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RESUMO 

 

O veneno de aranha-marrom (Loxosceles sp.) apresenta-se como uma mistura 

complexa de toxina,  capazes de causar  necrose com espalhamento local, intensa 

resposta inflamatória, indução de edema e aumento da permeabilidade vascular in 

vivo. Recentemente, o potencial biotecnológico das toxinas foi explorado através de 

seu uso em análises clínicas, no estudo da resposta inflamatória, como ferramenta 

de pesquisa na biologia celular, como biopesticidas e na imunoterapia, através da 

produção de anti-soro. No presente trabalho, foi investigado se a indução de 

tolerância imunológica à toxina dermonecrótica recombinante (LiRecDT1) e sua 

forma mutada (LiRecDT1 H12A), através de sua administração oral, poderia modular 

as respostas inflamatórias e deletérias causadas pela toxina dermonecrótica. Para 

tal, foi desenvolvido um protocolo para indução de tolerância oral, consistindo na 

administração de 10 µg de LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A três vezes por semana, 

durante três semanas. Camundongos Swiss fêmeas adultas foram posteriormente 

imunizadas, e a indução de tolerância foi confirmada pela diminuição nos níveis de 

anticorpos IgG anti-toxina em relação ao grupo controle, resultado que aponta a 

obtenção de sucesso na indução de tolerância imunológica. Observou-se que 

animais tolerantes a LiRecDT1 H12A apresentaram uma diminuição  no edema 

desenvolvida na pata, causado pela aplicação de 6 µg de LiRecDT1 na superfície 

plantar traseira. Animais tolerizados com LiRecDT1 e  desafiados com 50 µg 

intraperitoneal de toxina dermonecrótica apresentaram maior índice de 

sobrevivência, quando comparados ao grupo controle. Esse efeito não foi observado 

em animais tolerizados com LiRecDT1 H12A. Os dados obtidos no presente trabalho 

sugerem que a indução de tolerância oral à LiRecDT1 H12A é capaz de atenuar o 

desenvolvimento da resposta inflamatória no edema de pata, enquanto a tolerância 

oral a LiRecDT1 foi capaz de aumentar a sobrevivência em animais desafiados com 

LiRecDT1. Os resultados demonstram que as toxinas LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A 

podem ser exploradas como ferramenta na indução e estudo da tolerância oral. A 

geração de células T regulatórias (Tregs) e subsequente participação de citocinas 

imunossupressoras devem estar envolvidas na modulação da resposta imune.  

Palavras-Chave: Toxinas Biológicas, Tolerância Imunológica, Imunoterapia, 

Venenos de Aranha, Aranha Marrom. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Brown-Spider’s venom (Loxosceles sp.) is presented as a complex mixture of toxins, 

able to induce skin necrosis with gravitational spreading, intense inflammatory 

response, edema induction and increase in vascular permeability in vivo. Recently, 

the biotechnological potential of the toxins was explored by its use in clinical test, in 

the study of inflammatory response, as a research tool in cell biology, as a 

biopesticide and in immunotherapy, through the production of antiserum. In this 

context, immunotherapy is broadly spread through the production of vaccines, 

available for the treatment of deleterious reactions developed in accidents. In the 

present work, we investigated if immunological tolerance induction to dermonecrotic 

recombinant toxin (LiRecDT1) and its mutated form (LiRecDT1 H12A), through its 

oral administration, could modulate inflammatory and deleterious responses triggered 

by dermonecrotic toxin. For this purpose, an oral tolerance protocol was designed, 

consisting in the administration of 10 µg of LiRecDT1 and LiRecDT1 H12A three 

times in a week, for three weeks. Adult Swiss mice were further immunized, and oral 

tolerance induction was observed by reduction in serum levels of IgG antibody anti-

toxin when compared with control group. It was observed that mice tolerant to 

LiRecDT1 H12A present a reduction in paw edema, caused by the injection of 6 µg of 

dermonecrotic toxin in plantar surface hind paw. Mice tolerized with LiRecDT1 and 

challenged with 50 µg of dermonecrotic toxin, exhibited higher survival, when 

compared to control group. This effect was not observed in mice tolerized to 

LiRecDT1 H12A. The present findings suggested that oral tolerance induction to 

LiRecDT1 H12A was able to alleviate inflammatory responses triggered by 

dermonecrotic toxin in paw edema and oral tolerance to LiRecDT1 increase 

survivability in challenge. The results shown that LiRecDT1 and LiRecDT1 H12A can 

be explored as a tool in the induction and study of oral tolerance phenomena. The 

generation of T regulatory cells (Tregs) and following involvement of 

immunosuppressive cytokines might take part in the modulation of immune response. 

Keywords: Biological Toxins, Immune Tolerance, Immunotherapy, Spider Venoms, 

Brown Spider. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A tolerância imunológica é o processo pelo qual o sistema imune não 

desenvolve resposta específica a um determinado antígeno. Enquanto a tolerância a 

antígenos próprios desenvolve-se no timo, durante a seleção positiva e negativa de 

clones de linfócitos T, a tolerância a antígenos não-próprios, provenientes do 

ambiente, ocorre nos tecidos linfoides periférico (KOSMRLJ et al., 2009; GORDON e 

MANLEY, 2011). A esse fenômeno denomina-se tolerância oral, a qual é 

frequentemente definida como uma supressão de atividade imunológica local e 

sistêmica, induzida nos tecidos linfoides associados ao intestino (GALT), após sua 

exposição a antígenos contatados inicialmente pela via oral (WEINER et al., 2011). 

Os efeitos da tolerância oral estendem-se desde a respostas in vivo, como na 

hipersensibilidade tardia e na produção de anticorpos, como também a parâmetros 

observados ex vivo, como na proliferação de linfócitos e produção de citocinas 

(FARIA e WEINER, 2005). 

 A indução da tolerância oral inicia-se da seguinte forma: Células 

apresentadoras de antígeno (APCs), residentes na lâmina própria intestinal (LP), 

recebem antígenos da luz intestinal e posteriormente migram para linfonodos 

mesentéricos (mLN), onde apresentam os antígenos para linfócitos T naive, via MHC 

classe II. Na presença de moléculas co-estimulatórias como IL-10 e o fator de 

transformação do crescimento β (TGF-β), células T são diferenciadas a células T 

regulatórias (Tregs), as quais apresentam fenótipo imunossupressor. Tregs podem 

retornar a LP intestinal, onde se encontram em maior frequência, ou atingirem a 

circulação sistêmica, promovendo os efeitos sistêmicos da tolerância oral (PABST e 

MOWAT, 2012).  

 A imunoterapia dirigida a alérgenos específicos é até então a única forma 

curativa para o tratamento de alergias a venenos provenientes da picada de insetos, 

ácaros, pólen ou pelos de animais domésticos. Em diferentes modelos, a 

imunoterapia específica dirigida a alérgenos demonstram-se capazes de suprimir 

células efetoras e inflamatórias, modificar a classe de imunoglobulina secretada 

(reduzir IgE e aumentar IgG4 e IgA) como também reduzir a população de 

mastócitos, basófilos e eosinófilos e a liberação de seus respectivos mediadores no 

tecido. (JUTEL et al., 2006) Enquanto a imunoterapia subcutânea foi extensamente 

explorada, as vias mucosas estão começando a serem consideradas, juntamente 
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com o uso de adjuvantes/vetores, proteínas recombinantes ou fragmentos de 

peptídeos (MASCARELL et al., 2011). O veneno assim como as toxinas da aranha-

marrom (Loxosceles genus) são extensamente estudadas pela característica lesão 

dermonecrótica provocada nos acidentes com a picada da aranha, assim como as 

modificações na homeostasia e lesão renal presente tanto em humanos quanto em 

modelo animal. Com a elucidação da composição do veneno e subsequente 

produção de toxinas recombinantes, foi possível utilizar as toxinas como ferramentas 

em modelos de estudo de inflamação/lesão celular. Nesse contexto, propomos a 

utilização da principal toxina do veneno, a toxina dermonecrótica e a sua respectiva 

forma mutada, na tentativa de induzir tolerância imunológica, caracterizando em qual 

nível a tolerância oral poderia suprimir as respostas causadas pela administração da 

toxina em modelo animal (Capítulo 1).  

Além do estudo com as toxinas, esse trabalho propõe o estudo do evento de 

tolerância oral sob a perspectiva de sistemas complexos. O rápido crescimento da 

teoria dos sistemas complexos trouxe avanços no entendimento dos princípios 

organizacionais que governam a formação e a evolução de redes tecnológicas e 

sociais. Esse conhecimento já está causando impacto na compreensão da biologia 

celular, onde as redes de interações dos componentes moleculares das células 

compartilham propriedades com outros sistemas complexos, como a internet e 

sociedade. Essa inesperada universalidade pode indicar que leis semelhantes 

podem conduzir a maior parte dos fenômenos complexos na natureza (BARABÁSI e 

OLTVAI, 2004). Enquanto a imunologia teve avanços concretos em termos de 

compreender os componentes genéticos, moleculares e celulares presentes no 

fenômeno da tolerância oral (OHKURA et al., 2013; ÁLVAREZ et al., 2013), a rede 

de interações entre esses componentes como as propriedades que emergem 

dessas interações ainda não foi investigada. Com a complexidade de interações no 

fenômeno de tolerância oral entre componentes do sistema imune, microrganismos 

e antígenos provenientes do ambiente, aliados ao microambiente único 

proporcionado no GALT (PEARSON et al., 2012), esperamos compreender o 

significado, a magnitude e importância relativa dessas relações, através da 

perspectiva de sistemas complexos (Capítulo 2).  
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CAPÍTULO 1 

 

MODULAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE FRENTE À INDUÇÃO DE TOLERÂNCIA 

ORAL A TOXINA DERMONECRÓTICA PRESENTE NO VENENO DE Loxosceles 

intermedia. 
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2.1 OBJETIVOS 

 

2.1.1 Objetivo Geral 

- Desenvolver um modelo de tolerância oral em camundongos Swiss utilizando 

as toxinas dermonecróticas de Loxosceles intermedia, LiRecDT1 e 

LiRecDT1H12A, e verificar o potencial de tais toxinas como ferramentas 

biotecnológicas na imunomodulação de respostas imunes 

 

2.1.2 Objetivos Específicos 

- Estabelecer um protocolo para indução de tolerância oral às toxinas LiRecDT1 

e LiRecDT1H12A em camundongos Swiss;  

- Verificar a indução de tolerância oral através da produção de anticorpos 

específicos às toxinas; 

- Investigar a possível atenuação de respostas deletérias induzidas pela toxina 

dermonecrótica LiRecDT1 em camundongos Swiss tolerizados; 
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2.2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.2.1 Sistema Imunológico associado ao Intestino 

 

O maior contato de um organismo com material antigênico ocorre na mucosa 

intestinal. Com uma área próxima a 300 m², a mucosa intestinal recebe 

aproximadamente 30 Kg de proteína por ano, das quais 130-190 g são absorvidas 

diariamente. A microbiota intestinal é uma fonte adicional de estímulo antigênico, 

contendo 1012 microrganismos por grama de fezes (MOOG, 1981; BRANDTZAEG, 

1998). Apesar de toda pressão antigênica, a organização do tecido linfoide 

associado ao intestino (GALT) permite a criação de um microambiente favorável à 

tolerância. Tolerância oral refere-se à indução fisiológica de tolerância que ocorre no 

GALT e mais amplamente em outras superfícies mucosas, como as do trato 

respiratório, após o contato com antígenos solúveis provenientes do ambiente, como 

os antígenos da dieta (WEINER et al., 2011).  

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) por sua morfologia e 

funcionalidade pode ser dividido em dois grupos principais: O GALT organizado, 

composto pelas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos (locais de indução) e o 

GALT difuso, composto pela lâmina própria e linfócitos intraepiteliais (regiões 

efetoras). As placas de Peyer possuem grandes quantidades de linfócitos B, 

linfócitos T, macrófagos e células dendríticas, organizados na forma de folículos de 

células B com áreas intermediárias de linfócitos T. Sua principal característica é o 

epitélio folicular, composto por células M; enterócitos especializados na captura de 

pequenos antígenos solúveis a microrganismos inteiros, direcionando aos tecidos 

linfoides (CASTRO-SÁNCHEZ e MARTÍN-VILLA, 2013; KNOOP et al., 2013).  

Linfonodos mesentéricos (mLN) constituem os maiores linfonodos do corpo 

(Mowat, 2003). Seu desenvolvimento é distinto da placa de peyer e dos demais 

linfonodos periféricos, sendo pouco afetado na falta de fatores necessários para a 

ontogenia desses órgãos, como o fator de necrose tumoral (TNF) e seu respectivo 

receptor (TNFR). Células dendríticas CD103+ e células estromais presentes no mLN 

são capazes de metabolizar vitamina A obtida através da dieta em ácido retinoico 

(RA), importante na síntese de moléculas gut-homing  integrina α4β7 e receptor de 

quimiocina 9 (CCR9), como na geração de células T regulatórias induzíveis 
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(iTregFoxP3+). Essas características tornam o ambiente do mLN único na 

manutenção da tolerância e regulação da resposta imune intestinal (PABST e 

MOWAT, 2012). 

