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Resumo

Objetivo: A capacidade de modular a fungdo Th2, através do
protocolo de administracdo oral com antigeno foi investigada
em modelo murino de hipersensibilidade do tipo | a 4caros de
poeira domiciliar (Dermatophagoides pteronyssinus, Der p).

Métodos: Camundongos AS/n foram imuniza-dos com
extrato de Der p-hidréxido de aluminio e administrados pela
via intra-gastrica com 0,25, 1,0, 4,0 ou 10,0 mg de Der p ou
tampédo fosfato, dividido em trés dias. Apoés dois reforgcos
antigé-nicos, os soros dos animais foram avaliados quanto a
presenca de anticorpos IgE especificos por reagdo de
anafilaxia cutanea passiva e de subclasses de anticorpos IgG
e IgE total por Eli-sa. As células esplénicas secretoras de
anticorpos IgE e IgG1 e de citocinas (IL-4, IL-5, IL-2 e IFN-j)
foram quantificadas por Elispot.

Resultados: A administragdo intra-géstrica de Der p em
camundongos sensibilizados induziu significativa inibicdo da
producdo de anticorpos IgE especificos, independente da
dose de anti-geno. Os niveis de IgE total diminuiram em pa-
ralelo aos anticorpos 1gG1, IgG2 e 1gG2b espe

cificos, exceto quando dose elevada foi utilizada, que
também estimulou a produgdo de anticorpos IgGl
especificos. A baixa dose de Der p dimi-nuiu a resposta Th2
dos animais, demonstrado pela queda do nimero de células
esplénicas se-cretoras de IL-4 e de plasmoéticos secretores
de anti-corpos IgE e IgGl. Os animais tolerizados também

demonstraram diminuicdo da freqiéncia das células
secretoras de IL-2.
Conclusdo: Os resultados demonstraram que a

administracédo oral de Der p em camundongos sensibilizados
inibe a producdo de anticorpos IgE, associada a fungcdo Th2
e sugere ser um po-tencial candidato para a terapia de
doencgas alér-gicas medidas por células Th2.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 1998; 21(6):185-195 Acaros domésticos,
Dermatophagoides pte-ronyssinus, tolerancia oral, linfécitos Thl e Th2.
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Efeito da administracdo oral de Der
esplénicas secretoras de anticorpos
especificos:

p em célu-las
IgE e 1gG1l

Como o efeito inibitério do tratamento oral foi mais eficaz
com a dose mais baixa de Der p (0,25 mg) testada, a
investigacdo da resposta humoral foi realizada nos grupos de
animais tratados com esta concentracdo de antigeno.
Geralmente, na resposta a antigenos T-dependentes as
células esplénicas secretoras de anticorpos IgE ocorrem em
baixa frequéncia. Dessa forma, foi padroni-zado um ensaio
sensivel e especifico de Elispot para possibilitar utilizacdo de
maior niumero de células e possibilitar a detecgédo de células
secre-toras (plasmdcitos) de anticorpos IgE e IgGl es-
pecificos.

Os camundongos administrados com baixa do-se de Der p
apresentaram significativa dimi-nuicdo do numero de células
esplénicas secretoras de anticorpos IgE anti- Der p e das
células secre-toras de IgE total em relagcdo aos animais
contro-les (fig. 5). As células secretoras de anticorpos IgG1
anti Der p, encontradas em maior freqiién-cia, também
diminuiram significativamente com o tratamento oral com o
Der p (fig. 5).
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Abstract

Objective: The capacity to modulate Th2 lym-phocyte
function through a protocol of oral anti-gen administration was
studied in a murine mo-del of type | hypersensitivity to house
dust mite (Dermatophagoides pteronyssinus, Der p).

Metods: As/n mice were immunized with alum-Der p extract
and administered by the intragas-tric route 0.25, 1.0, 1.5, 4.0
or 10.0 mg of the Der p or phosphate-buffered saline, divided
in three days. After two antigenic intraperitoneal boosts, the
sera from the animals were analysed to IgE antibody level by
passive anaphylaxis cutaneous reaction and specific 19G
subclasses and total IgE by Elisa. The IgE and IgG1 plasma
secreting cells as well as cytokine secreting-cells (IL-4, IL-5,
IL-2 e IFN-y) was detected by Elispot assay.

