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Resumo

Objetivo: Apesar da evolugéo das técnicas cirdrgicas que
permitiram a padronizagdo do transplante cardiaco e da
descoberta dos imunossupressores, ainda hoje, a rejeicdo, os
efeitos colaterais dos medicamentos e o processo de
vasculopatia cronica sédo os principais problemas nos pos-
transplantados. A procura por alternativas para superar estes
impedimentos é o objetivo principal deste trabalho. Assim,
foram realizados experimentos para determinar se a
tolerancia oral pode interferir no transplante cardiaco.

Método: Camundongos C57BI1/6J e C3H/HEJ, machos
adultos foram divididos em dois grupos. O grupo denominado
tolerante recebeu amendoim ad libitum na dieta por sete
dias, enquanto o grupo imune foi mantido com uma dieta
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convencional para murinos. Ambos foram imunizados com
100 mg de extrato protéico derivado do amendoim por via sc.
O transplante de coracdo de BAL/C recém-nato, de 24h, foi
depositado no tecido subcutaneo das orelhas dos animais de
ambos 0s grupos, com ou sem imunizagdo concomitante do
antigeno alimentar.

Resultados: Confirmamos que a administracao de
proteinas por via oral é capaz de induzir tolerancia sistémica,
uma vez que 0s grupos tolerantes apresentam titulos de
anticorpos especificos ao amendoim mais baixos que 0s grupos
imunes. O coracdo transplantado apresentou-se mais
preservado no grupo de animais C3H/HEJ tolerantes que
foram desafiados concomitantemente com o antigeno da dieta
do que os demais grupos.
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Conclusédo: Foi determinado que os mecanismos de
toleréncia oral interferem no processo de rejeicdo de
transplantes cardiacos alogénicos avasculares para a orelha
de camundongos adultos, no entanto, de maneira nao
homogénea. Como os mecanismos de tolerancia oral que
alteram o sistema imunoldgico de modo a reduzir a rejeicio
ainda ndo foram esclarecidos, sdo precisos mais trabalhos
nesta linha de pesquisa.

Descritores: Tolerancia imunolégica. Transplante, coragéo.
Rejeicdo de enxerto. Camundongos.

Abstract

Objective: Although the development of surgical techniques
and the discovery of immune-suppressors permitted heart
transplantation to be accepted as a widespread treatment for
terminally ill patients, rejection, complications due to these
drugs and the chronic vasculopathies continue to be majority
problems. The search for alternatives to supplant these
impediments by performing avascular allogeneic heart
transplants from newborn BALB/C mice (24h old) to the
subcutaneous tissue of the ears of adult male C57B1/6J and
C3H/HEJ mice to evaluate the interference of systemic oral
tolerance on the rejection mechanisms are our main goal.

INTRODUGCAO

Na medicina contemporanea, um dos feitos mais notaveis
foi o transplante de coracdo, tendo evoluido desde a
experimentacdo animal, nos primeiros anos do século XX,
até um tratamento ortodoxo, aceito parauma ampla variedade
de pacientes com cardiopatia terminal. O primeiro relato, na
literatura, de transplante de 6rgdos foi apresentado por
Carrel e Guthrie [1], em 1905, quando foi transplantado o
coragdo de um filhote para o pesco¢o de um cdo maior. Em
dezembro de 1967, Dr. Christian Barnard [2], que havia
passado algum tempo com Lower, na Virginia, observando
o transplante cardiaco ortotopico, realizou o primeiro
transplante cardiaco entre seres humanos, na Cidade do
Cabo, na Africa do Sul. Passados cinco meses, em maio de
1968, foi realizado o primeiro transplante de coracdo, no
Brasil, pelo Dr. Zerbini [3].

Apbs o periodo de entusiasmo pela descoberta da
técnica, o panorama tornou-se sombrio devido aos
insuperaveis problemas com a rejeicéo cardiaca, motivo pelo
qual os programas foram temporariamente suspensos. As
alteraces pré-ciclosporina foram inicialmente descritas por
Billingham, em 1974, que desenvolveu um sistema de
classificacdo histologica para rejeigao, baseado nas bidpsias
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Method: Adult, male C57B1/6 e C3H/HEJ were divided in
two groups. The tolerant group received peanuts ad libitum
for one week in the diet while the immune group continued
to eat mouse chow. Both groups were immunized sc with
100mg of peanut extract. The transplanted newborn BALB/C
hearts were deposited of into the subcutaneous tissue of the
ears of tolerant and immune mice in the presence or not of
concomitant immunization to peanut protein.

Results: We demonstrated that feeding proteins induces
systemic tolerance since animals of both strains that ate the
seeds before being immunized had lower systemic antibodies
than immune animals. Tolerant C3H/HEJ mice with
concomitant administration of the tolerogenic antigen
presented a more preserved transplanted heart than all other
groups.

