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RESUMO

Yokoyama NH. Sensibilizagdo ao extrato de Blomia tropicalis, na auséncia de alum,
requer a molécula adaptadora Myd88. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

A exposicao a alérgenos presentes na poeira domeéstica constitui um importante fator
de risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas como a asma, tradicionalmente
estudada utilizando-se ovalbumina (OVA) como alérgeno e, geralmente, em presenca
de adjuvante. O modelo com OVA é caracterizado por hiperreatividade das vias
aéreas, inflamacéo eosinofilica, hiper secrecdo de muco e niveis elevados de IgE
devido a secrecéo de citocinas derivadas de linfécitos Th2. A resposta Th2 deriva da
producao de citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-13 e IL-9) por linfocitos TCD4+ ativados.
O acaro Blomia tropicalis (Bt) é reconhecidamente um indutor de alergias respiratérias
em regides tropicais. Trabalho anterior publicado por nosso grupo caracterizou a
resposta inflamatéria a Bt em modelo com alum. Este trabalho tem como objetivos
estudar a resposta inflamatoéria pulmonar induzida pelo extrato de Bt na auséncia de
adjuvantes induzida por diferentes vias de sensibilizacdo e avaliar a participagédo de
receptores do tipo Toll e moléculas adaptadoras relacionadas a eles na resposta
desenvolvida. Utilizando o modelo estabelecido pelo trabalho anterior, animais
C57BL/6 foram sensibilizados nos dias 0 e 7 com solucéo de extrato de Bt adsorvido
em solugao de PBS-alum (s.c.), ou com extrato de Bt em solugdo salina (i.n. ou s.c.).
O grupo sensibilizado com alum exibiu altos niveis de IgE e aumento do niumero total
de células no BAL (sendo o infiltrado de eosindfilos) se comparado ao grupo naive.
Contudo, animais sensibilizados sem adjuvante, ndo apresentaram aumento dos
niveis de IgE no soro. Dessa forma, baseados na literatura, alteramos a sensibilizacéo
e desenvolvemos um modelo em que animais C57BL/6 ou MyD88KO foram
sensibilizados com uma dose maior do extrato de Bt pela via nasal ou pela via
subcutanea durante trés dias consecutivos (dias 0, 1 e 2). Para o desafio, nos dias 7,
14 e 21, 10 pg de extrato de Bt foram administrados pela via nasal. Ambas as
sensibilizacdes produziram aumento do numero total de células no BAL, e dos niveis
de IgE, sendo que a sensibilizacdo nasal gerou o influxo de populacdo mista
equivalente (neutréfilos e eosindéfilos) e a sensibilizacdo subcutédnea, o influxo
predominante de eosinofilos. Os parametros celulares em animais MyD88KO
apresentaram-se inibidos, contudo, os niveis de IgE mantiveram-se similares aos dos
animais WT. Em conclusao, os resultados apresentados indicam que a sensibilizagc&o
com alum néo é essencial para o desenvolvimento de inflamag&o pulmonar alérgica.
A sensibilizacdo, pela via nasal ou pela via subcuténea, induz o recrutamento de
células, dependente da sinalizacdo via molécula adaptadora com dominio Toll/IL-1
MyD88. Finalmente, o extrato induziu a producgéo de IgE, independente de MyD88.

Palavras-chave: Asma. Alergia e Imunologia. Acaro.



ABSTRACT

Yokoyama NH. Sensitization to Blomia tropicalis extract without alum requires Myd88
adaptor molecule. [Master thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

Exposure to allergens in house dust is an important risk factor for the development of
allergic diseases such as asthma, traditionally studied using ovalbumin (OVA) as
allergen, and generally in the presence of adjuvant. The OVA model is characterized
by airway hyperreactivity, eosinophilic inflammation, mucus hypersecretion and
increased IgE levels due to secretion of Th2 lymphocyte derived cytokines. The Th2
derived cytokine production type-2 (IL- 4, IL- 5, IL- 9 and IL- 13) by CD4+ activated T
lymphocytes. The mite Blomia tropicalis (Bt) is a recognized inducer of respiratory
allergy in tropical regions. Previous work published by our group characterized the
inflammatory response to Bt model with alum. This work aims to study the pulmonary
inflammatory response induced by extract of Bt in the absence of adjuvant induced by
different routes of sensitization and to assess the involvement of Toll-like receptors and
adapter molecules related to them. Using the model established by previous work,
C57BL / 6 mice were sensitized on days 0 and 7 with Bt extract adsorbed in solution
of PBS - alum (s.c.) or with Bt extract in saline (i.n. or s.c.). The group sensitized with
alum showed higher IgE levels and increased total cells in BAL (infiltration of
eosinophils) as compared to naive group. However, sensitized animals without
adjuvant did not show increased levels of IgE in serum. So, based on literature, we
changed sensitization and developed a model in which C57BL/ 6 or MyD88KO mice
were sensitized with a higher dose of Bt extract by nasally or subcutaneously route for
three consecutive days (days 0, 1 and 2) . For challenge, on days 7, 14 and 21, 10 ug
of Bt extract were administered via the nasal route. Both sensitization routes promoted
increase in the total number of cells in BAL, and serum IgE levels. Nasal sensitization
generated influx of equivalent mixed population (neutrophils and eosinophils) and
subcutaneous sensitization, predominant eosinophil influx. Cell parameters were
inhibited in MyD88KO animals; however, IgE levels remained similar to WT mice. In
conclusion, results indicate that alum sensitization is not essential to the development
of allergic airway disease. Sensitization by nasally or subcutaneously routes, induces
the recruitment of cells dependent on signaling via Toll/IL-1 receptor domain adaptor
protein MyD88. Finally, Bt extract induced IgE production independent of MyD88.

Keywords: Asthma. Allergy and Immunology. Mite.
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1.1 Asma

A asma € comumente descrita como uma doenca pulmonar inflamatéria crénica
caracterizada por hiperreatividade brénquica e obstrucédo intermitente reversivel ou
ndo, das vias aéreas(1). Contudo, a asma é uma sindrome complexa com diversas
variaveis que definem as manifestagfes clinicas e a severidade da doenca. Em
humanos, por exemplo, a severidade é medida pela funcéo pulmonar (FEV1 — Volume
Expiratério Forcado, dado pela quantidade maxima de ar que pode ser exalado
forcadamente em um segundo), frequéncia de uso de broncodilatadores e sintomas
diurnos/noturnos(2, 3). Existem formas diferentes de asma que se apresentam
individualmente ou coexistem: nao-alérgica (causada por diversos fatores como
poluicdo e infeccdes — ndo mediada por células Th2), intrinseca (desenvolvida
espontaneamente — pode estar ligada a genes de susceptibilidade a asma como
ADAM33 e TIM1) e, a mais comum, asma alérgica(4).

A asma alérgica é caracterizada pela presenca de linfocitos Th2 que medeiam
a patogénese através da producédo de citocinas pré-inflamatorias (IL-4, IL-5 e IL-13)
que, por sua vez, promovem o recrutamento de eosinofilos, hipersecrecdo de muco e
hiperplasia de células caliciformes, além do aumento da produc¢éo de IgE por linfécitos
B(5). Clinicamente, a asma alérgica € determinada pela presenca ou auséncia de
atopia (teste cutaneo — skin prick test — positivo ou presenca de anticorpos especificos
a determinado alérgeno) (6), contudo, € um diagndstico impreciso, pois dentre a gama
de pacientes que apresentam atopia, apenas a minoria desenvolve asma (7).

A sensibilizacéo a determinado alérgeno resulta do reconhecimento de padrbées
moleculares associados a patdégenos por receptores de reconhecimento de padrbes
(PRR — Pattern Recognition Receptors) presentes nas células do sistema imune
localizadas no tecido, como macrofagos e células dendriticas, e presentes em células
do epitélio pulmonar (8).

As células epiteliais expressam um amplo repertério de receptores de
estruturas conservadas como receptores do tipo Toll (TLR — Toll-like receptors),
receptores do tipo NOD (NLR — NOD-like Receptors) e receptores de Lectinas tipo C
(CLR — C-type Lectins Receptors). Frente a injaria, inflamacéo e estresse, as células
epiteliais ativam-se por estes receptores e produzem principalmente IL-33 (citocina da
familia da IL-1, produzida por células epiteliais, importante em infeccbes por
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nematelmintos, pois induz citocinas do tipo Th2) (9), IL-25 (citocina que compartilha
similaridades com IL-17, induz a ativagédo de NF-kB, IL-8 e citocinas pré-nflamatoérias
IL-4, IL-5 e IL-13)(10), TSLP (citocina produzida por células estromais do timo)(11),
GM-CSF (fator estimulador de coldénias de macrofagos e granulécitos), CCL20
(quimiocina expressa por uma variedade de células epiteliais que recruta células
dendriticas imaturas em locais inflamados)(12), ou seja, diversas citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento que contribuem para a polarizacdo da resposta
para um padrao Th2 (13).

Células dendriticas ativadas pelas citocinas e quimiocinas produzidas pelo
epitélio, por macréfagos e por outras células dendriticas, proporcionam uma ligacao
com o sistema imune adaptativo quando migram para o linfonodo drenante e
apresentam os antigenos captados no ambiente inflamatorio via moléculas de MHC
classe Il aum linfocito T helper. Estudos spugerem que TSLP age diretamente na célula
dendritica promovendo sua maturacao e interagdo com células T naive promovem a
diferenciacao de células T em células Th2 através da ligacdo de OX40/0X40L (13).

Linfécitos Th2 ativados produzem e liberam citocinas como IL-4 e IL-5 que
atraem células inflamatérias como eosinofilos e basdfilos, e IL-9, que atrai mastdcitos
as vias aéreas. Ainda, os linfécitos Th2 entram em contato com células B, ativando-
as e a IL-4 promove a troca de classe de isotipo de anticorpo para IgE. A IgE produzida
liga-se ao receptor de alta afinidade FceRI presente na superficie de mastdcitos e
basdfilos (14). Quando a ligacao possui alta afinidade, sinais sdo emitidos e promovem
a secrecao de diversas substancias biologicamente ativas que ficam armazenadas
nos granulos destas células. Um contato subsequente com o alérgeno resulta na fase
inicial da resposta e imediata liberagdo de histamina, serotonina, prostaglandina e
leucotrienos dos granulos. Tais substancias estimulam o aumento da permeabilidade
vascular, broncoconstricdo e producéo de muco. Quando exacerbada, a resposta de
nivel sistémico pode resultar em anafilaxia, frequentemente letal. Outros efeitos da
fase imediata sdo a expressdo de moléculas de adesdo em células epiteliais e 0
recrutamento de células inflamatérias (15).