Results: The sensitized animals that received the oral
feeding protocol showed a marked down-regulation of the
specific IgE antibody response, in a dose independent way.
The total IgE level de-creased in parallel with IgG1, IgG2a
and 1gG2b antibodies levels, except when the highest dose
was used, that also enhanced the IgG1 antibody response.
The feeding with lower dose of the allergen decreased the
Th2 response of the ani-mals, as shown by the decreasing in
the number of IL-4 secreting-cells and allergen-specific IgE
and IgG1l plasma cells. These tolerized animals also had a
decreased frequency of IL-2 secreting-cells.

Conclusion: The results showed that feeding with Der p of
sensitized mice inhibit the IgE anti-body prodution associated
with the Th2 function. These results warrant further studies of
low dose protocol as a potential candidate to Th2 mediated
allergic diseases therapy.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 1998; 21(6):185-195 Domestic mites,
Dermatophagoides pte-ronyssinus, oral tolerance, Thl and Th2 lym-phocytes.

Laboratdrio de Imunogenética e de Transplante Experimental
da Faculdade de Medicina da USP

Introducdao

A alergia ou hipersensibilidade é desencadeada em resposta
a antigenos ambientais (denominados alérgenos), que
resultam na inflamagdo de tecidos e na disfuncédo de 6rgaos.
Entre os alérgenos, os acaros de poeira domiciliar, como
Dermatopha-goides pteronyssinus (Der p) sdo potencialmente
capazes de sensibilizar e desencadear as reacoes
aIérgicasl.

Na hipersensibilidade imediata, véarios fatores séo relevantes

para a geracio e a manutencdo da resposta IgE2 como o
tipo do alérgeno, a predis-posicdo genética dos individuos, o
microambiente da apresentacdo antigénica e as citocinas
geradas pelas células CD4+. As células CD4+ sao classi-
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Figura 4. Perfil de subclasse de anticorpos 1gG especificos
de camundongos sensibilizados e administrados pela via oral
com Der p. Soros de camundongos tratados pela via intra-
géastrica com 0,25, 1,0, 4,0 ou 10,0 mg de Der p ou PBS

foram obtidos no 28° dia e analisados por Elisa. Os valores
de 3-4 camundongos/ por grupo de um total de quatro grupos
foram expressos com Média + SEM da DO obtida. *p<0,05
guando comparado ao grupo controle administrado com PBS.
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ficadas de acordo com o padrdo de secregcdo de ci-tocinas

em Thl e Th22 e o desequilibrio da res-posta imunolégica
pode estimular uma resposta preferencial para um
determinado subtipo celular. Nas doencas alérgicas o
predominio de células Th2, secretoras de interleucina 4 (IL-
4), IL-5, e IL-13, desempenham importante papel na produ-
¢ao dos anticorpos IgE e nos processos inflama-torios.

Visto a alta incidéncia de alergia na populacdo e pela sua
cronicidade, hd um crescente interesse para que novas
estratégias terapéuticas sejam es-tabelecidas. Um dos
objetivos na modulac@o da resposta alérgica é a tentativa de
inibir ou desviar as fungBes excessivas geradas pelas células

Th23. Um procedimento utilizado para inibir a resposta
antigeno-especifica, denominado tolerdncia oral, €& um
fendbmeno que ocorre com a administracdo oral do antigeno

ap6s a reexposicdo do antigeno pela via parenteral®. Varios
estudos experimentais tém sido realizados para induzir

tolerancia oral em doencas autoimunes®

7-9.

, ha rejeicdo de
trans-plantes® e na alergia A tolerdncia oral é um
processo complexo que depende da dose de anti-geno para
se estabelecer um protocolo que resulte em tolerancia parcial
(especifica) ou total e que iniba especificamente os linfécitos
T e /ou B, em especial as células de memérialo.