Conclusion: Although not homegeneously, the
immunoregulatory mecanisms of oral tolerance modified the
rejection process of alogenic avascular heart transplant to
the ear of adult mice. As these mecanisms are not yet well
understood more work needs to be done in this field.

Descriptors: Immune tolerance. Transplantation, heart.
Graft rejection. Mice.

endomiocérdicas [4].Embora a infeccéo e a rejeigdo sejam as
maiores causas de insucesso nos transplantados, alteraces
patoldgicas tais como a isquemia, a fibrose intersticial, a
calcificagdo miocéardica, os infiltrados endomiocéardicos, a
hipertrofia de miocitos e a coronariopatia cronica, sdo
complicac¢Oes importantes para a vida prolongada do enxerto.
Dentre estas, a Gltima é a maior ameaga [5].

Durante o processo de rejeicao, a presenca dos linfdcitos
T e B, é importante. Estes regulam a secrecdo dos
componentes moleculares que intermediardo a inflamacédo
responsavel pela rejeicao [6]. Apesar da presenca marcante
de células T citotdxicas em um aloenxerto, as células TCD4+
sd0 as responsaveis por iniciar e orquestrar a resposta imune
deste processo [7].

No mecanismo de rejeicdo de transplantes, a parte
nevralgica do processo é o reconhecimento das novas
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC - Major Histocompatibility Complex), que sdo as
moléculas mais polimérficas de que se tem registro. Para a
espécie humana, podemos utilizar a nomenclatura geral
(MHC) ou a especifica HLA (Human Leucocyte Antigens).
Este complexo génico da origem a dois grupos de proteinas
que estdo envolvidas diretamente com o reconhecimento
celular entre linfdcitos e as células do organismo, as
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moléculas de classe 1 e 11 [8].

A medida que se vai conhecendo a complexidade do
sistema imunoldgico e os mecanismos de rejeicdo, é possivel
buscar formas e estratégias que consigam bloquea-la. Na
rotina clinica, medicamentos com propriedades
imunossupressoras sdo amplamente utilizados. A
ciclosporina A e o FK506 bloqueiam a ativacéo de citocinas
como IL-2, enquanto a azatioprina e ciclofosfamida inibem o
crescimento de linfécitos. O sirolimo (rapamicina) age
blogueando o crescimento das células T em resposta a IL-2.
Outra droga utilizada é o glicocorticdide que atua sobre as
células T, ativando endonucleases que clivam o DNA,
levando & morte por apoptose. Os medicamentos
imunossupressores mais novos, como, por exemplo, o FK-
506 (tacrolimus), sdo promissores, uma vez que aumentam a
imunossupressao, reduzindo seus efeitos colaterais [9].

O tratamento com anticorpos contra o receptor de células
T (TCR), administrados antes da realizacdo do transplante,
€ uma entre as varias estratégias pesquisadas para bloquear
a rejeicdo [10]. Estes produzem um estado de hipo-
responsividade aos aloenxertos cardiacos, com a diminuicdo
intra-enxerto de citocinas de tipo Thl (IL-2 e IFN-y) e
conseqliente aumento de citocinas de tipo Th2. A
atividade pré-inflamatéria Thl. Também nesta linha, o
tratamento com anticorpos anti-CD3 e/ou especificamente
anti-CD4 também prolonga a sobrevivéncia de aloenxertos,
uma vez que diminui a populagdo de linfdcitos T, inibindo o
infiltrado no enxerto [11-13].

Outro caminho muito promissor no blogqueio da rejei¢do
de transplantes é a utilizacdo de estratégias que procuram
modular as moléculas do microambiente para onde migram
os linfécitos efetores. O tratamento antilaminina nos
aloenxertos cardiacos, em ratos, promoveu diminuigéo do
acumulo de linfécitos nos linfonodos de drenagem, bem
como no coracdo transplantado [14], mesmo nos
transplantes cardiacos alogénicos avasculares de
camundongos [15].

Ehrlich [16], em 1900, demonstrou que o sistema
imunoldgico ndo reage aos seus proprios constituintes, mas
é capaz de reagir com coisas estranhas a ele. Era preciso,
entdo, explicar o fato de que em condicfes normais o sistema
imunolégico ndo gera auto-agressodes, levando a doencas,
enquanto é capaz de reagir com o que vem de fora.

