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RESUMO

CRUZ, Renata Harumi. Interacao entre anticorpos especificos e células
dendriticas de pacientes alérgicos. 2018. 90 f. Dissertacdo (Mestrado em
Imunologia). - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo, 2018.

A atopia caracteriza-se pela tendéncia de um individuo a produzir IgE em
quantidade elevada, em resposta a um alérgeno especifico, levando ao
desenvolvimento de asma, rinite ou eczema. Todavia, a manifestacao do fendtipo
da alergia depende da interacdo de fatores genéticos e exposicao a alérgenos
ambientais. Desta forma, o alérgeno é processado e apresentado aos linfécitos T,
que desenvolvem uma resposta imune Th2, exacerbada caracteristica da atopia.
A principal célula que esta envolvida na comunicac¢ido entre a imunidade inata e
adaptativa é a célula dendritica (DC) cuja funcdo é capturar, processar e
apresentar o antigeno aos linfécitos. As DCs imaturas capturam o antigeno e
migram do tecido para o 6rgdo linféide periférico, onde elas se diferenciam em
DCs maduras e apresentam o antigeno aos linfécitos T naive. Assim, os linf6citos
T naive podem se diferenciar em subtipos de linfocitos efetores como: linfécitos
Th1 e Th2. Esses linfécitos auxiliam na producao de anticorpos pelos linfécitos B
na resposta imune humoral contra patégenos especificos. O sistema imune
humoral compreende cinco classes de imunoglobulinas: IgG, IgM, IgD, IgE e IgA
e sua producao sofre influéncia da imunidade celular. Desta forma, alérgenos
provenientes de acaros como, Dermatophagoides pteronyssinus, podem levar a
inflamagao alérgica, alterando a producdo de anticorpos. Tendo em vista
evidéncias que demonstram a interacdo das DCs com anticorpos, propomos
investigar sua influéncia na apresentacdo dos principais alérgenos da poeira
domiciliar e sua modulacao sobre a resposta imune em individuos alérgicos e nao

alérgicos.

Palavras-chave: Alergia, Alérgeno, Células dendriticas, Linfécitos TCD4+,

Imunoglobulinas.



ABSTRACT

CRUZ, R. H. Interaction among specific antibodies and dendritic cells
from allergic patients. 2018. 90 s. Dissertation (Master degree in

Immunology). Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao

Paulo, 2018.

Atopy 1s characterized by the trend of an individual to produce high amounts of
IgE in response to a specific allergen, leading to the development of asthma,
rhinitis or eczema. However, the manifestation of the allergy phenotype depends
on the interaction of genetic factors and exposure to environmental allergens. In
this way, the allergen is processed and presented to the T lymphocytes, which
develop a Th2 immune response, exacerbated characteristic of atopy. The main
cell that i1s involved in the communication between innate and adaptive
immunity is the dendritic cell (DC) whose function is to capture, process and
present the antigen to lymphocytes. Immature DCs capture the antigen and
migrate from the tissue to the peripheral lymphoid organ, where they
differentiate into mature DCs and present the antigen to naive T lymphocytes.
Thus, naive T lymphocytes can differentiate into subtypes of effector lymphocytes
such as Th1l and Th2 lymphocytes. These lymphocytes assist in the production of
antibodies by B lymphocytes in the humoral immune response against specific
pathogens. The humoral i1mmune system comprises five classes of
immunoglobulins: IgG, IgM, IgD, IgE and IgA and their production is influenced
by cellular immunity. In this way, allergens from mites such as
Dermatophagoides pteronyssinus, can lead to allergic inflammation, altering the
production of antibodies. In view of evidence demonstrating the interaction of
DCs with antibodies, we propose to investigate their influence on the
presentation of the main house dust allergens and their modulation on the

immune response in allergic and non-allergic individuals.

Keywords: Allergy, Allergen, Dendritic cells, CD4 + T lymphocytes,

Immunoglobulins.
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INTRODUCAO

"Vocé escreve para mudar o mundo... Se vocé alterar, mesmo que seja
por um milimetro, a maneira como as pessoas olham para a realidade,

entdo vocé pode muda-lo."

James Baldwin.
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INTRODUCAO

1.1. Alergia
1.1.2. Caracteristicas Gerais

O termo alergia foi apresentado em 1906 por Clemens Von Pirquet, para
descrever uma mudanc¢a na reacao do sistema imune que ocorre devido a uma
exposicao inicial ao antigeno (sensibilizacdo). A palavra alergia foi derivada do
grego allos (outro) e ergon (trabalho) (THOMAS ET AL, 2010). O intuito de usar o
significado da palavra alergia, por Clemens Von Pirquet, poderia ser tanto uma
reacao protetora, que conduzisse para imunidade, ou ser ‘prejudicial’, levando ao

dano tecidual e reacées adversas (THOMAS ET AL, 2010, HUBER, 2006).

A reacdo de hipersensibilidade do sistema imune é caracterizada pelo
aumento exacerbado do nivel de anticorpos do tipo IgE na circulacdo sanguinea,
apos o contato com baixas concentracoes de alérgeno (LONDON, THARAKAN,
RAMANATHAN, 2016). Este por sua vez, leva a ativacido da reacao inflamatoéria
alérgica como: asma, rinoconjuntivite e eczema (YAZDANBAKHSH,

KREMSNER, REE VAN, 2002).

Esta definicdo descreve a reacao imune, entretanto, nao inclui os
sintomas clinicos. A atopia é um fator importante para o desenvolvimento das
doencas alérgicas, embora o paciente atopico possa apresentar um teste positivo
em resposta ao alérgeno sem desenvolvimento dos sintomas (BALDACARA ET

AL, 2013).

As doencgas alérgicas representam um problema de saude que atinge
grande parte da populacdo. De acordo com os estudos epidemiolégicos ha um
aumento na prevaléncia da asma, rinite alérgica, conjuntivite e dermatite atopica.
Aproximadamente 1 bilhdo de individuos no mundo sao afetados pelas doencas
supracitadas (TAN ET AL, 2016). Em casos mais extremos, as manifestagoes
clinicas podem evoluir para anafilaxia e morte (HAWRYLOWICZ ET AL, 2005;
RUTKOWSKI ET AL, 2014). A prevaléncia varia, geralmente sendo mais alta em
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paises desenvolvidos em relagio aos paises em desenvolvimento

(HAWRYLOWICZ ET AL, 2005).

A Organizacdo Mundial de Alergia (WAQO) estima que atualmente 235
milhdes de pessoas em todo o mundo sofram de asma, a doenga mais comum na
infancia (WORLD ALLERGY ORGANIZATION, 2014). No Brasil, a asma é
responsavel por 350.000 internacées hospitalares por ano, 2.000 Obitos, e
Incontaveis consultas ambulatoriais e emergéncias, levando a auséncia
prolongada em atividades escolares e no trabalho (GALVAO, CASTRO, 2005). No
Brasil é também considerada a 42 causa de hospitalizacoes pelo Sistema Unico de

Satide (SUS), sendo a 32entre jovens adultos (GALVAO, CASTRO, 2005).

O aumento nos casos de alergia coincide com o periodo de grande
modernizac¢ao e urbanizacao, com o desenvolvimento economico do pais e com a
melhoria das condi¢ées sanitarias. Como consequéncia, houve uma mudanca no
estilo de vida da populacao, levando as pessoas (principalmente criancas) a terem
menos exposicado a agentes microbianos, corroborando a ‘hipotese da higiene’

(SHARQUIE ET AL, 2013).

Tal hipétese foi inicialmente apresentada por Strachan em 1989 para
explicar o porqué da ocorréncia do aumento da asma e doencas alérgicas em
paises industrializados, associando a reducao da carga microbiana na infancia
com o desenvolvimento de doencgas alérgicas (NGOC ET AL, 2005). A teoria da
higiene afirma que a falta de exposi¢cao a componentes microbianos na fase inicial
da vida altera a pré-ativacao do sistema imune, levando consequentemente ao

aumento da suscetibilidade de doengas atépicas (STIEMSMA E TURVEY, 2017).

O mecanismo de manifestacdo das doencas alérgicas é complexo e
influenciado por varios motivos, tais como: rota de exposi¢cao e dose do alérgeno,
tempo de exposic¢ao, suscetibilidade genética e caracteristicas do alérgeno (TAN
ET AL, 2016). Sendo assim, a manifestacao do fenétipo da alergia na maioria das
vezes depende da interacao de fatores genéticos e o envolvimento com o ambiente,
ou seja, a exposicao aos alérgenos ambientais: poeira domiciliar, polen, dcaros,

pélos de animais, fezes de barata, etc (GREGORY, LLOYD, 2011; ROMAGNANI,
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2004). Essa combinacgio gera uma elevada prevaléncia e muitas das doencas

alérgicas tornam-se cronicas (NUNES, 2003).

Componentes organicos de diversas origens, tais como: pélens, fibras
vegetais, derivados dos artrépodes (4dcaros e baratas) e animais (gatos e
cachorros) sdo agentes potenciais responsaveis pelo desencadeamento das
doencas alérgicas (HOLT, THOMAS, 2005). Esses componentes sdo conhecidos
como alérgenos, os quais induzem a reacdo de hipersensibilidade do tipo I,
provocando uma resposta celular Th2 do qual culmina na producao de IgE

(GHOULEH ET AL, 2012).
Dermatophagoides pteronissynus

Desde o século XVII, ja havia conhecimento de que a inalacao de
fragmentos de A4caros poderia causar asma e rinite, porém nada muito

aprofundado sobre suas consequéncias (RAULF ET AL, 2015).

Somente em 1964, o grupo de Reindert Voorhort, e o casal Frits T. M.
Spieksma e Marise Spieksma-Boezeman, provaram que ndo somente a presenca
de acaros da poeira domiciliar coletados de amostras provenientes das casas sao

as principais fontes de alérgenos, mas também sio encontradas em ambientes

internos umidos e secos (RAULF ET AL, 2015).

A 1dentificacdo do género Dermatophagoides, mais conhecido como acaros
da poeira domiciliar (figura 1), foi resultado de muito trabalho e estudo de

médicos e bidlogos durante o periodo da pré-Segunda Guerra Mundial

(SPIEKSMA, DIEGES, 2004).
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Figura 1 - Acaro da poeira domiciliar

Dermatophagoides pteronyssinus, a esquerda, fémea; e a direita, macho. Tamanho do
corpo ~ 320 um (Adaptado de: SPIEKSMA, DIEGES, 2004).

Os acaros sao microrganismos chamados de poiquilotérmicos, pois nao
conseguem regular a sua propria temperatura corporal. Sua proliferacdo 6tima é
entre 75% a 80% da umidade relativa e numa temperatura de 25°C a 30°C. Sao
capazes de sobreviver em regiées onde ha uma grande variacao de temperatura e
umidade, assim, utilizam seus mecanismos de escape como ‘cavar em areas em
que a umidade pode ser bem mantida, como sofas e colchoes. Portanto, demoram
meses para morrer, mesmo com pouca umidade e, assim, possuem o0 tempo
suficiente para amplificar a dispersar suas substancias alergénicas (BIAGTAN

ET AL, 2014).

Na poeira domiciliar estdo presentes componentes derivados do acaro,
tais como: granulos de suas fezes, mas ha também epitélios de animais, restos
alimentares, esporos de fungos e fragmentos de insetos. Sendo que os alérgenos
de acaros sdo as principais moléculas na reacao da hipersensibilidade. O acaro da
poeira domiciliar é representado principalmente pelo género Dermatophagoides

sp., e pode ser encontrado em diversos locais, preferencialmente em regides de
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clima tropical como Brasil, Estados Unidos (Florida), Porto Rico e Venezuela

(CRIADO , WANDALSEN, 2001).

