que esteja ocorrendo tolerância cruzada neste 

modelo. Isto porque, a inibição dos parâmetros nos animais tolerantes só é 

concreta quando os resultados são comparados com os animais alérgicos que 

não foram tolerizados. 

Sendo assim, este protocolo foi repetido, mas retirou-se a OVA dos 

desafios. Para tanto, os animais foram expostos a OVA oral para indução de 

tolerância e a seguir foram sensibilizados com OVA e Bt e desafiados apenas 

com Bt. Os resultados mostraram a ocorrência da tolerância imunológica nos 

animais tratados com OVA oral. Este fenômeno pode ser verificado pela 

supressão da inflamação pulmonar (células e citocinas Th2) e dos títulos de 

IgE e IgG1 anti-OVA, ambos induzidos pela sensibilização com OVA e Bt. No 

entanto, não houve inibição da HRB neste grupo quando comparado com 

animais que não foram previamente tratados com OVA oral. Mesmo assim, em 

seguida foi analisada a tolerância cruzada. 

Para estudar se houveram efeitos cruzados da tolerância oral a OVA 

sobre as respostas anti-Bt foi necessária a análise dos títulos de IgE e IgG1 Bt-

específicos dosados por PCA. Com relação aos títulos de IgE Bt-específicos, 

desta vez foi possível detectá-los no grupo sensibilizado com OVA e Bt e 

desafiado apenas com Bt (1/80), mostrando que a retirada da OVA dos 

desafios facilitou a ligação dos anticorpos anti-Bt aos receptores Fc!. Deste 

modo, foi possível a visualização da reação de anafilaxia. Quando se analisou 

o grupo previamente exposto a OVA oral, os títulos de IgE anti-Bt foram 

significativamente inibidos em comparação ao grupo imune. Resultados 

semelhantes foram vistos nas análises do isotipo IgG1 anti-Bt. Desta maneira, 

pode-se inferir que a indução de tolerância oral com OVA pode levar a geração 
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de células Treg, sendo estas capazes de influenciar na resposta de linfócitos 

naive específicos para Bt. 

Um ponto que levanta discussão é o fato da tolerância oral ter sido mais 

eficaz em inibir os parâmetros da asma experimental que a tolerância nasal. 

Sabe-se que o trato gastrointestinal contém a maior superfície mucosa do 

corpo, sendo a principal interface de encontro com antígenos exógenos [167]. 

Por isso, é crucial que neste local a resposta imunológica seja regulada para 

evitar uma resposta imune contra antígenos inócuos da dieta e da flora 

comensal, porém, ao mesmo tempo, manter uma resposta ativa contra 

patógenos [167]. Por estas características, o intestino é o único órgão onde é 

fundamental o estabelecimento de tolerância a antígenos exógenos [167]. 

Em trabalho publicado em 2005 por Keller et al., o grupo mostrou que 

existe um padrão hierárquico de supressão [94]. Eles verificaram que a 

tolerância induzida pela mucosa nasal inibe as respostas alérgicas 

inflamatórias celulares e a produção de anticorpos anafiláticos, mas não 

suprime os níveis de IgG1-específica não anafilática, enquanto a tolerância oral 

é eficaz em suprimir todos os parâmetros alérgicos analisados [94]. Mucida et 

al. mostraram que o ácido retinóico (metabólito da vitamina A) que é produzido 

pelas células dendríticas do intestino, é capaz de inibir a geração de células 

Th17 e, ao mesmo tempo, induzir células reguladoras, na presença de TGF-# 

[168]. Os autores mostraram que Células dendríticas dos linfonodos 

mesentéricos, ao contrário das Células dendríticas do baço, quando em cultura 

com células T CD4+ na presença TGF-# são capazes de induzir células Foxp3+ 

com freqüência alta. Quando o ácido retinóico foi adicionado às culturas, a 

freqüência das células reguladoras foi ainda maior [168]. Este achado pode 

estar relacionado com o desenvolvimento do ambiente tolerogênico do 

intestino.  