Ao contrario do que comumente pensamos, a maior
superficie de contato com o meio externo nao é a pele, mas
sim as mucosas, dentre estas, as do tubo digestivo, que
apresenta uma area cerca de 300 a 600 vezes maior que a da
pele [17]. Esta porta de entrada representa a maior fonte de
perturbacdo da atividade imunoldgica no organismo. No
entanto, na maioria das vezes, a penetracdo de antigenos
por essa via ndo determina as respostas imunoldgicas

classicamente esperadas, causando, ao contrario, o
fendmeno denominado “tolerancia oral”.

Embora ndo reconhecida como tal, a tolerancia oral foi o
primeiro fenémeno com bases imunoldgicas a aparecer na
literatura apds o relato de Jenner, em 1798, sobre a vacinacdo
antivariélica. Embora tenha sido descrito diversas vezes
desde o inicio do século X1X, para diversas proteinas como
para a proteina do leite, do milho e do ovo, o fenémeno da
tolerancia oral tem sido sistematicamente esquecido ou
negligenciado.

Parte das macromoléculas ingeridas é absorvida in
natura pela mucosa, entrando em contato direto com os
linfocitos intra-epiteliais e das placas de Peyer [18]. Arépida
absorcdo de macromoléculas intactas para a circulacdo pode
ser evidenciada tanto por métodos laboratoriais, como
clinicamente, onde nas alergias alimentares levam a
manifestacdes generalizadas, segundos a minutos ap6s a
ingestdo do alimento alergénico. Existem evidéncias de que
0s organismos também se imunizam para agentes infecciosos
através das mucosas como, por exemplo, para o virus da
poliomielite, na qual a vacinacgdo por via oral mostrou-se
eficaz [19].

Considerando-se os fatos relatados, sera que poderiamos
pensar em realizar transplantes cardiacos livres de drogas
imunossupressoras, utilizando 0 mecanismo de tolerancia
oral? Sabiamos que o caminho era longo, porém poderiamos
comegar dando um pequeno passo e, para isso, pensamos
em usar um modelo experimental de implante de coracdo em
camundongo, segundo 0 modelo proposto por Fulmer et al.
[20], técnica exequivel e que ndo requer grande sofisticacdo
[21]. Assim, o objetivo geral foi induzir a toleréncia oral e
realizar o transplante, com ou sem estimulagéo concomitante
com o antigeno para o qual foi tolerizado e verificar se os
efeitos indiretos da tolerancia oral impedem ou retardam a
rejeicdo de transplantes alogénicos de coracao.

METODO

Animais

Utilizamos camundongos isogénicos criados e mantidos
no Ndcleo de Animais de Laborat6rio, na Universidade
Federal Fluminense (UFF), com racdo e agua ad libitum. Os
receptores foram adultos com 6-8 semanas, do sexo
masculino, das linhagens C3H/HeJ e C57BI/6J e os doadores
BALB/C recém-natos com até 24h de vida.

Cada linhagem de camundongos foi dividida em quatro
subgrupos (Tabela 1) com n=5 (20 C3H/HeJ e 20 C57BI/6J).
As manipulacdes animal e imunoquimica foram realizadas
no laboratério de Imunologia Gastrintestinal do
Departamento de Imunobiologia da UFF. As técnicas
histol6gicas foram realizadas no Departamento de Patologia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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Tabelal. Protocolo experimental para imunizagao e tolerizagdo tanto para camundongos C3H/HeJ como C57BI/6J

Dia-7 Dia0 Dia28 Dia42
Tolerizagdo Dieta Imunizacdo Priméria Imunizacdo Secundaria Desafio
Tolerante Amendoim Amendoim + Al (OH)3 Amendoim Amendoim + transplante
Imune Racdo Amendoim +AI(OH)3 Amendoim Amendoim + transplante
Normal + Racdo Salina Salina Amendoim + transplante
Normal - Racdo Salina Salina Transplante

Proteinas do amendoim

As proteinas foram extraidas de acordo com a
metodologia desenvolvida para extracdo de proteinas do
amendoim [19].

Em resumo, as sementes descascadas foram moidas em
moedor elétrico, tipo de café. O material resultante foi
colocado em tubo de 15ml e suspenso em tampéo de extracdo
(tampéo borato pH 9,7), na propor¢do de 1:10 p/v, sob
agitacdo por inversdo, durante 30 minutos, a temperatura
ambiente. A seguir, 0 material foi centrifugado a 5° C e 3000
rpm, durante 30 minutos e o sobrenadante, recolhido. A
concentracdo de proteinas foi determinada pela técnica de
Lowrey etal. [22].

Inducao de tolerancia oral com sementes in natura
Os animais receberam no cocho, junto com a ragéo, o
amendoim, por um periodo de 7 a 10 dias.

Imunizagdes com extratos brutos de amendoim

Na imunizagao primaria, cada animal recebeu 100ug da
proteina do amendoim mais 1mg de Al(OH)3 (adjuvante) em
um volume final de 200l por via subcutanea no dorso. Apés
21-28 dias, os animais receberam a imunizacao secundaria
pela mesma via e concentracdo protéica, sem acréscimo do
adjuvante.