Células linfoides inatas (ILC) possuem um papel central no desenvolvimento 

do tecido linfoide associado ao intestino durante a fase pré-natal. Todos os subtipos 

de ILC dependem da expressão do receptor órfão de ácido retinoico (RORγt), onde 

a falta de RORyt resulta na completa ausência de qualquer forma de GALT. No 

entanto, camundongos deficientes no gene ativador de recombinação (RAG), os 

quais não apresentam linfócitos B e T, desenvolveram estruturas semelhantes 

folículos linfoides isolados (ILF) (PEARSON et al., 2011). Dessa forma, observa-se a 

antiga origem evolutiva e função geneticamente determinada das ILCs. No período 

pós-natal, ILCs respondem rapidamente a microrganismos presentes no intestino, 

através da produção de IL-22, IL-17 ou IL-13, contribuindo futuramente na formação 

e desenvolvimento do GALT. Além de sua função na organogênese, as ILCs podem 

diretamente modificar a resposta adaptativa de células B e T via interação célula-

célula (PEARSON et al., 2011).  

A lâmina própria (LP) é uma camada de tecido conectivo, situada entre o 

tecido epitelial e a muscular da mucosa intestino delgado. É composta tanto por 

células mieloides quanto linfoides (CASTRO-SÁNCHEZ e MARTÍN-VILLA, 2013). A 

grande quantidade de linfócitos T, células dendríticas (DC) e macrófagos 

encontrados na lâmina própria, tornam esse tecido um local adequado para o 

processamento e apresentação de antígenos comensais e proteínas alimentares 

(NUTSCH e HSIEH, 2012). Dentre os leucócitos presentes na lâmina própria, os 

macrófagos encontram-se em maior abundância. Através de sua alta capacidade 

fagocítica, participam no controle de microrganismos e auxiliam na indução de 

tolerância, através da secreção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 (MOWAT, 

2003). Recentemente, identificou-se uma população de células mieloides intestinais 

CX3CR1highCD11b+CD11c+ com funções únicas. Denominadas células Mreg, 

apresentam-se distribuídas na LP, sendo incapazes de promover diferenciação de 

células T, além de inibir a proliferação de células T CD4+ através de contato célula-

célula (KAYAMA e TAKEDA, 2012). Células Mreg também são capazes de inibir a 

proliferação de células TH1/TH17 através de mecanismos envolvendo IL-10/Stat3. A 

administração de células Mreg wild-type em camundongos com mutação em Stat3 

melhorou a inflamação intestinal, indicando que a disfunção de células Mreg pode 
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estar envolvida com a ocorrência de doenças inflamatórias intestinais (KAYAMA & 

TAKEDA, 2012).  

Plasmócitos secretores de IgA representam de 30 a 40% das células 

mononucleares da LP em um intestino saudável (CASTRO-SÁNCHEZ e MARTÍN-

VILLA, 2013). Células B regulatórias (Breg) CD1dhigh regulam a resposta adaptativa 

através da secreção de IL-10, inibindo a ativação de células mieloides intestinais 

(KAYAMA & TAKEDA, 2012). Linfócitos T presentes na LP são em maior parte CD4+ 

(60-70%), onde 10% expressam CD25. Linfócitos T CD4+ desempenham um papel 

importante na regulação da resposta imunológica a antígenos provenientes da dieta. 

Através da secreção de citocinas como IL-10 e TGF-β, suprimem a resposta 

TH1/TH2/TH17 (WEINER et al, 2011).  

 

2.2.2 Tolerância Oral 

 

Tolerância oral é o estado de anergia local e sistêmica, induzido pela 

administração oral de antígenos inócuos, como proteínas provenientes da dieta 

(PABST e MOWAT, 2012). Desde as primeiras décadas do século passado, têm-se 

demonstrado que a ingestão de proteínas imunogênicas é capaz de reduzir reações 

imunológicas específicas após subsequente imunização (WELLS, 1911). 

 O fenômeno de Tolerância oral foi extensivamente demonstrado em 

roedores, utilizando proteínas purificadas, antígenos celulares e haptenos, sendo 

também demonstrada em humanos (FUENTES-APARICIO et al., 2012; ESCH et al., 

2011). Embora na presença do baixo pH intestinal e enzimas proteolíticas na porção 

superior do TGI, alguns componentes imunogênicos são resistentes a degradação e 

adentram o lúmen intestinal. Antígenos administrados oralmente foram detectados 

no epitélio intestinal e na LP minutos após administração (GOUBIER et al., 2008). 

CHIRDO  et al. (2005) observaram células dendríticas CD11c+ carregadas de 

antígeno na LP, entre 30 a 60 minutos após a administração oral desse antígeno. 

Células dendríticas (DCs) presentes nos linfonodos cervicais são capazes de induzir 

células T regulatórias (Tregs).  Linfonodos cervicais que drenam da cavidade oral 

apresentaram maior frequência de Tregs FoxP3+ e CD4+ RORγt+ em relação aos 

demais linfonodos (YAMAZAKI et al., 2012). 

 A natureza antigênica determina a forma como DCs acessam esse material 

da luz intestinal para a LP (Figura 1 A). Moléculas de baixo peso molecular como 
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haptenos e polipeptídeos, podem atravessar diretamente o epitélio por difusão 

através de poros nas junções oclusivas que conectam células epiteliais (PABST e 

MOWAT, 2012). Complexos moleculares podem sofrer transcitose através de 

enterócitos que podem expressar o complexo principal de histocompatibilidade 

classe II (MHC II), fornecendo antígenos a DCs via formação de exossomos 

(MÉNARD et al., 2010).  Exossomos são formados quando endossomos, contendo 

proteínas parcialmente degradadas, se fundem a compartimentos de MHC II 

(MIRON e CRISTEA, 2011). Além disso, enterócitos humanos expressam o receptor 

neonatal Fc (FcRn), facilitando a recirculação de IgG complexada a antígenos 

intestinais (MIRON e CRISTEA, 2011). Macrófagos que expressam o receptor de 

quimiocina CX3CR1 também são capazes de apresentar antígenos da luz intestinal 

através de extensão celular, não alterando a integridade do epitélio (PABST e 

MOWAT, 2012). O retro-transporte de complexos sIgA-vírus/bactérias por células M 

demonstrou-se benéfico na indução de resposta imune protetora. No entanto, o 

transporte de peptídeos intactos de gliadina via expressão ectópica do receptor para 

IgA (CD71) nos enterócitos, contribui para a ativação anormal de células T, 

caracterizada na doença celíaca (CD) (MÉNARD et al., 2010). 

 Macrófagos, enterócitos e células dendríticas secretam TGF-β, onde na 

ausência de IL-6, induzem a geração de TregFoxP3+. TGF-β participa na 

manutenção da expressão de FoxP3 em linfócitos CD4+CD25+  Tregs, além de 

suprimir células T efetoras in vitro e in vivo (GILBERT et al., 2011). A principal 

população de células dendríticas (DC) envolvidas na geração de Tregs expressam a 

integrina αEβ7 (CD103). Essas células migram da LP para os linfonodos 

mesentéricos (mLN), onde possuem a habilidade única de induzir a expressão de 

moléculas gut-homing em linfócitos T e participam na geração de células T 

regulatórias FoxP3+(iTregFoxP3+) (GROUX et al., 2004; JAENSSON et al., 2008; 

WEINER et al., 2011) (Figura 1 B). Essas propriedades das DCs CD103+ está 

relacionada a expressão da enzima Retinal-desidrogenase (RALDH2), possibilitando 

a conversão de vitamina A para ácido retinoico (RA) (HALL et al., 2011). RA é 

suficiente para induzir moléculas gut-homing CCR9 e a integrina α4β7  em células T 

e atuar como um cofator na conversão de naiveCD4+ a Treg mediada por TGF-β 

(PABST e MOWAT, 2012). Além das DCs CD103+, o microambiente presente no 

mLN auxilia na geração de Tregs. Células do estroma do mLN produzem RA através 
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da  expressão de  RALDH1, RALDH2 e RALDH3, sendo indispensáveis na indução 

de tolerância oral (MOLENAAR et al., 2009; BUETNNER  et al., 2010).  

 Tregs geradas no mLN retornam a LP via CCR9 e a integrina α4β7 onde 

passam por expansão secundária mediada por macrófagos e DCs CD11b+ , através 

da secreção de IL-10. Células Tregs podem estimular DCs CD11b+ a secretarem IL-

27, a qual aumenta a produção de IL-10 por células T regulatórias tipo 1 (Tr1) 

(AWASTHI et al., 2007). Tregs atingem a circulação sistêmica, saindo do mLN para 

linfonodos periféricos, seguindo o ducto torácico (MOWAT, 2003). PARK et al. 

(2012) identificou uma população de células dendríticas IDO+CD11b+ presentes no 

baço, como as responsáveis pelos efeitos sistêmicos da tolerância oral. Sugere-se 

que Tregs, induzidas no mLN, migrem para o baço e induzam a expressão de 

Indolamina 2,3 Dioxigenase (IDO) em DCs através da ligação do antígeno 4 

associado ao linfócito T citotóxico (CTLA-4) ao receptor B7.  

 

2.2.3 Células T regulatórias 

 

Células T regulatórias exercem suas funções supressoras por diversos 

mecanismos. Tregs podem inibir células T efetoras através da produção de 

adenosina supressora ou transferência direta de cAMP para essas células (BOPP et 

al., 2007). Tregs inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias em células T 

efetoras através da inibição da sinalização por Ca2+ e consequente redução na 

ativação do fator nuclear κB (NF- κB) e o fator nuclear de células T ativadas (NFAT) 

(LI et al., 2010). Além da produção de citocinas imunossupressoras como IL-10, 

TGF-β e IL-35, Tregs suprimem células T efetoras através do consumo de IL-2, ou 

induzem morte celular via granzima e perforina (SCHMIDT et al., 2012). De maneira 

indireta, Tregs diminuem a ativação de células T efetoras através da diminuição na 

expressão de moléculas co-estimulatórias (CD80,CD86) em células apresentadoras 

de antígeno, via CTLA-4 (SCHMIDT et al., 2012). 

Além de CD4+CD25+FoxP3+, outras classes de Tregs são ativadas frente a 

administração de antígenos inócuos por via oral. Estas incluem Tregs naturais 

geradas no timo (nTreg CD25+FoxP3+), células T regulatórias tipo 1 (Tr1), 

dependentes de IL-10, Th3 LAP+ dependentes de TGF-β, CD8+ Tregs e Bregs 

(WEINER  et al., 2011; BERTHELOT et al., 2012). Células Tr1 promovem e mantém 

o estado de tolerância através da secreção de IL-10 e destruição de células 
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apresentadoras de antígeno (APC) via Granzima B. Expressam em sua superfície 

CD49b e o gene ativador de linfócito 3 (LAG-3) (GAGLIANI et al., 2013). Células TH3 

apresentam um pro-peptídeo associado por ligação não-covalente ao domínio 

amino-terminal do TGF-β, formando um complexo latente de TGF-β (LAP). Células 

TH3 permanecem em compartimento imune periférico, sendo ativadas via sinalização 

de TCR no intestino por antígenos orais. Demais Tregs como nTreg, CD8+Tregs e 

CD4+CD25+FoxP3+ podem ser LAP+ (WEINER et al., 2011). Os subtipos de Breg são 

semelhantes aos de Treg; Br1 expressam IL-10, Br3 expressam TGF-β e células 

BFoxP3+ expressam ambas as citocinas. A ativação de Bregs é dependente de 

receptores toll-like, podendo ser ativadas e agirem antes que Tregs, auxiliando em 

seu recrutamento e desaparecendo quando Tregs se tornam funcionais 

(BERTHELOT et al., 2012).CD8+Tregs são induzidas na tolerância oral e suprimem a 

resposta imune TH1/TH17. Linfócitos CD8+Tregs auxiliam na produção de IgA por 

linfócitos B locais, e demostram ter um papel auxiliar na tolerância a antígenos 

comensais (CASTRO-SÁNCHEZ e MARTÍN-VILLA, 2013). Embora estejam 

envolvidas na tolerância oral, estudos apontam que não são essenciais para a 

indução de tolerância oral a baixas doses de antígeno (ZHANG et al., 2009).  
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Figura 1. Mecanismos de captação de antígeno e geração de células T regulatórias. Células 
dendríticas CD103

+
 desempenham um papel fundamental na apresentação de antígenos e na 

indução de tolerância. (A) Essas células podem adquirir antígenos que tenham passado pelas 
junções oclusivas (I) ou por via transcelular (II). Exossomos contendo antígenos derivados de MHC 
classe II são captados por DCs CD103

+
 (III). Macrófagos CX3CR1

high
 captam antígenos luminais por 

processos de extensão celular e entregam a DCs CD103
+
 (IV). IgG secretada por plasmócitos pode 

sofrer retro transporte via receptor neonatal Fc (FcRn) e amostrar antígenos da luz intestinal para 
DCs CD103

+
 (V). Células caliciformes também participam na captação de antígenos intestinais (VI). 