Na cidade de Sao Paulo, por exemplo, observou-se que as espécies
Dermatophagoides pteronissynus (Dp) e Blomia tropicalis (Bt) representam 50% e
26% dos alérgenos presentes na poeira dos interiores domiciliares,
respectivamente (SERRAVALLE, MEDEIROS, 1999). Um estudo realizado na
cidade de Salvador demonstrou que os acaros dessas espécies também sio os
principais indutores da sensibilizacdo alérgica e responsaveis pelas maiores
porcentagens de frequéncia de testes cutaneos positivos (SERRAVALLE,
MEDEIROS, 1999).

O acaro Dp pode induzir diretamente a resposta inflamatoéria, assim como
a resposta imune mediada por IgE. Alguns estudos demonstraram que as
enzimas provenientes de Dp sdo capazes de ativar os eosinéfilos e células
epiteliais dos broénquios, e induzir a liberacdo de mediadores inflamatoérios

provenientes dos mastocitos (LEE ET AL, 2008).

Alérgenos presentes na poeira domiciliar sdo capazes de ativar o sistema
1mune inato e iniciar uma resposta inflamatoéria, demonstrado pela atividade de
protease dos alérgenos do grupo 1 de Dp e Dermatophagoides farinae (Der p 1 e
Der f 1) — enzimas proteoliticas que induzem resposta pro-infamatoria pelo
rompimento do epitélio pulmonar). Ja os alérgenos do grupo 2, Der p 2 e Der f 2
Iinteragem com o sistema imune inato ativando as células dendriticas (DCs,
dendritic cells) via receptor semelhante a Toll do tipo 2 e 4 (TLR, Toll like-
receptor) e sdo também altamente alergénicos (Figura 2) (LISA, LLOYD, 2011;
CALDERON ET AL, 2015).
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Figura 2 - Ativacao do sistema imune inato pelos acaros da poeira

domiciliar.
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O sistema imune inato pode reconhecer os alérgenos por varias vias de
sinalizacdo. Dentre os quais, pela via de ativacdo dos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), em que mecanismos intracelulares conduzem
para transcri¢oes de genes, encaminham para a sintese e liberacgdo de citocinas
inflamatérias. E o outro mecanismo é através da enzima proteolitica, dos quais,
receptores da membrana, sdo clivados pela acdo das proteases que também
ativam a transcricio de genes para producido de citocinas inflamatoérias
(Adaptado de: JACQUET, 2011).

As doencgas alérgicas tém uma resposta inflamatéria que é desencadeada
pelas citocinas produzidas pelos linfécitos Th2, mastocitos, basofilos e eosinodfilos,
os quais sao: IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e TGF-B8 (Nissen et al, 2013). Estas
citocinas sao produzidas e secretadas pelas células apds estimulagdo por um

alérgeno, como por exemplo, o alérgeno do Dp (BACHARIER, 2011).

Em estudos realizados com Der p 1, um dos principais alérgenos da poeira
domiciliar, as DCs dos individuos sensiveis ao acaro produziram mais IL-6 e IL-
10, porém menos IL-12 do que as DCs provenientes dos pacientes saudaveis

(UPHAN, 2003). Além disso, os linfécitos T dos pacientes sensiveis ao alérgeno do
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acaro Dp cultivados com DCs e Der p 1 produziram preferencialmente IL-4 do

que IFN-y HAMMAD ET AL, 2003).
Resposta Imune e Alergia

As reagoes de hipersensibilidade decorrem de uma reacgédo exacerbada do
sistema imune, frente a baixas concentragées de um antigeno, devido a pré-
disposicao genética. A hipersensibilidade do tipo I ocorre na presenca da
imunoglobulina da classe E (IgE); do tipo II é mediada pelos anticorpos IgG e
IgM; o tipo II1, é mediada pela formacao de imunocomplexos; e o tipo IV, chamada
de hipersensibilidade tardia, é uma reacdo mediada principalmente pelos
linfécitos T CD4+ e macrofagos. No entanto, a resposta alérgica é classicamente
definida como a reacdo de hipersensibilidade do tipo I (GERSHWIN, 2014;
GRUMACH, 2001).

A inflamacido alérgica ocorre em duas fases: a fase da sensibilizacdo
(inducdo) e a fase efetora. A fase de sensibilizacdo envolve as células
apresentadoras de antigenos (APCs, antigen presenting cells), linfécitos T,
citocinas secretadas pelos linfécitos Th2, bem como: IL-4, IL-5 e IL-13, troca de
classe dos linfécitos B e a secrecao e ligacao das IgE no receptor de Fc#RI de alta
afinidade na membrana dos mastocitos e basoéfilos, tornando estas sensibilizadas
(HE ET AL, 2013).

A fase efetora ocorre quando o individuo passa por subsequentes
exposicoes aos mesmos alérgenos, ativando mecanismos celulares que realizam
ligacdo cruzada com duas IgE adjacentes em mastocitos ou basoéfilos
sensibilizados. Ocorre o recrutamento de células inflamatoérias, a ativacdo e
liberacao de mediadores inflamatoérios, como, histamina, cistenil-leucotrienos
(CysLTs) e citocinas que promovem permeabilidade vascular, contragao muscular

e producao de muco (HE ET AL, 2013; RIZZO, 2008) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo classico da inflamacao alérgica
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O processo fisiopatolégico da inflamacéo alérgica envolve duas fases: a fase de
inducdo: é o momento onde as DCs recebem o primeiro contato com o
alérgeno, consequentemente tornam-se ativas e interagem com linf6citos Th
para a mudanca do perfil celular, para linfécitos Th2; através da liberacao de
citocinas especificas induz a mudanca de classe dos linfécitos B para a
producdo de IgE que por sua vez, se liga aos receptores FceRI de alta
afinidade tornando as células (mastécitos, baséfilos) sensibilizadas. A fase
efetora ocorre apds o segundo contato com o mesmo alérgeno, fazendo com que
as células sensibilizadas degranulem e liberem mediadores inflamatérios
desencadeando manifestacées clinicas (Adaptado de: He et al, 2013).

Além dos mastécitos, basofilos e eosinédfilos, existem outras células do
sistema imune que atuam durante a fase da manifestagcao alérgica, como por

exemplo, as DCs e os linfécitos T.
Células do Sistema Imune e Alergia

Células dendriticas sdo derivadas da medula 6ssea. Morfologicamente,
sdo bem caracteristicas, apresentando finas proje¢bes nas membranas

semelhantes a uma estrela (BANCHEREAU, STEINMAN, 1998). As DCs sao

células conhecidas APCs, cujo nome que a caracteriza esta associado a sua
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principal funcgao. Elas desempenham o papel central no inicio da resposta
primaria e no aprimoramento da resposta imune secundaria (GAETAN ET AL,
2002; GHAEMMAGHAMI ET AL, 2002).

Ha diversos tipos de DCs identificadas tanto em humanos quanto em
camundongos, dentre eles, ha as DCs de origem mieléide, que sdo as células em
estudo nesse trabalho. Estas células sdo encontradas no sangue periférico,
representam entre 0.5% a 1.0% dos mondcitos circulantes e possuem uma relacao
comum com monodcitos e macrofagos. Para que possam sobreviver, necessitam do
fator estimulador de colonia para granuldcito e macréfago (GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony stimulating factor), e também sao compostos por marcadores
de superficie como: CD11c, CD33 e CD13 e expressam receptores semelhantes a
toll 2, 3, 4 e 8 (FRISCHMEYER-GUERRERIO, 2014; UPHAM, STUMBLES,
2003).

Em relacdo a caracteristica da funcionalidade das DCs ha duas formas
conhecidas como: DC imatura e DC ativada. Elas possuem diferentes funcoes
fundamentais para a imunidade. DCs imaturas sdo importantes pela sua alta
capacidade de capturar e processar o antigeno embora possua baixa capacidade
de estimular linfécitos T. Ja as DCs ativadas, possuem alta capacidade de
estimular os linfécitos T naive, os quais sao fundamentais para iniciar as
respostas imunes adquiridas aos antigenos proteicos (Figura 4), contudo,

possuem baixa habilidade para capturar antigenos. (CELIA ET AL, 1997).
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Figura 4 - O papel das moDCs na resposta imune alérgica a acaros de

poeira domiciliar.
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O alérgeno de Der p pode modular as células dendriticas derivadas dos
monécitos (moDCs), conduzindo para diferenciacio a s maturacdo num
processo inflamatério alérgico (Adaptado de: WANG, 2013).

Na alergia, as DCs possuem um papel crucial no processo inicial e no
controle da inflamacido alérgica. As DCs e as células de Langerhans sio
particularmente importantes em doencas como a asma e 0 eczema,
respectivamente (KAY, 2001). Sua funcao consiste no reconhecimento primario
da estrutura nativa do alérgeno, processamento em peptideo, e apresentacao ao
linfécito T CD4+ via molécula de MHC classe II das DCs, com subsequente
polarizacao para a subpopulacao de células T helper 2 (Th2) (SHAKIB ET AL,
2008).

O desenvolvimento diferencial dos linfécitos T naive em células
funcionalmente efetoras, como linfocitos T helper 1 (Thl) ou linfécitos Th2,
depende dos fatores presentes no microambiente no momento da ativag¢ido dos
linfécitos T (HILKENS ET AL, 1997).

A diferenciacdo desses linfocitos necessita de basicamente trés sinais
estimulatérios, o qual é um processo importante para que haja uma resposta
eficiente aos diferentes patdégenos. O sinal 1 indica a propriedade molecular do

antigeno para o receptor do linfécito T (TCR, T cell receptor). A expressao de
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moléculas co-estimuladoras na superficie das DCs, juntamente com proteinas
produzidas durante a resposta imune inata, representa o sinal 2, ao qual a
molécula co-estimuladora se liga a receptores de linfécitos T e o ativam (DELFI
ET AL, 2014). A combinacao do sinal 1 e o sinal 2 representa a ativacido antigeno
especifica da célula T naive, promovendo o seu desenvolvimento em linfécitos T
efetores e de memoria. As citocinas provenientes das APCs representam o sinal 3,
o qual conduz para a determinacdo dos subtipos de linfécitos T helper, por
exemplo, altas concentracoes de IL-12 polarizam para o tipo Thl e este linfécito,
por sua vez, produz IFN-y (KALINSKI ET AL., 1999).

Por outro lado, altas concentracées de IL-4 provenientes dos linfécitos T
naives e baixas concentracoes de IL-12, em resposta ao estimulo realizado pela
apresentacao de peptideos pelas APCs, conduzem para o perfil do tipo Th2, onde
esta célula ira produzir citocinas como: IL-4, IL-5, IL-13, IL-25, IL-31, IL-33
(Jutel, Akdis, 2011). A combinacio do IL-18, IL-6 com IL-23 independente do
fator de crescimento e transformacio-beta (TGF-B8, transforming growth factor-
beta), pode promover o desenvolvimento do tipo Th17, embora o TGF-8, em
ambientes onde ha inflamacido, possa também conduzir para o perfil Th17
(BEDOYA ET AL, 2013).