Sangrias

Foram retirados 200yl de sangue do plexo retro-orbitério
apos 7 dias de exposicdo aos antigenos por via parenteral.
O sangue foi diluido a 10% v/v em solucdo salina. Apds a
retracdo dos coagulos, foi centrifugado 1500rpm, 0s soros
recolhidos e guardados a -20°C até serem analisados.

Avaliacdo dos titulos de anticorpos antiproteinas das
sementes

Para a avaliacdo dos titulos de anticorpos antiproteinas
do amendoim foi utilizada a técnica de ELISA. Placas de
microtitulagdo foram cobertas com 4ug de proteina em 100
ul de PBS por pogo e incubados durante 12-18 horas, & 4°C.
Em seguida, foram lavadas duas vezes com uma solugdo de
PBS-Tween 0,05% e cobertas com PBS-gelatina durante 1
hora, & temperatura ambiente. Os soros a serem testados
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foram diluidos e incubados por 3h. Apés lavagem com PBS-
Tween, foi adicionado o anticorpo de cabra anti-cadeia y de
camundongo, conjugado com peroxidase. Ap6s nova
incubacdo de 3h, as placas foram lavadas e foram
adicionados 50ul da solugdo do substrato (OPD - 4mg, H,O2
- 4ul, em 10ml de tampdo citrato fosfato). A reacdo foi
interrompida apds 20 minutos com uma solucéo 0,1M de
H>SO,. As densidades opticas foram lidas a 492nm, em um
leitor de ELISA (Anthos 2010). A analise dos resultados foi
realizada pela comparagdo do somatdrio das densidades
Opticas de cada soro, denominado de ELISA*.

Transplante de coracdo no lobo auricular de
camundongos

Sob anestesia, 0s animais foram submetidos a anti-sepsia
com alcool iodado, em sentido distal a base da orelha. Em
seguida, com uma lamina de bisturi, realizou-se uma pequena
incisdo anterior, entre a transicdo da pele com a cartilagem
de lobo auricular, poupando-se os vasos auriculares
principais. A partir do local de inciséo, confeccionou-se um
tlnel subcutaneo até o sitio de implantacdo do enxerto, com
auxilio de uma pincga de disseccao.

O camundongo recém-nascido doador foi acondicionado
em recipiente de isopor, contendo gelo seco e, apés tornar-
se ciandtico, foi submetido a uma incisdo transversal e
longitudinal na regido téraco-abdominal anterior, ao que se
seguia a exposicdo do coracdo por leve compressdo do
corpo do animal. O coracéo foi retirado com uma pinga de
ponta delicada, tomando-se o cuidado de ndo perfura-lo.
Este foi transferido para uma placa de Petri, contendo gaze
embebida em soro fisioldgico. Finalmente, os enxertos
cardiacos foram conduzidos por uma pinga e introduzidos
através do tunel confeccionado sob a pele da orelha do
camundongo. Para concluir, o local de incisao foi brevemente
comprimido por uma pinga anatdmica, sendo o fechamento
realizado por segunda intencéo.

Coletado transplante

Realizada no 15° dia p6s-transplante. O animal foi
sacrificado, subtendo-o a anestesia profunda.
Imediatamente apos a coleta, a orelha foi colocada em um
cassete apropriado para histologia e submerso em solucéo
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de liquido de Holland por 24h e iniciada a inclusdo em
parafina. Os tecidos fixados e cortados foram corados por
hematoxilina-eosina (HE).

Avaliacdo histoldgica

Cada lamina foi avaliada em duas oportunidades com
intervalo de uma semana, com vista panoramica, aumento
de 100x e 400x, anotando-se as caracteristicas em cada leitura
das laminas, visando diminuir a subjetividade. Cada lamina
foi lida levando-se em consideracdo quatro parametros:
nédulo, infiltrado periférico, infiltrado central ou massa e
tecido de granulacéo.

e Nodulo - tamanho do espécime, que se refere ao
tamanho do enxerto. O didmetro foi medido em milimetros.

¢ Infiltrado periférico - Aintensidade da celularidade
na periferia dos enxertos foi medida de forma subjetiva em
cruzes de 0 a 4 (zero a quatro cruzes), onde o zero equivale
anenhuma infiltracdo e 4, a infiltracdo maxima (0 a 4+).

o Infiltrado central - A intensidade do infiltrado
linfocitario no enxerto propriamente dito também foi medida
de forma subjetiva de zero a quatro cruzes (0 a 4+), utilizando
0 mesmo critério.

e Tecido de granulacédo - é o parametro referente a
substituicdo do enxerto destruido por tecido de granulacéo
(este é um estagio mais avancado e agressivo da rejeicao).
Da mesma forma, a medicdo foi subjetiva de zero a quatro
cruzes (0 a4+), onde zero equivale a auséncia de granulacdo
e 4, agranulacdo maxima.