O mecanismo regulador mediado pela toleran-cia oral envolve

supressdo ativa, anergia ou dele-¢cédo clonatl-14. Na
supressdo ocorre secrecdo de citocinas com potencial
inflamatério e imunosu-pressor como o fator de
transformacdo e cresci-mento (TGF-b ), interleucina-4 (IL-4)
e IL-10, ci-tocinas que estdo relacionadas com a funcado

Th215-16_ Entretanto, ndo esta claro como a esti-mulagdo de
células Th2 induzida pela tolerancia oral pode modular a
resposta alérgica, predomi-nantemente mediada por células
Th2. Além dis-so, a investigacdo da inducdo de tolerancia
oral em animais previamente sensibilizados a alérge-nos, o
torna um interessante protocolo a ser estu-dado na resposta
de hipersensibilidade do tipo I, visto a dificuldade de se
tolerizar as cédulas de memodria.

Neste trabalho, o efeito da administracdo oral com diferentes
doses de extrato de acaros de po-eira doméstica foi avaliado
em modelo murino de hipersensibilidade do tipo I. Para
melhor inves-tigar a resposta humoral foi utilizado um método
sensivel e especifico de Elispot para quantificar as células
produtoras de anticorpos IgE e IgG1l antigeno especificos e
as células produtoras de ci-tocinas. A administragdo pela via
intra-gastrica de Der p em camundongos sensibilizados
diminui a producdo de anticorpos IgE e IL-4, importantes
mediadores da resposta alérgica. Os achados su-gerem que
um protocolo breve realizado com bai-xa dose de antigeno
pela via oral é capaz de tole-rizar a funcdo Th2 de
camundongos sensibili-zados ao Der p.
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Figura 5. Frequéncia de células esplénicas secretoras de
anticorpos de camundongos tratados pela via oral com Der p.
Células secretoras de anticorpos IgE e IgGlanti-Der p e de

IgE total foram analisados por Elipsot no 28° dia p6s
imunizagdo. Os valores de 3 camundongos/por grupo de um
total de quatro grupos foram expressos como Média + SEM e

estimadas por 108 ou 107 células. *p<0,05 quando
comparado ao grupo controle administrado com PBS.

Perfil de células secretoras de citocinas de ani-mais
sensibilizados e submetidos a administra-¢do oral de Der
p:

Para avaliar se o tratamento oral com Der p exerce efeito
modulador na secrecdo ex vivo de citocinas, as células
esplénicas secretoras de cito-cinas IL-2, IFN-j, IL-4 E IL-5
foram quantifica-das pelo método de Elispot. Na fig. 6 pode-
se observar que os animais controles (imunizados e tratados
com PBS) produziram um importante nl-mero de células
secretoras de IL-4, citocinas associadas ao tipo Th2, e menor
freqiiéncia de célu-las secretoras de citocinas IL-2 e IFN-j,
citocinas relacionadas a funcdo de células Thl. Com a ad-
ministracdo oral de Der p (0,25 mg) ocorreu sig-nificativa
diminuicdo do numero de células secre-toras de IL-4, ndo
alterando o nimero de células produtoras de IL-5. Apesar da
significativa queda do nimero de células esplénicas
produtoras de IL-2 dos animais tratados com Der p, as
células produtoras de IFN-j, foram detectadas em nume-ros
similares dos animais controles (fig 6).
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Materiais e métodos
Animais:

Camundongos da linhagem AS/n, fémeas, fo-ram utilizados

com 8-10 semanas de idade. Ratos Wistar Furth (RT14Y) de
ambos os sexos, com 3-4 meses de idade foram utilizados
para as reagOes de anafilaxia cutdnea passiva.

Protocolo de imunizacéo:

Os camundongos foram imunizados pela via subcutanea com
10ug de extrato de Dermatho-phagoides pteronyssinus (Der
p, IFIDESA-ARIS-TE GUI, 112.900 UBE/ml) em 6 mg de
Al(OH)3. No 14° e 21° dia ap6s a imunizagdo 0s animais
receberam reforgo pela via intraperitoneal (i.p.) sem adjuvante
com 10 e 50ug de Der p, res-pectivamente. Os animais
foram sangrados pelo plexo retro-orbital no 7°, 14° ou 28° dia
apos a imunizagdo. Os soros foram estocados a -20°C até o
momento de uso.