(B) DCs CD103
+
 migram para o linfonodo mesentérico (mLN) onde participam na geração de células 

T regulatórias (Tregs). Ácido retinoico (RA) é secretado por DCs CD103
+
 e células do estroma do 

mLN, necessário na síntese da integrina α4β7 e do receptor de quimiocina 9 (CCR9). TGF-β 
secretado por DCs CD103

+
 participa na geração e manutenção de linfócitos TH3, iTregFoxP3

+
 e 

nTregs. iTregFoxP3
+
 induzem a secreção de IL-27 por células CD11c

+
, a qual promove a expansão 

de células produtoras de IL-10 (Tr1). Células Tregs inibem a ativação de células TH1 e TH17, 
mantendo um microambiente tolerogênico na lâmina própria e linfonodos mesentéricos. 

 

 

A 

B 
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2.2.4 Toxinas Dermonecróticas 

 

 Aranhas do gênero Loxosceles encontram-se em todos os continentes, 

apresentando maior distribuição no ocidente, particularmente em regiões urbanas da 

América do Sul (SWANSON e VETTER, 2006). Existem aproximadamente 34 

espécies de Loxosceles no continente sul-americano, destacando-se Loxosceles 

intermedia e Loxosceles gaucho, Loxosceles laeta no Brasil. A relação entre picada 

de aranha e dermonecrose foi primeiramente levantada no final do século XIX, e no 

início do século XX essa relação foi feita para aranhas do gênero Loxosceles 

especificamente. Apenas na metade do século XX foi determinada a etiologia da 

dermonecrose, apontando-se para o veneno de Loxosceles spp como o responsável 

(SWANSON e VETTER, 2006).  

 Acidentes envolvendo a picada de aranhas Loxosceles geralmente 

manifestam-se através de reação inflamatória local com espraiamento gravitacional, 

formação de edema, eritema, aumento de infiltrado leucocitário, liberação de 

mediadores inflamatórios e dermonecrose (Barbaro et al., 2010). A nível sistêmico, 

pode ser observado febre, êmese, desordens na hemostasia, como formação de 

agregado plaquetário, trombocitopenia, hemólise, citotoxicidade  em células 

endoteliais e nefrotoxicidade (KUSMA et al., 2008; PALUDO et al., 2009; CHAIM et 

al. 2011).  

 Posteriormente, a composição do veneno foi elucidada como uma complexa 

mistura de compostos biologicamente ativos, principalmente proteínas e peptídeos 

com ação tóxica ou enzimática (GREMSKI et al. , 2010). Já foram descritas enzimas 

como fosfatase alcalina, ribonucleiotídeo fosfohidrolase, peptídeos com atividade 

inseticida, hialuronidases, serinoproteases, metaloproteases e fosfolipases-D, as 

quais se destacam como o grupo bioquímico mais bem caracterizado e principal 

contribuinte dos efeitos tóxicos do veneno (HASH e HODGSON, 2002; PALUDO et 

al., 2009; CHAIM et al., 2011).  

Toxinas presentes no veneno de aranha-marrom difundiram-se no meio 

científico e tecnológico através de sua extensa aplicação biotecnológica. A primeira 

aplicação foi denominada ARACHnase, sendo empregado como controle positivo 

para anticoagulante lúpico (SENFF-RIBEIRO et al., 2008). Além do tratamento anti-

soro, obtido em animais imunizados para tratar acidentes causados pela picada de 
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aranha-marrom, demais empregos para as toxinas incluem o potencial de atuarem 

como agentes biopesticidas e como ferramentas nos estudos de citotoxicidade, 

destacando-se as hialuronidases e toxinas dermonecróticas presentes no veneno 

(SENFF-RIBEIRO et al., 2008). 

As toxinas dermonecróticas são compostas por uma complexa família de 

proteínas com massa molecular semelhante, sendo já identificadas 7 isoformas com 

atividade fosfolipásica e dermonecrótica (VUITIKA et al., 2013). Essas toxinas foram 

obtidas por meio de DNA recombinante, empregando bibliotecas de cDNA montadas 

a partir da glândula da aranha da espécie Loxosceles intermedia.  Em particular, a 

toxina dermonecrótica recombinante (LiRecDT1) apresenta estrutura tridimensional 

e atividade análoga a toxina dermonecrótica selvagem (RIBEIRO et al., 2007). Uma 

mutação sítio dirigida (substituição de histidina por alanina na posição 12) à 

LiRecDT1 leva a drástica diminuição de sua atividade fosfolipásica, embora a 

estrutura tridimensional mantenha-se preservada (CHAIM et al., 2011; ULLAH et al., 

2011). A maior parte dos efeitos tóxicos causados pelo veneno da aranha-marrom 

pode ser reproduzida experimentalmente através das toxinas dermonecróticas 

(CHAIM et al., 2011). 

  

 

2.2.5 Imunoterapia e Imunomodulação em mucosas 

 

  A utilização da via oral na administração de autoantígenos, alérgenos e 

antígenos de vacina demonstra-se uma estratégia promissora no tratamento de 

desordens imunológicas e doenças infecciosas. A administração em camundongos 

NOD de pro-insulina bioencapsulada em células vegetais levou a indução de 

tolerância, diminuição na insulite e incidência de DM tipo I. De maneira preventiva, o 

tratamento oral com antígenos da cólera (CTB), peste e malária promoveu o 

desenvolvimento de resposta imune protetora, com aumento da sobrevivência de 

camundongos desafiados com Yersinia pestis, aumento na retenção de água no 

intestino na cólera e inibição do parasita em camundongos infectados com malária 

(KWON et al., 2013). Em modelo de lesão miocárdica induzida por isoproterenol, a 

introdução prévia de homogenato de proteínas cardíacas por via oral promoveu a 

diminuição na produção de citocinas inflamatórias no tecido cardíaco, com 

subsequente menor infiltrado linfocitário e fibrose tecidual (RAMOS et al., 2012). A 
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administração oral do veneno da cobra cascavel (Crotalus durissus terrificus) 

promoveu efeito antinociceptivo em modelo animal, porém o mecanismo envolvido 

não era dependente da geração de células T regulatórias. A via oral foi priorizada no 

estudo, pois não provocava os efeitos tóxicos do veneno (BRIGATTE et al., 2002).  

 A utilização de peptídeos sintéticos derivados de alérgenos da abelha (Apis 

melífera) em pacientes hipersensitivos ao veneno levou a anergia de células T após 

80 dias, com diminuição nos níveis de IgE específica, aumento em IgG4 sérica e 

aumento na secreção das citocinas IL-10 e IFN-γ (FELLRATH et al., 2002). 

Enquanto a imunoterapia subcutânea foi extensamente explorada, vias mucosas 

estão começando a serem consideradas, juntamente com o uso de 

adjuvantes/vetores, proteínas recombinantes ou fragmentos de peptídeos 

(MASCARELL et al., 2011). WINKLER  et al. (2003) induziram tolerância imunológica 

em modelo de alergia ao veneno de vespa (Vespula vulgaris), através da 

administração via intranasal de Ves v 5, principal alérgeno encontrado no veneno, 

produzido de forma recombinante. Juntamente com uma inibição nas respostas Th2, 

encontrou níveis elevados de TGF-β e IL-10. 

Com base no que foi exposto, pretendemos avaliar o potencial das toxinas 

dermonecróticas recombinantes LiRecDT1 e sua forma mutada LiRecDT1 H12A na 

indução de tolerância oral e seu papel na modulação das respostas inflamatórias 

desencadeadas pela toxina em modelo animal. Há poucos relatos na literatura da 

utilização de toxinas de animais peçonhentos na imunomodulação, sendo que não 

há, até o momento da confecção desse trabalho, trabalhos utilizando 

especificamente as toxinas de aracnídeos.  

 

2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.3.1 Animais 

Camundongos Swiss adultos, fêmeas, pesando aproximadamente 30 a 35 g, 

foram obtidos do biotério da Universidade Pontifícia Católica do Paraná (PUC-PR) e 

mantidos no Biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa para realização dos 

experimentos com água e alimentação ad libitum. Todos os experimentos realizados 
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em animais foram aprovados pelo comitê de ética e experimentação animal, número 

03433/2012, da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). 

 

2.3.2 Toxinas 

A clonagem, expressão, purificação e atividade fosfolipásica da toxina 

dermonecrótica recombinante (LiRecDT1) e sua forma mutada (LiRecDT1 H12A) 

foram realizadas no Laboratório de Matriz Extracelular e Biotecnologia de venenos 

da Universidade Federal do Paraná (UFPR), como descrito por Kusma et al. (2008) e 

VUITIKA et al. (2013). O envio de tais toxinas para a UEPG e a sua utilização nesse 

projeto estão de acordo com Convênio firmado entre a UEPG e a UFPR segundo 

publicação em diário oficial da União (14 de setembro de 2012, no. 179, seção 3, 

página 78). 

 

2.3.3 Indução de tolerância oral à LiRecDT1 e LiRecDT1 H12  

 Camundongos foram previamente divididos em três grupos: controle, 

LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A. Todos os animais foram tratados três vezes por 

semana, durante três semanas. Animais do grupo LiRecDT1 receberam a toxina 

dermonecrótica via gavagem nas concentrações de 1, 5 e 10 µg, por tratamento. O 

mesmo protocolo foi utilizado para o grupo LiRecDT1 H12A o qual recebeu a toxina 

mutada. O grupo controle recebeu solução salina tamponada (PBS), também veículo 

das toxinas. Posteriormente, todos os grupos foram imunizados via subcutânea com 

10 µg de LiRecDT1 H12A em óleo mineral e  submetidos a um reforço 14 dias 

depois. Após uma semana, amostras de sangue foram coletadas via incisão na veia 

caudal (Figura 2). Os níveis de anticorpos Anti-LiRecDT1 H12A foram comparados 

entre os grupos tratados com toxina dermonecrótica, toxina mutada e controle. 

Indução de tolerância oral foi avaliada pela diminuição nos níveis plasmáticos de IgG 

anti-LiRecDT1 H12A em relação ao grupo controle. 
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Figura 2. Protocolo de tolerância oral. Esquema da administração das toxinas por via oral, imunização 
e reforço encontram-se detalhados previamente. Animais foram submetidos ao edema de pata e o 
sangue foi coletado previamente para obtenção de soro pré-imune, e posteriormente para a análise 
de anticorpos específicos.  

 

2.3.4  Quantificação  de anticorpos anti-LiRecDT1 H12A por ELISA 

O título de anticorpos específicos anti-LiRecDT1 H12A foi determinado 

através de ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA) em placa de 

microtitulação Costar® de 96 poços. Placas foram previamente sensibilizadas com 

100 µL do antígeno (LiRecDT1 H12A) na concentração de 10 µg/mL e deixadas 

durante a noite a 4ºC. Após a lavagem, as placas foram bloqueadas por 2 horas a 

37ºC com 200 µL de solução PBS/BSA 1%. Amostras de soro foram diluídas 1:2000 

em PBS/BSA 1% e incubadas em câmara úmida por 2 horas a temperatura 

ambiente. Anticorpo  anti-mouse IgG conjugado com peroxidase (SIGMA®) foi 

incubado na diluição de 1:3000 e incubado por 2 horas seguindo instruções do 

fabricante. Desenvolvimento de cor ocorreu através da adição de O-Fenilenodiamina 

(OPD) em tampão citrato e 2 µL/mL de H2O2 30% em câmara escura por 5 minutos. 

Reação foi interrompida pela adição de 100 µL de H2SO4 a 1M. Absorbância foi 

medida a 490nm através de leitor de microplaca Biotek® (Biosystems, EUA), sendo 

os níveis de anticorpos expressos em valores de densidade óptica (OD) após 

subtração dos valores basais do soro pré-imune respectivo a cada camundongo. 

 

2.3.5 Edema de pata induzido por LiRecDT1 

Camundongos adultos foram tratados previamente com toxina dermonecrótica 

(LiRecDT1) e toxina mutada (LiRecDT1 H12A) para indução de tolerância oral 
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(Fig.2). Ao término do protocolo (22º dia), camundongos foram injetados 

subcutaneamente com 6 µg (13 µL) de LiRecDT1 na superfície plantar da pata 

traseira esquerda. Como controle, foi injetado o mesmo volume (13 µL) de veículo 

(PBS) na pata direita traseira de cada animal. Com o pico do edema em 10 minutos 

(PALUDO, et al., 2009), a espessura  da pata traseira esquerda e direita foi 

mensurado utilizando micrômetro digital, sendo o edema causado pela toxina 

expresso pela diferença do diâmetro da pata traseira esquerda em relação à direita 

em milímetros.  