A fase tardia caracteriza-se pelo influxo de células recrutadas devido as citocinas
secretadas, ocorre horas apds a exposicdo ao alérgeno. Citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento sao induzidos a partir de novos transcritos e sao secretados

recrutando com maior eficiéncia células inflamatoérias e aumentando a secrecédo de
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IgE pelas células B(14).

A resposta alérgica crbnica leva ao remodelamento das vias aéreas com
espessamento da parede celular da lamina propria do epitélio pulmonar devido ao
depdsito de colageno, aumento da permeabilidade vascular, hipertrofia e hiperplasia
de células caliciformes e hipertrofia do musculo liso. Assim, o remodelamento seria

causa suficiente para a hiperreatividade vista na asma (16).

1.2 Asma e Hipétese da Higiene

Na década de 80, Strachan observou que a febre do feno era prevenida quando
o individuo era exposto a repetidas infeccdes durante os primeiros anos de vida (17).
Dessa forma, foi proposto que o aumento de casos de doencas atopicas era devido a
diminuicdo do tamanho das familias e consequentemente menos casos de infec¢des
cruzadas entre irmaos (18). As observacdes levantadas por Strachan foram
coloquialmente chamadas de “Hipotese da Higiene”.

Nos anos 90, a maior incidéncia de doencas atopicas deu origem a uma teoria
que considerava o desbalanco entre populacbes de células de perfis Thl e Th2,
ocasionado pela diminuicao de infec¢des na infancia ligada ao alto uso de antibiéticos,
melhorias no saneamento basico e familias de nimero reduzido (19), eventos que
teriam efeito negativo na producdo de citocinas antagonistas a resposta Th2,
exacerbando, portanto, a incidéncia de resposta deste perfil celular (20). Em outra
perspectiva, a ativacdo de células T reguladoras (Treg) seria diminuida pela falta de
estimulos microbianos e ndo pelo desbalanco de perfis de citocinas e células Th1/Th2
(21).

Analisando a uma base de dados epidemioldgicos, nao foi possivel determinar
uma correlacdo inversa entre a incidéncia de doencas com os perfis Thl ou Th2,
portanto, o paradigma relacionado a tais perfis € insuficiente para explicar a
prevaléncia de doencgas atdpicas nos ultimos anos (22).

Ainda, a Hip6tese da Higiene ndo explica o aumento na prevaléncia de doengas
autoimunes na mesma proporcado que doencas alérgicas nos ultimos anos, além do
fato de que a resposta imune a infec¢gdes por helmintos estar ligada a atenuacéo da
resposta alérgica(23). Outros estudos revelaram que em determinadas infecgdes,

como por virus Influenza, a quantidade de IFN-gamma secretado foi determinante
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para a exacerbacgdo da resposta inflamatoéria das vias aéreas em modelo murino de
asma (24). Ainda, a exposicao ao lipopolissacarideo (LPS), presente na parede celular
de bactérias gram-negativas e agente promotor de respostas Thl, pode prevenir (25)
ou favorecer o desenvolvimento de asma (26).

Desta forma, foi spgerida a Hipétese da Higiene modificada, na qual o aumento
na frequéncia de asma deve-se a exposi¢cao reduzida a determinadas infec¢cdes como
Hepatite A, enquanto que infec¢des respiratérias, como por virus sincicial respiratério

(RSV) ou virus Influenza favorecem seu desenvolvimento (5).

1.3 Receptores do tipo Toll

Receptores do tipo Toll (TLR — Toll-like receptors) inserem-se no grupo de
receptores que reconhecem padrées (PRR — Pattern Recognition Receptors) e sao
receptores transmembrana filogeneticamente conservados presentes em células do
sistema imune inato como, por exemplo, macrofagos e células dendriticas.
Caracterizam-se por possuir um dominio de imunoglobulina (Ig) extracelular com
sequéncias ricas em leucina e dominio intracelular receptor para a citocina IL-1 (IL-
1R), chamada de TIR (dominio Toll/IL-1R). TLRs que ativam a cascata de sinalizacédo
do sistema frente a diferentes estimulos estruturais como fita simples ou dupla de RNA
(comuns em virus, reconhecidas por TLR7/TLR8 e TLR3, respectivamente),
lipopolissacarideos (TLR4), flagelina (comuns em bactérias flageladas e reconhecidas
por TLR5), peptidioglicano (TLR2) e Pam3CSKA4 (lipopeptidio sintético tripalmitato que
mimetiza o terminal amino-acido do LPS, que se liga ao TLR2/TLR1), sequiéncias de
DNA ricas em CpG nao-metilados (presente em virus e bactérias e reconhecidas por
TLR9) (27, 28).

Os TLRs controlam a resposta imune inata a determinados antigenos desde a
iniciacdo, até manutencdo, modulacédo e a conclusao deste, além de induzir a ativacao
do sistema imune adaptativo através da producdo de citocinas proinflamatérias e
expressao de moléculas co-estimulatérias (29).

O TLR4 foi descrito como sendo o receptor de sinalizacdo para o
lipopolissacarideo, constituinte caracteristico de bactérias gram-negativas. O LPS
liga-se a proteina vinculadora de LPS (LBP — Lipopolysaccharide-binding protein). O

complexo LPS-LBP formado é reconhecido pelo CD14 (cluster of diferentiation-14),
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co-receptor expresso na superficie de células mieléides (macrofagos e mondcitos) e
no soro em quantidades minimas. Juntamente com CD14 e a MD2, o TLR4 forma um
complexo tri-molecular que ativa o sistema imune inato (30).

Similarmente ao TLR4, o TLR2 reconhece padrdes de lipopeptidios e
lipoproteinas, contudo, devido ao seu polimorfismo (31) também reconhece
lipopeptideos diacidos, como por exemplo, MALP-2. Esta expresso em grande
variedade de células como neutrdfilos, células epiteliais de vias aéreas, mondcitos,
macrofagos, células B, células dendriticas, para as quais se pensa ter papel
fundamental no inicio e manutencdo da resposta imune, sendo, portanto, célula-alvo
para a modulacao do tipo de resposta, Thl ou Th2, ou inducao de tolerancia (32).

A sinalizacdo depende das diferentes combinacbes entre as moléculas
adaptadoras (MyD88, TIRAP, TRAM e TRIF) recrutadas ap6s mudancas na
conformacao dos TLR (33).

A via de sinalizacdo mais freqiente € dependente da molécula MyD88,
compartilhada por quase todos os TLRs, exceto o TLR3. A via independente de
MyD88 € a de sinalizacdo dependente de TRIF associada aos TLR3 e TLR4 (para
TLR4 ainda é necessério a participacdo da molécula TRAM), capaz de estimular a
producdo de citocinas através de fator de regulacdo 3 (IRF3), fator de transcricéo
nuclear kappa B (NF-kB) e proteina 1 ativadora (AP-1)(34).

As ativacdes dependentes da molécula MyD88 iniciam-se com a facilitacdo da
associacdo da MyD88 com a IRAK4. Isto favorece a fosforilacdo de IRAKL. A
fosforilacdo da IRAK1 permite a ligacdo da molécula TRAF6 ao complexo. A ligacdo
da TRAF®6, por sua vez, ativa TAK1 que faz um complexo com TAB1 e TAB2. Formado
o0 complexo, TAK1 ativa o complexo IKK que leva a ativacdo de NF-kB. Em atividade
simultanea, TAK1 ativa dois membros da familia das MAP quinases que
seguidamente ativam JUN N-terminal quinase (JNK) e p38, induzindo a producao de
citocinas inflamatorias, sendo que os TLR4 e TLR2 necessitam, além da MyD88, da
molécula adaptadora TIRAP (35, 36).

Com a descoberta dos TLRs, diversos estudos foram realizados buscando
explicar a interacdo entre a resposta do sistema imune e os alérgenos. Eisenbarth et.
al. (2002) demonstraram que o desenvolvimento de asma alérgica experimental em
modelo com ovalbumina (OVA) pela via nasal era dependente da quantidade de LPS
durante a sensibilizacéo e da via de sinalizacdo de TLR4. Dessa forma, a exposi¢ao
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a OVA juntamente com altas doses de LPS favorecia a producdo de IL-12 pelas
células dendriticas e de um perfil Thl. Baixas doses de LPS, portanto, ndo seriam
suficientes para desenvolver o perfil Th1l, mas promoveriam uma resposta Th2(37).
Hammad et al. (2009), utilizando modelo com sensibilizacdo por acaros de
poeira doméstica (House Dust Mites — HDM) produziram chimeras para avaliar o papel
de células estruturais e hematopoiéticas na ativacdo da resposta imune do trato
respiratorio. Identificaram que a expressao e sinalizacdo via TLR4 em células epiteliais
era suficiente para a ativacdo de células dendriticas e de células T auxiliares. Ainda,
o extrado de HDM possuia quantidades muito inferiores a utilizada por Eisenbarth et.
al. (2002) para baixa dose, contudo, animais TLR4 nocautes exibiam um perfil de
citocinas totalmente diferente de camundongos wild-type, sugerindo que este baixo

nivel de LPS possui maior importancia na resposta imune(38).

1.4  Acaros de poeira doméstica (House Dust Mites — HDM)

Os acaros pertencem ao Filo dos Artrépodes, Subfilo Chelicerata, Classe
Arachnida e Sublasse Acari que possui mais de 50 mil espécies identificadas. Séo
animais de quatro pares de pernas (nas fases pdés-larvais), apéndices articulados,
esqueleto externo e corpo ndo segmentado (14).