Recentemente, em um trabalho desenvolvido por Mebius et al., foi 

mostrado pela primeira vez que a indoleamina 2-3 dioxigenase (IDO), uma 

enzima que degrada o triptofano, tem grande importância na indução de 

tolerância nasal [169]. O grupo mostrou que a IDO é expressa de maneira 

diferente em DC dos linfonodos cervicais e dos linfonodos periféricos. Puccetti 

et al. mostraram que os elevados níveis de IDO nas DC promovem um 
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mecanismo regulador que controla a rápida proliferação da população de 

células T através da degradação do triptofano e da produção de quinurerina, 

tendo esta efeitos imunomodulatórios [170]. Portanto, os autores sugeriram que 

as células Treg são geradas na presença de quinurenina e que são as 

responsáveis por mediar a tolerância nasal [169]. 

Com base nestes e em outros trabalhos [171, 172], fica claro que as 

mucosas oral e nasal apresentam mecanismos diferentes de geração de Tregs. 

Como descrito, as DC presentes nos linfonodos mesentéricos produzem altas 

quantidades de TGF-! e ácido retinóico. Talvez, este fato permita que a 

mucosa oral seja mais eficiente em gerar células Tregs que a mucosa nasal, 

levando a um padrão diferente de regulação em cada uma dessas regiões. 

Deste modo, deu-se continuidade aos ensaios de tolerância cruzada utilizando 

apenas a via oral.  

No próximo passo decidiu-se estudar se a tolerância cruzada para as 

respostas Bt-específicas era vista somente quando os animais tolerizados com 

OVA oral eram sensibilizados com OVA e Bt, concomitantemente. Sendo 

assim, o grupo imune foi sensibilizado e desafiado apenas com Bt enquanto o 

grupo tolerante, antes das sensibilizações, foi exposto a OVA oral. Os 

resultados mostraram que a indução de tolerância a OVA oral não diminuiu 

nenhum dos parâmetros analisados (HRB, influxo total de células e eosinófilos) 

nos animais sensibilizados e desafiados com Bt. Estes achados são 

consistentes com o fato de que, na maioria dos trabalhos relatados, ambos os 

antígenos devem estar presentes no mesmo sítio anatômico para o efeito 

cruzado ser observado. Miller et al. [134] mostraram que animais tolerizados 

com OVA oral e em seguida imunizados com MBP/CFA na pata, quando 

recebem OVA 8 horas depois na mesma pata, não apresentam mudança no 

score clínico para encefalomielite alérgica experimental (EAE). Da mesma 

maneira, Dahlman-Hoglund et al. descreveram que o fenômeno bystander 

suppression somente é visto quando animais tolerizados com OVA oral são 

posteriormente injetados com os dois antígenos no mesmo tempo e local [139]. 

Mais recentemente, o grupo da Polly Matzinger demonstrou o mesmo [59]. Os 

autores geraram animais pseudoquimeras cruzando camundongos com 

receptor de célula T (TCR) transgênico para OVA com camundongos com TCR 
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transgênico para citocromo c (PCC). Nestes animais as APCs são capazes de 

apresentar os dois antígenos para os dois tipos células T [59]. Quando esses 

animais são expostos a OVA oral e em seguida são imunizados com OVA mais 

PCC, as células T naive transgênicas para PCC geram uma resposta 

semelhante a dos controles. O mesmo acontece quando se analisam as 

respostas das células T naive transgênicas para OVA em animais tratados com 

PCC e imunizados com OVA mais PCC. No entanto, isso não ocorre quando os 

animais quimeras gerados possuem duas populações distintas de APCs, 

capazes de apresentar para um dos dois tipos de células T, mas não para 

ambos simultaneamente [59]. O grupo mostrou que a conversão de células T 

naive ocorre somente se esta interagir com a mesma APC, mas não 

necessariamente com o mesmo antígeno, que a célula T efetora [59]. Ou seja, 

a APC precisa apresentar os antígenos tolerantes e não relacionados para 

existir o efeito cruzado, e para isso ocorrer, ambos os antígenos devem ser 

administrados. No entanto, o grupo de Nelson Vaz mostrou o oposto. Os 

autores mostraram que o efeito inibitório ocorre mesmo quando os antígenos 

são administrados em vias separadas durante a fase de sensibilização [135]. 