 

2.3.6 Ensaio de Mortalidade 

Para o estudo da mortalidade, camundongos adultos foram submetidos ao 

protocolo de tolerância oral (Fig.2). No 22º dia, animais foram desafiados com 50 µg, 

via intraperitoneal, de LiRecDT1, dose responsável por 100% da mortalidade de 

camundongos Swiss em 24 horas (KUSMA et al., 2008). Camundongos foram 

observados nos tempos de 8, 16, 24 e 48 horas após administração, sendo a 

sobrevivência avaliada a cada 4 horas. 

 

2.3.7 Western Blot 

  Toxina dermonecrótica recombinante (LiRecDT1) foi misturada em tampão 

(200mM Tris, 2,75mM β-mercaptoetanol, 50% glicerol, 2% SDS e 0,04% azul de 

bromofenol) e fervida por 5 minutos. Alíquotas contendo 10 µg da proteína foram 

resolvidas em gel de poliacrilamida 12,5% e transferidas para membrana de 

nitrocelulose. Membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em tampão 

Tris contendo Tween 20 0,05%. A membrana bloqueada foi dividida em tiras e cada 

tira foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente com um pool do soro de 

camundongos pré-imunes do grupo controle, pool de soro de animais tolerizados 

com toxina dermonecrótica recombinante LiRecDT1 e pool do soro de animais 

tolerizados com a toxina dermonecrótica recombinante mutada (LiRecDT1H12A) na 

diluição 1:1000. Como controle positivo da reação, foi utilizado soro hiperimune 

(imunizados com LiRecDT1) (1:10000) de camundongos imunizados com a toxina 

LiRecDT1. As membranas foram posteriormente incubadas com anticorpo 
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secundário anti-mouse IgG conjugado a horseradish peroxidase (1:3000) por 1 hora 

a temperatura ambiente. Reação foi detectada por autorradiografia 

quimioluminescente, utilizando como substrato para a enzima peroxidase uma 

solução contendo H2O2 e Luminol.  

 

2.3.8 Análise Histológica 

 Seções histológicas do intestino delgado foram obtidas de grupo controle, 

imunizados com LiRecDT1 H12A, tolerizados com LiRecDT1 e tolerizados com 

LiRecDT1 H12A. Seções do duodeno e jejuno proximal foram coletados e fixados 

em fixador ALFAC (85% de álcool 80%, 5% de ácido acético glacial e 10% de 

formol) por 16 horas. A seguir, foi feita a desidratação do tecido através de banhos 

consecutivos de álcool absoluto e diafanizados com xilol. Os tecidos foram então 

incluídos em parafina, preparando-se lâminas histológicas em secção transversal (5 

µm) para análise. Lâminas coradas com hematoxilina e eosina foram examinadas 

por microscopia óptica e imagens foram capturadas utilizando microscópio Olympus 

com câmera digital acoplada (DP21). A integridade do epitélio intestinal e lâmina 

própria da mucosa, submucosa intestinal e agregado linfocitário (fora dos centros 

germinativos) foram analisados.  

 

2.3.9 Análise estatística 

Resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (S. E. M), 

analisados por análise de variância de uma via ou duas vias (ANOVA), seguido de 

pós-teste de Bonferroni. Análise de sobrevivência foi feita através do teste de 

Mantel-cox. Diferença estatisticamente significativa foi considerada para p<0,05. 

Adicionalmente, p<0,01 e p<0,001 foram indicados por símbolos duplos (**) e triplos 

(***) respectivamente. Análise estatística foi realizada no software GraphPad Prism 5 

(San Diego, CA, USA).  
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2.4 RESULTADOS  

 

2.4.1 Administração oral da toxina dermonecrótica levou a diminuição nos níveis de 

IgG anti-toxina dermonecrótica em camundongos imunizados  

Para observar a indução de tolerância oral às toxinas recombinantes, 

camundongos receberam por gavagem 1, 5 e 10 µg da toxina dermonecrótica e 

toxina dermonecrótica mutada, três dias na semana por três semanas. No início do 

dia 22, camundongos foram imunizados subcutaneamente (s.c) com 10 µg da toxina 

dermonecrótica mutada em óleo mineral e 14 dias após, animais receberam o 

reforço. Camundongos que não foram pré-tratados oralmente com as toxinas foram 

considerados como grupo imunizado. Níveis séricos de anticorpos IgG específicos 

(anti-toxina LiRecDT1 H12A) foram mensurados para avaliar a indução de 

tolerância. Animais que foram tolerizados com a toxina dermonecrótica e toxina 

mutada na concentração de 1 e 5 µg, não apresentaram diminuição nos níveis 

específicos de IgG de forma estatisticamente significativa quando comparados a 

animais controle (Fig. 3A e 3B) apesar de uma tendência ter sido observada. 

Camundongos que receberam 10 µg da toxina dermonecrótica e dermonecrótica 

mutada apresentaram diminuição significativa nos níveis de IgG específica quando 

comparado aos animais imunizados (Fig. 3C).  
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Figura 3. Indução de tolerância oral à toxina dermonecrótica e toxina mutada. Os níveis de anticorpos 
anti-LiRecDT1 H12A foram comparados entre os animais tolerizados com as toxinas e o grupo 
controle. Não foi possível induzir tolerância oral nas doses de 1 e 5 µg (A e B) da toxina 
dermonecrótica e toxina mutada. Animais que receberam 10 µg de toxina dermonecrótica 
recombinante e toxina mutada apresentaram diminuição significativa nos níveis de anticorpos IgG 
específicos (C). Análise estatística: ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Bonferroni. Barras 
representam média ± S.E.M no título de anticorpos IgG específicos. *p < 0,05 em relação ao controle. 
n: 12. 

 

Para verificar se a administração oral das toxinas poderia estar levando a 

produção de anticorpos IgG específicos, o soro pré-imune foi obtido após a 

tolerização e previamente a primeira imunização, sendo então mensurados os níveis 

de IgG sérica. Como controle positivo para a reação, soro dos camundongos 

imunizados e não tolerizados foram utilizados. Como controle negativo, soro de 
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animais naive (tratados oralmente com PBS) foi utilizado. Não foram observados 

níveis de IgG específico no soro de animais pré-imune (Fig. 4 A e B). Esses dados 

confirmam o status de tolerância dos camundongos que receberam previamente a 

toxina dermonecrótica em sua forma ativa e mutada, por via oral. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Avaliação dos níveis de anticorpos IgG específicos em soro pré-imune de animais 
tolerizados com a toxina dermonecrótica (LiRecDT1) e dermonecrótica mutada (LiRecDT1H12A). 
Animais que receberam toxina dermonecrótica e toxina mutada por via oral não apresentaram 
anticorpos IgG específicos em soro pré-imune. Presença de anticorpos IgG específicos determinados 
por ELISA (A) e Western Blot (B). Controle 2º. – membrana/placa incubadas com o anticorpo 
secundário apenas (1:3000), Hipermimune – membrana/placa incubadas com soro de animais 
hiperimunes (1:10000), Naive – membrana/placa incubada com pool do soro de animais tratados com 
administração oral de PBS, LiRecDT1 e LiRecDT1H12A- membrana/placa tratadas com soro de 
animais tolerizados (1:1000) com as respectivas toxinas por via oral. n: 12 

 

2.4.2 Redução no edema de pata induzido pela toxina dermonecrótica em 

camundongos tolerantes.  

A injeção subcutânea da toxina dermonecrótica recombinante leva a um 

edema de pata em uma forma dose-dependente, começando 5 minutos após a 

administração da toxina e atingindo o seu pico em 10 minutos, estando ausente 

após 12 horas (PALUDO, et al., 2009). Animais foram submetidos ao protocolo de 

tolerância oral e receberam via subcutânea 6 µg de LiRecDT1 na superfície plantar 
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da pata traseira esquerda. A pata traseira direita foi injetada com volume equivalente 

de PBS, como controle. Após 10 minutos, a espessura  da pata traseira esquerda e 

direita por mensurado por micrômetro digital, e o aumento  da pata foi calculado pela 

diferença entre as leituras da pata traseira esquerda em relação à pata controle. 

Camundongos tratados por via oral com as toxinas nas concentrações de 1 µg e 5 

µg não apresentaram diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo 

controle (Fig. 5A; Fig. 5B). Animais tolerizados com 10 µg da toxina mutada 

(LiRecDT1 H12A) apresentaram uma acentuada diminuição no edema causado pela 

toxina dermonecrótica. No entanto, camundongos tolerizados com a toxina 

dermonecrótica LiRecDT1 tiveram um aumento no diâmetro da pata (Fig. 5C), 

mesmo estando efetivamente tolerantes à toxina (Fig. 3). 
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Figura 5. Edema de pata pela injeção subcutânea de 6 µg de LiRecDT1. Edema foi calculado pela 
diferença do diâmetro da pata esquerda injetada com toxina dermonecrótica em relação à pata direita 
injetada com volume equivalente de PBS. Camundongos tolerizados à toxina mutada nas 
concentrações de 1 µg e 5 µg não apresentaram diferença significativa no edema de pata causado 
pela toxina dermonecrótica em relação ao controle (A,B).  Camundongos que foram tolerizados com 
toxina dermonecrótica mutada apresentaram uma diminuição no edema quando comparado ao grupo 
controle e toxina dermonecrótica (C). Análise estatística: ANOVA de uma via seguido de pós-teste de 
Bonferroni. Barras representam média ± S.E.M. * indica p<0,05, ** indica p<0,01 em relação ao 
controle e # indica p<0,001 em relação ao grupo tolerizado com toxina mutada.  

 

2.4.3 Aumento da sobrevivência de camundongos tolerizados frente a desafio com 

toxina dermonecrótica 

 Sabe-se que a administração de altas doses da toxina dermonecrótica 

leva a mortalidade de camundongos Swiss, caracterizada principalmente por oligúria 

e falência renal aguda. KUSMA et. al (2008) demonstrou que a administração 

intraperitoneal (i.p.) de 50 µg de LiRecDt1 levava a 100% de mortalidade em 24 

horas, enquanto que a forma mutada (LirecDT1 H12A) não causava a morte dos 

animais. Para avaliar os efeitos da tolerância oral na sobrevivência frente a desafio, 

animais foram submetidos ao protocolo de tolerância oral (Fig.6) na dose de 10 µg 

para ambas as toxinas. Grupo controle recebeu PBS. Dois dias após o término do 

protocolo, animais receberam 50 µg de LiRecDT1 i.p. e foram observados em 

intervalos de 4 h, por 24 h, posteriormente em 48 e 72 h. Camundongos tolerizados 

com a toxina LiRecDT1  apresentaram maior sobrevivência, com 60% dos animais 

vivos em 24 h, enquanto o grupo controle apresentou 20% no mesmo período. Ao 

término do experimento, em 72 h, 40% dos camundongos tolerizados com a toxina 
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dermonecrótica recombinante permaneceram vivos, contra 7% do controle (Fig. 6 A). 

Animais tolerizados com a toxina mutada não apresentaram diferença na taxa de 

sobrevivência quanto comparada ao controle (Fig. 6 B). 
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Figura 6. Avaliação da mortalidade dos camundongos expostos a 50 µg (ip) de toxina dermonecrótica. 
Animais foram submetidos ao protocolo de tolerância oral (Fig. 1) e desafiados com a toxina 
LiRecDT1. (A) Animais do grupo LiRecDT1 apresentaram menor taxa de mortalidade em relação ao 
controle. (B) Não houve diferença na sobrevivência dos camundongos tolerizados com a toxina 
mutada (LiRecDT1 H12A). Análise estatística: log-rank Mantel-cox teste. * indica p<0,05 em relação 
ao controle.   

 

2.4.4 Ausência de lesão tecidual e inflamação no epitélio intestinal de animais 

tolerizados com as toxinas 

 Seções do duodeno e jejuno proximal do grupo controle, imunizado e 

tolerizado com LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A foram obtidas conforme descrito 

previamente. Lâminas coradas por H&E foram observadas em aumento de 400x e 

1000x por dois pesquisadores independentes, avaliando a integridade do epitélio e 
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lâmina própria intestinal. Não foram observadas alterações nos grupos estudados. 

Embora a LiRecDT1 provoque lesão celular e inflamação quando administrada via 

s.c e i.p, sua administração oral não provocou alterações no epitélio intestinal de 

camundongos nas concentrações utilizadas nesse estudo. 
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Figura 7. Análise da morfologia do epitélio e lâmina própria intestinal. Camundongos submetidos ao 
protocolo de tolerância oral (Fig. 2) foram sacrificados dois dias após o término do protocolo, sendo a 
porção do duodeno e jejuno proximal coletada para análise histológica. Lâminas foram coradas em 
H&E e analisadas em microscopia óptica. (1A, 2A, 3A) Grupo controle (Naive) em aumento de 400x. 
(1B, 2B, 3B) Grupo controle em aumento de 1000x. (4A, 5A, 6A) Grupo imunizado com LiRecDT1 
H12A em aumento de 400x. (4B, 5B, 6B) Grupo imunizado com LiRecDT1 H12A em aumento de 
1000x. (7A, 8A, 9A) Grupo tolerizado com LiRecDT1 em aumento de 400x. (7B, 8B, 9B) Grupo 
tolerizado com LiRecDT1 em aumento de 1000x. (10A, 11A, 12A) Grupo tolerizado com LiRecDT1 
H12A no aumento de 400x. (10B, 11B, 12B) Grupo tolerizado com LiRecDT1 H12A em aumento de 

1000x. n: 3. 