Acaros de poeira doméstica sdo considerados a maior fonte de alérgenos
domésticos em diversos locais do mundo: Europa, Asia, América do Sul, Estados
Unidos, Nova Zelandia, Austrélia e Africa(39) . Mais de 10% da populagdo mundial e
90% de pacientes com asma alérgica sao sensiveis a &caros(40) . Tém como principal
fonte alimentar restos epiteliais humanos e possuem crescimento 6timo em locais
guentes e umidos (41), assim, locais com umidade relativa do ar abaixo de 50% tém
menos casos de infestacdes .

Estudos sugerem que extratos de acaros desencadeiam a ativacao do sistema
imune em direcdo a uma resposta Th2 pela da estrutura do préprio animal, proteinas
e macromoléculas produzidas por eles ou por fontes ambientais, tais como 0s restos
fecais do acaro. Os detritos de acaros sdo compostos de restos alimentares, detritos
e enzimas proteoliticas, unidos por muco e cobertos por uma membrana quitinosa
com didmetro passivel de ser inalado e de se depositar nas vias aéreas (10 - 40um)
(8, 42). Outros estudos indicam que a atividade proteolitica dos extratos de acaros
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seria a principal responsavel pelo desencadeamento de alergias, pois atuaria como
adjuvante na alergia degradando juncdes epiteliais que leva a liberacéo de citocinas
pré-inflamatérias pelas células do epitélio brénquico, basoéfilos e mastocitos(32). Além
disso, os acaros ndo devem ser considerados apenas alérgenos, mas também
transportadores de componentes microbianos que compartiiham estruturas
moleculares conservadas podendo ser reconhecidas por PRRs presentes nas células
imunes inatas (8, 42).

Em regides tropicais, Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae e Blomia tropicalis sdo os acaros de maior importancia. No Brasil, D.
pteronyssinus predominam na poeira de Sao Paulo e Salvador. D. farinae, na poeira
das areas mais secas de Séo Paulo e em Belo Horizonte, e, ainda, areas de interior,
como Uberlandia e Uberaba, as duas espécies prevalecem . No Estado de S&o Paulo,
Bt tem sido descrita em 95% de pacientes asmaticos ou com rinite (43).

Acaros de poeira de diferentes areas geograficas receberam grande atencéo a
partir da década de 60, apds sua relevancia como alérgeno ser reconsiderada. O
género Blomia foi primariamente descrito na poeira de Taiwan e Suriname 0 que levou
a analises taxonbmicas que revelaram a espécie Blomia tropicalis, até entdo néo
descrita (44).

O acaro Blomia tropicalis produz um grande nimero de alérgenos, assim como
outros acaros. Diversos alérgenos de Bt ja foram relatados e sao capazes de induzir
producao de IgE especifica, sendo que a maioria dos alérgenos obteve indices iguais
ou superiores a 50% em testes de ligacdo a IgE (40). O alérgeno Blo t 5 € considerado
o alérgeno de maior importancia pois apresenta 70% de ligacéo a IgE (45). Em estudo
clinico, de 44% de pacientes sensiveis a B. tropicalis, 43% eram alérgicos a Blo t 5
(46).

Dentre os alérgenos presentes no extrato de B. tropicalis encontramos
proteases que se assemelham em 30 a 35% as encontradas em extratos de
Dermatophagoides sp.. Contudo, os alérgenos dos extratos de ambas as espécies

sao considerados distintos e de baixa a moderada reatividade cruzada (47).
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1.5 Modelos murinos

Modelos experimentais sdo essenciais para entendimento das respostas
inflamatorias, pois permitem o estudo detalhado dos mecanismos celulalres e
moleculares envolvidos nas respostas inflamatorias alérgicas. Os modelos mais
frequentes em pesquisas sdo os que utilizam a proteina ovalbumina (OVA) como
alérgeno e o hidroxido de aluminio como adjuvante.

O hidréxido de aluminio (alum) é uma substancia ndo-fisiologica amplamente
utilizada como adjuvante em diferentes modelos nos ultimos 80 anos. Contudo,
apenas recentemente alguns mecanismos de acéo foram propostos. Estudos indicam
gue o alum agiria formando depdsitos de lenta liberacdo do antigeno; induzindo a
inflamacdo através da ativacdo de células apresentadoras de antigenos; e/ou
convertendo o antigeno soltvel em forma particulada passivel de ser fagocitada (48).
Outros estudos propdem o alum como indutor da acumulagéo de acido Urico que agiria
como adjuvante endégeno da resposta de células T (49) ou que a citotoxicidade do
alum promoveria a liberacéo de sinais de dano passiveis de serem reconhecidos pelo
sistema imune através de PRRs (50). A fagocitose do complexo antigeno-alum, ainda,
resulta na ativacao do inflamassoma NALP3 e producao de citocinas pré-inflamatérias
como IL-1beta, IL-18 e IL-33(51-53); desestabilizacdo de fagossomas(54);

Independente do modelo, em humanos, eventos de alergia a OVA séo
incomuns, sendo a maioria dos casos de asma derivados de alergias respiratorias(55)
e 0 uso de alum ndo é essencial para o desenvolvimento de respostas inflamatérias
alérgicas(56).

Assim, outra forma de inducdo do quadro alérgico de asma similar ao quadro
alérgico humano, seriam modelos de exposicdo a microrganismos presentes na poeira
doméstica(57). Entretanto, os modelos murinos que utilizam a Blomia tropicalis como
aeroalérgeno sao escassos, sendo respresentados por poucos trabalhos (55, 58-61).

Dentre os trabalhos existentes, dois estao diretamente ligados a este. Baqueiro
et. al. (2010) desenvolveram um modelo murino de curta duragdo com baixa dose de
extrato de Blomia tropicalis proveniente da Universidade Federal da Bahia comparavel
ao modelo que utiliza ovalbumina. A partir deste modelo, foram capazes de avaliar a
resposta inflamatoria alérgica gerada pelo extrato adsorvido em alum em quatro
linhagens diferentes de camundongos: A/J, BALB/c, C57BL/6 e CBA/J que foram
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sensibilizados pela via subcutanea com 10 pg de extrato de Bt nos dias 0 e 7 e
desafiados quatro vezes (dias 8, 10, 12 e 14 — 10 pg). Parametros como influxo de
eosinofilos, altos niveis de IgE, infiltrado inflamatdrio pulmonar podiam ser observados
nos animais sensibilizados com o extrato(55).

Baseado neste modelo, Barboza et. al. (2013) avaliaram influéncia do LPS na
resposta inflamatoria gerada pelo extrado de Bt adsorvido em alum, uma vez que foi
demonstrado (62, 63) que a sensibilizacdo com OVA e LPS é capaz de inibir o
desenvolvimento de inflamacéo pulmonar mediada por células Th2 sem mudanca
para um padréo Thl. Os autores utilizaram um modelo em que animais C57BL/6 foram
sensibilizados pela via subcutdanea com 5 pg de extrato de Bt, proveniente da
Universidade Federal da Bahia, adsorvido em alum, com ou sem a adi¢cdo de LPS,
nos dias 0 e 7; e desafiados nos dia 14 e 21, com 10 pg do extrato. A sensibilizacédo
com o extrato produzia grande recrutamento de células ao lavado brocoalveolar,
principalmente eosindfilos, alta producdo de IgE no soro e producdo de muco pelas
células caliciformes. Na presenca de LPS, esse padrdo sofria alteracdes em relacao
ao tipo celular recrutado, os neutroéfilos(58).

Contudo, sendo o hidroxido de aluminio um componente artificial das
exposi¢cles a alérgenos, o desenvolvimento de modelos que estudem a capacidade
do extrato de Blomia tropicalis de induzir uma resposta inflamatoria alérgica é

relevante.



2 OBJETIVO
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Este trabalho tem como objetivo estudar a resposta inflamatéria pulmonar
induzida pelo extrato de B. tropicalis na auséncia de adjuvante, induzida por diferentes
vias de sensibilizacdo e avaliar a participacao de receptores do tipo Toll e moléculas

adaptadoras relacionadas a eles na resposta desenvolvida.



3 MATERIAL E METODOS



28

3.1 Animais

Camundongos fémeas com 6 a 8 semanas de idade foram fornecidos pelo biotério
de animais isogénicos e mantidos pelo Biotério de Experimentacédo do Departamento
de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(ICBUSP). Para o experimento de diferenca etéria foram usados camundongos de 8
semanas e 16 semanas de vida. As linhagens utilizadas compreenderam
camundongos C57BL/6 e camundongos deficientes em MyD88 e TLR4 (background
C57BL/6) e BALBI/c.

3.2 Extrato de Blomia tropicalis

Extrato alergénico comercial liofilizado proveniente do Centro Nacional de
Biopreparados (BIOCEN), Havana, Cuba. Vials de 100.000 UB de extrato alergénico
em concentracdo de 2,5mg foram diluidos em 2,5 mL de PBS estéril, com

concentracéo final de (1 mg/mL).

3.3 Modelos de indugéao de inflamagéo pulmonar

PROTOCOLO 1 - Nos dias 0 e 7, animais C57BL/6 foram sensibilizados com 5 pg
(por animal) de extrato de Bt diluidos em 40 ul de PBS pela via nasal com auxilio de
micropipeta; ou pela via subcutanea diluidos em 200ul de PBS ou PBS-alum (1,6
mg/mL) com seringa de 1 mL. Para o desafio, nos dias 14 e 21, 10 ug de extrato de
Bt (por animal) diluidos em 40ul de PBS foram administrados nasalmente com auxilio
de micropipeta. O sacrificio dos animais deu-se no dia 22.

PROTOCOLO 2 — Nos dias 0, 1 e 2, animais C57BL/6 foram sensibilizados com 5 ou
50 pg por animal de extrato de Bt diluidos em 40 ul de PBS pela via nhasal com auxilio
de micropipeta. O sacrificio dos animais deu-se no dia 3.

