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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi comparar a producéo
delFN-y, 1L-12 elL-4 entre camundongos jovens (5, 12
e 19 dias de idade) e adultos (30 dias de idade). As
avaliagOes foram feitas por estimulacéo, in vitro, de
células esplénicas com Concanavalina A (ConA) ,
Staphylococcus aureus (S. aureus) e lipopolissacarideo
(LPS). Diferentes concentr agdes de cada estimulo foram
testadas e os sobr enadantes das cultur as foram coletados
apo6s 48 horas de incubacao e as concentragdes de | FN-y
IL-12 e IL-4 determinadas por ELISA. Células de
camundongos jovens e adultos produziram niveis
igualmente elevados de IFN-y ap6s estimulo com ConA.
Somente animais adultos produziram IFN-y em resposta
ao estimulo com S. aureus. Em culturas estimuladas com
LPS, a producéo desta citocina foi baixa e similar nos
animais jovens e significativamente elevada nos animais
adultos. Somente células de animais adultos estimuladas
com S. aureus foram capazes de produzir 1L-12. O Gnico
estimulo capaz de induzir niveis detectaveisde | L-4 foi
ConA, sendo que estes niveis foram mais elevados nos
animais com 12 e 19 dias de idade em compar acdo com
animais neonatos e adultos. A diminuicdo das doses
6timas dos estimulos ndo mudou o perfil de producédo de
cada citocina nos animais jovens. Estes resultados
permitem concluir que a idade afeta a producéo de
citocinas: ocorre maior producdo de IL-4 em
camundongosjovensemaior producdo dellL-12 e FN-
y em animais adultos. Estasinfor magdes sdo importantes
devido ao papel destas citocinas na polarizacdo das
respostasimunes nos sentidos Thl e Th2.
Palavras-chave: camundongo; citocina; interferon-gama;
interleucina-4; interleucina-12.

INTRODUCAO

A caracterizag@o de subpopulagbes de células T
helper é considerada um avanco indiscutivel naimunologia
moderna. Mosmann et al. (1986), descreveram, pela primeira
vez, aexisténcia de duas subpopulactes de células T hel per
(Thl e Th2), definidas de acordo com perfis distintos de
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secrecdo de citocinas. Células Thl favorecem o
desenvolvimento de respostaimune celular, estéo envolvidas
principalmente na defesa contra patdgenos intracelulares e
s80 caracterizadas pela secrecdo de IFN-y e linfotoxina. Por
outro lado, células Th2 favorecem o desenvolvimento de
resposta imune humoral, ativam a defesa contra patégenos
extracelulares e sdo caracterizadas pela secregdo de IL-4,
IL-5elL-13 (Abbaset al., 1996; Gumy et a., 2004). Apesar
da caracterizacdo mais recente de outras subpopul agdes
celulares tais como Thl7 e T reguladoras, a contribuicéo
fundamental das subpopulages Thl e Th2 para as respostas
imunes celular e humoral, respectivamente, continua sendo
um dos paradigmas da imunologia (Romagnani, 2006).
Linfécitos Thl e Th2 se desenvolvem a partir de células
precursoras virgens e vérios fatores contribuem para esta
diferenciagcdo como, por exemplo, o tipo de célula
apresentadora de antigeno, a natureza dos sinais co-
estimulatérios, via e dose de administracdo do antigeno e
presenca de citocinas. Dentre estes sinais polarizadores para
Th1 ou Th2, a contribui¢&o do micro-ambiente de citocinas
€ considerado um fator crucia (Gumy et a., 2004). IL-12 é
descrita como fator dominante na diferenciagéo de células
Th1 apartir dacéulavirgem precursora T CD4+ (Trinchieri,
1995; Del Vecchio et al., 2007). Este comprometimento para
Th1 é otimizado por IFN-y 0 qual aumenta a expresséo de
receptores paralL-12, além deinibir o desenvolvimento de
células Th2 (O'Garra, 1998; Foulds et al., 2006). Por outro
lado, a producéo de IL-4 no inicio de uma respostaimune é
descrita como fator indispensavel para a polarizagdo no
sentido Th2 (Swain, 1993).