 

2.5 DISCUSSÃO 

 

A tolerância oral é definida por uma diminuição na resposta imune local e 

sistêmica, envolvendo mecanismos de anergia clonal, deleção de linfócitos T 

reativos e principalmente a geração de células T regulatórias, que exercem função 

imunossupressora (BILLATE e LAFAILLE, 2012). As primeiras observações a cerca 

do fenômeno surgiram no início do século XX, ganhando destaque com evidências 

experimentais durante a década de 70. Desde então, a tolerância oral vem sendo 

estudada principalmente através de diversos modelos animais de autoimunidade e 

reações alérgicas, estas com enfoque nas alergias alimentares, onde já há aplicação 

clínica ao ser humano (WEINER et al., 2011). No entanto, a utilização de mucosas 

(oral, mucosa nasal) com o objetivo de promover imunomodulação para alérgenos 

ambientais e toxinas foi até o momento pouco explorada. Para investigar os efeitos 

da administração oral da toxina dermonecrótica recombinante e sua forma mutada 

no desenvolvimento da resposta inflamatória induzidas pela toxina dermonecrótica, 

animais foram submetidos ao protocolo para indução de tolerância oral (Fig.2).  

A fim de determinar a quantidade de toxina necessária para promover a 

indução de tolerância oral, animais foram divididos em grupos que receberam 1, 5 e 

10 µg de LiRecDT1 e 1, 5 e 10µg de LirecDT1 H12A por três semanas, totalizando 9, 

45 e 90µg de toxina por animal no final do protocolo. Camundongos foram então 

imunizados com a toxina mutada, LiRecDT1 H12A, e os níveis de IgG específicos 

foram detectados. Os resultados demonstraram que apenas os animais que 

receberam 90 µg da toxina dermonecrótica e mutada, apresentaram uma diminuição 

nos níveis de IgG específicos, quando comparados ao grupo controle (PBS). Do 

mesmo modo, não foram detectados anticorpos IgG anti-toxina no soro de animais 

pré-imune, demonstrando que o tratamento oral dos animais com as toxinas 
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dermonecróticas não induz a produção de imunoglobulinas da classe IgG. A forma 

mais bem caracterizada de demonstrar a indução de tolerância oral é pela 

diminuição nos níveis de anticorpos IgG específicos em animais imunizados, que 

previamente receberam o antígeno pela via oral (FARIA e WEINER, 2005). Dessa 

forma, demonstramos a ocorrência de tolerância oral pela prévia administração oral 

das toxinas LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A em camundongos swiss. Foi também 

observado que a via oral demonstrou-se segura na administração das toxinas, 

especialmente em relação a LiRecDT1, a qual possui intensa atividade 

dermonecrótica, não sendo observados alterações na morfologia do epitélio e lâmina 

própria intestinal (Fig.7). 

Animais previamente tratados com as toxinas foram injetados na pata traseira 

com LiRecDT1 e o desenvolvimento do edema foi mensurado. A administração no 

grupo controle foi caracterizada por rápido desenvolvimento do edema, atingindo o 

seu pico em 10 minutos como demonstrado previamente (PALUDO, et al., 2008). 

Animais tolerizados com toxina mutada na dose de 10 µg apresentaram acentuada 

diminuição no edema em relação ao controle, enquanto que animais tolerizados com 

LiRecDT1 tiveram um aumento no edema quando comparados ao controle e ao 

grupo tratado com a toxina mutada. De forma semelhante, WINKLER et al. (2003) 

demonstrou a indução de tolerância ao principal alérgeno do veneno de Vespula 

vulgaris, através da prévia administração intranasal em modelo animal. O pré-

tratamento com o alérgeno foi mais eficaz que o tratamento com veneno total, 

proporcionando acentuada diminuição na reação de hipersensibilidade do tipo I, 

redução na secreção de IL-4 e aumento na secreção de IL-10 e IL-5 em esplenócitos 

reestimulados in vitro, como o aumenta na expressão de IL-10 e TGFβ. Atribui-se à 

tolerância oral, uma supressão nas respostas TH1, TH2 e TH17, inibição na produção 

de citocinas efetoras como INF-γ e TNF-α e supressão na produção de IgG1 e IgE 

(MUCIDA, et al., 2005; WEINER et al., 2011; SCHIMIDT et al., 2012). Sugerimos que 

diminuição no edema presente em animais tolerizados com a toxina mutada pode 

ser resultado da supressão de respostas TH1 e TH2 causada pela indução periférica 

de células T regulatórias. Embora observado uma redução nos títulos de anticorpos 

específicos no grupo LiRecDT1, investigações futuras podem esclarecer o aumento 

do edema observado nesse grupo.  

A administração de altas doses de toxina dermonecrótica leva a mortalidade 

de camundongos Swiss, caracterizada por oligúria e falência renal (KUSMA et al., 
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2008). Sabe-se que a imunização com veneno total, toxina dermonecrótica 

recombinante e peptídeos sintéticos promove um aumento na sobrevivência dos 

animais frente a desafio (ARAUJO,  et al., 2003; FELICORI et al., 2009; CHATZAKI, 

et al., 2012). Para investigar os efeitos da tolerância oral ao desafio com altas doses 

de toxina dermonecrótica, animais submetidos ao protocolo de tolerância oral foram 

injetados i.p. com 50µg de LiRecDT1. Mortalidade foi observada em intervalos de 4h 

por 24h e posteriormente em 48h e 72h. Tolerância oral à toxina dermonecrótica 

levou a aumento na sobrevivência dos camundongos em todos os tempos, com 60% 

de sobrevivência em 24h, enquanto apenas 20% do grupo controle haviam 

sobrevivido. Ao final do experimento, apenas 7% dos animais do controle 

sobreviveram, enquanto 40% do grupo LiRecDT1 estavam vivos. No entanto, 

animais tolerizados com a toxina mutada não apresentaram diferença na cinética de 

sobrevivência. Enquanto que a nefrotoxicidade causada por LiRecDT1 ocorre 

principalmente pela atividade catalítica da enzima no tecido e subsequente lesão 

glomerular, a geração do mediador ceramida-1-fosfato (C1P) estimula a liberação de 

ácido araquidônico via fosfolipase A2, levando a síntese de eicosanoides (GÓMES-

MUNHOZ et al., 2010), os quais podem potencializar a lesão glomerular causada por 

LiRecDT1. Sugerimos que a prévia indução de tolerância oral pode atenuar o 

desenvolvimento da resposta inflamatória no glomérulo, contribuindo dessa forma 

com o aumento da sobrevivência dos animais. No entanto, não há evidências no 

momento que expliquem a ocorrência deste evento apenas nos camundongos 

tolerizados com LiRecDT1.  

A redução nos níveis de anticorpos IgG específicos em camundongos swiss 

previamente tratados pela via oral com as toxinas, assim como a redução do edema 

e aumento da sobrevivência frente ao desafio demonstram o potencial da toxina 

dermonecrótica no estudo do fenômeno da tolerância oral. A utilização da toxina 

dermonecrótica com atividade enzimática (LiRecDT1) possibilitou a indução de 

eventos inflamatórios em modelo animal, podendo observar se a imunomodulação 

promovida pela tolerância oral poderia reduzir a intensidade desses eventos. Por 

outro lado, a utilização da toxina dermonecrótica com atividade enzimática residual 

(LiRecDT1 H12A) permitiu que procedimentos como a imunização fosse realizada 

nos camundongos sem desencadear resposta inflamatória local, a qual induzir um 

erro nos experimentos. Contudo, é necessário caracterizar as bases celulares e 

moleculares envolvidas na indução de tolerância oral às toxinas, onde futuros 
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experimentos podem esclarecer os mecanismos dos eventos observados neste 

trabalho. 

  

 

2.6 CONCLUSÕES 
 

A administração oral da toxina dermonecrótica recombinante (LiRecDT1) e 

sua forma mutada (LiRecDT1 H12A) foi capaz de induzir tolerância oral, 

demonstrado pela diminuição da produção de anticorpos para a toxina mutada. Os 

resultados apontam diferentes efeitos da administração oral das toxinas quanto a 

resposta inflamatória (edema de pata) e sobrevivência a desafio, provocados pela 

toxina em modelo experimental. Futuros ensaios de proliferação celular e expressão 

de citocinas podem esclarecer as diferenças encontradas no presente trabalho e 

também indicar os mecanismos envolvidos.  

As compreensões dos mecanismos que envolvem a tolerância oral assim 

como os que levam a alergias alimentares constituem o principal foco de estudo na 

imunoterapia de mucosas atual (FARIA et al., 2013), carecendo a literatura de 

estudos utilizando outros alérgenos/antígenos no controle da resposta imune. A 

utilização das toxinas dermonecróticas pode proporcionar uma nova forma de 

estudar o fenômeno da tolerância oral, assim como encorajar a utilização de 

venenos e toxinas na imunomodulação por mucosas. 
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CAPÍTULO 2 

TOLERÂNCIA ORAL SOB A PERSPECTIVA DE SISTEMAS COMPLEXOS 
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RESUMO 

Tolerância oral refere-se a um estado local e sistêmico de tolerância, induzido no 

tecido linfoide associado ao intestino (GALT) após sua exposição a antígenos 

inócuos como proteínas provenientes da dieta. A modulação da resposta imune pela 

ingestão de proteínas imunogênicas teve destaque na metade de 1970, onde foi 

observada como poderoso mecanismo na manutenção da homeostase do sistema 

imune. Enquanto descobertas recentes revelaram as bases células e moleculares da 

tolerância oral, a rede de interações entre os componentes que promovem a 

tolerância oral não foi investigada. O presente trabalho traz uma abordagem 

baseada em teoria de sistemas complexos, buscando identificar a contribuição de 

cada elemento em rede de tolerância oral, através de parâmetros topológicos e 

dinâmicos.  Rede de interações foi construída a partir da literatura disponível e 

adaptada ao nosso modelo. Componentes do sistema imune foram representados 

como vértices; interações entre os vértices foram descritas como arestas, 

começando no vértice inicial e terminando no vértice alvo. Medidas topológicas 

foram obtidas em ordem de caracterizar a rede. Ataques aleatórios e direcionados 

foram feitos em vértices, e o seu impacto foi mensurado pelo decréscimo no 

tamanho da componente gigante. Para análises dinâmicas, foi implementado um 

algoritmo de caminhada aleatória para verificar a dependência topológica que as 

interações biológicas podem apresentar. Vértices foram individualmente retirados e 

o fluxo dinâmico foi obtido. A distribuição de grau dos vértices da rede apresentou 

um decaimento exponencial. O tamanho da componente gigante foi reduzido a 76% 

após a retirada de 20% dos vértices aleatoriamente, enquanto a remoção de 20% 

dos vértices com maior centralidade de intermediação reduziu o tamanho da 

componente gigante para 32%. O knockout dos respectivos vértices iTregFoxP3+, 

Tr1, DC CD103+, TGF-β e RA causaram maior impacto no fluxo padrão. Embora 

grande parte das redes biológicas sejam livres de escala, o modelo de tolerância 

oral não apresentou determinada característica, dado que representa uma partição 

do sistema imunológico. No entanto, os resultados demonstram robustez a ataques 

aleatórios e sensibilidade a ataques direcionados, características de redes 

biológicas. Os resultados dos knockouts correspondem a dados biológicos, onde na 

falta desses elementos, tolerância oral foi prejudicada.  

 

Palavras-Chave: Tolerância Imunológica, Tolerância periférica, Modelo 

conexionista. 
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ABSTRACT 

Oral tolerance refers to a local and systemic state of tolerance, induced in the gut 

associated lymphoid tissues (GALT) after its exposure to innocuous antigens such as 

food proteins. The modulation of immune response by the ingestion of immunogenic 

proteins had more attention in the mid of 1970s, where was observed as a powerful 

mechanism that maintains the immune homeostasis. While recent findings shed light 

in the cellular and molecular basis of oral tolerance, the network of interactions 

between the components mediating oral tolerance has not been investigated yet. Our 

work brings a complex systems theory approach, aiming to identify the contribution of 

each element in an oral tolerance network, through topological and dynamic 

parameters. Interactions network were built from the available literature and adapted 

to our system. Immune components were represented as nodes; interactions 

between these nodes were described as directed edges, starting from the source 

node and ending in the target node. Topological quantities were assessed in order to 

characterize the network. Random and direct attacks were performed on the nodes, 

and their impact was calculated by the decrease of giant component’s size. For 

dynamical analysis, a random-walk algorithm was implemented to assess the 

topological dependence which biological interactions may display. Nodes were 

individually knocked out and dynamic flow was performed. The degree distribution 

showed an exponential decay. The size of giant component was reduced to 76% 

after 20% of the nodes being randomly removed, while removing 20% of the nodes 

with higher betweenness centrality reduced the giant component’s size to 32%. The 

knockout of respective nodes iTregFoxP3+, Tr1, DC CD103+, TGF-β and RA caused 

great impact in the network flow. Although most of the biological networks are scale-

free, our model of oral tolerance did not demonstrated it, given it represents a 

partition of the whole immunological network (i. e. organismal). Nevertheless, our 

results demonstrate network robustness to random attacks as the presence of hubs; 

features of biological networks. The results of knockouts correspond to biological 

data, where in the absence of these elements oral tolerance was impaired.  