Administraco intra-géstrica de Der p:

Grupos de camundongos foram anestesiados e administrados
no +7,+8 e +9 dia da imunizacdo (dia 0) pela via intra-
gastrica com auxilio de son-da uretral com um total de 0,25
mg, 1,0 mg, 4,0 mg ou 10,0 mg de extrato de Der p diluido
em 0,5 ml de PBS. Alguns grupos de animais foram ad-
ministrados pela via oral nos dias +7 a +12, com total de 1,5
mg do antigeno. Os animais controles foram imunizados,
administrados pela via intra-gastrica com tampao fosfato
(PBS) e receberam reforco i.p. no 14° e no 21° dia apos a
imuniza-¢cdo, no mesmo esquema que 0s animais adminis-
trados pela via oral com Der p.

Reacdo de Anafilaxia Cutanéa Passiva (ACP):

A estimacgdo de anticorpos IgE foi realizada pe-la reacéo de
anafilaxia cutdnea passiva como des-crito por Ovary17 e

modificado por Mota &Wonglg, Resumidamente, diluicdes
das amostras de soros dos camundongos foram inoculadas
in-tradermicamente em volume de 0,1 ml no dorso de ratos
previamente tricotomizados. Apés 18 ho-ras, o0s ratos
receberam pela via intravenosa 0,8 mg de extrato de Der p
em 1,0 ml de solucdo de Azul de Evans a 0,5%. Uma hora
apos os ratos foram sacrificados e o titulo do soro foi
conside-rado como a reciproca da maior diluicdo do soro que
apresentasse reacdo acima de 5 mm de dia-metro.

Ensaio imunoenzimatico (Elisa) para deteccdo de
subclasses de anticorpos IgG especificos e dosagem de
IgE sérica:

Os orificios de microplaca de 96 orificios (Cos-tar,
Cambrigde, MA) foram sensibilizados com 10ug/ml de extrato
de Der p (para deteccdo de subclasses de 1gG) ou 5 pg/ml
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Figura 6. Perfil de células esplénicas secretoras de citocinas
de camundongos tratados pela via oral com Der p. Células
secretoras de IL-4, IL-5, IL-2 e IFN-j foram analisadas por

Elispot no 28° dia pds imunizagdo. Os valores de 3
camundongos/por grupo de um total de quatro grupos foram

expressos como Média + SEM e estimadas por 10% células.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle administrado
com PBS.

Discusséo

A imunizagdo de camundongos com extrato de Acaro de
poeira domiciliar Dermatophagoides pteronyssinus (Der p),
induz a produgdo de um elevado nuamero de células
esplénicas secretoras de anticorpos IgE especificos e totais e
conse-glientemente do aumento do nivel sérico desses
is6tipos de anticorpos. O aumento do numero de células
esplénicas produtoras de IL-4 nos camun-dongos, em
relacdo as secretoras de IL-2 e IFN-j, caracteriza o
predominio da fungdo Th2 na res-posta imune ao Der p.

Com o intuito de estabelecermos um protocolo para
hipossensibilizar as fung¢des inibitérias natu-rais, como a via
oral. A administracdo do antige-no por essa via €

reconhecida ser capaz de induzir tolerancia oral* e é um
fendmeno estudado princi-palmente em animais "naives"”, ou
seja, naqueles que ainda ndo entraram em contato com o
anti-geno. Dessa forma, investigando o potencial mo-dulador
dessa via em animais previamente sen-sibilizados ao Der p,
verificamos significativa ini-bicdo da produgdo de anticorpos
IgE especificos. A diminui¢do dos anticorpos IgE anti Der p
ocor-reu por um processo dose-independente, e o efei-to
inibitério ndo foi alterado quando o ndmero de administragcdes
foi ampliada para seis vezes, su-gerindo que para modular a
funcdo Th2, nem sempre é necessario uma exposicao oral
continua do antigenozo.