Os linfécitos T regulatorios (Tregs) estdo envolvidos na manutencao da
tolerancia periférica e no controle dos avancos das doencas inflamatoérias
cronicas. A presenca das citocinas, IL-10 e TGF-B leva ao desenvolvimento dos
linfécitos Tregs (VIGNALI ET AL, 2008). Ha também uma populacao de linfécitos
T conhecidos como linfécitos T de memoria, os quais apresentam caracteristicas
morfofuncionais peculiares comparadas aos linfocitos T naive. Sdo células
capazes de responder rapidamente frente a um antigeno re-exposto, ou seja, ha
uma mudanca na qualidade de resposta, que permite desenvolver respostas mais
eficazes. Os linfécitos de memoéria apresentam uma malor expressao das
moléculas de adesdo, permitindo uma adesdo mais intensa com as APCs
(AHMED, GRAY, 1996).

Além dos linfécitos T, os linfécitos B participam da resposta alérgica. Sua
principal func¢io é sintese de anticorpos. Os linfécitos T que foram diferenciados

em células efetoras migram para o foliculo linfoide onde estao localizados os
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linfécitos B (OZDEMIR ET AL, 2010). O reconhecimento do alérgeno pelo
linfécito B e a ligagdo das moléculas co-estimulatorias entre linfécitos B e T, leva
a ativacdo dos linfécitos B, que por sua vez, leva a mudanca de classe do

anticorpo IgM para IgE (HOLGATE, 2012).

Imunoglobulinas e Alergia

Imunoglobulinas (Igs) ou anticorpos (Acs) sdo proteinas soliveis
produzidas pelos linfécitos B ativados, conhecidos como plasmoécitos, em resposta
aos antigenos. S3o proteinas que medelam a resposta imune humoral,
apresentam caracteristicas estruturais comuns, e funcionalmente sdo especificas
e diversificadas. O sistema imune adaptativo compreende cinco classes de

imunoglobulinas: IgE, IgA, IgG, IgM e IgD (JUNIOR ET AL, 2010).

IgE é o anticorpo que possui uma funcdo importante na defesa contra os
parasitas. Esta presente no sangue em baixas concentracoes, possul um curto
periodo de meia-vida devido a sua potente atividade. Esta relacionada com a
fisiopatologia das doencas alérgicas, assim como asma, alergia alimentar,
anafilaxia e dermatite atopica. Em pacientes que apresentam essas doencas, o
nivel de IgE antigeno-especifico é maior em comparacao ao individuo saudavel
(WU, SCHEERENS, 2014). A IgE possui uma afinidade extremamente alta com o
receptor FceRI, os quais sao expressos em células como: mastocitos, basofilos,
eosinéfilos e células de Langerhans. Este anticorpo circulante regula
positivamente a expressao do receptor FceRI dessas células. Desta forma, a forte

ligagao do anticorpo ao receptor gera uma regulacao positiva e contribui para a

poténcia desta IgE (SCHROEDER, CAVACINI, 2010).

A IgG é o anticorpo mais predominante e constitui 70% de todas as
classes das Igs. E dividido em quatro subclasses de IgG referentes ao seu nivel
sérico presentes no sangue de um individuo saudavel que encontramos desta
forma: IgG1>IgG2>IgG3>IgG4. As subclasses apresentam distintas fungdes
exercendo uma prote¢ao imune sistémica, como ligacdo a bactérias, virus e fungos

com alta afinidade (opsonizacao). Por exemplo, as IgG1 e IgG3 geralmente
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induzem uma resposta contra antigenos proteicos, entretanto, as IgG2 e IgG4

estdo relacionadas a antigenos polissacaridicos (SCOTT-TAYLOR ET AL, 2017).

H4a ainda uma diferenca na afinidade entre os trés tipos de receptores
FeyR (1, 11, III). IgG1 e IgG3 ligam-se aos trés tipos do receptor FcyR, IgG4 liga-se
somente ao receptor FcyR I e II, embora seja uma ligacdo mais fraca em relacao a
IgG1 e a IgG2 que liga-se apenas ao receptor FcyRII (SINGER, JAROLIM, 2014;
SCHROEDER, CAVACINI, 2010)

O anticorpo mais abundante do tecido linféide associado a mucosa é a
IgA. A resposta deste anticorpo foi associada com o desenvolvimento da
tolerancia da mucosa (oral) e contribui como a primeira linha de defesa das

regioes mucosas pela neutralizacao dos antigenos inalados e ingeridos.

A IgA possui baixa capacidade de ativacio e inibicdo do complemento e
ativacdo do macréfago, podendo ser representada como um 1is6tipo néo
inflamatoério, assim como, IgG4 (PILLETE ET AL., 2010). Ha duas subclasses da
IgA, as quais sdo: IgAl, predominante no soro na forma monomérica, e IgA2,
presente nas secrecoes mucosas na forma dimérica, sendo chamada de IgA
secretoria (SIgA, secretory IgA). A IgA monomérica liga-se com baixa afinidade ao
receptor FcaRI e ativa o ITAM inibitério (ITAMi, motivo de ativacao do
1munorreceptor baseado em tirosina, sua ligacdo pode ativar ou inibir
dependendo do ligante) o qual nao conduz para a ativacdo celular ou
degranulacao/burst oxidativo, no caso dos granuldcitos. Em contrapartida, o
complexo IgA demonstra uma ativacdo mais forte e subsequente sinal de
ativacao, resultando na ativacao celular (PASQUIER ET AL., 2004;
GLOUDEMANS ET AL., 2013).

Foram descritos quatro receptores em que ocorre uma ligacdo com a IgA:
FcaRI (CD89) expressos nas células mieldides como monoécitos, neutrofilos,
eosinoéfilos e células de Kupffer; receptor de Ig polimérica (pIgR, polimeric-Ig
receptor) que transporta IgA e IgM polimérica através das células epiteliais da

mucosa Fca/uR expresso em monocitos/macrofagos; receptor asialoglicoproteina
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do hapatdécito (ASGP-R); e receptor da transferrina (TfR ou CD71) (PASQUIER
ET AL, 2004).

Estudos realizados in vitro demonstraram que a ligagao cruzada do FcaRI
com DCs derivados dos mondécitos humanos conduz a internalizacdo do complexo
IgA e apresentacdo do antigeno, resultando na manutencio das DCs e producao

de IL-10. A ligacao da IgA sérica em mondcitos induz a expressao de IL-10 e inibe

citocinas inflamatoérias como IL-6 e TNF (GLOUDEMANS ET AL., 2013)

Os anticorpos IgE e IgG especificos ao alérgeno da poeira domiciliar, por
exemplo para Der p 1, estdo envolvidos na alergia, porém cada um com
interpretacoes diferentes. O IgE na fase inicial da alergia induz a degranulacao
dos mastocitos e contribui para o dano tecidual causado pela liberacdo dos
granulos provenientes dos mastécitos (HELLMAN ET AL, 2017). Estudos
mostraram que este mesmo anticorpo poderia ser considerado um marcador da
alergenicidade, uma vez que IgG especifico ao alérgeno Der p 1 é quase

exclusivamente produzido pelos pacientes alérgicos.

As imunoterapias utilizadas atualmente nas doencas alérgicas reduzem
significativamente a inflamacao alérgica, no entanto ndo apresentam melhora
significativa na resposta, demonstrando a necessidade do desenvolvimento de
novas modalidades terapéuticas. Assim, é importante investigar o tratamento
que propicia o equilibrio da resposta a linfocitos T que foram induzidos pelos

alérgenos em pacientes atopicos.

A resposta inflamatoria alérgica é caracterizada pela apresentacio de
antigenos pelas APCs para os linfécitos T naives, que direcionam a resposta para
um perfil Th2. E em contraste, em individuos nao alérgicos, ha o predominio de
linfocitos Th1 e linfocitos T reguladores (Tregs). Nossa hipotese é que o tratamento
com IgA e IgG in vitro é capaz de imunomodular a resposta das células

dendriticas dos pacientes atdpicos aos alérgenos Der p 1 e Der p 2.
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OBJETIVOS

"Saiba de onde veio. Se vocé sabe de onde veio, ndo ha
absolutamente nenhuma limitag¢do para onde vocé pode ir."”

James Baldwin.
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OBJETIVOS

Geral:

e Avaliar o efeito de IgA e IgG nas respostas de células dendriticas

frente aos alérgenos Der p 1 e Der p 2.

Especificos:
e Triar os pacientes por meio do prick test e historia clinica;

e Quantificar a concentracio de IgA, IgE e IgG especificos a Derp 1 e

Der p 2 do soro dos pacientes e controles;

e Avaliar a liberacao de citocinas por DCs de pacientes triados, como:

IL-10 e IL-12;

e Avaliar a liberacao de citocinas por linfécitos de pacientes triados em

cocultura com as DCs, como: IL-4, IL-5 e IFN-y.
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MATERIALEMETODOS

"Todo grande progresso da ciéncia resultou de uma nova auddcia da

imaginacdo."

John Dewey.
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MATERIALEMETODOS

Fluxograma de experimentacao

O fluxograma abaixo indica os procedimentos, em sequéncia, para melhor

compreensao.
Figura 5 - Sequéncias dos experimentos realizados com células e soros humanos

17 Etapa: Diagnostico dos pacientes e controles

Teste cutineo de puntura e coleta
do sangue periférico

v o |

Papula > 3mm

Papula < 3mm =% | Controle

Quantificagio de IgE
totaleespeci;cainp - LE ¢

TIgE total e especifico a Dp —" Paciente I

Y

Quantificagéo de IgG e IgA
especifica a Derp 1 e Der p 2

¢

Purificacio de IgA e IgG
especificas a Derp 1 e Derp 2

4

Dialise/Concentragéo; Filtragdo e
Dasagemn dos AcxTeA & Ixth » | Acs para cultura |




41

2% Etapa: Recrutamento dos pacientes e controles
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Fonte: Producao da prépria autora

Casuistica
Amostras

Participaram deste estudo 142 voluntarios selecionados no Ambulatério
de Alergia e Imunologia da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) e do
Departamento de Imunologia da Universidade de Sao Paulo (USP).

A selecao dos individuos foi realizada avaliando o histérico clinico, teste
cutaneo de puntura (TCP) e Immuno CAP. Para todos os individuos foi realizado
o teste cutaneo de puntura (TCP) para alguns dos principais alérgenos
(respiratorios e alimentares), dentre eles o acaro Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp). Apos a realizacdo do TCP, foram coletados dois tubos de 10
mL de sangue para coleta de soro, mediante assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), separados em aliquotas para
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realizacao das analises de IgE total e especifica para Dp e seus alérgenos Der p 1
e Der p 2, bem como IgA e IgG especificas aos alérgenos e posterior purificacao

das mesmas.

Nas primeiras analises, os participantes foram divididos em dois grupos:
DP, que incluiram aqueles com histérico clinico de alergias, TCP positivo a Dp,
bem como IgE especifica ao acaro positivo (Immuno CAP); - Controle, sdo aqueles
sem histérico clinico de alergias, TCP negativo aos alérgenos testados, e IgE
especifica ao acaro negativo.

Todos os procedimentos nao ultrapassaram os limites descritos de risco
minimo, de acordo com a regulamentacio da convencao de Genebra para pesquisa
com seres humanos, e do Conselho Nacional de Satde. O projeto de pesquisa, o
protocolo experimental e o termo de consentimento contemplam os quesitos éticos

e foram analisados pelo Comité de Etica em Pesquisas com Seres Humanos do

ICB — USP.