O periodo neonatal da vida é caracterizado por
elevada suscetibilidade aos agentes infecciosos (Marshall-
Clarke et al., 2000), a qual tem sido atribuida a véarias
diferencas entre o sistemaimune do adulto e do neonato. As
principais diferencas podem ser observadas nos componentes
daimunidade inata (Levy, 2007), nas células apresentadoras
de antigenos (Hunt et al., 1994; Véelilla et al., 2006) e nos
linfécitos B (Kovarik & Siegrist, 1998) e T (Buzby et al.,
1996; Schultz et al., 2007). Deficiéncias também sdo descritas
em mondcitos, macréfagos, sistema complemento e
citotoxicidade associada com células NK e outras células
(Kovarik & Siegrist, 1998; Siegrist, 2007). Por causa destas
diferencas, os neonatos foram considerados durante muito



Citocinas Th1l em camundongos jovens

tempo como imunodeficientes. Entretanto, com a descoberta
das subpopulagbes Thl / Th2, ficou claro que a resposta
mediada por células T em neonatos murinos nao era deficiente,
mas sim, preferencialmente direcionada para o padrao Th2
(Pertmer et d., 2001; Bot & Bona, 2002). Entre outras causas,
tem sido constatado por estudos em neonatos murinos e
humanos que esta diferenciagéo preferencial para Th2 se deve
abaixaprodugéo deIL-12 e IFN-y e elevada producéo de IL-
4 (Siegrist, 2000; Satwani et al., 2005; Rose et al., 2007).

As implicagdes deste cenario imunoldgico para a
vacinacdo pediatrica foram comprovadas em vérias
publicacBes. Estudos mostram que criangas vacinadas no
decurso do primeiro ano de vida geralmente apresentam
producdo discreta de anticorpos (Marshal-Clarke et al.,
2000). Além disto, relatos recentes indicam resposta Thl
reduzida em criancgas vacinadas com vacinas virals atenuadas
(poliomielite, sarampo e caxumba), em comparagdo com
adultos imunizados (Gans et al., 2001).

Neste contexto, o objetivo desta investigagdo foi
avaliar aproducdo de IFN-y, IL-12 e IL-4 por células esplénicas
de camundongos jovens (5, 12 e 19 dias de idade) e comparé
lacom a producéo destas citocinas por camundongos adultos
(30 dias de idade). Estas informagdes contribuirdo para um
melhor entendimento daimunidade em neonatos. Além disto,
estes resultados permitirdo definir o periodo neonatal no qual
ocorrem diferengas imunol 6gicas importantes em comparac&o
com o periodo adulto e, desta forma, possibilitardo uma
utilizag@o mais raciona de camundongos como modelo para
estudo de imunologia neonatal .

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c machos e
fémeas (n = 4 - 6 animais) com 5 dias de idade (neonatos),
12 e 19 dias (jovens) ou com 30 dias de idade (adultos). Os
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias da
UNESP, Botucatu. As condi¢Bes de manutencdo e
manipulacdo dos animais foram aprovadas pela Comissdo
de Etica em Experimentacso Animal (protocolo n° 319).

Inducéo de citocinas

Os bacos de animais jovens e adultos submetidos &
eutanasia foram divulsionados e as suspensdes celulares
individuais foram lavadas com meio de cultura RPM1 1640.
As culturas dos animais neonatos foram feitas com pool de
células de cinco animais devido ao baixo nimero de células
no bago dos mesmos. O sedimento celular foi coletado através
de centrifugagdo a 1500 rpm durante cinco minutos e o
nimero de células foi gjustado para’5 x 10° / ml em meio
RPMI 1640 contendo penicilina (100.000 U / ml) e 10% de
soro bovino fetal. A suspensdo celular foi distribuida em
placas de cultura e os seguintes estimul os foram adicionados:
ConcanavainaA (tipo 1V-S, Sigma), S. aureus (Pansorbin,