PROTOCOLO 3 — Nos dias 0, 1 e 2, animais C57BL/6 foram sensibilizados com 50
Hg (por animal) do extrato de Bt diluidos em 40ul PBS pela via nasal ou 200 ul pela
via subcutanea. Para o desafio, nos dias 7 e 14, 10 ug de extrato de Bt (por animal)
diluidos em 40 ul de PBS foram administrados nasalmente com auxilio de micropipeta.
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O sacrificio dos animais deu-se no dia 22.
PROTOCOLO 4 — Nos dias 0, 1 e 2, animais C57BL/6 foram sensibilizados com 50
1g (por animal) do extrato de Bt diluidos em 40ul PBS pela via nasal ou 200ul pela via
subcuténea. Para o desafio, nos dias 14 e 21, 10 ug de extrato de Bt (por animal)
diluidos em 40ul de PBS foram administrados nasalmente com auxilio de micropipeta.
O sacrificio dos animais deu-se no dia 22
PROTOCOLO 5 — Nos dias 0, 1 e 2, animais C57BL/6 e MyD88KO foram
sensibilizados com PBS ou 50 pg de extrato de Bt diluidos em 40 ul de PBS pela via
nasal ou em 200 ul pela via subcutanea com auxilio de micropipeta. Para o desafio,
nos dias 7, 14 e 21, 10u g de extrato de Bt, por animal, diluidos em 40ul de PBS foram
administrados nasalmente com auxilio de micropipeta. O sacrificio dos animais deu-
se no dia 22.

Independente da via de inoculagdo, os animais foram anestesiados com
solucdo de quetamina (Agener Unido) e rompum (Bayer) em PBS, sendo injetados

200 pL/animal pela via intramuscular.

3.4 Obtencéo do soro e lavado broncoalveolar (BAL)

Vinte e quatro horas ap6s o0 segundo/terceiro desafio, os animais foram
anestesiados com injecao intraperitonial (i.p.) de hidrato de cloral a 10%. O sangue
dos animais, puncionado pelo coracdo com auxilio de seringa (1 mL), foi armazenado
em microtubos, centrifugado e o soro coletado com auxilio de micropipeta. Para o
LBA, a traquéia foi canulada e através de lavagem com PBS gelado (1,0 mL), obtido
o LBA.

3.5 Histologia do pulméao e quantificacdo de muco

Apos a coleta do BAL, os pulmdes foram perfundidos com 5 mL de PBS através
de ventriculo direito, para a remog¢ao do sangue residual. Apenas o maior dos cinco
lobos foi reservado a histologia em PBS. Apéds, foram mantidos em solugao tampao
de formolfosfato a 10% por 24h e entao transferidos para alcool 70% até que fossem
incorporados a parafina, cortados e corados com hematoxilina/eosina (HE) e acido
periodico de Schiff (PAS). A quantificacdo de muco foi realizada com o programa
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Metamorph 6.0 (Universal Images Corporation, Downingtown, PA, USA), no qual
realizamos a delimitag&o eletrnica da area do bronquiolo e da area positiva para PAS.
O indice de muco foi obtido pela equacédo: soma das areas positivas para muco /

guantidade total de bronquiolos que cabem no aumento de 40x.

3.6 Contagem total e diferencial de células do BAL

O numero total de células no BAL foi determinado com hemocitdmetro (camara
de Neubauer). Para a contagem diferencial, as células foram citocentrifugadas e
coradas com "Kit" Instant Prov (Newprov, PR, Brasil). Cem células por lamina foram

contadas com o auxilio de microscopio optico.

3.7 Deteccao dos niveis de citocinas

Os niveis de citocina (IL-5 e IL-17) foram quantificados pelo ensaio de ELISA
sanduiche (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de acordo com as especificacdes
do fabricante (PharMingen, San Diego, CA) como previamente descrito(64). Os
valores foram deduzidos a partir do uso de padrdes (citocinas recombinantes) corridos

em paralelo.

3.8 Determinacao de anticorpo IgE total

Para a determinacdo de anticorpo IgE total foi utilizada a técnica de ELISA

sanduiche como descrito previamente(64).

39 Citometria de fluxo

Para a marcacao extracelular do BAL, os lavados broncoalveolares dos
individuos de um mesmo grupo foram reunidos em um pool de células (lisado quando
necessario) e dispostos em placas de 96 pocos de fundo U, com pelo menos 1 milhdo
de células por poco. As células foram incubadas por 30 minutos com mix de anticorpos
anti-Grl e anti-Siglec F (BD Biosciences).

Para a marcacdo extracelular de células pulmonares, o tecido pulmonar foi
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picotado com tesoura e digerido por solugédo de DNAse (1 mg/mL) e colagenase (2
mg/mL) por 30 minutos. Apds, as células foram condicionadas em placa de fundo U
de 96 pocos e incubadas com mix de anticorpos anti-Grl e anti-Siglec F (BD
Biosciences) por 30 minutos.

Para a marcacdo intracelular, células isoladas de tecido pulmonar foi picotado
com tesoura e digerido por solucdo de DNAse (1 mg/mL) e colagenase (2 mg/mL) por
30 minutos. O pool de células foi incubado com PMA/lonomicina por 2 horas a 37°C,
5% CO2. ApGs esse periodo de incubacao, foi adicionado Stop Golgi (BD Biosciences)
por mais 3 horas. As células foram lavadas e centrifugadas com staining buffer (PBS
2% FBS) e incubadas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD4 por 30 minutos. Apos
lavagem, as células foram fixadas, permeabilizadas (BD Cytofix/Cytoperm kit BD-
PharMigen) e incubadas com anticorpos anti-IL-17 e anti-IL-5 (BD Biosciences) por 20
minutos.

Independente da marcacao, as células foram adquiridas em citdmetro de fluxo
FACS Canto Il (BD Biosciences) e os dados analisados com o software FloJo, versao
7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA).

3.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do teste de analise de variancia “One-
way ANOVA” juntamente com o pds-teste de comparacdo multipla de Tukey para os
dados obtidos da contagem total de células e niveis de citocinas/anticorpos. Para a
contagem diferencial de células foi utilizado o teste de analise de variancia “Two-way
ANOVA” (com Tukey). Todos os dados foram analisados através do programa
"GraphPad Prism version 5.0 para Windows®, GraphPad Software, San Diego
California, EUA". As diferencas entre os grupos serdo consideradas significantes
quando o valor P<0.05.

3.11 Preparacao do gel Hidréxido de Aluminio
O gel de aluminio (Al(OH)3) foi preparado como descrito anteriormente (62).

Resumidamente, precipitou-se 0.184 M de sulfato de amoénio aluminio
(AIHANO8S2.12H20) em 1M NaOH. O Al(OH)3 foi suspenso em agua Milli Q e lavado
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5 vezes a 3000 rpm por 15 min. O precipitado final foi dissolvido em agua e a
concentracéo de Al(OH)3 foi calculada pela determinagéo do peso seco em 1 mL de
solucéo. Para a imunizacdo dos animais a solucédo estoque do gel alum (50 mg/mL)
foi solubilizada em PBS (1,6 mg de alum/animal). O alum representa o adjuvante mais
frequentemente utilizado em protocolos experimentais de alergia e é o Unico aprovado

para uso clinico(56).

3.12 Determinacao da hiper-reatividade brénquica (AHR)

Para a determinacdo da AHR, os animais foram colocados em camaras
plestimograficas (BUXCO Eletronics, USA) e os parametros respiratérios foram
medidos apds a nebulizacdo com doses crescentes de metacolina (12 e 25 mg/mL).
A resisténcia respiratéria foi expressa como aumento na pausa respiratéria (Pehn),

calculada pela férmula (*),

Pehn = (Te/Trl) x Pef / Pif (¥

onde Pehn é o aumento da pausa respiratoria; Te, é o tempo expiratério (s); TR, tempo
de relaxamento; Pef, o pico de fluxo expiratério; e Pif o pico de fluxo respiratdrio.
Todos os calculos do valor do Pehn foram realizados pelo software de analise
BioSystem XA para Windows (BUXCO Eletronics, USA).

3.13 SDS-PAGE - Gel de poliacrilamida

O extrato de Bt foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE 12,5%, Tris-HCI 0,375 M, pH 8.8). Apds a
eletroforese, o gel foi corado com Comassie Blue (Sigma) ou solugcéo de nitrato de
prata e descorado com solucdo descorante (etanol 30%, acido acético glacial 10%).
As bandas obtidas foram comparadas com o padrédo de peso LMW (Low Molecular
Weight).
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4.1 Caracterizagao do extrato de Blomia tropicalis por eletroforese

O extrato de Bt foi submetido a eletroforese, em gel de poliacrilamida de 12,5%
a fim de identificar os pesos moleculares das proteinas presentes no extrato. Os géis
foram corados com nitrato de prata (Figura 1A) ou com comassie blue (Figura 1B).
Independente da colocracido, podemos observar quatro bandas principais: uma acima
de 50Kda, uma acima e outra abaixo de 35Kda, e ainda, uma proxima de 15Kda.
Dentre os alérgenos descritos temos: Blo t 4, uma alfa amilase de 56 kDa; Blo t 10,
uma tropomiosina de 33kDa; Blo t 1, uma cistaino-protease de 26 kDa; Blo t 3, uma
tripsina de 25 kDa; Blo t 6, uma quimotripsina de 25 kDa; Blo t 13, uma proteina
ligadora de acido graxo; Blot 2, Blot 12 e Blo t 5 de natureza desconhecida e 14 kDa.
A maioria dos alérgeno existentes no extrato de Bt descritos até o momento,
encontram-se na faixa de 14 a 60 kDa, assim como as proteinas identificadas no

extrato que utilizamos.

225

150 225

=
75 75
50
5 »
35
‘ 35
25
25
15
15
10 |
10 =
T —

Figura 1. Perfil eletroforético de proteinas presentes no extrato de Blomia tropicalis (Bt). Gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de 12,5% para identificacdo das proteinas existentes no extrato de Bt
corado em (A) por nitrato de prata e em (B) por comassie blue.
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4.2 Estudo da resposta inflamatéria pulmonar alégica induzida pelo extrato

de Blomia tropicalis em comparag¢ao a modelo pré-estabelecido

Protocolo ja estabelecido em diversos trabalhos(62, 65) induz inflamacéo
pulmonar alérgica quando administradas duas sensibilizagbes com OVA pela via
subcutanea diluida em solucao de PBS-alum nos dias 0 e 7, e dois desafios com OVA
pela via nasal, nos dias 14 e 21, sendo o experimento no dia 22 (Figura 2). Este
protocolo reproduz as caracteristicas imunolégicas da asma alérgica: infiltrado
eosinofilico peribroncovascular, producado de IgE, alta produgdo de muco, niveis
aumentados de IL-5, IL-4 e IL-13.