Critérios de inclusao

e Apresentar diagnéstico clinico para alergia (asma, rinite alérgica,
conjuntivite alérgica, dermatite atdpica; lactente sibilante e alergia
alimentar);

e Apresentar resultado positivo para o teste cutaneo de puntura (TCP);

e Apresentar alta titulagao para IgE especifica a Dp;

e Apresentar alta titulacao para IgE, IgA e IgG especifico a Der p 1 e Der p
2.

Critérios de exclusao

e Apresentar doencas infectocontagiosas ou congénitas.
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Teste cutaneo de puntura

Para determinar os grupos de estudo, foi realizada uma avaliacdo de
hipersensibilidade imediata cutanea (TCP) (BOUSQUET J ET AL, 2012). O
procedimento do teste consiste na aplicagdo de uma gota (20 pl) do extrato
alergénico de Dp sobre a superficie da pele do antebraco. Com um puntor estéril
descartavel (lanceta) faz-se um pequeno furo na pele. A analise foi realizada apds
15 minutos e considerada positiva a rea¢do com formacao de papula superior a 3
mm. Como controle negativo utilizou-se solucao salina tamponada (PBS, 10 mM,

pH = 7,4) e como controle positivo a histamina.
Dosagem de IgE total e especifica ao extrato de Dp

A dosagem de IgE total e especifica ao extrato de Dp foi realizada pela
técnica descrita pelo sistema Immuno CAP (JOHANSSON; YMAN, 1988). Foram
adquiridos ja acoplados ao Immuno CAP cellulose solid phase a anti-IgE humana
para deteccao de IgE total e o extrato de Dp, para dosagem de IgE especifica. Foi
adicionada a amostra dos pacientes e apds a incubacao foi lavada para retirar os
anticorpos que nao se ligaram. A reacdo foi detectada incubando com anti-IgE
humana conjugada com fluoresceina para dosagem de IgE total ou com anti-Igk
humana também conjugada com um agente fluorescente. Apds parar a reacao, a
intensidade da fluorescéncia foi quantificada. Para avaliar os resultados, a
fluorescéncia foi convertida em concentracoes pelo Software do equipamento,

utilizando uma curva de calibracao.
Deteccao de IgE, IgA e IgG especificas a Der p 1 e Der p 2

Para determinar os niveis de IgE, IgA e IgG especificos aos alérgenos Der
p 1 ou Der p 2, foi realizado ensaio de ELISA. Resumidamente, placas de
poliestireno (high-biding de 96 pocos; BD Biosciences) foram sensibilizadas com 1
pg/mL do alérgeno Der p 1 ou Der p 2 diluido em tampao carbonato para
sensibilizacao das placas. Apds incubacgao de 15 a 18 horas a 4°C, as placas foram
lavadas quatro vezes com solucao de lavagem PBS mais Tween® 20 (PBS-T 0,1%;
Promega, Madison, WI, EUA). As placas foram bloqueadas por 1 hora a

temperatura ambiente com PBS-T acrescidos de 1% de soro albumina bovina
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(PBS-T-BSA 1%). Apo6s bloqueio, as placas foram lavadas novamente seguidas
pela adi¢do das amostras séricas (IgE/Der p 1 — 1:6; IgE/Der p 2 — 1:16; IgA/Der p
1 - 1:60; IgA/Der p2 — 1:80; IgG/Der p 1 — 1:150; IgG/Der p 2 — 1:300) e incubadas
por mais 2 horas a temperatura ambiente. Apdés nova lavagem, foi adicionado
anticorpo secundario biotinilado anti-IgE (1:1000) ou anti-IgA ou anti-IgG
humana conjugados com peroxidase e incubados durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas de IgE foram lavadas novamente e incubadas com solucao de
Avidina peroxidase (1:1000 Avidin Peroxidase; eBioscience) por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Apds mais um ciclo de lavagem depois da ultima etapa de
cada anticorpo, as placas foram reveladas com 50 upL de reagente
tetrametilbenzidina (TMB®; BD Biosciences). Apés 20 minutos a reacdo foi
interrompida com 50 pl acido sulfirico (30%) e a absorbancia lida em
comprimento de onda de 450 nm em leitor de microplacas (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA).

A concentracdo das amostras foi estimada em UA/mL (UA, unidades
arbitrarias) através da comparaciao com uma curva padrio feita com um soro com

altos niveis de IgA ou IgG especifica a Der p 1 ou Der p 2.
Purificacao de IgA e IgG totais

A purificagao de IgA e IgG foi realizada pelo método da cromatografia de
afinidade (especificidade de ligacdo). Para purificacao dos anticorpos foram
utilizadas colunas com resina de agarose contendo Jacalina (para IgA) ou
Proteina G (para IgG). As colunas foram equilibradas com PBS seguidas pela
incubagao do soro diluido 1:1 por 10 minutos a temperatura ambiente. Os
componentes do soro que nao se ligaram a coluna foram lavados com PBS. Os
anticorpos retidos pelas respectivas colunas foram eluidos em tampao 0,1M de a-
D-galactose (para IgA) e 0,1M de glicina pH 2,5 (para IgG). As aliquotas contendo
IgG purificada tiveram o pH neutralizado com 1M de tris pH 9,0. Ambos os
anticorpos purificados foram dializados e concentrados com PBS e em seguida

foram esterilizados por filtragdo utilizando membrana de 0.20 um.
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Apoés a purificagdo, as colunas foram regeneradas com PBS e podem ser
utilizadas novamente em um novo processo de purificagio ou estocadas em

solucao contendo PBS acrescidos de 0,02% de azida sdédica a 4°C.

Coleta da amostra e Isolamento das células mononucleares do sangue

periférico (PBMC)

O sangue foi coletado em tubos contendo heparina soédica (BD
Vacutainer). Para obteng¢do das células mononucleares (PBMC), protocolo
segundo o fabricante, 8 mL de sangue diluido em 27 mL de PBS foram
adicionados em camada sobre a solucao de Ficoll-Hypaque (densidade = 1,077
g/mL; GE Healthcare) seguido por centrifugacio, durante 30 minutos a 900 x g, a
21°C sem freio. Apds a centrifugacido, a fase contendo PBMC foi coletada e
transferida para um tubo conico de 50 mL, onde foram adicionados 40 mL de PBS
e levou-se para centrifugacdo durante 10 minutos a 700 x g, a 21°C. Foram
realizadas duas lavagens sequenciais de 10 minutos a 300 x g e 200 x g,
respectivamente. Na ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em meio
RPMI 1640 (Life Technologies), suplementado com 2 mM L-glutamina, 100 U/mL
de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB, inativado pelo calor) para o
procedimento da contagem celular. A contagem foi realizada utilizando-se a
camara de Neubauer, numa diluicao de 1:10 com corante de azul de Tripan (10
uL. de células para 90 uL de corante). O corante auxilia na verificagdo da
viabilidade das células, corando as células mortas. Uma viabilidade acima de 95%

fo1 considerada adequada para a realizacdo dos experimentos.
Obtencao de linfécitos TCD4+ memoria (CD45R0) e monoécitos

Para 1solar a populacao de linfécitos, fo1 utilizado o kit de i1solamento de
linfocitos T CD4+ de memoéria (memory CD4+ T Cell Isolation kit, human,
Miltenyi Biotec). Enquanto que para obter a fracdo celular enriquecida de
monocitos foi utilizado o kit II de isolamento de mondcitos (monocyte isolation kit
IT human, Miltenyi Biotec).

Resumidamente, os linfocitos T CD4+ foram selecionados negativamente,

portanto, todas as outras populacoes celulares foram marcadas usando um
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coquetel (CD45RA, CD8, CD14, CD16, CD19, CD56, CD36, CD123, anti-TCRYy/5,

e CD235a) de anticorpos conjugado com biotina incubados por 5 minutos a 4°C, e
posteriormente incubados com micro-esferas anti-biotina por 10 minutos a 4°C.
Apo6s as incubacées os PBMCs foram aplicados na coluna MACS® (Miltenyi
Biotec) e as células que foram marcadas ficaram retidas, dessa forma, os
linfécitos (fracdo de células ndo marcadas) passaram através da coluna
magnética, foram coletados e armazenados a -80°C em solugdo de soro fetal
bovino contendo 10% de DMSO. Da mesma forma, os mondcitos foram obtidos
utilizando a mesma metodologia, porém com um coquetel de anticorpos
diferentes, disponivel no seu respectivo kit (CD3, CD7, CD16, CD19, CD56,
CD123 e Glycophorin A). No entanto, apds a obtencao das células de interesse, os
mesmos foram lavados para realizar a contagem celular e o plaqueamento para

diferenciacdo em células dendriticas (DCs).

Diferenciacao de DCs derivadas de monécitos (moDCs) e co- cultura

com linfécitos T CD4+ de memoria

Os monodcitos obtidos dos PBMCs apds a separacdo magnética foram
plaqueados na concentracao de 0,5 x 105 mondcitos/mL por poco em placa de 12
pogos.

Para diferenciagao em moDCs, foi adicionado ao meio de cultura RPMI
1640 suplementado e 50 ng/mL de IL-4 humano (PeproTech, Rocky Hill, NJ) e 50
ng/mL de GM-CSF humano (PeproTech, Rocky Hill, NJ) para diferenciacao
celular. A placa foi incubada por 5 dias a 37°C, com 5% de CO2. No quinto dia as
moDCs foram transferidas para placas de 96 pocgos de fundo em “U” e foram
ativadas com os estimulos para sua maturagao, tais como: 5 ug/mL de LPS, 5
pg/mL de Der p 1 e 5 pg/mL de Der p 2, logo depois foram adicionados os
linfécitos nos pogos para cocultura. As células foram mantidas em atmosfera
umida, saturada em 5% de COz. No décimo o sobrenadante foi coletado para

dosagem das citocinas.

Avaliacao da producao dos fatores proé-inflamatorios e

imunorreguladores
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3.10.1. Quantificag¢ao de citocinas

A analise das citocinas é outro fator importante na ativacao dos linfécitos
e monocitos. A producdo das mesmas leva ao direcionamento da atividade proé-
inflamatoria e reguladora da resposta imune. Para seguir com esta analise,
utilizamos o sobrenadante das culturas das DCs e das co-culturas com linfécitos.
Esse material foi submetido a uma dosagem de citocinas por ELISA para IFN-y,
IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 p70, IL-13, conforme protocolo especificado pelo
fabricante (BD Pharmigen). As placas para ELISA (high-biding de 96 pocos; BD
Biosciences) foram revestidas adicionando-se 100 pL. de anticorpos monoclonais
de captura de antigenos para as citocinas supracitadas e incubadas por 18 horas
a 4°C (em duplicata). As placas foram lavadas com PBS com (0,05%) Tween® 20
(Promega, Madison, WI, EUA) e bloqueadas por duas horas com 200 ulL de
solucdo de albumina bovina a 1% (BSA, Sigma-Aldrich) e sacarose a 5% (Synth,
Diadema, SP, Brasil) em PBS. Apds este periodo, as placas foram lavadas
novamente e 50 pul. do sobrenadante das amostras foi adicionado e incubado por
duas horas em temperatura ambiente. Apds nova lavagem, foram adicionados
100 pLi de anticorpo policlonal secundario biotinilado (liga-se as citocinas) e
incubados durante duas horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas
novamente e incubadas com solucao de peroxidase (Horseradish Peroxidase;
Sigma-Aldrich) conjugada a avidina (1,25 ng/mL em PBS + BSA 1 %; Genzyme
Diagnostics) por 20 minutos a 37°C. Apés 3 lavagens com PBS, foram adicionados
100 pLi de reagente tetrametilbenzidina (TMB®; Sigma-Aldrich) para revelar a
reacao. Apoés 30 minutos a reacao é interrompida com acido sulftrico (30%) e a
absorbancia lida em comprimento de onda de 450 nm em leitor de microplacas
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