Talvez os antígenos tenham sido drenados para um linfonodo em comum. No 

presente trabalho não foi observado o fenômeno cruzado quando animais 

tolerizados com OVA foram sensibilizados e desafiados apenas com Bt. Juntos, 

estes resultados implicam que a tolerância cruzada a um antígeno não 

relacionado só é possível se este for administrado concomitantemente com o 

antígeno tolerado. 

Seguindo a mesma linha de raciocínio, decidiu-se testar se adicionando 

a OVA à primeira sensibilização com Bt era suficiente para induzir o fenômeno 

de tolerância cruzada. Para isso, os animais do grupo tolerante que foram 

expostos a OVA oral, na primeira sensibilização receberam ambos os 

antígenos (OVA e Bt) e na segunda sensibilização apenas Bt. Os desafios i.n. 

foram feitos apenas com Bt. Os experimentos mostraram que a indução de 

tolerância com OVA seguida de apenas uma sensibilização com OVA e Bt, 

diminuiu a HRB e o influxo de eosinófilos, mas não o número total de células 

nas vias aéreas em relação ao grupo imune. Quando se comparou a 

intensidade de inibição das respostas vistas neste grupo tolerante com as 



DISCUSSÃO 

 

97

 

vistas no grupo tolerante que recebeu duas sensibilizações com OVA e Bt 

(Figura 9), verificou-se que esta última é muito mais acentuada. Isto porque o 

grupo tolerante que foi sensibilizado duas vezes com ambos os antígenos 

apresentou uma supressão de 4 vezes no número total de células e de 10 

vezes no número de eosinófilos quando comparados com o grupo imune. Já os 

animais tolerantes e sensibilizados uma única vez com OVA e Bt apresentou 

um influxo 1.2 e 1.5 vezes menor no número total de células e eosinófilos, 

respectivamente, em comparação com o grupo imune. Estes dados indicam 

que quanto maior o número de vezes que a OVA estiver presente na 

sensibilização com Bt, maior é o efeito inibitório. 

No passo seguinte, se estudou a possibilidade de induzir tolerância 

cruzada em animais já alérgicos. Ou seja, tentar reverter um quadro pré-

estabelecido de alergia a Bt induzindo-se, subseqüentemente, tolerância oral 

com OVA. Assim, sensibilizou-se os animais com Bt/Alum e em seguida deu-se 

continuidade a indução de tolerância cruzada com duas sensibilizações com 

OVA e Bt e dois desafios com Bt. Os resultados mostraram que não foi possível 

reverter o fenótipo Th2 dos animais sensibilizados com Bt, visto que não houve 

inibição da HRB e da inflamação pulmonar neste grupo quando comparado 

com animais que não foram tolerizados com OVA.  

Por fim, se avaliou se a tolerância oral a OVA poderia influenciar as 

repostas induzidas pela sensibilização i.n. com Bt. Para isso, os animais foram 

sensibilizados pela via i.n. com OVA, antígeno utilizado para induzir tolerância 

oral, e extrato de Bt, antígeno não relacionado, e em seguida desafiados 

apenas com Bt. Observou-se que a HRB assim como a inflamação pulmonar 

mediada por eosinófilos e principalmente por neutrófilos, foram inibidas pelo 

tratamento com OVA oral. O influxo preferencial de neutrófilos neste modelo 

está de acordo com resultados obtidos por Joong Hyun Ahn et al. [131]. Os 

autores mostraram que com o aumento da exposição dos animais a ácaros de 

poeira doméstica existe um aumento no influxo de neutrófilos para as vias 

aéreas [131]. Como alguns trabalhos têm mostrado a participação de TNF 

(fator de necrose tumoral) em modelos de inflamação pulmonar induzida pela 

exposição intranasal a antígenos [173, 174], os níveis desta citocina também 

foram determinados. Os resultados mostraram que nenhum dos grupos 
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produziu TNF-" no LBA quando comparados com o controle. O mesmo foi 