Avaliacdo estatistica
Foi utilizado o teste estatistico de Tukey com
significancia minima de p<0,05.

RESULTADOS

Clinicamente ndo observamos diferencas marcantes
entre os grupos de cada linhagem, no entanto, ap6s o
procedimento cirtrgico do transplante nas orelhas, os
camundongos da linhagem C57BI/6J ficaram mais agitados
e sensiveis a manipulacdo do que os animais da linhagem
C3H/HeJ, e assim permaneceram até serem sacrificados.

Tolerizagdo e imunizacdo com antigenos do amendoim

A Figura 1 mostra que 0s animais imunes apresentaram
titulos de anticorpos anti-amendoim significativamente mais
elevados que os controles normais e tolerantes. Os animais
C57BI/6J que receberam amendoim na dieta ad libitum, antes
das imunizacdes, apresentam titulos de anticorpos
especificos para 0 amendoim significativamente menores
do que aqueles que foram imunizados e que ndo comeram o
amendoim, mas sem diferenca significativa para os animais
normais. Da mesma forma, os animais C3H/HeJ que receberam

amendoim na dieta ad libitum, antes das imunizacoes,
apresentam titulos de anticorpos especificos para o
amendoim significativamente mais baixos do que aqueles
que foram imunizados e que ndo comeram o amendoim.
Diferente dos C57BI/6J, ha diferenca significativa dos
animais tolerantes para 0s animais normais.
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Fig. 1 - Titulo de anticorpos anti-amendoim de animais C3H/HeJ
[l e C57BI/6 [_]apos o procedimento de tolerizagéo (tolerante), e
imunizacdo (imune) e controles normais (normal)

Avaliacdo histolgica

Oinfiltrado periférico é sempre misto, composto de células
polimorfonucleares, macréfagos e mononucleares. A Figura
2 demonstra que camundongos C3H/HeJ do grupo tolerante
apresentam um infiltrado periférico significativamente menor
(p<0,001) do que os animais imunes e normais, bem como
menos tecido de granulacéo ao redor do enxerto, sugerindo
que o enxerto demorou mais a ser invadido pelas células da
resposta imunitéria e, portanto, o processo de rejeicdo se
instalou de forma mais tardia.

Quanto ao infiltrado central, o grupo de camundongos
C3H/HeJ, tolerantes, foi menos evidente na massa central,
indicando que o enxerto foi protegido e a rejeicdo demorou
em aparecer. Este achado sugere que o enxerto estava em
um estagio mais conservado, corroborando com os dados
anteriores de que animais tolerantes ao amendoim e que
foram imunizados concomitantemente a realizagdo do enxerto
apresentam mecanismos protetores do enxerto.

Quanto aos enxertos realizados nos camundongos C57BI/
6J, a Figura 3 demonstra que os nddulos de enxerto e o0s
infiltrados periféricos se mantiveram com tamanhos
aproximados entre os grupos tolerantes, normais e imunes,
portanto, sem diferencas significativas. O infiltrado central
foi mais evidente, sugerindo que, ao contrario dos animais
C3H/HeJ, o enxerto ndo foi protegido do processo de rejeicao,
portanto nao diferindo dos animais imunes. Nesta figura, o
que é diferente do esperado € o grupo normal que, sem contato
algum com a imunizagdo com amendoim, apresentou menos
tecido de granulagdo no enxerto, demonstrando que o enxerto
estava em um estagio mais conservado do que nos demais
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grupos, sugerindo que a tolerancia nesta linhagem nao teve
papel protetor como na linhagem C3H/HeJ.

Nas Figuras 4 e 5, analisamos o tecido de granulacéo
nas linhagens de camundongos C3H/HeJ e C57BI/6J. Nas
duas linhagens, os animais tolerantes apresentaram menor
guantidade de tecido de granulacdo que os demais grupos.
O grupo tolerante C3H/HeJ apresentou menor infiltrado
periférico, infiltrado central e tecido de granulag&o, quando
comparado aos outros grupos da mesma linhagem e também
em comparacdo aos camundongos da linhagem C57BI/6J.