Paralelamente a queda dos anticorpos especifi-cos, 0s niveis
séricos de IgE total dos animais também diminuiram, exceto
guando utilizado alta dose no tratamento. O tratamento da
dose de anti-geno parece ter induzido producao policlonal de
IgE. E possivel que este efeito seja decorrente da
estimulacdo da sintese de IL-4, como descrito ocorrer na
tolerancia oral induzida com alta dose de antigeno na

autoimunidade experimentalll. Es-tes resultados reforcam o
uso de baixas doses pa-ra regular a resposta de



de anti-IgE (para dosagem de IgE total) por 1 h a 37°C. e por
18 horas a 4°C. em tampdao carbonato-bicarbonato 0,1M,
pH=9,5. A saturacdo das placas foi realiza-da com solucdo
de PBS-0,5% de gelatina por 1h a 37°C., lavadas e
posteriormente incubadas com diluicBes seriadas dos soros
por 1 hora a 37°C. e por 18 horas a 4°C. Em seguida, as
placas foram lavadas em PBS-0,1% Tween e incubadas com
anticorpos biotinilados especificos a cada sub-classe de
anticorpo a ser analisada (Southern Bio-technology Ass.,
Birmignham, AL) por 1 h a 37°C. Ap6s lavagens,
estreptoavidina-b eta galac-tosidase (Sigma, St. Louis, MO)
foi incubada por 1h a 37°C. A solucdo de ONPG
(orthonitrophenil- -b-D-galactopyranosideo, Sigma, St. Louis,
Mis-souri) a 0,8 mg/ml em 0,1M de tampdo fosfato, pH 7,
contendo 0,0056 % (v/v) b -mer-captoetanol foi incubada a
37°C. e a leitura realizada a 415 nm em leitor de microplaca
de Elisa (Biorad, USA). A concentracdo de IgE total foi obtida
pela interpolacdo dos valores de densidade optica (D.O) na
curva padrédo de proteina IgE (Phar-mingen, San Diego, CA).

Obtencédo de Células:

Os bacos de camundongos foram colhidos as-septicamente e
masserado sob tela de ago ino-xidavel em meio de cultura

RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino, 5x10™° Mde
2ME, 2mM de L-glutamina, 20 mg/ml de gentamicina e
10mM de HEPES para obtencdo de suspensao de células.
As células foram centrifugadas sob a so-lugcdo de Ficol-
hypaque para a separacéo de célu-las mononucleares e apés
as lavagens, a concen-tracdo celular foi avaliada de acordo
com 0 ensaio a ser executado.

ELISPOT para deteccdo de células secretoras de

anticorpos:

Para identificacdo de células secretoras de anti-corpos anti-

Der p foi realizado o método de ELISPOTLO.
Resumidamente, membranas de ni-trocelulose de 45u de
porosidade  (Shleicher & Schuell, Alemanha) foram
empregadas como su-porte e utilizadas em formato circular
de 15mm de didmetro para serem adaptadas nos orificios de
placa de cultura de 24 orificios (Costar, Cambrid-ge, MA). As
membranas foram sensibilizadas com 10ug/ml de anticorpo
monoclonal anti-lgg (Pharmingem, San Diego, CA) ou
25ug/ml de ex-trato de Der p diluidos em PBS, por 18 horas
a temperatura ambiente. As membranas nos orifi-cios foram
lavadas 4 vezes em PBS e em seguida bloqueadas em
solucéo de 1% de soro fetal bovi-no e 0,5% de soro albumina
bovina (BSA) por 2 horas a temperatura ambiente e lavadas
5 vezes com PBS. Suspensdes de células esplénicas de di-
ferentes concentragcdes em 0,5ml foram incubadas por 18
horas a 37°C. em estufa de 5% de CO2.

As membranas das placas foram lavadas exten-sivamente
em PBS-0,1% Tween e incubadas com 0,5ml de 0,75 pg /ml
de anticorpo biotinilado an-ti-IgE (Pharmingem, San Diego,
CA) por 18 ho-ras a 4°C. As placas foram lavadas e
incubadas com estreptoavidinafosfatase alcalina (Southern
Biotechnology Ass., Birmingham, AL) por 1 hora a
temperatura ambiente. Apdés a Ultima lavagem, os spots
foram visualizados por reacdo colorimé-trica pela adicdo de
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hipersensibilidade do tipo I. Em contraste ao efeito dose-
independente do tratamento na resposta IgE, a producdo de
sub-classes de anticorpos IgG foi modulada propor-
cionalmente & concentracdo de antigeno adminis-trada pela
via oral. As doses mais baixas, 0,25 e 1,0 mg inibiram a
producdo de anticorpos da sub-classe IgG1l, um isétipo