Experimento

0 7 14 21 1
o

L J L J 22
OVA 4ug s.c/Alum OVA i.n. 10ug (40ul)
(200pul)

Figura 2. Protocolo de inducéo de inflamacgao pulmonar alérgica estabelecido no Laboratério de
Imunobiologia. Animais sédo sensibilizados com 4 pg de ovalbumina adsorvida em 200ul de solugéo
de hidréxido de aluminio e PBS nos dias 0 e 7. No desafio, dias 14 e 21, 10 pg de OVA diluida em 40ul
de PBS sdo administrados pela via nasal. O experimento é realizado no dia 22.

A Blomia é um alérgeno bastante correlacionado a doencas alergicas das vias
aéreas (43) e trabalho do nosso grupo desenvolveu um modelo experimental por
sensibilizacao s.c. utilizando adjuvante (58). Assim, para avaliar a atividade alergénica
do extrato de Bt na sensibilizacao na auséncia de alum, primeiramente estabelecemos
0 modelo em que animais C57BL/6 foram sensibilizados com o extrato por diferentes
vias: pela via nasal, 5 pg de extrato de Bt diluido em PBS (40ul) nos dias 0 e 7; ou por
sensibilizacdo subcuténea, 5ug de Bt foram administrados diluidos em 200ul de PBS
nos dias 0 e 7. Independente da via de sensibilizagéo, os animais foram desafiados
com 10 pg de Bt diluidos em 40ul de PBS nos dias 14 e 21. O experimento foi realizado
24 horas apo6s o ultimo desafio — dia 22 (protocolo 1). O controle positivo esta
representado por grupo sensibilizado com extrato/PBS-alum e o controle negativo, por

animais que apenas receberam PBS — Naive (Figura 3).
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O grupo controle positivo, no qual o extrato de Bt adsorvido em solugdo de PBS-alum
(Bt s.c./alum), inoculado pela via subcuténea, exibiu um perfil esperado com aumento
do numero total de células (Figura 4A), predominantemente eosindfilos (Figuras 4B
e C), aumento da hiperrreatividade brénquica, representada pela area sobre a curva
(Figura 5A), significante produgdo de muco (Figura 5B), além de altos niveis de IgE,

se comparados ao controle negativo (naive) (Figura 6).

Experimento

0 7 14 21 f
o

L | L Il 2 2
PBS PBS

Bti.n. 5ug (40ul) Bti.n. 10ug (40ul)
Bts.c. 5ug (200ul)
Bt/alum s.c. 5ug (200ul)

Figura 3. Protocolo de inducédo de inflamacéo pulmonar alérgica com extrato de Blomiatropicalis
— PROTOCOLO 1. Animais foram sensibilizados, com 5 ug de Bt, i.n. ou s.c.ou s.c./alum nos dias 0 e
7. No desafio, dias 14 e 21, 10 pg de Bt diluida em 40ul de PBS foram administrados pela via nasal. O
experimento foi realizado no dia 22.

A contagem de células também revelou aumento significativo do namero total
celular de ambos 0s grupos experimentais — Bt i.n. ou Bt s.c .

Na sensibilizacdo via nasal, menos eficiente no recrutamento de células
presentes no BAL (Figura 4A), houve aumento significativo do nimero de neutréfilos
comparado ao controle negativo e pequeno aumento de eosinoéfilos (Figura 4B). Pela
avaliacdo da frequencia de células por citometria de fluxo, podemos notar uma
populacdo mista de neutroéfilos e eosinoéfilos com mesma proporgao — 45% e 43,6%,
respectivamente (Figura 4C). A analise do pulmdo revelou aumento da
hiperreatividade brénquica a doses crescentes de metacolina (Figura 5A e B) e
producdo de muco pelas células caliciformes (indice de muco — Figura 5C; foto
representativa — Figura 5D). Parametros analisados em comparacdo com animail
naive.

A sensibilizagdo cutanea apresentou parédmetros similares ao grupo
sensibilizado com alum como o eficiente recrutamento de células no BAL (Figura 4A),
predominantemente de eosindfilos, de acordo com a contagem diferencial de células

por hemocitdmetro (Figura 4B) e com a analise por citometria de fluxo — 81,3%
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(Figura 4C).

A sensibilizagédo subcutanea induziu o aumento da hiperrreatividade brénquica
a doses crescentes de metacolina (Figura 5A e B). Outro aspecto estudado foi a
producdo de muco pelas células caliciformes presentes em bronquiolos integros e que
coubessem no aumento de 40x de microscépio eletrdnico, indicada pelo indice de
muco, aumentado em comparagdo ao grupo naive (Figura 5C). Imagem
representativa da média de porcentagem de muco presentes nos cortes histolégicos
estdo apresentadas na figura 5D.

Entretanto, diferentemente do grupo sensibilizado com adicdo de alum, as
sensibilizagdes, pela via nasal e pela via subcutédnea sem o alum, néo foram capazes
de induzir a producdo de um dos parametros essenciais no modelo de asma alérgica,
a IgE, em niveis diferentes do grupo naive (Figura 6).

Dessa forma, os modelos desenvolvidos aqui, que ndo utilizam alum na
sensibilizacdo, ndo reproduzem todas as caracteristicas de um modelo de inflamacao

pulmonar alérgica.
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Figura 4. Resposta inflamatoria a sensibilizagdo ao extrato de Blomia tropicalis. Nos dias 0 e 7,
animais C57BL/6 foram sensibilizados ao extrato de Bt i.n. ou s.c. em solu¢do de PBS ou s.c. em
solucdo de PBS-Alum e desafiados i.n. (dias 14 e 21) - PROTOCOLO 1. Contagem total (A) e diferencial
de células do lavado broncoalveolar (B). (C) O diferencial de eosindfilos (Siglec F+, MHC II-, Gr1-9%) e
de neutrdfilos (Siglec F-, MHC 1l-, Gr1H'GH) foi obtido através da analise por citometria de fluxo. (n=3 ou
mais). Resultados expressos pela MédiatDP. * p<0,05 comparado ao grupo naive. % p<0,05

comparado ao grupo Bt i.n. # p<0,05 comparado ao grupo Bt s.c.
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Figura 5. Avaliacdo de pardmetros pulmonares obtidos de animais sensibilizados com extrato
de Blomia tropicalis. (A), (B) Hiperreatividade brénquica (AHR) em resposta a metacolina, realizada
24 horas ap6s o primeiro desafio. indice de muco obtido a partir da delimitacdo eletronica da area do
bronquiolo e da area positiva para PAS (C). Cortes histoldgicos de tecido pulmonar indicando ou nédo a
producdo de muco corado com &cido periodico de Schiff (PAS) (D). Aumento de 40x. Resultados
expressos pela Média+DP. * p<0,05 comparado ao grupo naive.
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Figura 6. Niveis séricos de IgE induzidos pela sensibilizagao i.n, s.c. ou s.c./alum ao extrato de
Blomia tropicalis. A IgE foi quantificada pelo método ELISA sanduiche. Resultados expressos pela
MédiaxDP . # p < 0,05 comparado a todos os outros grupos apresentados.
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4.3 Caracterizacdao de modelo de inflamacgé&o induzida por trés sensibilizagdes
consecutivas com alta dose de extrato de Blomia tropicalis

Os protocolos de sensibilizacdo pela via nasal e via subcutanea, com extrato
de Bt adaptados do modelo com OVA néo foram capazes de desenvolver todos os
parametros de inflamag&o pulmonar alérgica semelhantes ao controle positivo quando
a sensibilizacéo era realizada sem adicao de alum.

Halim et al. (2012) desenvolveram um modelo em que trés dias consecutivos
de sensibilizacdo nasal com 100 pg de extrato de HDM (Dermatophagoides
pteronyssinus) produzia pequena, mas significativa inflamacgéo pulmonar no BAL com
influxo de eosindfilos, producdo de muco e producédo de IL-5 em animais C57BL/6
devido a presenca de células imunes inatas de perfil Th2(66). Assim, questionamos-
nos se a resposta ao extrato de Bt em protocolo similar reproduziria 0S mesmos
resultados quando a dose de extrato administrado na sensibilizagdo era aumentada.
Para tanto, no protocolo 2 (Figura 7), doses de 5 pg e 50 pg (devido ao limitado
estoque de amostra) do extrato de Bt foram administradas em animais C57BL/6 pela
via nasal nos dias 0,1 e 2. Os animais foram sacrificados e as analises realizadas no
dia 3.

0 1 2 3
| | | E
=
I I I | £
1 J >

Y
Bt Sug ou 50ug i.n. (40ul)

Figura 7. Protocolo deinducéo de inflamacédo pulmonar alérgicacom extrato de Blomiatropicalis
— PROTOCOLO 2. Animais foram sensibilizados nasalmente com 5 pg ou 50 pg de Bt nos dias 0, 1 e
2. O experimento e andlises foram realizados no dia 3.

Apenas a dose de 50 pg apresentou aumento no numero total de células
(Figura 8A), sendo representado principalmente pelo aumento do numero (Figura 8B)
e frequéncia (Figura 8D) de neutrofilos. Niveis de IL-5 aumentados em relagdo ao
grupo naive também séo detectados no BAL dos animais (Figura 8C). A producéo de

muco nao foi detectavel (Figura 9).
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Figura 8. Efeito da sensibilizac&o ao extrato de Blomia tropicalis com diferentes doses. Extrato
de Bt em nas doses de 5 e 50 ug administrado em animais C57BL/6 — PROTOCOLO 2. Contagem total
(A) e diferencial de células do lavado broncoalveolar (B). (C) Niveis de citocina IL-5 no BAL. (D) O
diferencial de eosindfilos (Siglec F+, MHC II-, GrlLOW) e de neutrdfilos (Siglec F-, MHC II-, Gr1HI) foi
obtido através da analise por citometria de fluxo. (n=3 animais). Resultados expressos pela
MédiazDP.*p < 0,05 comparado ao grupo naive. #p < 0,05 comparado ao grupo Bt 5 ug.
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Figura 9. Anédlise de parametros histolégicos de animais sensibilizados ao extrato de Blomia
tropicalis em pulmdées de animais C57BL/6. Cortes histolégicos de tecido pulmonar representativos
de animais sensibilizados por trés dias consecutivos pela via in com 5 ou 50 pg de extrato de Bt (A).
Avaliacéo da producdo de muco através da coloracdo com &cido perioédico de Schiff (PAS) por indice
de quantificacdo de muco (B). Aumento de 40x.
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4.4 Modelo de inflamagao pulmonar induzida pela sensibilizagcao ao extrato

de Bt com trés sensibilizagoes e dois desafios no periodo de 15 dias

Estabelecendo-se a dose de 50 pg de extrato de Bt para os proximos
experimentos visto que a dose de 5 pg ndo produz as mesmas caracteristicas da dose
alta, em seguida avaliamos a resposta gerada pela sensibilizacdo pela via nasal
guando administramos trés dias de sensibilizacdo consecutivos (dias 0, 1 e 2) e
adicionamos dois desafios de 10 pg de extrato de Bt (dias 7 e 15) — protocolo 3 (Figura
10).