Este fato certamente se explica por uma menor reacdo ao
enxerto no grupo de tolerantes C3H/HeJ. No grupo de
tolerantes C57BI/6J, também poderiamos esperar esta
resposta, porém a mesma ndo foi evidenciada. Cabe ressaltar
que o tecido de granulacdo nos animais tolerantes é menor
gue nos grupos imunes e normais e o tecido central é maior.
O fato de terem menos tecido de granulag&o, que é o estagio
mais avancado de rejei¢cdo, sugere melhor grau de protecéo.
Se o0s espécimes fossem obtidos com menos tempo (10-12
dias), talvez fosse mais evidente esta diferenca.

Fig.2 - Corte histolégico de coragio de doador em orelha de
camundongos C3H/HeJ, tolerantes (A), imunes (B) e normais (C),
apods 15 dias de transplante, observado em aumento de 2,5x
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Fig. 3 - Corte histoldgico de coracdo de doador em orelha de
camundongos tolerantes (a), imunes(b) e normais(c), C57BI/6J,
sacrificados 15 dias ap6s o transplante em aumento de 2,5x
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Fig. 4 - Comparacao de todos os parametros histoldgicos avaliados
ap6s 15 dias de enxerto alogénico de coracao neonatal (BALB/c)
para a orelha de camundongos C57BI/6J adultos
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Fig. 5 - Comparacao de todos os parametros histoldgicos avaliados
apos 15 dias de enxerto alogénico de atrio neonatal (BALB/c) para
a orelha de camundongos C3H/HeJ adultos

DISCUSSAO

O transplante de tecidos para substituir 6rgdos doentes é,
atualmente, uma importante terapia médica. O transplante
ortotopico do coragdo representa um procedimento rotineiro
no tratamento da insuficiéncia cardiaca terminal. Atualmente,
trés mil transplantes sao realizados a cada ano no mundo. A
sobrevida do receptor apds o transplante cardiaco é cerca de
80% em um ano e 65% em cinco anos. Na média, a sobrevida
tem sido estimada em 8,5 anos e, quando calculada para os
receptores que permanecem vivos ao final do primeiro ano,
atinge onze anos [23].

Nesse experimento, ao fazermos aloenxerto de coracéo de
camundongo de uma linhagem para outra, queremos contribuir
para que este sonho se realize no futuro com melhor sobrevida
que os ja relatados. Aqui estdo incluidos o transplante, a
rejeicdo e a tolerancia, tudo isto no meio do complexo inteligente
e ainda ndo bem compreendido sistema imunolégico.

Consideramos a tolerancia a tecidos proprios e ndo-proprios

€omo aspectos do mesmo mecanismo basico, que consiste na
inducdo direta de toleréncia na periferia, por delecéo, anergia
ou ignorancia imunoldgica (neste Gltimo, as células T e
antigenos coexistem sem se afetarem mutuamente). Finalmente,
existem mecanismos que envolvem as interagBes entre 0s Varios
tipos de células T regulatorias.

Primeiramente falaremos sobre a tolerncia. Como o nome
indica, tolerar é aceitar ou incluir algo como proprio. No sistema
imunoldgico, hé a tolerdncia central que é estabelecida durante
o desenvolvimento dos linfocitos nos drgéos linfoides centrais,
durante o processo de desenvolvimento ou maturacao e a
tolerancia periférica, que é adquirida pelos linfocitos maduros,
ja nos 6rgdos periféricos. Existe, ainda, a tolerancia aos
antigenos que entram no organismo pelas mucosas. Esta forma
de tolerancia é conhecida por tolerancia oral.

Optamos por trabalhar com a tolerancia oral na tentativa de
atingir o objetivo de realizar transplantes sem utilizacéo de
drogas imunossupressoras. Dos trés grupos de camundongos,
apenas 0s animais que ingeriram amendoim antes da imunizagao
se tornaram tolerantes. Estado que foi constatado pela
mensuragdo dos anticorpos por ELISA, onde o titulo menor de
anticorpos foi estatisticamente significante, quando comparado
aos demais grupos. Este fendbmeno ja foi demonstrado
claramente na linha de pesquisa de varios investigadores, como
Teixeira[19].

Quando expandimos este experimento para 0s animais de
outras linhagens, este fendmeno se repete se comparamos com
animais da mesma linhagem que foram imunizados, mas nao
tiveram a exposicdo oral prévia. No entanto, observamos uma
diferenca importante na concentragdo de anticorpos entre as
linhagens. Devemos ressaltar que existe diferenca nos titulos
de anticorpos entre as linhagens de camundongos C57BL/6J e
C3H/HeJ, sendo que os ultimos apresentam titulos mais altos
de anticorpos de modo generalizado.

Restava agora saber se esta tolerancia podia de alguma
forma influenciar no sistema imunolégico. Entdo, o desafio deste
trabalho consistiu em fazer o transplante avascular alogénico
de coracdo, na orelha de camundongo, nos grupos previamente
tolerizados, medidos pelo grau de rejeicdo que os diferentes
grupos apresentaram.

