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RESUMO

Os autores descrevem as etapas de um modelo de reagéo de hi-
persensibilidade retardada (RHR) ao antigeno ovalbumina (OA), utili-
zando camundongos BALB/c. O processo inflamatorio resultante tra-
duziria a acdo de macrofagos ativados por citocinas provenientes de
células T previamente ativadas e por isso, capaz de simular o que ocor-
reria nos episodios de rejeigdo de aloenxertos de oOrgdos (rim) € tam-
bém em algumas doengas auto-imunes (glomerulopatias). A intensida-
de deste processo inflamatorio permitiria avaliar e quantificar a res-
posta imune, mediada pela célula T a imunogenos (OA) e, através do
uso deste modelo, estudar a agdo de drogas imunossupressoras, Como
a ciclosporina A e a azatioprina, as quais, nos experimentos realizados
inibiram de maneira significante a RHR a OA.
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INTRODUCAO

A reacdo de hipersensibilidade retardada (RHR) € uma resposta
inflamatoria imuno-mediada pelo linfocito T, com a ativagdo e a par-
ticipagdo de macrofagos. O termo retardada € aplicado porque o tem-
po de evolugdo da reagdo na pele € medido em dias ou mesmo semanas
(12, 16). '

O estudo da RHR em animais é uma maneira de analisar as eta-
pas da resposta imune, mediada pelas células T, observada na rejei¢do
de aloenxerto de orgdos, em certas doengas auto-imunes
(glomerulopatias) e neoplasias (4).

Objetivando determinar um modelo experimental que oferega re-
sultados mais uniformes e reproduziveis, os autores elaboraram o mo-
delo de RHR a ovalbumina (OA), com controle de fidelidade e, neste
estudo, o testaram com as drogas imunossupressoras Ciclosporina A
(CsA) e Azatioprina (AZA).

MATERIAL e METODO
Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c singénicos, machos com
idade de 8-12 semanas, fornecidos pelo biotério do Centro de Biologia
da Reproduqao da Universidade Federal de Juiz de Fora (MG). Grupos
de 5 a 6 animais foram alimentados com ragdo comercial Labina®
(Purina, Campinas, SP) e ingeriram 4gua de acordo com as suas neces-
sidades.

Reagentes

Ovalbumina (OA) (5 vezes cristalizada), OA (2x), adjuvante
completo de Freund (CFA), todos fornecidos pela Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO.

RHR a OA
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Foi obedecido o protocolo previamente descrito por Ferreira
(1992) e Andrade (1994) (Fig. 1).

- Preparo da solugdo de OA para a imunizagdo: OA 5 vezes con-
centrada (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO) foi dissolvida em salina
2mg/ml, deixando a solugdo em repouso, armazenada em freezer. Em
uma seringa de plastico recortada, foi colocado 1ml da solugdo de OA
mais 1ml de adjuvante de Freund (CFA). Foi deixada na geladeira por
30 minutos ou 10 minutos em freezer. Com uma seringa de vidro e
movimentando-se o émbolo (injetando/aspirando), a solugdo QA+
CFA foi agitada até obter a consisténcia cremosa. No dia zero, grupos
de 5 a 6 animais foram injetados com 0, Iml da solugdo OA (5x) mais
CFA subcutaneamente, na base da cauda de cada animal, bilateral-
mente, tornando-os imunizados. o

O preparo da solugdo de OA para o desafio: 50mg de OA (2x)
foram suspensos, em 2,4ml de salina, Incubou-se esta solugdo a 80°C
por 1 hora (agitando de 15/15 minutos). A solugio foi entdo centrifu-
gada a 2000 rpm por 5 minutos e lavada uma vez com salina. A solu-
¢4 foi novamente centrifugada e retirou-se a salina com pipeta Pas-
teur. Finalmente a solugdo foi novamente suspensa em 2ml de salina. O
- desafio foi realizado no dia seis pela injegdo de 30l da OA agregada,

subcutaneamente, no coxim plantar posterior direito, interdigital. Para
0 controle de fidelidade, administrou-se de maneira similar, 30ul de
salina na pata posterior esquerda de cada animal.