Experimento

01 2 7 14 f
v | ] L] L] 1} I
PBS PBS 15
Bti.n. Bti.n.
50ug 10ug

Figura 10. Protocolo de inducdo de inflamacdo pulmonar alérgica com extrato de Blomia
tropicalis —= PROTOCOLO 3. Animais C57BL/6 foram sensibilizados via nasal com PBS ou 50 ug (40
ul) de Bt nos dias 0, 1 e 2. Dois desafios intranasais (Bt 10 ug — 40 ul) foram administrados nos dias 7
e 14. O experimento e analises foram realizados no dia 15.

Neste protocolo, o extrato de Bt foi capaz de induzir o aumento do namero total
de células no BAL comparado ao grupo naive (Figura 11A), com predominante
namero de neutroéfilos, além de uma pequena e significante populagdo de eosinofilos
(Figura 11B). Os nivels de IL-5 presentes no BAL também apresentaram-se elevados
(Figura 11D). Contudo, a producao de IgE néo foi diferente do controle (Figura 11C).

Quando analisamos presenca de muco nos cortes histologicos pulmonares, o
grupo que recebeu extrato de Bt apresentou producdo de muco em diferentes niveis,

portanto, ndo significante em relagédo ao controle (Figura 12).
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Figura 11. Efeito da sensibilizacdo intranasal ou subcutanea ao extrato de Blomia tropicalis em
animais C57BL/6. Extrato de Bt (50 pg) ou PBS foram administrados em animais C57BL/6 nos dias 0,
1 e 2 (i.n.). Dois desafios (10 pg Bt i.n.) foram realizados nos dias 7 e 14 — protocolo 3. Contagem total
(A) e diferencial de células do lavado broncoalveolar (B). (C) Niveis de IgE séricos. Niveis da citocinas
IL-5 (D) no BAL. (n=3 e 4 animais). Resultados expressos pela Média+DP.* p<0,05 comparado ao grupo

PBS.
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Figura 12. Analise de parametros histolégicos de animais sensibilizados ao extrato de Blomia
tropicalis em pulmodes de animais C57BL/6. Cortes histologicos de tecido pulmonar de animais
sensibilizados por trés dias consecutivos pela via i.n. com 50 ug de extrato de Bt, e desafiados duas
vezes (dias 7 e 14), para avaliagdo da producédo de muco através da coloragdo com acido periédico de
Schiff (PAS) em (A). Em (B), indice de quantificacdo de muco. Aumento de 40x.
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45 Modelo de inflamagao pulmonar induzida por extrato de Bt com trés

sensibilizagoes e dois desafios no periodo de 21 dias

Animais C57BL/6 foram sensibilizados por trés vezes consecutivas pela via nasal
ou subcutanea e desafiados duas vezes, contudo em um total de 21 dias de

experimentacéo — protocolo 4 (Figura 13).

Experimento
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Bts.c. 10ug
50ug

Figura 13. Protocolo de inducéo de sensibilizagdo ao extrato de Blomiatropicalis —-PROTOCOLO
4. Animais C57BL/6 foram sensibilizados via nasal ou via subcutanea com PBS ou 50 g (40 ul e 200
ul, respectivamente) de Bt nos dias 0, 1 e 2. Dois desafios intranasais (Bt 10 pg — 40 ul) foram
administrados nos dias 14 e 21. O experimento e andlises foram realizados no dia 22.

Quando a sensibilizacdo se deu pela via nasal, o numero total de células
presentes no lavado broncoalveolar apresentou-se aumentado em relagédo ao grupo
controle (Figura 14A). O recrutamento de células compds-se de uma populagao mista
e equivalente de neutrofilos e eosindfilos (Figura 14B). Os niveis de IgE foram
medidos a partir do lavado broncoalveolar por ELISA sanduiche. Houve aumento da
quantidade de IgE no BAL dos animais sensibilizados pela via nasal.

Na sensibilizagdo subcuténea, o total de células também mostrou-se elevado
no BAL em relagdo ao controle (Figura 14A), contudo, o infiltrado celular foi,
principalmente, de eosindfilos, com uma populagao de neutréfilos pequena, mas com
um aumento significante se comaparada ao controle e diminuida se comparada ao
grupo sensibilizado pela via nasal (Figura 14B). Os niveis de IgE no BAL
apresentaram-se aumentados em relagao ao controle, contudo nao foram diferentes

entre os grupos tratados (Figura 14C).
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Figura 14. Efeito da sensibilizagdo intranasal ou subcuténea ao extrato de Blomia tropicalis em
animais C57BL/6. Extrato de Bt (50 pug) ou PBS foram administrados em animais C57BL/6 nos dias 0O,
1 e 2 (i.n. ou s.c.). Trés desafios (10 pg Bt i.n.) foram realizados nos dias 7, 14 e 21 — protocolo 4.
Contagem total (A) e diferencial de células do lavado broncoalveolar (B). (C) Niveis de IgE séricos.

(n=3 e 4 animais). Resultados expressos pela MédiatDP.*p < 0,05 comparado ao grupo PBS. % p <
0,05 comparado ao grupo Bt i.n.

4.6 Modelo de sensibilizagdo ao extrato de Blomia tropicalis com trés
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sensibilizagdes consecutivas e trés desafios no periodo de 21 dias

Animais C57BL/6 foram sensibilizados com administracdo consecutiva por trés
dias (0, 1 e 2) de extrato de Bt pela via nasal ou subcutanea e, em seguida, desafiados
pela via nasal nos dias 7, 14 e 21 com 10 pg de extrato segundo protocolo 5 (Figura
15).

Experimento

01 2 7 14 21 f
1} L} L} | } v ] l
- , . 22

PBS Bti.n. 10ug (40ul)

Bti.n. 50ug (40ul)
Bts.c. 50ug (200ul)

Figura 15. Protocolo de sensibilizacdo ao extrato de Blomia tropicalis = PROTOCOLO 5. Animais
C57BL/6 foram sensibilizados via nasal ou via subcutdnea com PBS ou 50 pg (40 ul e 200 ul,
respectivamente) de Bt nos dias 0, 1 e 2. Trés desafios intranasais (Bt 10 pg — 40 ul) foram
administrados nos dias 7, 14 e 21. O experimento e andlises foram realizados no dia 22.

A sensibilizacéo pela via nasal produziu aumento do nimero total de células do
BAL (Figura 16A) em relacdo ao grupo naive, sendo o infiltrado um misto de
neutrdéfilos e eosindfilos que pode ser observado na contagem diferencial de células
do BAL (Figura 16B). Com a adicédo dos desafios, também foi possivel detectar niveis
séricos de IgE aumentados nos animais que receberam extrato de Bt (Figura 16C)
comparados ao grupo naive. Ainda, o grupo sensibilizado pela via nasal apresentou
producdo de muco por células caliciformes representada por imagens (Figura 17A)
ou através da quantificacdo do muco (Figura 17B).

A sensibilizacdo subcutanea também induziu o aumento de células totais no
BAL (Figura 16A). Contudo, a populagéao predominante do infiltrado foi de eosindfilos
(nimero absoluto — Figura 16B), apesar de uma populacdo de neutrofilos
significantemente aumentada em relacdo ao grupo naive e diminuida se comaparada
ao grupo sensibilizado pela via nasal. Os niveis de IgE estavam elevados em relagédo
aos animais naive, mas nao foram diferentes do grupo sensibilizado pela via nasal
(Figura 16C). A producdo de muco apresentou-se elevada em relacao ao grupo naive,

mas nao foi diferente do outro grupo sensibilizado (Figura 17 A e B).
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Figura 16. Efeito da sensibilizag@o ao extrato de Blomia tropicalis em animais C57BL/6. Extrato
de Bt (50 ug) ou PBS foram administrados em animais C57BL/6 nos dias 0, 1 e 2 (i.n. ou s.c.). Trés
desafios (10 pg Bt i.n.) foram realizados nos dias 7, 14 e 21 — protocolo 5. Contagem total (A) e
diferencial de células do lavado broncoalveolar (B). (C) Niveis de IgE séricos. (n=3 e 4 animais).
Resultados expressos pela MédiatDP. * p < 0,05 comparado ao grupo PBS. # p < 0,05 comparado ao

grupo Bt i.n.
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Figura 17. Anédlise de parametros histoldgicos de animais sensibilizados ao extrato de Blomia
tropicalis em pulm&es de animais C57BL/6. Cortes histolégicos de tecido pulmonar de animais
sensibilizados por trés dias consecutivos pela via i.n. e desafiados nos dias 7, 14 e 21. Avaliacédo da
producéo de muco através da coloragéo com acido periddico de Schiff (PAS) em (A). Em (B), indice de

quantificacdo de muco. Aumento de 40x.
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4.7 Analise da participacdo da molécula MyD88 no desenvolvimento de

inflamacé&o pulmonar alérgica experimental

Visto que os experimentos com trés sensibilizacdes consecutivas nos dias 0, 1
e 2, e trés desafios nos dias 7, 14 e 21 reproduziram as principais caracteristicas do
modelo de asma experimental citado no item 4.1 dos resultados dessa dissertagao,
escolhemos este modelo para iniciar 0s experimentos com 0s animais nocautes, em
busca do melhor entendimento da sinalizacdo gerada pela presenca do extrato de
Bt. Assim, animais C57BL/6 e animais nocautes para a molécula MyD88 (MyD88KO)
foram sensibilizados com 50 g do extrato de Bt nos dias 0, 1 e 2, e desafiados com
10 ug de extrato nos dias 7, 14 e 21. O experimento e as analises foram realizadas
no dia 22 — protocolo 5 (Figura 16).