Nos experimentos realizados com camundongos da
linhagem C57BI/6J, vimos que embora ndo haja muita diferenca
nos pardmetros de infiltrado periférico e central, houve uma
diferenca quanto ao tecido de granulacdo que, de certa forma,
traduz uma etapa mais avancada de rejeicdo e, neste caso, 0
grupo tolerante é menos afetado. Talvez se o sacrificio dos
animais tivesse sido feito no oitavo ou décimo dia, esta
diferenca se confirmasse no infiltrado central e periférico
também. Estamos em fase de reelaboracéo do experimento na
tentativa de responder a esta e a outras perguntas.

Uma das explicacBes para que camundongos C3H/HEJ
apresentem titulos de anticorpos mais elevados para as
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proteinas das sementes, mesmo nos animais tolerantes, pode
ser o fato destes animais apresentarem alteracfes genéticas
(ndo apresentam o receptor Toll-4, portanto, ndo respondem
ao LPS - lipopolissacarideo). Uma segunda explicacdo para 0s
altos niveis de anticorpos vistos nestes animais pode ser aquela
proposta por Caramalho et al. [24], que demonstraram que as
células T CD4 regulatérias sdo capazes de controlar
negativamente as reacdes inflamatérias estimuladas por
bactérias comensais e patdgenos oportunistas. Este mecanismo
regulatério pode se dar através da ativacdo de moléculas pré-
inflamatorias do préprio sistema imunitério ou diretamente pelos
produtos bacterianos.

Caramalho et al. [24] testaram a segunda hipétese, ou seja,
a hipétese de que a populacdo de linfdcitos regulatérios é
ativada por receptores de linha germinativa, entre estes, 0s
receptores Toll-like (TLR), uma das moléculas reconhecedoras
de padrdes moleculares, tipicas da superficie destes
microorganismos. Estes autores demonstraram que a
populacdo linfocitaria que exerce a funcéo regulatéria, as células
T CD45RB(low) CD25(+), expressa seletivamente os TLR-4, -5,
-7, e -8 e, quando expostas ao ligante de TLR-4, o
lipopolissacarideo (LPS), ocorre uma regulacdo positiva da
expressao de varias moléculas de ativacao celular, além de
aumentar sua capacidade proliferativa e de sobrevida. Esta
proliferacdo ocorre de forma independente da célula
apresentadora de antigenos, mas € intensificada pela
estimulacdo do receptor para antigenos (TCR) e estimulacao
pela IL-2. Outro ponto importante demonstrado por Caramalho
etal. [24] é que o tratamento de células T CD4(+) CD25(+) com
LPS aumenta em uma ordem de grandeza sua eficiéncia
supressora. Esta atividade supressora quando testada ex-vivo
ndo é encontrada na subpopulacdo CD4(+) CD45RB(low)
CD25(). Outro achado interessante deste grupo é o fato de que
células T regulatdrias ativadas com LPS controlam
eficientemente células T naive nas doengas consumptivas.
Assim, estes autores demonstram que linfdcitos T regulatdrios
podem ser diretamente ativados por produtos bacterianos pré-
inflamatdrios, contribuindo, dessa maneira, para o controle do
processo inflamatorio e retorno ao estado de homeostasia de
cada tecido.

Nossa hipdtese com relagdo aos camundongos C3H/HeJ é
de que a ndo ativacdo da populacdo de células T regulatorias
pela falta do TLR-4 seja responsavel pelos altos niveis de
imunoglobulinas séricas, tanto nos animais tolerantes como
imunes. Os resultados preliminares indicam que animais
tolerantes apresentam mecanismos de regulacao alternativos
aos classicamente descritos.

As respostas imunes sdo barreiras importantes contra a
eficécia dos transplantes de tecidos, destruindo-os por meio
de uma resposta imune adaptativa a proteinas estranhas. Essas
respostas podem ser mediadas por células TCD8 citotdxicas,
por células Thl ou por ambas.
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As células T efetoras alorreativas, que se ligam diretamente
as moléculas alogénicas MHC de classe 1 em transplante de
Orgdos, sdo uma causa importante da rejeicdo ao enxerto. 1sso
é denominado alorreconhecimento direto. Antes que possam
causar rejeicdo, as células T virgens alorreativas devem ser
ativadas por células apresentadoras de antigenos (APCs), que
apresentam as moléculas alogénicas e possuem atividades co-
estimulatdrias.

Um segundo mecanismo de reconhecimento do aloenxerto,
que pode levar a rejeicdo do mesmo, é a captacdo de proteinas
alogénicas pelas células apresentadoras de antigenos e sua
apresentacdo as células T por moléculas do proprio MHC. Isto
é reconhecido como alorreconhecimento indireto.