A concentracao das amostras fol estimada através da comparacdo com a
curva padrao feita com as respectivas citocinas recombinantes humanas,
utilizadas numa dilui¢ao seriada a partir de 2.000 até 15,62 pg/mL. Os resultados
da absorbancia sao analisados por regressdo linear no programa Prism 4.0
(GraphPad Softawer Inc., La Jolla, CA, EUA). As concentracoes de citocinas das

amostras foram representadas em pg/mL.
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Fenofenotipagem

A expressao de marcadores de superficie CD1a, CD83, CD40, CD80, CD86
e DC-SIGN especificos de células dendriticas, foi avaliada de forma a analisar o
padrao fenotipico apresentado. Para cada molécula analisada, foi utilizado um
anticorpo monoclonal especifico marcado com fluorocromos distintos (BD
Biosciences, EUA). O isolado celular (5 x 105 células) foi incubado com os
anticorpos citados por 30 mimutos a 4°C em ambiente escuro (em volume final de
100uLL de RPMI) em tubos de poliestireno de 5 mL com fundo arredondado (tubos
de citometria). Apds tempo de incubacio, as células foram lavadas duas vezes
com 500uLL de PBS (centrifugacdo a 900 x g por 5 minutos) e fixadas em PBS
contendo paraformaldeido (0,5%). A analise foi realizada em citometro de fluxo
Atune NXT (Thermo Fisher Scientific). A regido das células a ser analisada foi
determinada em escala linear usando os parametros de foward (FSC) versus side
scatter (SSC), indicativos de tamanho e complexidade celular, respectivamente.
Apos a selecdo da populacao celular, fez-se a aquisicao de 5000-10.000 eventos em
cada amostra para avaliacdo dos marcadores. Para a analise utilizou-se o
software Flowdo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). A partir desta analise,
foram obtidos dados de densidade por célula de cada marcador, sugerida pela
mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI, do inglés Median Fluorescence

Intensity).

Analise estatistica

Apoés teste de normalidade, como o D'Agostino-Pearson, verificamos a
avaliacao estatistica a ser utilizada. Caso os dados nao apresentem distribuicao
normal, aplicou-se teste ndo-paramétrico como Kruskall-Wallis, Mann Whitney e
Tukey. No caso dos dados apresentarem distribui¢cdo normal, aplicou-se testes
parameétricos como o teste "t" de Student e teste de Bartlett para a verificacao da
existéncia ou nao de homogeneidade entre as variancias, seguido da analise de
variancia (ANOVA). O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, a
probabilidade de p<0,05 capaz de revelar a existéncia de diferencas

estatisticamente significantes entre os dados dos diferentes grupos (da Silva,



2003). Todas as analises foram realizadas no Software Prism 4.00 (Graph Pad

Softawer Inc.).
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RESULTADOS

"O amor ndo comecga e termina da forma como parecemos pensar.
O amor é uma batalha, o amor é uma guerra, o amor é um
crescimento.”

James Baldwin.
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RESULTADOS

Primeiramente, foram padronizados os ELISAs para deteccao de IgE, IgA
e IgG especificas a Der p 1 e Der p 2. Os resultados das amostras provenientes
desses ensaios foram utilizados juntamente com os resultados do questionario
clinico, TCP, IgE total e especifica ao acaro para formacado dos grupos DP e
Controle. Além disso, foram realizadas também, padronizacdes dos protocolos
experimentais (ELISA, cultura celular) e a preparacido das colunas de Der p 1 e
Der p 2 para purificacdo dos anticorpos especificos a esses alérgenos. Foi
observada uma maior producdo de anticorpos IgE, IgG e IgA nos pacientes
atopicos. ApOs essa etapa, seguimos com a padronizacido dos ensaios de cultura
celular de DCs e linfécitos T CD4+ de meméria.

Resumidamente, foi realizada a separacido celular por gradiente de
densidade para que fossem separadas as células mononucleares. Em seguida, foi
purificada para obter os mondcitos e linfécitos TCD4+ de memoéria. Para ambas
as células foram utilizados o protocolo de separacido negativa por beads, apds essa
separacdo os monocitos foram estimulados com IL-4 e GM-CSF para
diferenciacdo em moDCs (células dendriticas derivadas de monocitos), e os
linfécitos T CD4+ de memoéria foram congelados como mencionado com mais
detalhes em material e métodos (item 3.8).

Apds as dosagens das Igs o proximo passo seria avaliar o efeito do
tratamento com IgA e IgG nas DCs em co-cultura com linfécitos T CD4+ de
memoria. Para isso utilizamos a producdo de citocinas para avaliar as
concentracoes celulares e dos estimulos usados. Desta forma, verificamos o efeito
das IgAs e IgGs especificas aos alérgenos Der p 1 sobre moDCs na modulagao do
perfil de resposta para células T helper CD4+ de memoéria em pacientes e
individuos saudaveis. Avaliamos se as moDCs ao serem estimuladas com
anticorpos IgA e IgG de pacientes atdpicos sao capazes de modular o perfil das

citocinas responsaveis pela diferenciacao dos linfécitos T.
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Caracterizacao da coorte estudada

No presente trabalho nosso objetivo é avaliar os efeitos do tratamento
com IgA e IgG, especificas aos alérgenos Der p 1 e Der p 2, sobre DCs na
modulacao do perfil da resposta de linfécitos T CD4+ de memoria em pacientes e
individuos saudaveis.

Neste contexto iniciamos com a selecdo e coleta das amostras biologicas
dos participantes envolvidos no projeto, bem como a triagem dos grupos, alérgico
ou controle, e compilamos os dados para uma visdo ampla da coorte dos
individuos e suas caracteristicas (Tabela 1).

Tabela 1. Dados demogréaficos dos individuos que participaram do estudo

Paciente Controle
Género 51F 47TM 27F 17TM
Idade, anos* 26,2 + 11,7 21,2+ 9,3
Asma/Rinite alérgica 23 19 0 0
Dermatite atopica 8 6 0 0
Clinica Alergia alimentar 2 6 0 0
Lactente Sibilante 1 2 0 0
Conjuntivite alérgica 17 14 0 0

*Valores expressos em média e desvio padrio

A determinacao dos niveis de anticorpos séricos especificos foi mensurada
por ELISA. Este método fornece informacoes quantitativas referentes ao perfil de
sensibilidade do paciente para auxiliar no diagnoéstico do mesmo (Daher et al,
2009). Dessa forma, realizamos a dosagem dos anticorpos especificos no qual os
valores foram determinados utilizando cut-off fazendo, média mais duas vezes o
desvio padrao (média+2xSD) para determinar o nivel de corte dos anticorpos IgE,
IgG e IgA especificos Der p 1 e Der p 2, e comparamos os seus niveis entre o
grupo Controle e grupo DP (Figuras 6 (A/B), 7 (A/B), 8 (A/B)). Dito isso, os
resultados demonstraram, que os pacientes possuem niveis elevados de
anticorpos especificos a Der p 1 e a Der p 2 em comparacao ao controle. Conforme
observamos nas figuras 6 (A/B), 7 (A/B) e 8 (A/B). Sendo os valores de P: P<
0,05, P< 0,005 e P< 0,0001.
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Figura 6 - Quantificagao IgE
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conjuntivite alérgica (N=98) e controles saudaveis (N=44). Os resultados sao
expressos em unidades arbitrarias por mL (UA/mL). O valor do Cut-off
(média+2xSD) esta indicado na linha pontilhada. Os niveis de anticorpos dos
pacientes sdo comparados com o controle saudavel pelo teste t-test (*** = P <
0,0001, ** =P < 0,005).
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Figura 7 - Quantificagao IgG
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((A): especifico a Der p 1; (B): especifico a Der p 2) em pacientes com: asma e
rinite alérgica; dermatite atdpica; alergia alimentar; lactente sibilante;
conjuntivite alérgica (N=98) e controles saudaveis (N=44). Os resultados séo
expressos em unidades arbitrarias por mL (UA/mL). O valor do Cut-off
(média+2xSD) esta indicado na linha pontilhada. Os niveis de anticorpos dos
pacientes sdo comparados com o controle saudavel pelo teste t-test (*** = P <
0,0001, **= P < 0,005).
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Figura 8 - Quantificagao IgA
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((A): especifico a Der p 1; (B): especifico a Der p 2) em pacientes com: asma e
rinite alérgica; dermatite atdpica; alergia alimentar; lactente sibilante;
conjuntivite alérgica (N=98) e controles saudaveis (N=44). Os resultados sao
expressos em unidades arbitrarias por mL (UA/mL). O valor do Cut-off
(média+2xSD) esta indicado na linha pontilhada. Os niveis de anticorpos dos

pacientes sdo comparados com o controle saudavel pelo teste t-test (* = P <
0,05).



56

Correlacao das Imunoglobulinas

Foi realizada também a correlacdo da IgE com IgG e IgA especificos a Der

p 1 eDerp 2 (Figura 9, 10, 11, 12, 13 e 14).

Figura 9 - Correlacao entre IgE com IgA especificos a Der p 1
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As analises foram feitas utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman (r),
(n=98).

Figura 10 - Correlacao entre IgE com IgG especificos a Der p 1
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As analises foram feitas utilizando o coeficiente de correlagdao de Spearman (r),
(n=98).
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Figura 11 - Correlagao entre IgA com IgG especificos a Der p 1
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As analises foram feitas utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman
(r), (n=98).

Figura 12 - Correlacao entre IgE com IgA especificos a Der p 2
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As analises foram feitas utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman
(r), (m=98).
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Figura 13 - Correlacao entre IgE com IgG especificos a Der p 2
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As analises foram feitas utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman (r),
(n=98).

Figura 14 - Correlacao entre IgG com IgA especificos a Der p 2
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As analises foram feitas utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman (r),
(n=98).

Apesar da diferenca encontrada entre os niveis de IgE e IgG especificos
tanto para Der p 1 quanto para Der p 2, houve correlacao entre a IgE com IgG e
IgA especificos a ambos alérgenos. Apesar de se correlacionarem, a forca da
correlacao foi maior entre IgE e IgG (r = 0,7153 para Der p 1 e r = 0,6954 para
Der p 2) do que entre IgE e IgA (r = 0,3792 para Der p 1 e r = 0,4884 para Der p
2).
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Avaliacao das citocinas

Apos as dosagens das Igs o proximo passo seria avaliar o efeito do
tratamento com IgA e IgG nas DCs em cocultura com linfécitos T CD4+ de
memoria. Para isso, apés a diferenciacdo dos monécitos em DCs, estas células
foram estimuladas com os LPS (5pug/mL); Der p 1 (56 pg/mL); Der p 2 (5 ug/mL);
IgA e IgG (100 pg/mL). As DCs foram mantidas em estufa durante 24 horas. Apds
esse periodo de incubacio, foi realizada a cocultura com linfécitos T CD4+ de
memoria autdloga. A cocultura foi mantida na estufa durante 5 dias para
posterior dosagem das citocinas (Figuras 15 e 16). Em relacdo a producao de
IFN-y, o controle demonstrou niveis elevados da citocina em comparacgao ao

paciente (Figura 15).