 

Keywords: Immune tolerance, Peripheral tolerance, Connectionist models.  
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3.1 OBJETIVOS 

 

3.1.1Objetivos Gerais 

- Investigar o fenômeno da tolerância oral através da teoria de sistemas 

complexos. 

 

3.1.2 Objetivos Específicos 

- Montar uma rede de interações entre os componentes do sistema imune que 

participam da tolerância oral; 

- Avaliar propriedades topológicas e dinâmicas do modelo; 

- Verificar a importância relativa dos componentes da rede através da retirada 

individual dos vértices. 
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3.2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Sistema imune adaptativo representa uma característica marcante de 

organismos vertebrados mandibulados. O sistema imune adaptativo é basicamente 

composto por células produtoras de anticorpos, conhecidas como células B, e por 

um conjunto de células T especializadas, as quais orquestram de diferentes formas, 

as respostas desempenhadas pelo sistema imune (MURPHY et al., 2012). Enquanto 

o sistema imune deve remover patógenos de hospedeiros infectados e proteger o 

organismo contra substâncias nocivas, de maneira recíproca deve tolerar antígenos 

benignos ou necessários, assim como antígenos encontrados no ambiente e na 

dieta (BURT, 2013).  

O timo é o órgão responsável pelo desenvolvimento e maturação de células 

T. Peptídeos próprios e não-próprios são processados por células apresentadoras 

de antígenos (APCs) ligados a proteínas do complexo de histocompatibilidade 

principal (MHC). Receptores de linfócitos T (TCRs) apresentam alto grau de variação 

nas regiões de reconhecimento de antígeno, geradas por rearranjo estocástico de 

genes relevantes ao processo. Linfócitos T que reconhecem moléculas próprias de 

MHC recebem sinais para sobrevivência e são expandidos, em um processo 

conhecido como seleção positiva. No entanto, linfócitos T que reconhecem 

peptídeos próprios sofrem seleção negativa (morte celular por apoptose) ou se 

tornam células T regulatórias naturais (nTreg) (KOSMRLJ et al., 2009; GORDON e 

MANLEY, 2011). Linfócitos T naïve (Células T que não encontraram seu antígeno 

cognato) podem sair do timo e promover tolerância periférica a antígenos comensais 

presentes nas mucosas, como a cavidade oral e o intestino. Seguindo a exposição 

de antígeno nessas áreas, linfócitos T naïve se tornam células T regulatórias 

induzíveis (iTreg). Ao contrário de nTregs, iTregs apresentam fenótipo transiente, 

dependendo das condições do microambiente em que estão presentes (HUEHN et 

al., 2009). 

O fenômeno da tolerância oral refere-se a um estado de tolerância local e 

sistêmico, induzido nos tecidos linfoides associados ao intestino (GALT), após sua 

exposição a antígenos inócuos, como proteínas provenientes da dieta (WEINER et 

al., 2011). APCs residentes na lâmina própria intestinal (LP) recebem antígenos da 

luz intestinal e migram para linfonodos mesentéricos (mLN), onde promovem a 

diferenciação de células T. Tregs atingem a circulação via linfonodos pancreáticos 
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seguindo para o baço, causando os efeitos sistêmicos da tolerância oral (PABST e 

MOWAT, 2012). Enquanto a imunologia teve avanços concretos em termos de 

compreender os componentes genéticos, moleculares e celulares presentes no 

fenômeno da tolerância oral (OHKURA et al., 2013; ÁLVAREZ et al., 2013), a rede 

de interações entre esses componentes ainda não foi investigada. Como o 

fenômeno de tolerância oral depende das complexas interações entre componentes 

do sistema imune aliados ao microambiente único presente no GALT (PEARSON et 

al., 2012), o presente trabalho tem como objetivo entender a estrutura e dinâmica da 

rede de tolerância oral, identificando a contribuição relativa de cada elemento. Para 

tal análise, foi proposto um modelo capaz de quantificar medidas topológicas e 

dinâmicas; e para avaliar a importância relativa dos elementos da rede, foram 

realizados Knockouts (KO), através do silenciamento de vértices e avaliação das 

divergências geradas no sistema. 

 

3.2.1 Teoria dos Grafos 

 

Conceitualmente, grafos são formados por vértices (V) e arestas (E), 

conectando os vértices. Formalmente pode ser descrito como um par de conjuntos G 

= (V,E) onde V representa o conjunto de vértices e E é um multiconjunto; seus 

elementos podem ocorrer mais de uma vez, de tal forma que cada elemento possui 

uma multiplicidade (WEST, 1996). A característica mais elementar de um vértice é 

definida como grau (ou conectividade), k, a qual define quantas ligações um vértice 

possui com demais vértices. A distribuição de grau P(k) da a probabilidade de um 

vértice ter k conexões. A distribuição de grau é obtida através da contagem de N 

vértices com k = 1, 2..., dividido pelo número total de vértices N (BARABÁSI e 

OLTVAI, 2004). Redes em que a distribuição de grau se aproxima de uma lei de 

potência (P(k) ~ k-y) são denominadas como scale-free (livres de escala). Distância 

nas redes é medida através da extensão do caminho, a qual profere quantas arestas 

são necessárias passar para que se alcance o vértice alvo. Através desse conceito, 

pode-se obter a distância de caminho mais curta entre dois vértices (lAB) e a 

distância de caminho médio <l>, a qual representa a média da distância de caminho 

mais curta entre todos os pares de vértices da rede (BARABÁSI e OLTAVI, 2004). 

A maior parte das redes biológicas são redes livre de escala, possuindo 

poucos vértices com maior conectividade, levando a formação de hubs. Redes livre 
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de escala são geralmente robustas a retirada aleatória de vértices, porém sensíveis 

a retirada de vértices com alta centralidade de intermediação. Centralidade de 

intermediação é a medida do grau em que um vértice se encontra no caminho entre 

outros vértices (BARABÁSI e OLTAVI, 2004; NEWMAN, 2005). Redes aleatórias 

começam com N vértices, os quais são conectados a outros vértices com 

probabilidade p, criando um grafo com aproximadamente pN(N-1)/2 arestas 

distribuídas aleatoriamente. P(k) segue uma distribuição de Poisson, a qual indica 

que grande parte dos vértices possui o mesmo número de arestas (VAN Der 

HOFSTAD, 2013).  

 

3.3 MONTAGEM DA REDE 

A fim de compreender o fenômeno da tolerância oral como uma rede 

complexa, é necessário mudar como o evento ocorre ontologicamente. A primeira 

consideração a ser feita é a associação do fenômeno como uma resposta sistêmica 

a um estímulo; o estímulo inicial deve desencadear o processo que promove um 

conjunto de complexas interações entre os componentes do sistema imune. 

A rede de interações foi construída através de dados presentes na literatura, 

adaptados para o modelo. Componentes do sistema imune como linfócitos, citocinas 

e antígenos foram representados como vértices da rede. As interações, relações 

regulatórias e transformações entre os componentes foram descritos como arestas 

direcionadas, começando no vértice fonte e terminando no vértice alvo (Fig. 8). 

Determinados antígenos podem resistir a ação do baixo pH gástrico e 

enzimas proteolíticas, alcançando a luz do intestino delgado como grandes 

peptídeos imunogênicos ou como proteínas intactas (MÉNARD et al., 2010). Esses 

antígenos podem ser complexados a anticorpos da classe IgG e IgA na luz intestinal, 

e serem transportados para a lâmina própria via receptor Fc (FcRn) e o receptor de 

transferrina (CD71) respectivamente. (MÉNARD et al., 2010; SUTHERLAND e 

FAGARASAN, 2012). Enterócitos, que são células intestinais absorvíveis, 

desempenham um papel crítico na captura de antígenos. Pequenas moléculas (<600 

Da) podem atravessa através das junções oclusivas de enterócitos. Enterócitos 

podem fundir proteínas parcialmente degradadas a compartimentos de MHC classe 

II e entregar os antígenos na LP na forma de exossomos (PABST e MOWAT, 2012; 

MIRON e CRÍSTEA, 2011). Antígenos podem ser transportados para a placa de 
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Peyer através de células M (NAGATANI et al., 2011). Uma população particular de 

células dendríticas (DCs) residentes na LP (DCs CD103+) recebe a maior parte 

desses antígenos. Essas células migram para o linfonodo mesentérico, e 

apresentam antígenos via MHC classe II a linfócitos T CD4+naïve, na presença das 

moléculas co-estimulatórias TGF-β e ácido retinóico (RA), favorecendo a 

diferenciação das iTregFoxP3+ (JAENSON et al., 2008). RA imprime moléculas gut-

homing em Tregs, de tal forma que essas células possam retornar a LP e proliferar 

através de mecanismos dependente de IL-10. iTregsFoxP3+ induzem a produção de 

IL-27 por DCs CD11b+, a qual aumenta a produção de IL-10 por células regulatórias 

do tipo 1 (AWASTHI, 2007).  

 

3.3 MODELO 

 

De forma geral, o modelo que será tradado é um modelo dinâmico de 

caminhada aleatória em rede direcionada com topologia fixa. O objetivo é gerar uma 

quantidade apreciável estatisticamente que nos dê noção acerca de como o 

fenômeno da tolerância oral ocorre via dependência complexa entre suas 

componentes (i. e. relações dos elementos do sistema imune envolvidos). 

Consideremos a rede de interação imunológica como uma rede fixa com um 

número constante de vértices e arestas. Assume-se que a rede toda é conectada, 

não havendo vértices ou porções da rede que estejam desconexos com o resto. A 

conectividade entre um sítio da rede ao outro é representada por valores binários na 

matriz de adjacência, de forma que se há uma ligação entre o sítio i e j, o valor do 

elemento de matriz aij será 1; caso contrário, o inverso é verdadeiro. 

Como o grafo em questão é direcionado, não há necessariamente a 

equivalência:  

 

                                                                                

 

como artifício desse fenômeno, o grau que trataremos para este trabalho será o grau 

de saída de um vértice qualquer da rede, kout. Seja um vértice i qualquer da rede, 

seu grau de saída é dado por: 

 



56 
 

  

      ∑                                                                    

 

 

 

Essa quantidade é representada como o número de arestas que saem do sítio i, ou 

seja, o número de setas que apontam para fora do vértice i. 

Com esses dois conceitos topológicos estabelecidos, podemos sintetizar a 

caminhada aleatória em rede complexa para o nosso estudo. De forma geral a 

caminhada aleatória em rede complexa pode ser entendida como um processo 

estocástico em tempo discreto, onde um caminhante segue um caminho 

determinado pela topologia da rede em que o mesmo se encontra. Algumas regras 

gerais deste processo podem ser sumarizadas: 

 

I. Em um tempo inicial t, um caminhante genérico w1, que se encontre 

num vértice i qualquer na rede, muda sua posição para um vértice j no 

tempo (t + 1); 

II. Para os caminhantes é permitido passar, de uma posição i qualquer 

para outra posição j, se j for um dos vizinhos de primeiro grau de i (i. e. 

separados por apenas uma aresta); 

III. Os caminhantes devem respeitar a direcionalidade da aresta; se o 

caminhante se encontra no vértice i ele só poderá ir para outro vértice j 

se houver uma aresta que aponte em direção de j. 

 

Basicamente, estes três princípios permeiam a caminhada aleatória em rede 

direcionada. Para mais de um caminhante, é conveniente introduzir o conceito de 

vetor posicional de caminhada S(g; t). Dado um tempo inicial t, um vetor de tamanho 

     (número total de caminhantes na rede no tempo t), pode ser escrito também em 

função de t; cada componente deste vetor está associado a um caminhante na rede 

 

       (                           )                               (3) 

 

onde g é o grafo em que os caminhantes se encontram e wn é a posição topológica 

do enésimo caminhante inserido na rede. O valor que as componentes deste vetor 
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podem tomar é a posição atual em que um caminhante qualquer se encontra 

naquele instante de tempo. 

Em se tratando de caminhada aleatória, e assumindo caráter estocástico, 

podemos escrever a probabilidade de um caminhante inserido na rede na posição i 

se encontrar na posição j, após o intervalo de tempo entre t e t + 1, como 

 

         
   

      
                                                              

 

Especialmente, para redes direcionadas, a seguinte diferença expressa uma 

assimetria de caminhada, para 

 

                                                                               

 

Ou seja, em redes direcionadas, a probabilidade de um caminhante sair do 

vértice i e chegar no j é diferente da probabilidade de sair do vértice j e chegar em i. 

Isso é real porque o grau de saída com frequência é diferente do grau de entrada 

para cada um dos nós.  