24 horas apés o desafio, procedeu-se a leitura da RHR, compa-
rando a espessura das patas posteriores de cada animal, com o auxilio
de um micrometro (Starret, Athol, MA). Os resultados representam a
média de 5-6 animais por grupo -+ erro padrdo, expressos em unidades

'RHR, definida como a diferen¢a de 0,01mm na espessura das patas
direita e esquerda de cada animal.
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Fig. 1 - Protocolo geral da reagiio de hipersensibilidade retardada
a ovalbumina em camundongos.

IMUNIZAGAO DESAFIO LEITURA

PERIODO
DE
—————  TRATAMENTO

Preparaciio das drogas

A solugdo estoque de AZA (Microbiologica-Quimica Farmacéu-
tica (Rio de Janeiro, RJ) foi preparada dissolvendo Smg em 0,03ml de
hidroxido de sodio (0,1%) e 4,97ml de agua bidestilada, corrigindo o
pH para 7.4 e postericimente, foi esterilizada em filtro- milipore, com
I3mm de diametro (Miliporo Co., Shimadzu, Japdo) e preparada no
dia da administracéo.

A soiugdo estoque de CsA foi obtida dissolvendo 25mg de CsA
(0,5ml do frasco-ampola de Sandimmun®, Sandoz, SP) em 1,0ml de
PBS. A droga em solugdo foi filtrada em milipore, com 13mm de dié-
metro ( Miliporo Co., Shimadzu, Japo), antes de ser usada.

As drogas CsA ¢ AZA nos experimentos foram administradas
intraperitonealmente (ip) através da seringa de Hamilton de 50 e 100ul
(Hamilton Co., Nevada, USA). Os animais foram tratados entre os dias
0 e 6, um grupo de animais recebendo 30mg/kg/dia de CsA (Borel,
1989) e outro 0,5 ou 5Smg/kg/dia de AZA (Andrade,1997) de acordo
com o protocolo proposto.
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A analise estatistica

Quando as variaveis foram expressadas como médiaterro pa-
drdo, utilizou-se a analise de varincia (ANCVA) para comparar qua-
tro ou mais animais nos experimentos; uma. vez alcangada a significin-
cia estatistica, utilizou-se o teste t de Bonferroni.

Foi aceito como nivel de significancia 0,05. Para realizar os cal-

culos foi utilizado o programa de informatica Primer of Biostatistics
(10).

RESULTADOS
A aciio imunossupressora da AZA na RHR a OA.

A RHR,z OA foi menror ¢ ¢statisticamente significante em ca-
mundongos do grupo 1V, iratedos com Smg/kg de AZA do que no
grupo I ndo tratado (314 10,84 v 84 = 224, p < 0,05 ). Em relagdo ao
grupo 11, tratado com dgua bidestilada também houve diferenca signifi-
cante, demonstrando a intensa inibigio da RFR a OA pela AZA (3i=
10,84 595,40 £ 3,11, p < 0,05) (Fig, 2)

Os animais do grupo 111, tratados com 0,5mg’ky de AZA apre-
sentaram menor resposta a RHR a QA em relagic aos grupes I e II de
maneira estatisticamente sigrificants (33,40 = 7,44 vs 84 £ 1,00 e
38,40 +£ 7,44 vs 9540 + 311, respectivamente, » < 0.05). Embora a
intensidade da RHR no gmupo de camundongos tratados com
0,5mg/kg/dia ip de AZA (grupo I1i) tenha sido maior do que aquela
observada nos camundongos tratades com Smg/kg/dia ip de AZA
(grupo 1V), a diferenga ndo atingiu significincia estatistica (38,40 +
7,44 vs 31+ 10,84, NS) (Fig. 2).