Figura 15 - Detecgao de IFN-y no sobrenadante das moDCs e suas respectivas

coculturas com linfécitos T CD4+ de memodria.
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As moDCs (1x10%) foram estimuladas por 5 dias com LLPS, Derp 1, Derp 2 a 5
pug/mL com e sem tratamento com anticorpos (IgA e IgG a 100 ug/mL), na
presenca de linfécitos T CD4+ de memoéria autdlogo (1x105), N=3.

A resposta mediada pelos linfécitos Th2 contribui para o desenvolvimento
das doencas alérgicas em que esta envolvida a fase tardia da alergia. Apds a

diferenciacao dos linfécitos Th2, estas por sua vez liberam citocinas, como IL-5.
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Figura 16 - Detecgao de IL-5 no sobrenadante das moDCs e suas respectivas

coculturas com linfécitos T CD4+ de memoria.
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As moDCs (1x104) foram estimuladas por 5 dias com LPS, Derp1,Derp2a 5

ug/mL com e sem tratamento com anticorpos (IgA e IgG a 100 pg/mL), na
presenca de linfécitos T CD4+ de memoria autélogo (1x10%), N=3

Avaliagcao da liberac¢do de IL-5 frente aos imunocomplexos

Embora na literatura existam estudos wutilizando o Der p 1 na
concentracao de 5 ug/mL (DE WIT ET AL, 1999; ROYER ET AL, 2010), nés
realizamos um ensaio dose resposta com as seguintes concentragoes de Der p 1:
100 ng/mL; 1 pg/mL; 5 pg/mL e 10 ug/mL, para saber a concentragao ideal do Der
p 1 na ativagao das DCs seguida da cocultura. Apds a realizagdo do experimento,
quantificamos pelo método de ELISA a liberacao de IL-5 e IFN-y pelas DCs em
cocultura com linfécitos TC4+ de memoria autdloga. O nosso resultado nos
demonstrou que a concentragdo de 5 pg/mL do Der p 1 teve o maior pico de
producao da IL-5 como pode ser observado (Figura 17 A). Em relacdo aos
doadores saudaveis, ndo se demonstraram niveis de detec¢do consideraveis para

IL-5 (Figura 17 B).
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Figura 17 - Resposta dose-dependente de moDCs de pacientes alérgicos e

doadores saudaveis frente a estimulagao com Der p 1 — avaliacdo da liberagao de

IL-5.
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As DCs de pacientes alérgicos e doador saudavel foram estimulados com
LPS (56 ug/mL); ou Der p 1 nas concentragdes de 100 ng/mL; 1 ug/mL; 5
ug/mL e 10 ug/mL. Apds 24 horas de estimulagao, as DCs foram colocadas
em cocultura na propor¢do de 1:10. No quinto dia foi coletado o
sobrenadante e dosado IL-5 por ELISA. Pacientes alérgicos (A) e doadores
saudaveis (B).
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Apos avaliar a resposta dose-dependente das DCs de pacientes alérgicos e
doadores saudaveis frente a estimulacdo com Der p 1, seguimos 0 nosso
experimento aplicando o tratamento com os anticorpos IgA e IgG, assim fazendo
um ensaio de dose-resposta dependente de anticorpo nas DCs de pacientes

alérgicos e nao alérgicos.

Figura 18 - Resposta dose dependente de anticorpo IgA e IgG em moDCs de

pacientes alérgicos estimulados com Der p 1 — avaliacdo da liberacgao da IL-5
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As DCs de pacientes alérgicos e doadores saudaveis foram estimuladas com LPS (5
ug/mL); somente Der p 1 (5 ug/mL); IgA (10ug/mL); IgG (10ug/mL) e os imunocomplexos
de anticorpo nas concentracgoes de 100 ng/mL; 1 ug/mL; e 10 ug/mL e Der p 1 (5 ug/mL).
Apobs 24 h de estimulacéo, as DCs foram colocadas em cocultura na proporcéo de 1:10. No
quinto dia foi coletado o sobrenadante e dosado IL-5 por ELISA. Pacientes alérgicos, N=5
(A) e doadores saudaveis, N=2 (B)

Ao utilizarmos os anticorpos como tratamento, conseguimos observar que
a IgA a 100 ng/mL associada ao Der p 1 a 5 pg/mL, causou uma diminuic¢édo da
liberacao da IL-5 pelas células dos pacientes alérgicos (Figura 18 A). Isso ocorre
também quando avaliamos o resultado da IgG a 100 ng/mL associada ao Der p 1

a 5 ug/mL em comparagao ao grupo somente Der p 1.

Avaliagao da liberag¢ao de IFN-y frente aos imunocomplexos

Quantificamos também a citocina, IFN-y, nas células de pacientes alérgicos e
controle saudavel. Nesta etapa, avaliamos se haveria alguma modulacao para a
via Th1l. Conforme os dados da literatura, as células dos pacientes quando sio
expostos ao Der p 1 sdo sensiveis, gerando uma resposta Th2, consequentemente
liberando IL-5 (MORRIS ET AL, 2016), como observado anteriormente (Figura
17 A). Logo, os pacientes nao produzem IFN-y, como demonstrado (Figura 19 A).
Ja nos controles saudaveis (Figura 19 B) ha uma pequena produgao de IFN-y,

confirmando os dados encontrados com o grupo Morris, 2016.



64

Figura 19 - Resposta dose-dependente de moDCs de pacientes alérgicos e

doadores saudaveis frente a estimulagdao com Der p 1 — avaliacdo da liberagao de
IFN-y.
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As DCs de pacientes alérgicos e doador saudavel foram estimulados com LPS (5 ug/mL);
ou Der p 1 nas concentragées de 100 ng/mL; 1 ug/mL; 5 ug/mL e 10 ug/mL. Apds 24 h de
estimulagdo, as DCs foram colocadas em cocultura na propor¢ao de 1:10. No quinto dia

foi coletado o sobrenadante e dosado IFN-y por ELISA. Pacientes alérgicos (A) e doadores
saudaveis (B).



Figura 20 - Dose resposta dependente de anticorpo IgA e IgG em moDCs de

pacientes alérgicos estimulados com Der p 1 — avaliagao da liberagao de IFN-y

(A) Liberacao de IFN-y dos pacientes alérgicos frente a IgA e IgG
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(B) Liberacao de IFN-y dos controles saudavies frente a IgA e IgG
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As DCs de pacientes alérgicos e doador saudavel foram estimulados com LPS (5 ug/mL);
somente Der p 1 (5 ug/mL); IgA (10pug/mL); IgG (10pg/mL) e os imunocomplexos de
anticorpo nas concentrac¢bées de 100 ng/mL; 1 ug/mL; e 10 ug/mL e Der p 1 (6 ug/mL).
Apobs 24 h de estimulacdo, as DCs foram colocadas em cocultura na proporc¢do de 1:10. No
quinto dia foi coletado o sobrenadante e dosado IFN-y por ELISA. Pacientes alérgicos,

N=5 (A) e doadores saudaveis, N=2 (B).
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Além dessas citocinas foram realizadas as dosagens de IL-12 p70 e IL-10
provenientes das DCs de pacientes alérgicos e controles saudaveis, as quais nao
foram detectadas pelo ensaio utilizado. Nos ensaios de cocultura, também néo
detectamos a liberacéo de IL-10 e IL-4. Assim, mais ensaios sdo necessarios para

obter uma melhor visualizacio do perfil de citocinas.

Avaliacao da expressao das moléculas extracelulares

Avaliamos também se receptores da membrana extracelular das DCs
estavam envolvidos no desencadeamento da resposta alérgica ou relacionados a
um efeito protetor. Desta forma realizamos um experimento de marcacdo de
receptores extracelular, e padronizamos o nosso painel das DCs, como: CDl1a;
CD83; CD40; DC SIGN; CD80 e CD86. Foi realizada outra imunofenotipagem,
porém obtiveram-se resultados inconclusivos. Foi possivel observar que tanto a
IgA e IgG parecem ter uma acado protetora nas DCs dos pacientes por meio da

avaliacdo das moléculas de superficie celular.

Figura 21 - Imunofenotipagem das moléculas extracelulares das moDCs de

paciente atdpico
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As DCs (1x10* células) foram estimuladas com: Der p 1 (6 ug/mL); LPS (56
ug/mL); e os imunocomplexos Ag-Ac em duas concentragoes: Der p 1 (5 ug/mL)-
IgG (100 ng/mL); Der p 1(5 ug/mL)-IgG (1 ug/mL); Der p 1 (56 ug/mL)-IgA (100
ng/mL); Der p 1 (5 ug/mL)-IgA (1 ug/mL) por 24 horas em estufa de COz a 37 °C.
n=1, paciente atdpico.
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DISCUSSAO

"A mente que se abre a uma nova idéia
jamais voltara ao seu tamanho original”.

Albert Einstein.
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DISCUSSAO

A progressao da atopia constitui uma sequéncia de desenvolvimento de
doencas alérgicas. Na maioria das vezes Inicia-se na infancia com eczema e
progride para asma e rinite durante sua vida. Mais de 90% dos casos de asma
esta associado com um estado de atopia e ha um aumento de 5% a 25% (ROCHE
ET AL, 1997). Esse aumento pode ser devido ao melhor reconhecimento da
doenca, aumento de individuos geneticamente predispostos e fatores ambientais
como poluicéo, dieta ou exposicio a alérgenos (RONMARK ET AL, 2016).

Os médicos iniciam o processo de diagndstico nos pacientes por meio da
historia clinica e da avaliacdo fisica dos mesmos. Sintomas que indicam asma,
rinite alérgica, alergia alimentar, alergia a medicamentos ou dermatite atopica,
sugerem uma exposicao constante ao alérgeno. Dentro do grupo dos asmaticos ha
uma correlacdo quantitativa entre a exposicdo cumulativa ao alérgeno e a
sensibilizacao (HAMILTON, 2008).

Entre os acaros da poeira domiciliar, principalmente o Dp, sdo conhecidos
como os principais agentes indutores da inflamacio alérgica, devido as proteinas
alergénicas (alérgenos) presentes no mesmo. Dentre essas proteinas, as
principais sao os alérgenos grupo 1 e do grupo 2, chamados de Der p 1 e Der p 2,
respectivamente. Geralmente esses alérgenos sao reconhecidos por mais de 90%
dos pacientes alérgicos ao Dp. O Der p 1 é uma cisteina protease, que induz a
producao de citocinas e quimiocinas para promover a polarizacao para linfécitos
Th2, possui uma atividade proteolitica nas células epiteliais, aumentando a sua
permeabilidade através da célula. Por outro lado, o Der p 2, é uma proteina que
imita a molécula MD-2, que por sua vez ativa TLR2 e TLR4, assim
desencadeando a ativacao intracelular (CALDER()N ET AL, 2015; YU ET AL,
2014).

Para formar uma resposta imune, as DCs, sao as células que possuem a
capacidade de apresentar antigenos para o sistema imune (DESLEE ET AL,
2002). Na alergia, as DCs, possuem um papel crucial no processo inicial e no
controle da inflamag¢ao alérgica (KAY, 2001). Sua funcdo consiste no

reconhecimento dos antigenos, processamento em peptideos, migrag¢ido para os
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linfonodos, e apresentagao aos linfécitos T CD4+ por meio da molécula de MHC
classe II das DCs, com subsequente polarizacdo para a subpopulacao de células
Th2 (SHAKIB ET AL, 2002; 2008).