verificado com relação a produção da citocina IFN-$. As baixas repostas OVA-

específicas determinadas pela dosagem de anticorpos mostraram que houve 

estabelecimento da tolerância a OVA. Além disso, também foi observado que 

neste grupo tratado com OVA oral, os títulos de IgE e IgG1 anti-Bt induzidos 

pela exposição a OVA e Bt i.n. estavam significativamente inibidos quando 

comparados com o grupo imune OVA-Bt / Bt. Portanto, no modelo de 

sensibilização com Bt i.n. também ocorre o estabelecimento dos efeitos 

cruzados da tolerância oral sobre as respostas Bt-específicas.  

É provável que as células Treg estejam envolvidas neste processo de 

tolerância cruzada, pois estas têm sido apontadas como fundamentais na 

indução da tolerância imunológica periférica a antígenos próprios, como revisto 

em Sakaguchi [65, 175, 176]. Como a geração das células Treg pela tolerância 

oral ocorre de maneira antígeno-específica e que, uma vez geradas, podem 

suprimir respostas imunes de uma maneira geral, elas podem mediar o 

fenômeno conhecido como bystander suppression quando encontram o 

antígeno tolerante no órgão alvo [137, 138]. O fenômeno bystander 

suppression é baseado no conceito de que células Treg induzidas pelo 

tratamento oral com antígenos podem suprimir respostas imunes induzidas por 

antígenos diferentes, desde que o antígeno tolerante esteja presente no 

mesmo sítio [177]. Este fenômeno foi descrito em experimentos com indução 

de células Treg pela administração oral de baixas de baixas doses de MBP 

[178].  

Muitos experimentos de transferência de células têm demonstrado que a 

supressão sistêmica pode ser transferida através de esplenócitos de animais 

tolerizados pela via oral [179]. Yamamoto et al. mostraram que a injeção de 

esplenócitos de animais tolerizados com OVA oral transferia supressão das 

respostas alérgicas em animais que seriam posteriormente sensibilizados [180]. 

Similarmente, o grupo do Shuichi Kaminogawa demonstrou que o estado de 

tolerância oral visto pela inibição da reposta de anticorpos era transferido com 

sucesso para animais SCID através da injeção de esplenócitos [181]. É 

importante relatar que a sensibilização dos animais receptores em ambos os 



DISCUSSÃO 

 

99

 

trabalhos foi feita com o mesmo antígeno utilizado para induzir tolerância nos 

animais doadores.  

Howard Weiner e seu grupo, utilizando modelo de EAE, mostraram que 

a transferência adotiva de esplenócitos de animais tolerizados com OVA oral 

conferia proteção em recipientes naive que foram em seguida imunizados com 

MBP/CFA e OVA (bystander suppression) [134]. No entanto, após coletar o 

baço dos animais expostos a OVA, os autores incubavam os esplenócitos in 

vitro na presença do antígeno homólogo por 72 horas antes de proceder com a 

transferência. Além disso, os animais recipientes eram irradiados antes da 

transferência adotiva das células [134, 182]. Da mesma maneira, Carvalho et 

al. mostraram em animas C57Bl/6 que a tolerância oral e seus efeitos indiretos 

eram adotivamente transferidos somente se os recipientes fossem previamente 

irradiados [147]. Em outro trabalho, os esplenócitos foram mantidos em cultura 

com concanavalina A (ConA), por 48 horas antes de serem injetados [180].  