S aureus Cowan |, Calbiochem-Behring Corp.) e LPS (E.
coli, sorotipo 055:B5, Sigma). Os estimul os foram testados
nas seguintes concentragdes: ConA (0,1; 1,0e5,0 pg/ ml
decultura), S aureus (1/2500; 1/ 5000 e 1/10000- v /v) e
LPS (0,1; 1,0 € 5,0 ug / ml de cultura); apds 48 horas de
incubacdo a 37°C em ambiente contendo 5% de CO,, os
sobrenadantes foram coletados e estocados a -20°C para
posterior dosagem de citocinas.

Quantificagdo de citocinas por Ensaio I munoenzimaético
(ELI1SA)

Os niveis de IFN-y, IL-12p70 e IL-4 foram avaliados
utilizando os seguintes pares de anticorpos (captura e detecgao)
adquiridos da PharMingen: IFN-y (AN18/ C15.16), IL-12p70
(9A5/ C17.8) e IL-4 (11B11 / BVD6-24G2). Placas de 96
pocos (Nunc) foram recobertas com soluc@o contendo
anticorpos de captura para as diferentes citocinas, diluidos
1:1000 em tampéo fosfato de sddio (pH 9.0). As placas foram
incubadas a 4°C, durante 12 h. ApGs cinco lavagens com
solucdo PBS - Tween 20 (0,05%), foi adicionada a solucéo de
blogueio, constituida de PBS com 10% de soro bovino fetal,
com incubagdo por uma hora, a temperatura ambiente. As
placas foram novamente lavadas e incubadas durante 12 h, a
4°C, com as amostras e as respectivas curvas de citocinas,
diluidas na base 2 em tamp&o PBS contendo 10% soro bovino
fetal e 0,05% de Tween 20. As seguintes concentragBesiniciais
foram utilizadas para confecgo das curvas: IFN-y (1250 pg/ml);
IL-12 (625 pg/ml) e IL-4 (1250 pg/ml) Decorrido o tempo de
incubagdo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos anti-IFN-y, IL-12p70 ou IL-4 biotinilados, diluidos
1:1000 em tampéo PBS contendo 10% de soro bovino fetal e
0,05% de Tween 20, durante uma hora, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as placas foram incubadas com a solu¢éo AB
(estreptoavidina + peroxidase) diluida 1:1000 segundo as
instrugdes do fabricante (Dako, Carpinteria) durante 30
minutos, atemperatura ambiente. As placas foram lavadas e
reveladas com H,0, 30V (10 pl) / ortofenilenodiamina - Sigma
(0,01g) diluidas em 12,5 ml de tampé&o citrato-fosfato, a reacdo
interrompida por adicdo de H,SO, 16% e aleiturarealizada
em 490 nm.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados empregando-se
0 programa Graph Pad Software, 1993 (San Diego, CA,
USA). Os resultados foram avaliados por andlise de variancia
(ANOVA), seguida de comparagéo pelo método de Tukey.
Os resultados sdo mostrados como a média do grupo
experimental + erro padrdo médio (EPM). Valores com
p<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS
Producéo de | FN-y

A producdo de IFN-y induzida por ConA tanto nas
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culturas de animais jovens quanto adultos foi
significativamente elevada. Apesar dos niveis observados
Nos animais jovens serem um pouco menores do que nos
animais adultos, esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Os resultados observados em neonatos foram
similares aos dos animais jovens. Estes resultados séo
mostrados na Figura 1a. Ensaios com 1 e 0,1 ug de ConA /
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Figura 1. Producdo de IFN-y por células esplénicas de
camundongos BALB/c com 5, 12, 19 e 30 dias de idade,
estimuladas com ConA (5 pg / ml de cultura) (a); S aureus
(1/5000 v / v) (b) ou LPS (5 pg / ml de cultura) (c). Apo6s 48
h de incubaggo a 37°C / 5% CO, os sobrenadantes foram
coletados e as concentragfes de IFN-y determinadas por
ELISA. Médiade 4 -6 animais+ EPM. * p< 0,05 em relagéo
aos demai's grupos experimentais.