Além dos linfécitos T, os linfécitos B também participam da resposta
alérgica. Sua principal funcio é a sintese de anticorpos. Os linféocitos T que foram
diferenciados em células efetoras migram para o foliculo linféide onde estdo
localizados os linfécitos B (OZDEMIR ET AL, 2010). O reconhecimento do
alérgeno pelo linfocito B e a ligagdo das moléculas co-estimulatérias entre
linfocitos B e T, leva a ativacao dos linfécitos B que, por sua vez, leva a mudanca
de classe (HOLGATE, 2012). O presente estudo avaliou os efeitos dos anticorpos
IgA e IgG especificos a Der p 1 e Der p 2 sobre as DCs dos pacientes alérgicos.

Inicialmente foi realizada uma divisdo dos pacientes conforme a sua
apresentacao clinica das doencgas alérgicas junto com o teste de puntura, que esta
demonstrada na tabela 1, para uma visao ampla da coorte dos individuos e suas
caracteristicas. Seguida desta classificacdo nés avaliamos os niveis séricos desses
pacientes e controles. A diferenca observada entre os niveis de IgE (Figura 6 — A
e B) ja era esperada, uma vez que o nivel de IgE especifico ao acaro foi critério
para a formacao dos grupos. Essa quantificacado demonstra que os integrantes do
grupo DP também sao sensivels aos principais alérgenos do acaro Dp,
diferentemente do grupo Controle. Estes resultados corroboram com os dados da
literatura, uma vez que outros grupos avaliaram os niveis de anticorpos IgE
especificos a Der p 1 e Der p 2 entre pacientes atdopicos e nao atdpicos, e
observaram um resultado semelhante (MINAMI ET AL, 2015).

O anticorpo IgG é um componente da resposta mediada por linfécitos Thl,
o qual é produzido na presenca do IFN-y. Dependendo do tipo celular, e também
do tipo do receptor, as fungoes efetoras do IgG, incluem: fagocitoses, ativagao do
burst oxidativo, degranulagao celular, citotoxicidade dependente de anticorpo
(ADCC), e ativacdo de genes para producao de citocinas e quimiocinas
(ROSALES, 2017). Embora esteja presente na inflamacgao alérgica, podemos
constatar em nossos resultados que os pacientes alérgicos demonstraram altos
niveis de IgG especificos a Der p 1 e Der p 2 em relacao ao controle (Figura 7 - A

e B). Esse resultado é congruente com o estudo realizado pelo grupo Hales e
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colaboradores, onde foram analisadas a quantidade de IgG em pacientes
alérgicos. O anticorpo IgG é conhecido principalmente na fungao de opsonizagao
de patdégeno, porém, pode atuar no bloqueio da degranulacdo do mastdcito,
enquanto que o IgE medeila a ativacio das células sensibilizadas pelo mesmo.
Estudos demonstraram, através de ensaio de competicdo com os anticorpos IgG e
IgE, que o anticorpo IgG possui uma ligacdo semelhante ao IgE, gerando uma
competicido de sitio (HALES ET AL, 2006). Em comparagdo com 0Ss nossos
resultados, o grupo DP demonstrou também maiores niveis de IgG especifica aos
alérgenos (Der p 1 e Der p 2) em relagdo ao grupo Controle, indicando que ha
alguma influéncia no mecanismo da resposta alérgica, levando a producao do IgG
em pacientes alérgicos (HALES ET AL, 2006; SMART; KEMP, 2002). Dados
provenientes de varios estudos com imunoterapia, indicaram que o aumento do
IgG, mais especificamente, 1gGy, estava diretamente relacionada com a melhora
clinica dos pacientes alérgicos (AKDIS ET AL, 2014).

A IgA é o anticorpo mais abundante da secrecdo nas mucosas e que por
sua vez é o maior responsavel pela imunidade nesses locais (BEREK, 2015). A
forma dimérica desse anticorpo, conhecida como IgA secretéria, é encontrada nas
secrecoes da mucosa oral e nasal e estd associada a doencas alérgicas e
tolerancia. Embora poucos estudos relataram sobre IgA especifico ao alérgeno, ha
estudos realizados com extrato de acaro no qual avaliou-se os IgA especificos
(KIM ET AL, 2016; SUZUKI; FAGARASAN, 2009). Em nossos estudos
observamos altos niveis de IgA no grupo alérgico em relacdo ao grupo controle
(Figura 8 — A e B). Em todas as quantificagées séricas das imunoglobulinas, os
pacientes demonstraram niveis elevados de IgE, IgG e IgA especificas a Derp 1 e
Der p 2, em relacdo ao controle. Isso nos indica que provavelmente ha outro
mecanismo de resposta que os pacientes alérgicos desenvolvem para tolerar ou
regular a inflamacao alérgica.

Realizamos também um teste de correlagdo com os anticorpos IgE, IgG e
IgA. Apesar da diferenca encontrada entre os niveis de IgE e IgG especificos
tanto para Der p 1 (Figura 10) quanto para Der p 2 (Figura 13), houve
correlacdo entre a IgE com IgG (Figura 10, 13), IgE com IgA (Figura 9, 12) e

IgA com IgG (Figura 11, 14) especificos a ambos os alérgenos. Apesar de se
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correlacionarem, a forca da correlacao foi maior entre IgE e IgG (r = 0,7153 para
Der p 1 e r=0,6954 para Der p 2) do que entre IgE e IgA (r = 0,3792 para Der p 1
e r = 0,4884 para Der p 2). Essas correlagoes, junto com a avaliacao dos
resultados dos anticorpos demonstrados anteriormente, corroboram a queda do
paradigma Th1 versus Th2.

Ha varios estudos que indicam que os linfécitos Thl e Th2 e seus
produtos liberados (citocinas) possuem um importante papel critico na asma
alérgica, como por exemplo, quando o grupo de Morris e Luster, estuda sobre as
influéncias dos tipos de linfécitos Th na asma (MORRIS; LUSTER, 2016).
Quando conduzimos o estudo para uma analise in vitro, avaliamos a producao de
citocinas, tais como: IL-5, IFN-y, IL-10 e IL-12 (p70). Os resultados
demonstraram que os nossos pacientes produzem mais IL-5 em comparacao ao
controle independentemente do tratamento com os anticorpos usados. Como
esperado, no grupo controle ndo houve a producao de IL-5, corroborando os dados
encontrados na literatura (Figura 17 A). Continuando uma analise na producao
da IL-5, podemos observar que quando realizamos o ensaio de cultura celular
estimulando as DCs com imunocomplexos Der p 1-IgG ou Der p 1-IgA, e cocultura
com linfécitos TCD4+ (Figura 18 A). Observamos que ha um perfil de protegao
em pacientes atopicos, demonstrando uma diminuicdo da liberacdo de IL-5,
quando comparadas as células estimuladas somente com Der p 1. Ja os pacientes
nao atopicos nao foram capazes de produzir IL-5 estimulado com Der p 1 dentro
de todas as condigoes (Figura 17 B e 18 B). Em relacdo a liberacao de IFN-y,
nossos resultados demonstraram que tanto nos pacientes quanto nos controles
nao houve liberacdo de IFN-y (Figura 19 A-B e 20 A-B). Estes resultados
reforcam que a funcao efetora celular que envolve os linfécitos T helper e citocinas
nao é o Unico e o principal mecanismo de controle da alergia. Sao necessarios
mais estudos para poder compreender a alergia. Ha pesquisas que estudaram a
relevancia da funcdo supressiva dos linfocitos T reguladores em células de
pacientes alérgicos. Nos mensuramos os niveis de IL-10 da cocultura, porém néao
se verificaram resultados significativos. (Foi quantificada também a citocina IL-4,

porém esta nao nos demonstrou os niveis minimos de deteccao).
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Alguns estudos demonstraram que as DCs derivadas dos mondcitos atuam
criticamente na resposta alérgica. Um estudo realizado pelo grupo Deslée et al,
avaliou a expressao da molécula de CD86 das DCs, quando estimuladas com Der
p 1, de pacientes alérgicos e nao alérgicos. O seu resultado demonstrou que os
pacientes possuem elevado nivel da expressdo da molécula CD86. Observamos a
mesma resposta quando utilizamos somente o alérgeno Der p 1 (Figura 21 F).
Para testarmos a nossa hipdtese, de que os anticorpos possuem um efeito
protetor, estimulamos as DCs com Der p 1-IgA ou Derp 1-IgG, e novamente
realizamos o ensaio para avaliacdo das moléculas de expressdao extracelular.
Logo, em nosso estudo encontramos que quando comparamos o tratamento do
alérgeno com anticorpo (imunocomplexo formado por Der p 1- IgA e IgG) diminui
a expressdo da molécula co-estimulatéria CD86 (Figura 21 F). Esse mesmo
efeito ocorreu também com a molécula CD40 quando utilizamos Der p 1-IgA
(Figura 21 D), o que corrobora o estudo realizado com o grupo Ghaemmaghami
et al. Sabe-se que a molécula CD40 é importante para a ativacao da regulacao
positiva da citocina IL-12. Ha evidéncias que indicam que a regulacao diminuida
da IL-12 (p70), observada nas DCs que foram ativadas na presenca de Der p 1, foi
devido a baixa producao de IL-12 (GHAEMMAGHAMI ET AL, 2002; JACQUET,
2011). Desta forma pode-se contribuir para a reacao alérgica, favorecendo a via
Th2. Observamos também que a molécula DC SIGN na presenca de Der p 1
diminui a sua expressao (Figura 21 C). Isso ocorre devido ao fato da Der p 1 ser
uma enzima com capacidade de clivar ativamente a porcao extracelular da
molécula DC SIGN (FURMONAVICIENE, 2007; JACQUET, 2011). Com isso,
favorece-se a supressao da diferenciacao dos linfocitos Thl.

O mecanismo imunolégico pelo qual a tolerancia ao alérgeno pode estar
‘quebrado’ em humanos, conduzindo a doencas alérgicas, é ainda uma questao
aberta, e que permanece nao entendida totalmente. Mas, recentes estudos e
resultados encontrados nesse projeto tém contribuido para clarear esta curiosa
questdo. Visto que os anticorpos IgG e IgA parecem desempenhar um papel
protetor, diminuindo a resposta Th2, eles podem ser usados associando-se a
drogas para atenuar a resposta Thl e Th2 e para melhorar o tratamento da

doenca atdpica.
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CONCLUSAO

(...) Nos ndo somos o que deveriamos ser.

No6s ndo somos o que queremos ser.

No6s ndo somos o que seremos.

Mas, gracas a Deus, ndo somos o que éramos.

Martin Luther King Jr.
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CONCLUSAO

Os dados obtidos no estudo nos permitem concluir que:

- Pacientes apresentam altas titulacées de IgE, IgG e IgA especificas de ambos os

alérgenos (Der p 1 e Der p 2) em relagio ao controle;
- Ha correlacao entre IgE e IgG especificas para Der p 1 e Der p 2;

- Houve uma tendéncia a diminuicdo da liberacao de IL-5 apds tratamento com os
imunocomplexos (Der p 1-IgG ou Der p 1-IgA), indicando uma possivel utilizagao

destes imunocomplexos no tratamento da alergia,

- O tratamento das DCs com os imunocomplexos Der p 1-IgG ou Der p 1-IgA,
houve uma tendéncia a diminuicdo da expressiao das moléculas de superficie
CD40 e CD86, uma vez que estas, em condicoes de resposta alérgica,
apresentaram niveis elevados. A molécula DC SIGN na presenca de Der p 1

diminuil a sua expressao.