Os animais C57BL/6 (wild-type —WT) sensibilizados pela via nasal , novamente
apresentaram aumento do numero total de células no lavado broncoalveolar (Figura
18A), representado pelo infiltrado misto de neutrofilos e eosindfilos analisado pela
contagem diferencial com hemocitémetro (Figura 18B), pelos dotplots obtidos através
de citometria de fluxo de células de pulmao (Figura 19A) e pela quantificacdo de
células de pool de pulmdes (Figura 19B). O perfil de células produtoras de citocinas
analisado pela marcacéo intracelular das citocinas em células CD3+CD4+IL-17+ ou
CD3+CDA4+IL-5+ apresentou uma populacéo significante de células produtoras de IL-
17 e pequena populacéo de células produtoras de IL-5 (dotplots — Figura 20A; nUumero
absoluto — Figura 20B). Niveis de IL-5 também podem ser observados na Figura 18C,
na quantificacdo por ELISA. Quanto aos parametros histolégicos, houve producéo de
muco pelas células caliciformes quando comparamos o grupo sensibilizado pela via
nasal em comparacdo com o grupo naive, representado pelo indice de muco (Figura
21B) e pelos cortes histolégicos representativos do grupo corados com PAS (Figura
21A). Ainda, a partir de laminas coradas com hematoxina/eosina, quantificamos o
infiltrado celular pela area, em um? (Figura 21C). Os niveis de IgE no soro (Figura
22), apresentaram-se elevados quando comparados a animais naive.

Animais MyD88KO pareados ao WT, sensibilizados pela mesma via, também
apresentaram aumento do namero total de células presentes no lavado broncoalveolar
(Figura 18A), representado pelo infiltrado misto de neutrofilos e eosindfilos (contagem
diferencial — Figura 18B; frequéncia — Figura 19A; nimero absoluto a partir de pool
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Figura 18. Efeito da sensibilizacdo ao extrato de Blomia tropicalis em animais C57BL/6 e
MyD88KO. Extrato de Bt (50 pg) ou PBS foram administrados em animais C57BL/6 ou MyD88KO nos
dias 0, 1 e 2 (i.n. ous.c.). Trés desafios (10 pg Bt i.n.) foram realizados nos dias 7, 14 e 21 — protocolo
5. Contagem total (A) e diferencial de células do lavado broncoalveolar (B). (C) Niveis de citocina IL-5
no BAL. (n=3 e 4 animais). Resultados expressos pela MédiatDP.*p < 0,05 comparado ao grupo naive.
%p < 0,05 comparado ao grupo Bt i.n. #p < 0,05 comparado aos respectivos grupos de animais

C57BL/6.
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de pulmdes — Figura 19B. Com relagéo as células produtoras de citocinas, o perfil
analisado pela marcacéo intracelular das citocinas em células CD3+CD4+IL-17+ ou
CD3+CDA4+IL-5+ apresentou populacdes quase nulas de células produtoras de IL-5 e
IL-17 (dotplots — Figura 20A; numero absoluto — Figura 20B). Niveis de IL-5 também
estavam aumentados no BAL (Figura 18C). Os parametros histoldgicos indicaram
producéo de muco indicada pelo indice de muco (Figura 21B) e cortes representativos
dos grupos (Figura 21A); e infiltrado de células (Figura21C), quando comparados aos
parametros de animais MyD88KO naive. Ainda, houve aumento dos niveis de IgE no
soro (Figura 22), quando comparados a animais naive MyD88KO.

Contudo, ao comparamos o0s animais WT e o0s animais MyD88KO
sensibilizados pela via nasal, podemos observar significativa reducdo do infiltrado
celular no lavado broncoalveolar (Figura 18A), reducdo do recrutamento de
neutrofilos e eosinofilos (contagem diferencial — Figura 18B; frequéncia — Figura 19A;
nimero absoluto de células Gr1H'¢H/SiglecF-°W ou Gr1-°%/SiglecFH!CH a partir de pool
de pulmdes — Figura 19B). Ainda, houve reducéo de células produtoras de IL-17 e IL-
5 (Figura 20B), da producédo de muco (Figura 21B) e do infiltrado celular nos pulmdes
(Figura 21C). Interessantemente, os niveis de IL-5 no BAL (Figura 18C) e IgE no soro
(Figura 22) mantiveram-se similares aos niveis dos animais WT.

Os animais WT sensibilizados pela via subcutanea, apresentaram aumento do
namero total de células no BAL (Figura 18A), representado pelo infiltrado
predominante de eosinofilos, analisado pela contagem diferencial com hemocitémetro
(Figura 18B), pelos dotplots obtidos através de citometria de fluxo (Figura 19A) e pela
quantificacdo de células GriM'cH/SiglecF-°" ou Gr1-°%/SiglecFH'®H de pool de
pulmdes (Figura 19B). A sensibilizacdo subcutanea induziu o aumento da frequéncia
(Figura 20A) e do numero (Figura 20B) de células CD3+CD4+IL-17+ e CD3+CD4+IL-
5+, produtoras de IL-17 e IL-5, respectivamente. Niveis de IL-5 também estavam
aumentados no BAL (Figura 18C). A analise da histologia revelou producéo de muco
por células caliciformes coradas com PAS (Figura 21B) representadas por imagens
de bronquiolos de cada grupo (Figura 21A) e pela quantificacéo de células infiltradas
no pulméo (Figura 21C). Os niveis de IgE no soro, se comparados a animais naive,
mostraram-se aumentados (Figura 22).

Animais MyD88KO pareados ao WT, também sensibilizados pela via

subcutanea, apresentaram aumento do numero total de células presentes no BAL
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Figura 19. Analise por citometria de fluxo do perfil de marcadores extracelulares em células
pulmonares de animais C57BL/6 e MyD88KO. Animais de ambas as linhagens foram sensibilizados
por trés dias consecutivos e desafiados trés vezes com extrato de Blomia tropicalis. O diferencial de
eosindfilos (Siglec F+, MHC 1I-, Gr1'9%) e de neutr6filos (Siglec F-, MHC II-, Gr1H!GH) foi obtido através
de pool de células de pulmdes analisadas por citometria de fluxo. Dotplots em (A) e nimero absoluto

em (B). (n=4 ou mais).

(Figura 18A), representado, principalmente, pelo infiltrado de eosindfilos (contagem
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com hemocitdmetro — Figura 18B; frequéncia — Figura 19A; numero absoluto a partir
de pool de pulmbes — Figura 19B). A sensibilizagdo subcutdnea nos animais
MyD88KO, induziu o aumento da frequéncia (Figura 20A) e do numero (Figura 20B)
de células CD3+CD4+IL-17+ e CD3+CD4+IL-5+, produtoras de IL-17 e IL-5,
respectivamente. Niveis de IL-5 do BAL néo foram diferentes dos animais MyD88KO
naive (Figura 18C). A histologia revelou producdo de muco por células caliciformes
coradas com PAS (Figura 21B) representadas por imagens de bronquiolos de cada
grupo (Figura 21A) e quantificacdo do infiltrado inflamatoério dos pulmdes (Figura
21C). Os niveis de IgE no soro, se comparados a animais naive, mostraram-se
aumentados (Figura 22).

Entretanto, comparando-se os dois grupos de animais sensibilizados pela via
subcutanea (WT e MyD88KO), observamos significativa reducdo do recrutamento de
células ao lavado broncoalveolar (Figura 18A), reducdo do recrutamento de
neutrofilos e eosinofilos (contagem diferencial — Figura 18B; frequéncia — Figura 19A;
numero absoluto de células Gr1"'¢H/SiglecF-°W ou Gr1t°W/SiglecFH'¢H a partir de pool
de pulmdes — Figura 19B). Ainda, houve reducéo de células produtoras de IL-17 e IL-
5 (Figura 20B), dos niveis de IL-5 no BAL (Figura 18C), da produc¢éo de muco (Figura
21B) e do infiltrado celular inflamatério nos pulmdées (Figura 21C). Novamente, niveis
de IgE no soro (Figura 22) mantiveram-se similares aos niveis dos animais WT.

Em resumo, ambas as sensibilizacdes com o extrato de Bt induzem o aumento
dos parametros celulares relacionados a inflamacdo pulmonar, sendo que a
sensibilizacdo pela via nasal induz uma inflamacao mista de neutréfilos e eosindfilos,
e a sensibilizacdo subcutanea, inflamacao eosinofilica. Ambas as respostas geradas
pela sensibilizagdo ao extrato de Bt, dependem da sinalizacdo da molécula
adaptadora MyD88. Contudo, a producédo de IgE, aumentada nos animais WT,

independente da via de sensibilizacdo, mostrou-se independente da molécula MyD88.
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Figura 20. Anédlise por citometria de fluxo do perfil de células produtoras de citocinas em células
pulmonares de animais C57BL/6 e MyD88KO. Animais de ambas as linhagens foram sensibilizados
por trés dias consecutivos e desafiados trés vezes com extrato de Blomia tropicalis. Células produtoras
de IL-17 (CD3+, CD4+, IL-17+) ou células IL-5+ (CD3+, CD4+, IL-5+) foram obtidas através da analise
por citometria de fluxo. (n=4 ou mais).
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Figura 21. Analise de parametros histolégicos de animais sensibilizados ao extrato de Blomia
tropicalis em pulm®&es de animais C57BL/6 e MyD88KO. Cortes histoldgicos de tecido pulmonar de
animais sensibilizados por trés dias consecutivos pela via in com 50 pg de extrato de Bt (dias 0, 1 e 2)
, seguidos de trés desafios i.n. de 10 ug de Bt (dias 7, 14 e 21). Em (A) fotos representativas dos grupos.
Em (B), indice de muco. Coloracdo com &acido periédico de Schiff (PAS). Em (C), quantificacdo do
infiltrado pulmonar em pum?2. Coloragdo com HE. Aumento de 40x.
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Figura 22. Niveis séricos de IgE induzidos pela sensibilizagdo i.n, s.c. ou s.c./alum ao extrato de
Blomia tropicalis. A IgE foi quantificada pelo método ELISA sanduiche. Resultados expressos pela

Média+DP . * p < 0,05 comparado ao respectivo grupo naive.
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O hidréxido de aluminio (alum) é amplamente utilizado como adjuvante em
diversos modelos murinos. No entanto, sua presenca na sensibilizacdo altera a
resposta imunolégica natural do organismo, geralmente, para uma resposta do tipo
Th2(67). Ainda, os mecanismos pelos quais atua ou as interagdes que realiza ainda
nao estdo completamente elucidados.