Em suma, a AZA nas doses de 0,5 e Smg/kg/dia ip inibiu a RHR
a OA em camundongos de forma intensa e estatisticamente significante
em relagdo aos animais no tratados. '
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Fig. 2 - A azatioprina (AZA) inibindo a RHR a OA em
camundongos BALB/c.
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A AZA nas doses de 0.5 e 5 mg/kg/dia ip (grupos ITI ¢ IV) inibiu a RHR a
OA em camundongos de maneira cstatisticamente significante em relagdio ao grupo
controle (grupo 1) ndo tratado e ao grupo de animais tratados com dgua bidestilada

(grupo 11). ‘
Nilo houve diferenga estatistica entre as respostas com as diferentes doses de

AZA, embora a inibigio com 5Smg/kg/dia ip tenha sido maior. Cada coluna repre-
senta a média + EP dos resultados dos diferentes grupos. * ** p<0.05.

A aciio imunossupressora da CsA na RHR a OA.

A RHR a OA foi menor e estatisticamente significante em ca-
mundongos do grupo 11, tratados com 30mg/kg de CsA do que no
grupo I ndo tratado (26,6+ 3,07 vs 57,5+ 13,7, p < 0,05 ). Em relac@o
ao grupo 111, tratado com PBS também houve diferenga significante,
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demonstrando a intensa inibi¢do da RHR a OA peia TsA (26,64 2.07
vs 67,5 + 6,1, p > 0,05) (Fig. 3).

Em suma, a CsA na dose 30mg/kg/dia i+ 1»ibiu a RMR a OA em
camundongos de forma intensa ¢ estatisticamenie significanie em rela-
¢ao aos animais ndo tratados.

Fig. 3 - A ciclosporina A (CsA) inibindo a RHR a2 OA em
camundengos BALB/c.
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A CsA na dose de 30 mg/kg/dia ip (grupo ) inibiu a RHR a OA em
camundongos de maneira estatisticamente significante em relagio ao grupo
controle (grupo 1) ndo tratado e ao grupo de animais tratados com PBS

(grupo I1I). Cada coluna representa a média + Ep dos resu}tados dos diferen-
tes grupos. * p<0,05.

DISCUSSAO
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Os primeiros experimentos descrevendo a RHR foram executa-
dos por Robert Koch (1890), utilizando o bacilo da tuberculose inocu-
lado em cobaias.

A RHR em camundongos passou a ser utilizada a partir de1955,
quando observou-se que a timectomia nestes animais impedia a forma-
¢do de granulomas na RHR ensaiada. O atual de RHR em camundon-
gos, identificando o macrofago, células T, somente foi descrito por
Pritchard e Micklein em 1972, como descrito por Crowle em 1975. A
preferéncia pelo camundongo se deveu ao conhecimento do sistema
LyT 1.2 (antigenos) que corresponde ao complexo Principal de Histo-
compatibilidade humano, inclusive sendo codificado no mesmo cro-
mossoma 6, sugerindo um sistema de controle na reagéo imune da
RHR no camundongo.

As células que participam do fendmeno de RHR sdo as células
apresentadoras de antigenos tidas como profissionais (macrofago, cé-
lula B, células de Langerhans), diferentes tipos de célula T (auxiliares,
supressoras, citotoxicas e especificas para a RHR), células B
(produtoras de imunoglobulinas ou anticorpos, responsaveis pela cito-
toxicidade mediada por anticorpo €/ou complemento) e células natural
killer. A maioria das células participantes da RHR € recrutada inespe-
cificamente ¢ somente 5-15% dos linfécitos na RHR s@o especificos.