ml de cultura ndo mudaram este perfil ou ndo induziram
resposta, respectivamente (dados ndo mostrados). A
producéo de IFN-y induzida por S. aureus foi observada
somente em animais adultos (Figura 1b). Ensaios com
outras concentracdes de S. aureus (dilui¢des finais de
1:2500 e 1: 10000) ndo provocaram ateracdo deste perfil
(dados ndo mostrados). Em culturas estimuladas com LPS,
a producdo desta citocina foi discreta e similar nos trés
grupos de animais jovens, incluindo os neonatos, e elevada,
de forma significativa, nos animais adultos (Figura 1c).
Ensai os com concentragbes menoresde LPS (1 e 0,1 pg /
ml de cultura) ndo mudaram este perfil (dados néo
mostrados).

Producdo delL-12

A inducdo de IL-12 s6 foi observada nas culturas
estimuladas com S. aureus e os resultados apresentados na
Figura 2 mostram claramente a produg&o desta citocina pelas
células dos animais adultos, mas ndo pelas células dos
neonatos ou jovens. Nas outras concentragdes de S. aureus
testadas (1/2500 e 1/10000) néo foram observadas alteractes
deste perfil (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Producdo de IL-12 por células esplénicas de
camundongos BALB/c com 5, 12, 19 e 30 dias de idade,
estimuladas com Saureus (1/5000). Apés 48 h de incubagéo
a37°C / 5% de CO,, os sobrenadantes foram coletados e as
concentragdes de |L-12 determinadas por ELISA. Médiade
4 - 6 animais+ EPM. * p<0,05 em relagéo aos demais grupos
experimentais.

Producdo delL-4

O Unico estimulo que induziu niveis detectévels
deIL-4 foi aConA. Estes resultados sdo apresentados na
Figura 3 e mostram produc&o significativamente maior de
IL-4 por células de camundongos jovens (19 dias) em
comparagdo com células dos demais grupos. No 12° dia
também foi observada producéo maior de IL-4, mas nédo
foi constatada diferenca estatistica com os demais grupos.
A producdo desta citocinafoi similar nos neonatos e animais
adultos.
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Figura 3. Producdo de IL-4 por células esplénicas de
camundongos BALB/c estimuladas com ConA (5 ug/ ml).
Apébs 48 h de incubacdo a 37°C / 5% de CO?, os
sobrenadantes foram coletados e as concentragdes de IL-4
determinadas por ELISA. Médiade 4 - 6 animais+ EPM. *
p<0,05 em relacdo aos demais grupos experimentais.

DISCUSSAO

Neste estudo comparou-se a producdo de [FN-y, IL-
12 e IL-4 entre células de camundongos jovens, incluindo
neonatos, e adultos. A relevancia desta abordagem reside,
em primeiro lugar, no papel fundamental que estas citocinas
exercem na polarizacdo das respostasimunes para Thl e Th2
(Mosmann et al., 1986; Abbas et al., 1996; Gumy et al., 2004).
Além disto, 0 sistemaimune do neonato tem caracteristicas
peculiares que o distingue do sistemaimune do adulto e que
o torna mais suscetivel as infecgdes (Clapp, 2006; Petrova
& Mehta, 2007).

A producdo de IFN-y foi testada ap6s adicdo de
diferentes estimulos: ConA, S aureus e LPS. A producéo
de IFN-y induzida por ConA permite avaliar a capacidade
gera de producdo desta citocina, pois estalectinaseligaas
glicoproteinas da superficie dos linfocitos T, ativando-os de
forma policlonal. Quanto a0 S aureus e LPS, estes estimulos
induzem producdo de IFN-y por via indireta, ou sgja,
estimulam a producéo de IL-12 que, por suavez, ativacélulas
natural killer (NK) elinfécitos T a produzirem esta citocina

A producdo esplénica de IFN-y em camundongos
adultos e jovens, apos estimulagdo com ConA, foi elevada
e similar, ndo mostrando diferenca estatistica significativa
entre os grupos. Este dado é coerente com a literatura, pois é
descrito que ativadores policlonais, cuja atividade é
independente dos TCR (T cell receptor), induzem niveis
similares de IFN-y em adultos e neonatos (Adkins, 1999).