De forma geral nosso modelo propõe gerar uma quantidade que seja 

apreciável dinamicamente e estatisticamente, de forma a originar “insights” 

imunológicos sobre o fenômeno de tolerância oral. Com isso, vamos introduzir um 

vetor posicional topológico, que associa cada componente deste vetor ao número de 

caminhantes especificados para cada sítio na rede, descrito como: 

 

       (                       )                                           

 

onde       o número de caminhantes no tempo t que se encontram no vértice i do 

grafo g. Para cada tempo t, haverá uma distribuição de caminhantes associados a 

posições topológicas. Se calcularmos o valor relativo de cada componente do vetor 

S em relação ao número total de caminhantes W(t) no tempo t; finalmente teremos a 

quantidade que denominamos fluxo de caminhantes, escrevendo formalmente, 

ficamos: 
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onde      o número de caminhantes total na rede no tempo t. Ainda assim podemos 

escrever um vetor associado a cada valor do fluxo de caminhante da rede 

imunológica: 

 

       (                         )                                         

 

Este vetor sintetiza a quantidade estatística de nosso interesse neste modelo, 

pois o fluxo depende da escolha aleatória de caminhada de cada caminhante. De 

uma forma geral, para    , o vetor de fluxo       , tende a uma distribuição 

estacionária, onde os valores das componentes não variam significativamente com o 

passar do tempo. Vamos usar esta propriedade dinâmica deste sistema para 

mensurar a dependência dinâmica dos fluxos com a forma topológica da rede. 

Se descrevermos um grafo g inicial, de forma a calcularmos todas as 

componentes do vetor          e então fazermos uma mudança topológica em g, 

por exemplo, a retirada de um vértice ou uma aresta, ou de ambos; gerando um g’, 

teremos associado ao novo grafo um novo vetor           , onde os valores dos 

fluxos deste novo vetor sejam diferentes daquele do vetor inicial para o grafo g. Essa 

diferença para todos os fluxos pode ser estudada estatisticamente, a medida que 

escolhemos um modelo topológico como padrão, e calculemos o erros relativo para 

cada par       e       . Por exemplo, se estivermos interessados em saber o quanto 

que uma modificação topológica em um grafo inicial g gera uma mudança dinâmica 

disruptiva em relação aos valores esperados de         ; calcula-se o erro 

relativo médio utilizando cada componente pareado de          e           . 

O cálculo do erro relativo médio, nesse caso, deve seguir algumas diretrizes 

para que gere uma quantidade estatisticamente robusta em relação à diferença de 

valores e o número caminhantes na rede. Reconhecendo estes cuidados, 

verificamos como se dá o cálculo do erro relativo. Primeiramente, calculamos o 

desvio entre cada par das componentes dos vetores de fluxo da rede padrão e da 

rede topologicamente modificada, ambos para um tempo suficientemente grande até 
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que os valores de fluxo de cada componente não modifiquem com o passar do 

tempo: 

 

                     

                     

                     

  

          
                                                           

 

De forma geral, os desvios podem ter valores negativos ou positivos, tais 

possibilidades modificam a forma com que vamos ponderar cada desvio. 

Calculamos o desvio ponderado em relação aos valores negativos e positivos dos 

mesmos: 

 

   

{
 
 

 
    

       
           

   
        

                                                     

 

 

Com os valores de   , podemos finalmente calcular o valor do erro relativo 

médio como a soma de todos os    divididos pelo número de vértices da rede: 

 

            
∑   

 
   

 
                                                        

 

A quantidade apresentada em (11), o erro relativo médio; é uma quantidade 

que varia de zero a um, onde valores próximos de zero significam que o impacto 

topológico gerado em g’ é insignificante para o funcionamento “saudável” da 

dinâmica da rede padrão, g. Quando os valores de P se aproximam de um, indica 

que a rede foi muito impactada pela mudança topológica sofrida em g. 

O processo de modelagem dinâmico, agora, permite que coletemos uma 

informação da dependência entre a topologia da rede e sua dinâmica de 

caminhantes. Essa aproximação pode ser especialmente útil em casos onde a rede 

possui arestas sem peso e onde os dados experimentais, ao qual a rede é baseada, 
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não informam as relações explícitas de quantidade entre os vértices da rede. Esta 

última característica permite que modelemos a rede de interação imunológica sem a 

necessidade de quantificar cada relação, de forma a gerar uma quantidade 

estatística adimensional que depende unicamente da topologia da mesma. 

 

3.4.1 Desenvolvimento do Algoritmo 

 

O algoritmo do modelo de caminhada aleatória, para este caso, tem como 

objetivo final gerar o vetor de fluxo médio a partir de alguns parâmetros fixos de 

caminhada. O primeiro parâmetro é o tempo de caminhada. Em nosso trabalho, a 

cada intervalo de tempo, é criado um caminhante e o mesmo caminha uma vez, a 

medida que sua topologia corrente permita, respeitando as três regras de caminhada 

aleatória. Adicionalmente, a cada intervalo de tempo, o vetor posicional de 

caminhada recebe uma componente que sempre terá índice 1. O índice 1, para a 

rede desenhada pela revisão bibliográfica, é o sítio da rede que representa um 

Antígeno genérico na luz intestinal. Após um tempo suficientemente grande    

     , a partir do vetor de posicionalmente de caminhada, é gerado o vetor 

posicional topológico. Então para cada sítio na rede, este vetor terá uma 

componente associada a ele, albergando o valor do número de caminhantes para 

aquela componente. Segue-se então para a razão entre o número de caminhantes 

de uma componente e o número total de caminhantes da rede, obtendo o fluxo de 

caminhantes; que nada mais é do que a frequência relativa de caminhante para um 

dado sítio. Esta informação permite que construamos o vetor de fluxo, que em última 

análise irá gerar os valores padrões para a rede imunológica desenhada. O segundo 

parâmetro de caminhada é o número de vezes que este processo é repetido: L. 

Onde L é o valor de repetições do processo acima descrito. Para nosso estudo 

     . Isso gera 100 vetores de fluxo. No final deste processo, escrevemos um 

vetor de fluxo médio, que nada mais é do que a média dos fluxos de caminhantes: 

 

         
∑        
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O somatório deve respeitar as regras de somas de vetores. Este vetor de 

fluxo médio é a quantidade estatística de interesse para nosso estudo, pois repete 

um número suficientemente grande de vezes o processo de caminhada aleatória 

com        instantes de tempo e           caminhantes, onde a regra geral 

para o número de caminhantes pode ser escrita: 

 

                                                                         

 

É interessante notar que não há interação entre os caminhantes, logo a 

probabilidade de uma caminhante ocupar um sítio qualquer é independente do 

número de caminhantes daquele sítio. Adicionalmente, o número total de 

caminhantes que uma componente do vetor posicional de caminhada pode assumir 

é ilimitado. 

 

3.4.2 Linguagem R do algoritmo 

 

Neste trabalho utilizamos a Linguagem R para escrever o algoritmo que 

sintetiza cada etapa do modelo proposto. A seguir temos a forma formal deste 

algoritmo em Linguagem R: 

 

 

 

 

 

 

 

#Algoritmo de caminhada aleatória ( L = número de amostragens, T= número de 

caminhadas, W = número da caminhantes) 

 

library(igraph, Matrix) 

 

L<-1000 
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for(l in 1:L){W<-1; T<-100; B<-c(); A<-vector(length=W, mode="numeric"); 

 

              imuno<-read.table(file="m.imuno.dat");g<-graph.data.frame(imuno,  

 

directed=TRUE); 

 

for(i in 1:W){A[i]<-1} 

 

for(t in 1:T){W<-length(A);{ 

 

             for(i in 1:W){ 

             

                          if(degree(g, mode=c("out"), A[i])==0){A[i]<-A[i];} 

 

                          else{vizinhos<-neighbors(g, A[i], mode="out"); 

    

                               if(length(vizinhos)==1){A[i]<-vizinhos[1];} 

 

                     else{A[i]<-sample(vizinhos,1)}}} 

 

             }; A<-c(A,1)}; if(l==1){B<-c(B, A); write.table(B, file="B.dat")} 

 

                            else{B<-c(read.table(file="B.dat")); B<-c(B$x, A); 

 

                            write.table(B, file="B.dat")}; B<-c(); A<-c()} 

 

 

 

# Estatística 

 

N<-34 

 

C<-vector(length=N, mode="numeric") 
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B<-c(read.table(file="B.dat")) 

 

B<-B$x 

 

for(n in 1:N){N[n]<-n ; S<-length(B); 

 

for(i in 1:S){ 

 

              if(B[i]==N[n]){C[n]<-C[n]+1} 

 

              else(C[n]<-C[n]+0) 

 

              }} 

 

C[1]<-0 # vetor das frequencias 

 

f<-C/sum(C) # frequencias relativas 

 

x<-as.data.frame(V(g)$name) 

 

f<-as.data.frame(f) 

 

freqspad<-data.frame(x, f) 

 

write.table(freqspad, file="freqspad.dat", dec=",", sep=" ") 

 

3.5 PROPRIEDADES TOPOLÓGICAS E DINÂMICAS DO MODELO 

 

3.5.1 Propriedades Topológicas 

 

Propriedades topológicas da rede de tolerância oral foram estimadas para 

caracterizar que forma de organização a rede apresenta. O modelo consta com 34 
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vértices, retirados de dados experimentais provenientes da literatura, e 67 arestas, 

compondo as ligações que esses elementos do sistema imune exibem. Foi avaliado 

o grau médio da rede, distância de caminho médio, coeficiente de agrupamento e 

assortatividade (Tabela 1.). Os resultados concluem que a rede não possui 

características de rede small world, apresentando baixo coeficiente de agrupamento, 

assortatividade negativa e a distribuição de graus não se reflete uma lei de potência. 

No entanto, devido a pequena quantidade de vértices, redes podem não apresentar 

distribuição em lei de potência, e sim uma distribuição exponencial, observada em 

nosso modelo. Além disso, o modelo demonstrou robusto à retirada aleatória de 

vértices da rede, quanto comparado à retirada direcionada dos vértices. Vértices 

com maior centralidade de intermediação foram retirados da rede, e o tamanho da 

componente gigante (GC) foi estimado. Da mesma forma, vértices foram retirados de 

forma estocástica. Com a retirada de 20% dos vértices com maior centralidade de 

intermediação, o tamanho da componente gigante foi reduzido para 32%, enquanto 

que a retirada de 20% dos vértices aleatoriamente resultou em um tamanho da 

componente gigante de 76% (Tabela 2.). 

 

Tabela 1. Propriedades topológicas da rede. Os resultados obtidos não caracterizam redes small 
world. V = Número de vértices; A = Número de Arestas; Gc = Tamanho da componente gigante; ℓ = 
Distância de caminho médio; C = Coeficiente de agrupamento; R = Assortatividade. 
 

V A GC <K> ℓ ℓrandom C Crandom R 

34 67 34(100%) 3,94 3,34 2,53 0,078 0,09 -0,35 
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Tabela 2. Tamanho da componente gigante (Gc) após a retirada de vértices com alta centralidade de 
intermediação e a retirada aleatória de vértices. A rede de tolerância oral demonstrou-se robusta a 
retirada aleatória de vértices, enquanto que ataques direcionados causaram grande impacto na 
topologia da rede.  

 

  

Porcentagem de vértices 

retirados 

Ataques direcionados Ataques Aleatórios 

5% 30 (88%) 32 (94%) 

10% 28 (82%) 30 (88%) 

15% 27 (79%) 28 (82%) 

20% 11 (32%) 26 (76%) 

25% 10 (29%) 24(70%) 
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Figura 8. Representação esquemática da rede de tolerância oral. Elementos do sistema imune estão representados como vértices, e as respectivas 
interações entre os elementos estão representadas como arestas direcionadas, partindo do vértice fonte (antígeno) e terminam nos vértices alvo. Tamanho 
dos vértices da rede está representado pela medida centralidade de proximidade. 
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3.5.2 Propriedades Dinâmicas 

Propriedades dinâmicas do modelo foram obtidas através da implantação de 

um algoritmo de caminhada aleatória. Brevemente, o objetivo do algoritmo é obter 

um vetor de tamanho N, ao qual cada componente possui uma posição l para cada 

caminhante w, em intervalo de tempo t. Dessa forma, a cada intervalo de tempo um 

caminhante é criado, sempre na posição inicial (l1), e se desloca à medida que a 

topologia permita. Através do algoritmo foi possível obter o fluxo de informação 

padrão da rede de tolerância oral (Fig. 9). Os vértices TGF-β, IL-10 e iTregFoxP3+ 

foram os que tiveram maior fluxo de informação na rede. Posteriormente, os vértices 

Tr1, naïveCD4FoxP3-, células dendríticas CD11b+, IL-27, células dendríticas 

CD11c+, Th3 e nTregFoxP3+ apresentaram fluxo de informação.  