A RHR se desenvolve no periodo de 7 a 9 dias, segundo duas
etapas: a imunizagdo e o desafio. Quando o animal € inoculado pela
primeira vez com a OA, causando sensibilizagio de suas células, parti-
cularmente macrofagos e células T, as quais teriam sofrido seleg@o
clonal timica e por isso capazes de identificar imunologicamente a OA.
A fase de imunizagdo do animal estd na dependéncia da natureza da
dose da substincia usada e da via de sua administragdo. O adjuvante de
Freund ¢ utilizado para amplificar a intensidade da imunizago (17).
Mediante a participagdo celular, a RHR podera se encerrar na fase de
imunizagdo precocemente, desde que haja atuagdo das células T su-
pressoras e citotoxicas, eliminando o cleone das células T especificas da
RHR (7). Entretanto, o controle da fase de imuniza¢io parece ser de
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natureza genética através do sistema LyT1.2 (14). A etapa do desafio
¢ realizada, quando a OA usada na imunizagio ¢ administrada na pata
posterior dos animais, provocando uma reagdo inflamatoria, traduzida
por um intumescimento, cuja leitura de sua espessura ¢ feita apos 24
horas. As células especificas da RHR reconhecem a OA, aderem as
células endoteliais dos capilares e emigram dos capilares para encontrar
o antigeno durante algumas horas apos o desafio. As células T e as
células apresentadoras de antigenos secretam citocinas sensibilizando
células endoteliais, facilitando a participagdo e a adesdo de outros lin-
focitos T e células mononucleares, produzindo vasodilatagio. O ma-
crofago ativado produz lesdo tissular, através de enzimas e metabolitos
oxigenados liberados por ele apos processamento da OA (20). Assim,
a intensidade do processo inflamatério da RHR 2 Oa podera ser dimi-
nuida ou atenuada por drogas que interfiram nesta etapa da resposta
imune, simulando o que ocorreria nos episodios de rejeigio de aloen-
xertos de orgdos (renal) e t:ohém em algumas glomerulopatias. O
modelo experimental da RHR a OA permite avaliar ¢ quantificar a res-
posta imune da célula T a imun¢genos (OA), simulando o fenémeno
de rejeigdo aguda e doengas auto-imunes, permitindo o seu use no
estudo do potencial imunossunressor de agentes sintéticos tais como a
AZAeaCsA (4, 11, 15).

Nas séries de experimentos apresentadas, ficou demonsiiado que
as drogas imunossupressoras de eficAcia clinica comprovada, como a
CsA e a AZA inibiram de forma intensa a RHR a OA.

A CsA ¢ uma droga imunossupressora eficaz em uso clinico, uti-
lizada no controle das reacdes de rejeicdo, doenga hospedeiro versus
enxerto e algumas formas de doengas auto-imunes Ela blogueia a res-
posta imune, inibindo a produ¢io da Interleucina-2 pelas células T,
recentemente ativadas, impedindo que esta exerga as suas funcgdes,
impossibilitando a sua proliferagfo, estacionando o seu desenvolvi-
mento a nivel da fase G1b do ciclo de desenvolvimento celular. Por
isso, a CsA atuaria nas fases iniciais da resposta imune, agindo em si-
tios bem definidos na cascata de ativagdo da céiula T(S, 18, i9)
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O mecanismo de a¢do da AZA é do tipo ndo mediado por re-
ceptor, mas sim por incorporagdo falsificada de metabolitos analogos
da purina a nivel das moléculas dos acidos nucleicos dos linfoblastos
em processo de divisdo celular pos-estimulagdo antigénica, causando
uma agdo antimetabolica, inibindo a sintese de acidos nucleicos e novas
purinas, bloqueando a replicagio genética, com inibigdo da proliferagao
celular em sitios tardios da cascata de ativagdo da célula T (2, 5, 18,
19).

Conclusio: na RHR, os macrofagos ativados por linfocinas pro-
venientes de células T previamente ativadas determinam lesdo tissular,
constituindo em um modelo experimental, importante para se estudar a
acio da CsA e da AZA na resposta imune pelo antigeno OA em mo-
delo de RHR.

SUMMARY

The authors describe the steps of a delayed hypersensitivity reac-
tion (DHR) model to albumin egg (AE) antigen, uusing BALB/c mices.
The resulting inflammatory process, meaning the action of cytokines
activated macrophages, from activated T cell, what would able to si-
mulate of allografts, and also in some auto-immune diseases. The in-
tensity of the inflammatory process would allow to avaluate and quan-
tify the immune response mediated by T cell to immunogens (AE), and
by using this model be able to study the action of i immunosuppressive
drugs such as cyclosporin A and azathioprine which inhibit significantly
the DHR to AE.

Key words: immunosuppressive- hypersensitivity- delayed-type.
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