dependente de citocinas Th22. Entretanto, este is6tipo foi
estimulado com a dose de 10mg. Embora a exposi¢éao oral
com al-tas doses de antigeno é descrita ser necessaria pa-ra

tolerizar as células Th22l, é essencial uma ava-liacdo
criteriosa da dose de antigeno a ser admi-nistrada, pois as
vezes 0 aumento da concentracdo pode estimular a resposta
pré-existente de anti-corpos nos camundongos. O efeito
estimulador desta via €é observado em camundongos
imuniza-dos submetidos a administragdo oral com ovalbu-

mina24, gue desenvolveram aumento dos niveis de
anticorpos IgE especificos e dos niveis séricos de IgE total.
Por outro lado, inibicdo da resposta in-flamatéria pulmonar é

observada em animais ex-postos pelas vias aéreas com

ovalbumina® ou em animais que receberam instilacdo nasal
de pepti-deos da fracdo Der p 1 do Dermatophagoides pte-

ronyssinusg. Esta funcdo paradoxal das mucosas oral ou
nasal de inibir ou estimular a resposta imune esta
relacionada a fatores como dose, tipo de antigeno,
associagdo a adjuvantes, bem como das -caracteristicas

inerentes da linhagem de ca-mundongos utilizados23-24,

A queda da producdo de anticorpos antigeno- -especificos
guando os animais foram tratados com baixa dose de Der p,
indica que o efeito sis-témico do tratamento afeta diretamente
as células secretoras de anticorpos como também as secre-

toras de IL-4, citocina essencial para o "switch" para IgE22.

A IL-5, citocina também relacionada com as células Th226,
ndo se modificou nos ani-mais tratados com Der p. Estes
resultados suge-rem que o mecanismo de regulagéo da IL-5
pode ocorrer independente da IL-4, visto a queda do nimero
de células secretoras de IL-4. Neste con-texto, tem sido
relatado que a transcricdo do gene da IL-5 pode ser

diferencialmente regulada da transcricao do gene de IL-427,

As células Thl, secretoras de IL-2 e IFN-j tam-bém parecem
estar moduladas com o tratamento oral dos animais com Der
p, devido a diminuicdo da freqiéncia de células produtoras
de IL-2 e dos is6tipos de anticorpos dependentes de IFN-j

como IgG2a e IgGsz. Entretanto, o nimero de células
esplénicas secretoras de IFN-j ndo se alterou com o
tratamento. E possivel que outras populacdes secretoras
desta citocina como as células CD8, NK ou macrofagos
tenham sido incluidas como secretoras de IFN-j, e também
que o efeito sobre esta citocina poderia ser melhor
evidenciada no sitio primario da tolerancia oral, ou seja no
tecido linféide associado as mucosas.

Os mecanismos reguladores da tolerancia oral sdo descritos
depender da concentracdo de antige-no administrada, onde

baixa dose pode mediar surpresséo ativall12 e alta dose,

anergia e delecao clonal’®3-14. Na encefalomielite alérgica, a
admi-nistracdo de proteina de mielina bésica, gera um



solucdo de BCIP/NBT (Sig-ma, St. Louis, MO). A reacéo foi
neutralizada adicionando-se agua destilada e a leitura dos
spots realizada com auxilio de microscépio inver-tido. O

spots foram estimados e expressos por 108 ou 107 células
dependendo do is6tipo da classe de anticorpo em andlise.

ELISPOT para deteccdo de células secretoras de

citocinas:

Microplacas de 96 orificios (High binding, Costar, Cambridge)
foram sensibilizadas com 4-8ug/ml de anticorpo monoclonal
anti — IFN-j (clone RA-6A2), IL-4 (clone 11B11), IL-2 (clone
JES6-1A12) ou IL-5 (clone TRFK5) de camun-dongo
(Pharmingen, San Diego, CA) e incubadas por 18 horas a