Estas respostas podem levar a rejeicdo. Como nédo podemos
suprimir especificamente a resposta ao enxerto, sem
comprometer as defesas do hospedeiro, a maioria dos
transplantados requer imunossupressao generalizada, o que
pode causar toxicidade significativa e aumentar o risco de
neoplasias e infec¢do. O feto é um aloenxerto natural que deve
ser aceito, e sua funcdo é quase sempre para a sobrevivéncia
da espécie. A tolerancia ao feto pode ser a chave para a
tolerancia especifica aos enxertos ou pode ser um caso especial
ndo aplicavel a terapia de substituicdo de érgdos.

No transplante alogénico do coracéo, assim como em outros
6rgdos, os antigenos HLA sdo os principais indutores da
resposta imune contra o enxerto. Estas moléculas
desempenham um papel fundamental na resposta imunitaria,
sendo as responsaveis pela apresentacdo de peptideos
antigénicos aos linfocitos.

O conceito atual de ativacdo de linfécitos € baseado no
modelo de “dois sinais”, proposto originalmente por Bretscher
& Cohn [25] em relagdo a sintese de anticorpos. Em seguida,
esta teoria foi adaptada para a ativacao de células T. O primeiro
sinal é desencadeado pela ligacdo do receptor de células T
(TCR, de T Cell receptor) ao complexo MHC-peptideo
antigénico que participa na transdugdo do primeiro sinal. O
segundo sinal, ou sinal co-estimulatério é desencadeado pela
interacdo entre moléculas da superficie das APCs e seus ligantes
na superficie de células T.

Os linfécitos T sdo classificados em dois subtipos, de
acordo com a expressdo das moléculas CD4 ou CD8, na
superficie celular. Aproximadamente 65% das células Ta3*
expressam CD4 e 35% expressam CD8. As respostas das células
TCD4* sdo restritas as moléculas do MHC de classe 11, enquanto
as células TCD8" reconhecem antigenos no contexto de MHC
de classe |. Estas se diferenciam em células efetoras citotoxicas
(CTL).

A rejeicdo cronica do aloenxerto cardiaco é responsavel
por 23 a 30% das mortes ap6s o0 primeiro ano de transplante e
é caracterizada por uma resposta difusa e proliferativa da intima
das artérias do 6rgdo transplantado. A rejeicéo cronica parece
ter inicio ap6s o alorreconhecimento do endotélio do enxerto,
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com subsequente infiltracdo de linfocitos e producgdo de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Em
camundongos CD4- ou em camundongos atimicos (nude), ndo
ha lesbes da intima dos vasos em coragdes transplantados,
demonstrando, assim, que as células CD4 tém a capacidade de
promover sozinhas a rejeicao ao enxerto cardiaco [26].

Todas estas pesquisas e descobertas nos fazem
compreender em parte qudo misterioso e complexo séo 0s
mecanismos de defesa e rejeicdo. Certamente no grupo
tolerizado, especialmente nos camundongos C3H/HeJ se
conseguiu retardar o mecanismo de rejeicdo. Nestes
camundongos, que foram alimentados com semente de
amendoim antes das imunizag@es sistémicas, observa-se a
tolerancia. Este grupo é o mais interessante porque nos mostra
mais claramente que 0 mecanismo de rejeicao foi mais leve que
Nos grupos imunes e normais. Esses resultados mostram que
existem muitos caminhos para bloquear a resposta imunolégica.
O experimento é simples e ndo temos autoridade para falar em
que nivel o sistema foi temporariamente bloqueado, ja que
existem varias maneiras para se desenvolver a rejeicdo. Se a
rejeicdo ocorreu por via direta ou indireta, se foi em nivel de
células CD4 ou CDB8, certamente estamos falando em vias de
especulacdes tedricas. Os autores concordam que este é um
mar aberto para este tipo de pesquisa.

Assim, podemos concluir que embora ndo houvesse
preservacdo total do enxerto, a toleréncia oral influenciou na
capacidade de reagir aos componentes externos, neste caso, 0
enxerto alogénico. Na revisao bibliogréfica, ndo encontramos
estudos sobre toleréncia oral e transplante. Isto nos permite
dizer que nosso trabalho é original, mesmo considerando este
pequeno experimento.

Com respeito a técnica, podemos afirmar o que outros
autores ja constataram que é uma técnica simples e que pode
ser reproduzida.

CONCLUSOES

Podemos concluir com este trabalho que, embora nao de
forma homogénea, a tolerancia oral interfere nos mecanismos
de rejeicdo de coracBes alogénicos transplantados de forma
ectopica em murinos, sugerindo um papel importante para as
células T regulatérias caracteristicas do processo de tolerancia.
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