 Para avaliar a contribuição que cada elemento do sistema imune presente na 

rede possui, vértices foram individualmente silenciados (Knockout) e a caminhada 

aleatória foi realizada. O erro relativo médio foi calculado a partir da diferença do 

fluxo em cada vértice da rede knockout em relação ao fluxo dos vértices da rede 

padrão. Observou-se que a retirada do vértice CD103+ foi o que provocou maior 

impacto na rede, resultando em erro relativo médio de 0,65 e erro relativo percentual 

de 65%. A retirada dos vértices iTregFoxP3+ e Tr1 levaram a um erro relativo de 

0,37 e 0,38 respectivamente, e para TGF-β e RA, 0,29 e 0,23 respectivamente 

(Tabela 3). Em primeira análise, os resultados obtidos correspondem a dados 

biológicos, onde células dendríticas CD103+ desempenham papéis críticos na 

geração de células Treg, através de mecanismos dependentes de TGF-β e RA. 

Linfócitos Tr1 atuam através da produção de IL-10, sendo importantes para 

promover tolerância a antígenos comensais (JAENSSON et al., 2008; ANDOLFI et 

al., 2012; OHKURA et al., 2013; LI  et al., 2006; HALL  et al., 2011) 

 



68 
 

  

 

Figura 9.  Fluxo de informação padrão em rede de tolerância oral. Vértices TGF-β, IL-10 e 
iTregFoxP3

+
 apresentaram maior fluxo de informação. Fluxo foi calculado através da quantidade total 

de caminhantes em determinado vértice, normalizado para a quantidade total de caminhantes na 
rede. 

 

Tabela 3. Erro relativo médio respectivo a cada knockout individual dos vértices. Elementos da rede 

que quando retirados causaram maior erro relativo médio encontram-se marcado em negrito. 
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3.6 DISCUSSÃO 

 

Aproximadamente 40 anos atrás, Niels Kaj Jerne foi o primeiro a propor uma 

nova teoria para explicar as bases do comportamento do sistema imune, sugerindo a 

existência de uma rede funcional, baseada nos padrões de reconhecimento de 

idiótipos carregados por linfócitos (SÖDERQVIST, 2003). Esse breve conceito foi a 

centelha que despertou interesse em demais pesquisadores para não mais 

estudarem apenas o sistema nervoso através de modelos, mas também o sistema 

imunológico. Notórias propriedades do sistema como: diversidade, autorregulação, 

memória, conectividade e estabilidade a perturbações, levaram a criação de 

modelos matemáticos baseados em equações diferenciais, modelo celular autômato 

e funções booleanas (CELADA e SEIDEN, 1992; De BOER, et al., 1993; RIBEIRO et 

al., 2007; THAKAR et al., 2012).  

Uma das propriedades mais intrigantes do sistema imune é a regulação; o 

desenvolvimento de respostas limitadas quando perturbado constantemente. O 

intestino representa, nesse cenário, o local onde ocorre o maior contato antigênico 

do organismo. O intestino humano adulto apresenta cerca de 500 a 1000 espécies 

de microrganismos, os quais estão em uma densidade de 1014 células. Esse número 

equivale a 10 vezes o número de células humanas, e o microbioma supera o 

potencial genético humano em duas ordens (SOMMER e BÄCKHED, 2013). Além 

da microbiota, 130 a 190 g de proteínas alimentares são absorvidas diariamente, 

constituindo outra fonte de estímulo antigênico para o GALT (BRANDTZAEG, 1998). 

No entanto, quando em condições saudáveis, a resposta prevalente do sistema 

imune no intestino é tolerância; através da múltipla ação de seus constituintes 

(células dendríticas, linfócitos T, plasmócitos, citocinas) interagindo em um 

microambiente único, aos quais outras mucosas se assemelham. (WEINER et al., 

2011; PEARSON et al., 2012; PABST e MOWAT, 2012) 

No presente trabalho, investigamos as relações que geram, mantém e 

regulam o fenômeno de tolerância oral, através da criação de uma rede complexa de 

interações entre os elementos. A maior parte das redes biológicas são redes scale-

free, possuindo como “marca registrada” a distribuição de grau dos vértices em lei 

de potência. Em nosso modelo, o baixo coeficiente de agrupamento e a distribuição 

de grau dos vértices não seguindo uma lei de potência, não caracterizam a rede 
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como scale-free ou small world. No entanto, algumas redes biológicas apresentam 

distribuição de grau de forma exponencial. Nós encontramos em nosso modelo uma 

distribuição de grau exponencial, e robustez da rede a ataques aleatórios (Tabela 2), 

características de redes biológicas. Pela pequena quantidade de vértices da rede, 

pode ser difícil encontrar uma distribuição de grau em lei de potência (BARABÁSI e 

OLTVAI, 2004).  

Os resultados obtidos no fluxo padrão sugerem que células iTregFoxP3+ 

estão constantemente ativadas, notando-se que TGF-β e IL-10 são as duas 

principais citocinas supressoras secretas por essas células. Tregs induzidas em 

tecido periférico desempenham seu papel supressor (inibição de Th1, Th2 e Th17) 

através de mecanismos dependentes de citocinas, enquanto que Tregs naturais 

atuam preferencialmente através de contato célula-célula (BILATE e LAFAILLE, 

2012). O alto fluxo em naïve CD4+FoxP3- indica uma dinâmica renovação de células 

T na lâmina própria e linfonodo mesentérico. Com a constante entrada de antígenos 

(proteínas alimentares, microbiota, demais antígenos provenientes do ambiente) na 

luz intestinal, novas células Treg são geradas (FoxP3+, Tr1, Th3) e mesmo linfócitos 

Th17 auxiliam a manter a homeostase no GALT (BILATE e LAFAILLE, 2012; 

HIROTA  et al., 2013; DENNING et al., 2007). TregsFoxP3+ ativadas induzem a 

secreção de IL-27 por células dendríticas, que estimulam a proliferação de células 

Tr1 e produção de IL-10. Esse mecanismo é uma forma de Tregs regularem 

positivamente IL-10 na LP e mLN (AWASTHI et al., 2007). Outros dois principais 

subtipos de células dendríticas presentes no GALT (CD11b+  CD103- e CD11c+ 

CD11b-) estão presentes no fluxo padrão. Células dendríticas são essenciais no 

processo de tolerância oral, como também na resposta imune a antígenos 

potencialmente danosos. Células CD11b+ produzem IL-10, e auxiliam a manter a 

população de Tregs na lâmina própria. CD11b+ também são importantes no 

processamento de antígenos na placa de Peyer (WELTY  et al., 2013; NAGATANI et 

al., 2010). Por último, células Treg naturais (nTregs) aparecem ativadas no fluxo 

padrão, contribuindo para tolerância a antígenos próprios. PACHOLCZYK et al. 

(2007) demonstrou que nTregs podem ter como cognato antígenos não-próprios, 

participando dessa forma da tolerância a antígenos comensais. Embora possam ser 

dispensáveis para a indução de tolerância oral (MUCIDA et al., 2005), nTregs 

participam da regulação a antígenos comensais em tecidos periféricos como o 

GALT, onde a maior parte de nTregs ativou-se na presença de antígenos comensais 
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(CEBULA et al., 2013). Sucintamente, o fluxo padrão encontrado no modelo 

representa características celulares marcantes da tolerância oral; A ativação de 

células T regulatórias (iTregFoxP3+, Tr1, Th3, nTreg), células dendríticas (DCs) e a 

produção das citocinas TGF-β e IL-10, as quais ocorrem por diversos tipos celulares 

presentes na LP (i. e. DCs, Tregs, Macrófagos, Enterócito) (WEINER et al., 2011). 

Ao retirarmos os vértices da rede individualmente e calcularmos o erro relativo 

médio, obtivemos uma medida que indica a importância dos elementos do sistema 

imune presentes em nosso modelo no fenômeno da tolerância oral. A retirada do 

vértice CD103+ foi a que provocou maior impacto na rede, levando a um erro relativo 

médio de 0,65. DCs CD103+ constituem a principal população de sua classe na 

lâmina própria intestinal e linfonodos mesentéricos. A expressão da integrina αEβ7 

limita a migração dessas células entre a LP e mLN, qual corresponde o seu papel 

em receber antígenos provenientes da luz intestinal e apresenta-los para  células 

naïveCD4+ (JAENSSON et al., 2008). DCs CD103+ secretam TGF-β, IL-10 e RA, 

através da expressão de RALDH2, contribuindo dessa forma para a geração de 

iTregsFox3+. O RA além de agir sinergicamente com TGF-β, é também é importante 

na síntese de moléculas gut-homing em linfócitos T, como a integrina α4β7 e CCR9, 

levando a um tropismo dessas células para a lâmina própria intestinal (Sela et al., 

2011; PABST e MOWAT, 2011). Camundongos knockout para CD103 (CD103 − / −) 

demonstraram menor proliferação tanto de células T regulatórias como T efetoras, 

significativa diminuição na expressão de moléculas gut-homing em linfócitos T, e a 

indução de tolerância oral foi prejudicada (SEMMRICH et al., 2012). A retirada de 

iTregFoxP3+ e Tr1 do modelo resultou em erro relativo médio de 0,37 e 0,38. A 

expressão de FoxP3 é restrita a Tregs, não sendo apenas um marcador exclusivo 

dessas células, mas também indispensável para a função das mesmas (BILATE e 

LAFAILLE, 2013). Camundongos null FoxP3− / − desenvolvem doença autoimune 

devastadora, caracterizada por esplenomegalia, linfoadenopatia, insulite, severa 

inflamação da pele, retardo no desenvolvimento corporal e menor sobrevivência 

(LAHL et al., 2007; ZHANG et al., 2008). No entanto, esses dados não discriminam 

entre Tregs induzíveis em tecido periférico e Tregs naturais, geradas no timo. 

Contudo, evidências apontam que iTregs tem um papel principal no processo de 

tolerância oral (BILATE e LAFAILLE, 2013). A falta de marcadores únicos para 

células Tr1 dificultou por longo tempo a compreensão de suas funções particulares e 

a possibilidade de ser utilizada na clínica. Recentemente essas células foram 
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identificadas como CD4+CD49b+LAG-3+. São também induzidas no GALT, e 

respondem através da alta produção de IL-10 (GAGLIANI et al., 2013). Assim como 

o knockout de FoxP3, camundongos knockout para LAG-3 apresentaram infiltrado 

linfocitário em múltiplos órgãos seguido por doença autoimune (WOO et al., 2012). 

No entanto, sua principal citocina secretada, IL-10, não é indispensável para a 

indução de tolerância oral em baixas doses. Enquanto que encefalomielite 

desenvolveu-se mais grave em animais IL-10 − / −, a administração oral de 

glicoproteína mielínica dos oligodendrócitos (MOG 35-55) resultou em melhora da 

doença em todos os grupos (GONNELLA et al., 2004). TGF-β desempenha diversas 

funções no GALT; promove expressão de FoxP3, participa do controle da função de 

Tregs, assim como também participa da polarização de Th17. Assim como FoxP3 e 

LAG-3, camundongos null TGF-β apresentam doença autoimune espontânea, e a 

depleção de TGF-βR tipo II de células T resulta em um fenótipo similar, porém 

menos agressivo, marcado por ativação espontânea de células T, produção de 

autoanticorpos e infiltrado linfocitário em múltiplos órgãos (SHEVACH et al., 2008). É 

importante notar que animais TGF-β null não proporcionam uma clara visão sobre 

TGF-β e sua função no sistema imune, já que TGF-β participa de inúmeros 

processos ligados ao desenvolvimento do organismo, e em sua ausência, alterações 

drásticas ocorrem (BÖTTINGER et al., 1997). Na ausência de receptor para TGF-β 

em células T, menor quantidade de células CD103+ desenvolve-se e há um aumento 

na produção de INF-γ (REYNOLDS e MAIZELS, 2012). Animais com dieta deficiente 

em vitamina A apresentaram células dendríticas positivas para langerina em 

linfonodo mesentérico, sugerindo que RA promove o microambiente único do 

linfonodo mesentérico, diferente ao encontrado em linfonodos cutâneos (CHANG et 

al., 2010). 

 

3.7 CONCLUSÃO 

 Em conclusão, demonstrou-se que o modelo baseado em rede é competente 

em descrever as dinâmicas do sistema imune na tolerância oral. O nosso modelo 

aborda tanto as relações topológicas qualitativas assim como a cinética sobre o 

tempo, na caminhada aleatória. No entanto, a maior limitação do modelo é sem 

dúvida a falta de dados totalmente quantitativos para os componentes. Contudo, a 

construção do modelo qualitativo dinâmico pôde corresponder a padrões 
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encontrados na tolerância oral, através dos resultados de fluxo padrão e erro relativo 

médio dos KO. Esse estudo, juntamente com outros realizados na área (THAKAR et 

al., 2007; THAKAR et al., 2012), apresentam-se como pontos de partida para futura 

construção de modelos de redes quantitativos, que descrevam as cinéticas e a 

intensidade das relações casuais entre os componentes do sistema imune. 
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ANEXO 1. Carta de aprovação do comitê de ética para experimentação animal. 
 

 