4°C. como descrito por Sacks et all®. As placas foram
blogueadas com solucdo de PBS-1% BSA, lavadas 3 vezes
com PBS e varias concentragfes de células esplénicas foram

adicio-nadas, a partir de 105 células/orificio e incubadas por
18 horas a 37°C. a 5% CO2. As placas foram lavadas em
PBS-0,1% Tween por 3 vezes, cada lavagem por 10 minutos
e em seguida adicionou- -se 1,5ug/ml de anticorpo
monoclonal biotinilado anti-IFN-j (clone XMGL1.2), IL-4 (clone
BVD6-24G2), IL-2 (clone JES6-5H4) ou IL-5 (clone TRFK4)
de camundongo (Pharmigen, San Diego, CA.) e incubadas
por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas novamente e
estreptoavidina fosta-tase alcalina (Southern Biothechnology
Associ-ates, Brimingham INC, AL) foi incubada por 2 horas a
37°C. Apés a lavagem final foi acrescen-tado solucdo de
0,1% BCIP em tampdo 2-amino-2 methyl-1-propanol
pH=10,25 (Sigma St. Louis, Missouri) por 2 horas a 37°C. A
reacdo colori-métrica foi neutralizada com agua e os spots fo-

ram avaliados em 108 células.
Analise estatistica:

A comparagdo dos grupos foi analisada pelo teste néo
paramétrico de "Mann Whitney" e as di-ferencas foram
consideradas significativas quan-do < 0,05.

Resultados

Resposta de hipersensibilidade do tipo | a ex-trato de
acaros de poeira doméstica Dermato-phagoides
pteronyssinus (Der p) em camun-dongos:

Elevados niveis de anticorpos IgM anti- Der p ja eram
evidenciados no 7° dia apés a imunizagdo nos soros dos
camundongos (fig. 1). Posterior-mente, no 14° dia os niveis
de anticorpos IgG1 aumentaram permanecendo elevados até
o Ultimo periodo a ser analisado (28° dia de imunizagéo, fig.
1). Neste periodo, os animais desenvolveram elevados titulos
de anticorpos IgE anti- Der p, avaliados por reacdo de
anafilaxia cutanea pas- siva (fig. 2). Em paralelo aos
anticorpos IgE es-pecificos, evidenciou-se aumento do niveo
sérico de IgE (fig. 2)
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microambiente que direciona as células T para o fenoétipo

Th2 devido a secrecdo de IL-4 e IL-10, que favorece a

producdo de TGF-BR1216 A acio inibitdria do tratamento oral
com baixa dose de Der p sobre a funcdo das células Thl e
Th2, pode ser um mecanismo mediado por citocinas imuno-
supressoras como TGF-R. Consequientemente, a inibicdo das
células Th pode limitar a geracdo de sinais necessérios ao
"swithing" de anticorpos. Neste sentido, ocorreu importante
reducdo de fre-qliéncia de anticorpos IgE e IgGl antigeno-
espe-cificos, ap6s a administracdo oral com esta dose de
antigeno. E possivel que além da producdo de citocinas a
reducdo do namero de plasmdcitos possa estar associada a
outros mecanismos de regulacdo como a delecéo clonal, via
apoptose ce-lular. A investigacdo desses mecanismos esta
sen-do realizada neste modelo animal de tolerancia oral a
Der p.

Os resultados demonstraram que o0 protocolo de
administracdo oral de Der p em camundongos pré-
sensibilizados inibe a resposta de hipersensi-bilidade do tipo
I, por um efeito dose indepen-dente. Contudo, a investigacao
do efeito sistémi-co do tratamento oral na producdo de
subclasses de anticorpos IgG e de células secretoras de anti-
corpos indicam que baixa dose de Der p é mais apropriada
para inibir a resposta humoral anti-Der p. A inibicdo da
resposta de hipersensibilidade ao Der p através da tolerancia
oral, sugere ser decor-rente da inibicdo da funcdo Th2. A
capacidade inibitéria do protocolo de administracdo oral de
Der p em camundongos sensibilizados, poder ser uma
alternativa promissora para a terapia subcu-tanea de
doencas alérgicas.
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Figura 1. Producéo de anticorpos IgM (o) e IgG (- )
especificos de camundongos AS/n imunizados com extrato de
Der p. Anticorpos IgM e IgG anti-Der p foram avaliados nos

soros dos animais nos dias 0, 7°, 14° e 28° apés a
imunizag&do por ELISA. Os resultados demonstram a Média da
densidade optica (D.O) do soro de 12-15 camundongos.
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Figura 2. Produgéo de anticorpos IgE anti-Der p e de IgE
sérica total de camundongos AS/n imunizados com extrato de
Der p. Anticorpos IgE especificos foram avaliados por reacéo
de anafilaxia cutanea passiva e a concentracédo sérica de IgE
avaliada por Elisa nos soros de 12-15 camundongos.