Outra maneira de se transferir adotivamente tolerância, seria a injeção 

de linfócitos TCD4+. Alguns trabalhos mostraram a importância destas células 

em modelos de tolerância. Por exemplo, a depleção de linfócitos T CD4+ no 

momento do tratamento oral com o antígeno previne a indução de tolerância a 

OVA [183-185], e animais deficientes da molécula CD4 não se tornam 

tolerantes ao contato com o agente sensitizante, mesmo quando a resposta 

efetora é mediada por T CD8+ [186]. Outros trabalhos relataram que a 

tolerância oral pode ser transferida por células TCD4+ [56, 181, 187]. Valérie 

Verhasselt et al. mostraram que células T CD4+ do baço de animais que foram 

amamentados por mães expostas a OVA, quando transferidos para animais 

naive conferia redução da inflamação pulmonar e IgE anti-OVA induzidos pela 

sensibilização com OVA [188]. Portanto, experimentos de transferência de 

esplenócitos totais ou células T CD4+ purificadas do baço de animais 

tolerizados seriam estratégias para de estudar os possíveis mecanismos 

responsáveis pelos efeitos cruzados da tolerância. 

Outra maneira de se analisar o papel das células Treg seria o tratamento 

dos animais com anticorpos anti-CD25 [83].  

Sabe-se que a tolerância oral pode levar a geração de células Treg e 

que esta geração envolve a apresentação de antígenos pelas APCs 

associadas ao intestino. Nesse sentido, além das células Treg, alguns 



DISCUSSÃO 

 

100

 

trabalhos têm descrito um papel importante para as células dendríticas nos 

modelos de bystander suppression [189]. Como já discutido anteriormente, foi 

mostrado que APCs podem atuar como “pontes momentâneas” para transmitir 

a informação das células T de memória geradas pela indução de tolerância oral 

para as células T CD4+ naive [59]. Por isso, experimentos neste sentido 

também seriam de grande valia. 

Tomados em conjunto, os resultados obtidos nesta segunda parte do 

trabalho mostram o desenvolvimento de um modelo de tolerância cruzada onde 

as respostas induzidas pela sensibilização s.c. ou i.n. com o extrato do ácaro Bt 

foram inibidas pelo prévio tratamento com OVA oral. Este fenômeno ocorre 

apenas se a OVA (antígeno tolerado) for apresentada juntamente com a Bt 

(alérgeno). Também foi mostrado que não é possível reverter o fenótipo Th2 

pré-estabelecido induzido por Bt através da indução de tolerância a OVA. Além 

disso, os resultados sugerem que a mucosa nasal não é tão eficaz quanto a 

mucosa oral para induzir o fenômeno de tolerância cruzada. Assim, apesar de 

não se propor mecanismos para este fenômeno, os resultados abrem 

possibilidades de tratamentos profiláticos contra o desenvolvimento de alergias 

a ácaros. 
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6 CONCLUSÕES 
 

. A adição de LPS i.n. previne o estabelecimento da tolerância nasal 

induzida pela OVA, resultando em um estado alterado de alergia 

caracterizado pelo influxo de neutrófilos e células mononucleares para 

as vias aéreas, produção de IgG2a e IgG1 anafilática-específicos. 

. Este fenômeno foi dependente de linhagem, pois o mesmo não foi 

obervado em animais da linhagem C57BL/6. 

. A tolerância nasal, com HEL ou OVA, não foi eficaz em induzir tolerância 

cruzada para as respostas geradas pela sensibilização s.c. com o 

extrato de Blomia tropicalis (Bt).  

. A tolerância oral com OVA, por sua vez, induziu tolerância cruzada para 

as respostas contra Bt geradas tanto pela sensibilização s.c. quanto pela 

via i.n. Assim, os resultados sugerem que a mucosa oral é mais eficaz 

que a mucosa nasal para induzir o fenômeno de tolerância cruzada. 

. O fenômeno de tolerância cruzada ocorre apenas se a OVA (antígeno 

tolerado) for apresentada juntamente com a Bt (alérgeno).  

. Não foi possível reverter o fenótipo Th2 pré-estabelecido induzido por Bt 

através da indução de tolerância a OVA.  
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