A elevada titulacao dos anticorpos especificos a Der p 1 e Der p 2 detectados nos
pacientes e conjunto com os resultados obtidos dos ensaios in vitro, onde foram
utilizados os imunocomplexos Der p 1-IgA ou Der p 1-IgG, sugerem que os
anticorpos parecem atuar como uma funcio protetora, diminuindo a resposta
Th2. Desta forma, os anticorpos IgG e IgA poderiam ser usados para atenuar a
resposta alérgica, se associados a drogas, e possibilitariam a melhoria do
tratamento de doencgas atopicas. Uma vez que a fisiopatologia das doencas
alérgicas é complexa e influenciada por varios fatores, sdo necessarios mais

estudos para a sua compreensao e esclarecimento.
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ANEXO S

A- Questionario clinico

| | ( :' | | Universidade de Sao Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Universidade de Sao Paulo

Questionario clinico

Nome:

Data: / / Idade: Datadenascimento:

Género: ( ) masculino ( ) feminino

Endereco:

Telefone: Celular:

I) Historico do problema:

1) Qual o principal problema que o trouxe ao alergologista?

2) Quando o problema comecou?

3) Quantas vezes o problema aconteceu?

4) Quando foi a dltima vez que vocé teve o problema?

5) Quando vocé teve o problema, por quanto tempo ele permaneceu?
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6) O problema é pior em que momento do dia, semana ou ano? (Marque
aqueles que se aplicam)
( ) Manha ( )Tarde ()Meio da semana ( )Fim desemana
( )Verao ( )Outono ( ) Inverno ()Primavera

( )Outro, quando?

7) Ha algo que inicia o seu problema? (Marque aqueles que se aplicam)
( )Grama ( )Poeira ( )Mofo ()Produtos de limpeza
( )Fumaca ( )Perfume ( )Frio ()Alimento
( )Inseto ( )Outro, qual?

8) Ha algum medicamento que melhore o seu problema?

9) Qual a gravidade do problema quando ele acontece?

( )Fraco ( YModerado ( )Grave ()Muito grave
1II) Sintomas (Marque aqueles que se aplicam):

1) Olho: nenhum, coceira, lacrimejamento, vermelhidao, inchago, secura,
queimacao, circulos pretos, visao borrada,
outro

2) Nariz: nenhum, espirros, prurido, coriza, secrecdo aquosa, congestao,
sangramento frequente, a perda do sentido do olfato / gosto, pdlipos,
sinusite frequente, ressecamento nasal, outro

3) Bocaegarganta: nenhum, dores de garganta frequentes, rouquidao,
coceira na garganta, dificuldade para engolir, ganglios inchados no pescocgo,
respiracao pela boca, garganta inflamada frequente, amigdalite frequente,
outro

4) Pulmao: nenhum, tosse cronica, aperto no peito / congestao, chiado, falta

de ar, chiado / tosse ap6s o exercicio, dor no peito, dificuldade em respirar,

outro
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5) Estomago / intestino: nenhum, nauseas e vomitos, inchaco, perda de
apetite, dor abdominal ou célica, diarreia frequente, dor ou dificuldade

para engolir, azia ou indigestao, outra

6) Pele: nenhum, pele seca, urticaria, inchaco, coceira, eczema, a

sensibilidade da pele para os metais, produtos quimicos, cosméticos, outra
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B- Medida do teste cutaneo de puntura

Universidade de Sao Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Ty H

Nome:

Tel.:

Data:
Cel.: Cod.:

Teste cutaneo de Puntura

Papula Eritema

Controle Negativo

D. pteronyssinus

B. tropicalis

F. domesticus

P. americana

Clara de ovo

Leite

Trigo

Soja

Amendoim

Camarao

Controle Positivo

Observacoes:

Resultados expressos em tamanho da papula e eritema em milimetros.

Resultados positivos se a papula for maior ou igual a 3X3 mm que o controle

negaivo.

Responsavel pelo teste
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C- TCLE menores de 18 anos

Universidade de Sédo Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Universidade de Sio Paulo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

ESTUDO: Interacdo entre anticorpos especificos e células dendriticas de pacientes
alérgicos

Seu filho esta sendo convidado a participar do presente estudo. O documento abaixo contém
todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que estamos (ou estaremos) fazendo. Leia
atentamente. Caso tenha dividas, teremos prazer em esclarecé-las. Se concordar, o
documento serd assinado e s entdo daremos inicio ao estudo. Sua colaboragéo sera muito
importante para nés. Mas, se quiser desistir a qualquer momento, isto ndo causara nenhum

prejuizo, nem a vocé, nem ao(a) seu (sua) filho(a).

Eu RG , abaixo

assinado (a), concordo de livre e espontanea vontade que meu (minha) filho (a)

nascido (a) em / / :

seja voluntario do estudo “Interagdo entre anticorpos especificos e células dendriticas de
pacientes alérgicos”. Declaro que obtive todas as informagdes necessarias e que todas as

minhas duvidas foram esclarecidas.
Estou ciente de que:

[) Este projeto tem como intuito avaliar a influéncia dos anticorpos IgA e 1gG nas
respostas ao acaro de Dermatophagoides pteronyssinus, em induzir mecanismos capazes de
modular a resposta imune dos pacientes alérgicos e ndo alérgicos. Portanto, contribuindo para
melhorar o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na exposicdo ao acaro de poeira no

desencadeamento ou piora de quadros de reacdes alérgicas;

I) Serdo colhidos 20 mL de sangue venoso em tubo de heparina (dois tubos). Caso seja

necessario mais uma coleta, esta sera realizada nas mesmas condi¢Ges acima mencionadas,
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mediante autorizacdo. E uma coleta de 10 mL de sangue venoso em tubo sem anticoagulante
(tubo seco) para dosagem dos anticorpos. Também sera realizado em cada participante do
estudo o teste cutaneo de punctura as principais fontes alergénicas conhecidas na regido
(&caros, pelo de animais, alimentos, fungos e pélens). Os riscos tanto para a coleta quanto
para o teste cutdneo sdo minimos: a coleta poderad ocasionar dor e mancha roxa no local da
coleta de sangue. Para reduzi-los ainda mais, a coleta de sangue sera realizada por enfermeira
devidamente treinada para o procedimento, utilizando material estéril e descartavel, que sera
inutilizado apds o uso em cada paciente. J& o teste cutdneo pode ocasionar as proprias crises
alérgicas. Caso isso aconteca, vocé sera imediatamente examinado pelo médico e recebera

tratamento adequado;

1)) A participagdo neste estudo ndo tem fins terapéuticos e serd sem custo algum para

mim;

IV)  Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboragédo neste estudo no momento

em que desejar, sem necessidade de dar qualquer explicacéo;

V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem (a) meu (minha) filho (a), nem

interferird no atendimento ou tratamento médico a que ele (ela) estiver sendo submetido;

W) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas concordo em
que sejam divulgados em publicac6es cientificas, desde que nem 0 meu nome, nem o de meu

filho sejam mencionados;
WVIl)  Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo;

VII)  Poderei contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos —
ICB/USP - no Fone 3091.7733 (e-mail: cep@icb.usp.br) ou pesquisador (a) responsavel,
Renata Harumi, telefone de contato: (11) 3091-7435 (e-mail: renataharumi@usp.br) para

recursos ou reclamacdes em relagdo ao presente estudo.

IX) Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado
pela Comissdo de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha
manifestacdo seja positiva, poderei retirar essa autoriza¢do a qualguer momento sem qualquer

prejuizo a mim ou ao meu (minha) filho (a).

() Sim ou ( )Né&o
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X) O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE— apondo sua assinatura na

ultima pagina do referido Termo.

Xl) O pesquisador responsavel deverd da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na ultima pagina do

referido Termo.

XI)  Resolucdo 196/96 — Estou recebendo uma copia deste Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido;

OBS: Assinalar abaixo com (x):

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Sédo Paulo, de de 20

( ) Paciente / () Responsavel

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha2:

Nome / RG / Telefone

Responsavel pelo Projeto:

Renata Harumi Cruz
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D- TCLE maiores de 18 anos

‘T( :‘ | | Universidade de Sdo Paulo
St Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(maiores de 18 anos)

ESTUDO: Interacdo entre anticorpos especificos e células dendriticas de pacientes

alérgicos

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos
fazendo. Sua colaboracéo neste estudo sera de muita importancia para nds, mas se desistir a

qualquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a voceé.

Eu, , nascido no dia
/ / , na cidade de , estado
portador do RG , e do CPF ,

residente no endereco , cidade
, estado , concordo de livre e

espontanea vontade em participar como voluntario(a) do estudo “Interacdo entre
anticorpos especificos e células dendriticas de pacientes alérgicos”. Declaro que obtive
todas as informacoes necessarias, bem como todos os eventuais esclarecimentos

quanto as dividas por mim apresentadas.

Estou ciente que:

) Este projeto tem como intuitoavaliar a influéncia dos anticorpos IgA e IgG nas
respostas ao acaro de Dermatophagoides pteronyssinus, em induzir mecanismos
capazes de modular a resposta imune dos pacientes alérgicos e ndo alérgicos. Portanto,
contribuindo para melhorar o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na
exposicdo ao &caro de poeira no desencadeamento ou piorade quadros de reacOes

alérgicas;
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Serdo colhidos 20mL de sangue venoso em tubo de heparina (dois tubos).Caso seja
necessario mais uma coleta, esta serd realizada nas mesmas condi¢cBes acima
mencionadas, mediante autorizagdo. E uma coleta de 10 mL de sangue venoso em
tubo sem anticoagulante (tubo seco) para dosagem dos anticorpos.Também sera
realizado em cada participante do estudo o teste cutdneo de punctura as principais
fontes alergénicas conhecidas na regido (acaros, pelo de animais, alimentos, fungos e
polens). Os riscos tanto para a coleta quanto para o teste cutaneo sao minimos: a coleta
podera ocasionar dor e mancha roxa no local da coleta de sangue. Para reduzi-los
ainda mais, a coleta de sangue sera realizada por enfermeira devidamente treinada para
0 procedimento, utilizando material estéril e descartavel, que sera inutilizado ap6s o
uso em cada paciente. Ja o teste cutdneo pode ocasionar as proprias crises alérgicas.
Caso isso aconteca, vocé serd imediatamente examinado pelo meédico e recebera
tratamento adequado;

A participagdo neste projeto ndo tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem
como ndo me acarretard qualquer despesa financeira com relacdo aos procedimentos
médico-clinico-terapéuticos efetuados no estudo;

Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboracdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagéo;

A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico. Nao
vird interferir no atendimento ou tratamento médico;

Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicacdes cientificas, desde que meus dados pessoais nao
sejam mencionados;

Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final

desta pesquisa.

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Néo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado
pela Comissdo de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso
minha manifestacéo seja positiva, poderei retirar essa autorizagdo a qualquer momento

sem qualquer prejuizo para mim.
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( )Sim ou ( )Ndao

Poderei contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
— ICB/USP -, no Fone 3091.7733 (e-mail: cep@icbh.usp.br) ou pesquisador (a)
responsavel, Renata Harumi, telefone de contato: 3091-7435(e-mail:
renataharumi@usp.br) para recursos ou reclamacdes em relacdo ao presente estudo.

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo sua

assinatura na Gltima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE- apondo sua assinatura na
altima pagina do referido Termo.

Resolucdo 196/96 - Estou recebendo uma copia deste Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

Sédo Paulo, de de 20

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha2:

Responsavel pelo Projeto:

Nome / RG / Telefone

Renata Harumi Cruz
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