Efeito da adminstragdo oral com Der p em ca-mundongos
sensibilizados:

Para modular a resposta de hipersensibilidade tipo | a Der p,
os camundongos foram previa-mente sensibilizados com o
antigeno e submeti-dos a um esquema de administracdo
intragastrica com total de 0,25, 1,0, 4,0 ou 10,0 mg de Der p
ou PBS (controle ). O tratamento foi realizado por trés dias
consecutivos, a partir do 7° dia apés a imunizagdo, periodo
em que ja se detectavam ele-vados niveis de anticorpos IgM
e inicio de produ-¢do de IgG (fig. 1). Apds o tratamento oral
e de dois reforcos com Der p pela via intra-peri-toneal
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observou-se significativa diminuicdo da producdo dos
anticorpos IgE especificos (fig. 3) em relacdo ao grupo de
animais controles (ani-mais senbilizados e tratados com
PBS). O efeito inibitério sobre a producdo de anticorpos IgE
es-pecificos ocorreu de maneira dose-independente. O
aumento do nimero de administracdo oral para seis vezes,
com 1,5 mg de Der p, ndo alterou a acgdo inibitéria do
tratamento sobre a producgdo dos anticorpos IgE especificos
(fig. 3).

Os niveis séricos de IgE também diminuiram com o
tratamento realizado com 0,25, 1,0 e 4,0 mg de antigeno (fig.
3). Entretanto, os niveis de IgE total dos animais tratados
com 10,0 mg de Der p foi semelhante ao observado nos
soros dos animais controles, imunizados e administrados pela
via oral com PBS (1,45ug/ml + 0,87 vs 1,54 pg/ml + 1,18,

respectivamente).
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Figura 3. Efeito da administracao intra-géstrica de Der p em
camundongos sensibilizados na produgdo de anti-corpos IgE
especificos e de IgE total. Grupos de animais sensibilizados
ou ndo (normal) com Der p foram adminis-trados via oral com
total de 0,25, 1,0, 4,0 ou 10,0 mg de Der p ou PBS por trés

dias sucessivos a partir do 7° dia da imunizagdo, ou por seis
dias sucessivos (1,5mg). Apés dois reforgos i.p. com Der p no

149 e 21° dia apés a imuni-zag&o. Os soros foram avaliados

no 28° dia quanto a presenca de IgE anti-Der p pela reagéo
de ACP e IgE total por ELISA. Os valores de 3-4
camundongos/por grupo de um total de cinco grupos foram
expressos por Média + SEM da concentracdo de IgE ou pelo
titulo da reciproca da diluicdo do soro. *p<0,05 quando
comparado ao grupo controle administrado com PBS.
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Perfil dos isotipos de anticorpos IgG de ani-mais
sensibilizados submetidos a administra-¢c&do oral com Der

P:

Os niveis de anticorpos especificos da subclas-se IgG1
diminuiram significativamente com as doses de 0,25 e 1,0
mg de Der p, ndo se alteraram com a dose de 4,0mg e foram
estimulados com a dose de 10,0 mg (fig. 4). A queda dos
niveis dos anticorpos lgG2a foi mais pronunciada quando foi
utilizada a dose de 0,25 e 1,0 mg e o efeito inibitério dos
anticorpos da subclasse 1gG2b foi evidenciado nos soros dos
animais tratados com doses menores a 4,0 mg de Der p. O
aumento da concentracao de Der p para 10 mg de Der p ndo
alterou a producédo de anticorpos IgG2a e 1gG2b (fig. 4).

A producdo de anticorpos da subclasse 1gG3 nédo foi

detectavel com a imunizagdo dos camun-dongos com Der p
(dados ndo demonstrados)..
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