Diferentemente dos resultados observados com
ConA, nas culturas estimuladas com LPS e S aureus, a
producdo de IFN-y foi discreta ou ausente em animais
jovens, incluindo os neonatos, e significativamente elevada
nos animais adultos. A constatacdo de que neonatos murinos
produzem baixa quantidade de IFN-y n&o é um achado novo,
pois vérios relatos descrevem esta deficiéncia (Pioli et al.,
1998; Schaub et al., 2004). Entretanto, no presente estudo
n&o sO testou-se diferentes estimul os, como também avaliou-
se trés concentraces distintas de cada estimulo. A utilizagdo

de trés concentraces, sendo duas sub-6timas para as células
dos animais adultos, foi fundamental para comprovar a
imunodeficiéncia e ndo um efeito artificial devido ao uso de
dose inadequada do estimulo. Neste contexto, a expectativa
eraade que animais jovens produzissem IFN-y ou IL-12 em
resposta a doses menores do estimulo. Esta estratégia de
reducdo da quantidade de antigeno tem sido um aspecto muito
valorizado recentemente e que se tornou um marco ha
imunologia neonatal. Em resumo, este novo conceito
preconiza que a resposta imune em animais neonatos é
altamente maledvel, sendo os mesmos capazes de montar
respostas imunes semel hantes as de animais adultos, desde
gue as condicdes de exposi¢do ao antigeno sejam adequadas
(Forsthuber et a., 1996; Ridge et a., 1996; Sarzotti et d.,
1996; Adkins et al., 2004). Sarzotti et al. (1996),
demonstraram que o efeito dadose inicial de um retrovirus
murino foi critico para o desenvolvimento de respostaimune;
dose elevada induziu respostaimune tipo Th2 ndo protetora,
enquanto que dose baixa induziu imunidade protetora
mediada por linfdcitos T citotoxicos. Entretanto, na presente
investigacdo, o uso de doses menores dos estimulos ndo
alterou o padrdo de producdo deficiente de IFN-y e lL-12.
A inducdo de IL-12 s6 foi observada nas culturas
estimuladas com S. aureus. Os resultados obtidos mostraram
claramente a producéo desta citocina pelos animais adultos,
mas ndo pelos neonatos ou jovens. A baixa producdo de IL-
12 também é respaldada na literatura. Estudos realizados em
camundongos e humanos demonstraram baixa producéo
desta citocina no periodo neonatal (Siegrist, 2000; Satwani
et a., 2005). Recentemente, Byun et a. (2007), utilizando
um modelo de infec¢do por listéria, cuja resposta imune
protetora requer um fendtipo Thl, constataram que a maior
suscetibilidade dos neonatos estava associada com baixos
niveis de expressdo dos componentes Thl, tais como I1L-12,
IFN-y e T-bet, em comparagéo aos niveis encontrados nos
animais adultos. A relevancia desta baixa producdo de IL-12
€ claramente demonstrada por relatos nos quais a
administrag@o neonatal de IL-12 aumenta a eficacia protetora
de vacinas anti-virais (Arulanandam et a., 2000). Essa baixa
producdo de IL-12 é atribuida tanto aimaturidade das células
dendriticas nos neonatos quanto a defeitos na expresséo e
funcéo dos receptores do tipo Toll (TLRS) presentes na
superficie de mondcitos e macréfagos (Goriely et al., 2004;
Marddi, 2006). E importante ressaltar que a baixa producio
de IFN-y e a ndo producgdo de IL-12 foram observadas
igualmente durante os trés periodos avaliados (neonatos, 12
e 19 dias de vida) antes da fase adulta. Esta constatag&o traz
uma consideracdo de carater pratico importante para os
pesquisadores que utilizam camundongos como modelo
experimental para estudos em imunologia neonatal. E comum
0 emprego de animais neonatos com até cinco dias de vida.
A utilizagdo destes animais traz algumas dificul dades, uma
vez que podem ser rejeitados ou sacrificados pelas maes
guando submetidos a0 manuseio experimental. Além disto,
alguns procedimentos, como por exemplo, os protocolos
vacinais, normalmente requerem mais de uma dose antes da
fase adulta. Neste contexto, consideramos que estes achados
contribuem para uma utilizacdo mais racional de
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camundongos jovens como modelo para estudo de
imunologia em neonatos e infantes. Estes animais poderiam
ser utilizados, por exemplo, para estudos de efeito de boosters
e também da adi¢cdo de imunomoduladores. Apesar da
relevancia deste assunto, a literatura é escassa no que se refere
a correspondéncia entre deficiéncias imunoldgicas
observadas em camundongos jovens e em criangas (Adkins,
2005).

O Unico estimulo capaz de induzir producéo de IL-
4 foi ConA. A producgdo desta citocina foi similar e
significativa em animais neonatos e adultos. Chama atencéo,
entretanto, o fato desta producéo ser mais elevada nos animais
com 12 e 19 dias de idade, comparativamente aos animais
adultos. Em ampla revisdo feita na literatura, ndo foram
encontrados trabalhos sobre producgéo de IL-4 por
camundongos empregando protocolo semelhante ao do
presente estudo. Entretanto, investigacfes feitas com
neonatos humanos mostraram producdo aumentada de | L-4.
Hartel et al. (2005), observaram maior nivel de expressao de
IL-4, IL-5 e IL-10 em neonatos e criangas do que em adultos.
Zhang et al. (2005), avaliando niveis séricos de citocinas em
prematuros humanos, constataram aumento seguido de queda
aos 14 e 28 dias apbs o parto, respectivamente.

No seu conjunto, as caracteristicas da producgéo de
citocinas nos animais jovens, que incluiram maior producgéo
de IL-4, producéo discreta de IFN-y e auséncia de 1L-12,
séo compativeis com o fato de que neonatos néo sao
imunodeficientes, mas sim direcionados para um padréo Th2.
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ABSTRACT
Deficient production of Thl cytokinesin young BALB/c mice

In this paper we compare cytokine production (I FN-y,
IL-12 and IL-4) by young (5, 12 and 19 days old) and
adult (30 days old) BAL B/c mice. Cultures of spleen cells
isolated from these mice were stimulated with
Concanavalin A (ConA), Staphylococcus aureus (S.
aureus) and lipopolysaccharide (LPS); three different
doses of each stimulus being tested. Culture supernatants
were collected 48 h later and cytokine concentrations
determined by ELISA. ConA induced similarly high IFN-y
levelsin culturesderived from both young and adult mice,
but only adult animal cells produced |FN-y after
stimulation with S. aureus. On the other hand, LPS
stimulation significantly raised IFN-y production in
adults, while this cytokine remained at a low level in
young mice. I1L-12 production was induced only by S.
aureusand only in adult cells. IL-4 production was only

observed in ConA-stimulated cultures, whereits levels
were similarly low in cells from 5- and 30-day-old mice
but significantly higher in 12- and 19-day-old animal
cultures. Addition of a smaller dose of each stimulus did
not change the profile of cytokine production. We
conclude from these resultsthat cytokine production was
affected by age: higher I1L-4 production was observed in
cells from young mice whereas higher IFN-y and 1L-12
production was associated with adult animals. This
information is highly relevant in that these cytokinesare
directly involved in Thl/ Th2 polarization.

Keywords. mouse; cytokine; interferon-gammea; interleukin-
4; interleukin-12.
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