Modelos experimentais de inducdo da resposta inflamatoria mais frequentes
em pesquisas sao os que utilizam a proteina ovalbumina (OVA) como alergeno.
Entretanto, em humanos, eventos de alergia a OVA sao incomuns, sendo a maioria
dos casos de asma derivados de alergias respiratérias (55). Assim, outra forma de
indugao do quadro alérgico de asma, seria a exposigdo dos modelos a microrganismos
presentes na poeira doméstica.

O &acaro Blomia tropicalis (Bt) compde entre outros, a poeira doméstica de
regides tropicais e, no Brasil, a incidéncia de casos de alergia a este acaro é de 95%
(43).

Trabalho anterior do laboratorio estudou um modelo de sensibilizagao
subcutanea ao extrato de Bt adsorvido em solugdo de PBS-alum. Verificou-se neste
trabalho que esta sensibilizacdo induz resposta alérgica pulmonar eosinofilica do tipo
Th2 independente da molécula adaptadora MyD88KO e dos receptores TLR2, TLR4
e do co-receptor CD14(58).

Contudo, mesmo em modelos classicos de desenvolvimento de doenca
inflamatdria pulmonar alérgica, que utilizam a ovalbumina adsorvida em solugao de
PBS-alum, o uso de adjuvante é dispensavel, uma vez que a OVA, por si so é capaz
de gerar uma resposta inflamatdéria alérgica aguda(56). Esse mesmo fenbmeno pode
ser observado em modelos de inflamagao pulmonar alérgica que utilizam acaros de
poeira domeéstica como antigenos(66).

Assim, neste trabalho buscamos desenvolver um modelo de sensibilizacdo ao
extrato de Blomia tropicalis sem o uso de alum. Escolhemos ainda duas vias de
sensibilizagao, subcutanea e intranasal.

Utilizando o protocolo de sensibilizagdo do trabalho anterior(58), animais
C57BL/6 foram sensibilizados pela via nasal ou subcutanea com 5 ug de extrato de Bt
diluido em solugdo de PBS nos dias 0 e 7; e desafiados com 10 pg de extrato nos dias
14 e 21. Ambas as sensibilizagdes induziram inflamacdo pulmonar indicada pelo

aumento do numero de células no lavado broncoalveolar. O infiltrado de células foi
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representado pelo aumento de uma populagcédo predominante de neutréfilos quando a
sensibilizagado foi realizada pela via nasal; e pelo aumento de uma populagao
predominantemente eosinofilica quando a sesnsibilizagdo foi subcutanea. Ainda,
ambas as sensibilizagdes induziram produgao de IL-5; o aumento da hiper-reatividade
brénquica quando animais foram expostos a doses crescentes de metacolina; e
produgcao de muco por células caliciformes. Parametros comparados a animais naive.
Interessantemente, a producéo de niveis séricos de IgE néao foi diferente do controle.

Uma vez que a asma alérgica € caracterizada por ser uma doenca inflamatéria
crbnica mediada por células de perfil Th2 e infiltrado celular de eosindfilos,
hiperreatividade das vias aéreas, alto indice de producdo de muco e elevados niveis
de IgE (62); concluimos que este modelo de sensibilizagao nao foi eficiente por néo
levar ao aumento de um dos principais parametros relacionados a asma, a IgE.

Baseados na literatura, alteramos a dose de uso do extrato e a fase de
sensibilizagdo, pois trabalho publicado verificou que trés dias consecutivos de
administracao i.n. de Der p na dose de 100 pg foi eficiente no recrutamento de
eosindfilos para o lavado alveolar, devido a estimulagao de células linféides inatas do
tipo Th2 produtoras de IL-5(66).

Dessa forma, realizamos protocolo similar, no qual animais C57BL/6 foram
sensibilizados por trés dias consecutivos com 5 ug ou 50 ug de extrato de Bt pela via
nasal. Apenas a sensibilizagdo com a dose de 50 ug foi eficiente em recrutar células
totais ao lavado broncoalveolar, representadas, principalmente, por neutrdéfilos, mas
com populagao de eosinodfilos diferente do controle. Nota-se também o aumento de
IL-5 no BAL, analisado por ELISA. Indicando possivel ativagcdo de células linféides
inatas do tipo Th2 produtoras de IL-5 também neste modelo.

Estabelecendo-se a sensibilizagao por trés dias consecutivos com dose alta de
extrato, realizamos diversos experimentos alterando os tempos de protocolo e os dias
dos desafios.

Quando animais C57BL/6 foram sensibilizados i.n. nos dias 0, 1 e 2 com 50 ug
do extrato de Bt; e desafiados i.n. nos dias 7 e 14, com 10 ug, foi possivel observar o
aumento de células totais no BAL, principalmente neutrofilos; aumento dos niveis de
IL-5 e do indice de produg¢ao de muco, se comparados ao naive. Contudo, novamente

niveis de IgE séricos ndo foram detectados.
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Quando animais C57BL/6 foram sensibilizados i.n. ou s.c nos dias 0, 1 e 2 com
50 ug do extrato de Bt; e desafiados i.n. nos dias 14 e 21, com 10 pg, observamos
infiltracdo celular no BAL, composta de populagcdo mista de neutréfilos e eosindfilos,
quando a sensibilizacao foi realizada pela via nasal; e populagdo predominantemente
eosinofilica quando a sensibilizacdo foi realizada pela via subcutdnea. Neste
protocolo, ambas as sensibilizagdes induziram o aumento da produgéo de IgE, medida
no BAL, por ELISA.

Ao adicionarmos um desafio, o protocolo passou a ser: trés sensibilizagdes i.n.
ou s.c.em dias consecutivos (0, 1 e 2) com 50 ug do extrato de Bt; e trés desafios i.n.
nos dias 7, 14 e 21 (10 pg de extrato de Bt). A sensibilizacdo neste modelo,
independente da via, induziu o aumento de células no BAL. Na sensibilizagdo nasal,
o infiltrado compés-se de populagcado equivalente de neutréfilos e eosindfilos, foram
detectados niveis aumentados de IgE e houve produgcdo de muco. Parametros
comparados ao controle. A sensibilizagdo subcutadnea, no entanto, apresentou
populacao predominantemente eosinofilica, mas também niveis aumentados de IgE e
indice de muco.

Devido aos parametros obtidos com este protocolo de sensibilizacdo, demos
seguimento aos experimentos.

Animais nocautes para a molécula adaptadora MyD88 foram utilizados a fim de
estudar os efeitos da ativagao do sistema imune inato sobre o desenvolvimento da
inflamacao pulmonar alérgica, uma vez que MyD88 é uma molécula compartilhada
pela maioria dos TLR.

Com relacéo aos animais WT, a sensibilizagao, i.n. ou s.c. consecutiva por trés
dias com extrato de Bt (50 ug), seguida de trés desafios (10 ug), induziu uma resposta
inflamatoria inibida em animais MyD88KO. O numero total de células, assim como os
tipos celulares inflamatérios (neutréfilos e eosindéfilos) apresentaram-se inibidos tanto
na contagem com hemocitdbmetro quanto na analise por citometria de fluxo. Células
pulmonares marcadas com anticorpos anti-IL-17 ou IL-5 eram quase nulas, indicando
a auséncia de células produtoras de citocinas em animais MyD88KO. Com relacao
aos parametros histolégicos, a producdo de muco, quantificada pela delimitagédo da
area positiva para coloracao PAS; e o infiltrado, quantificado pela delimitagcao da area

do infiltrado corado com hematoxina/eosina, estavam inibidos.
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Em modelos que utilizam o OVA como alérgeno adsorvida ao alum, a molécula
MyD88 é dispensavel para o desenvolvimento de inflamag¢ao pulmonar alérgica(37,
62, 68), assim como em modelo com extrato de Bt-alum(58). Entretanto, modelo com
acaros de poeira doméstica (HDM), realizados i.n., sem alum, demonstrou que a
sinalizacdo via MyD88 é necessaria para o desenvolvimento de caracsteristicas de
asma alérgica(69), assim como nos resultados obtidos por este trabalho.

Uma vez que a molécula adaptadora € compartilhada por diferentes TLR,
diversos trabalhos estudaram a participagao da sinalizagdo de TLR4 e TLR2 na
sensibilizacdo a HDM(38, 58, 69). Contudo, trabalho sugere que a resposta
inflamatoria n&o é iniciada por uma via linear de sinalizagdo TLR4-MyD88, sugerindo
a participagdo de outras moléculas, ndo TLR, que sinalizem via dominio IL-
1R/MyD88(69).

O modelo desenvolvido no presente trabalho, aplicado a animais ST2KO
(deficientes do receptor de IL-33 que compartilha o dominio IL-1R/MyD88) mostraram
inibicdo dos parametros inflamatérios (dados nao mostrados), sugerindo que a
sinalizacao dada pela presencga do extrato seja dependente do dominio IL-1R/MyD88
em diferentes moléculas do sistema imune inato. Willart et. al.(2012) mostraram que
a IL-1a possui papel na ativagao do epitélio e de células dendriticas em resposta a
exposicao a alérgeno, levando ao direcionamento da resposta a um padrao Th2(70).

Ao analisar os niveis seéricos de IgE, notamos que a produgcdo desta
imunoglobulina n&o ¢ inibida pela auséncia da molécula MyD88KO. Schnare et. al.
(2001) mostraram que em modelo de imunizagdo com OVA e adjuvante completo de
Freund, os niveis séricos de IgE também mostravam-se aumentados animais MyD88,
assim como a producéao de citocinas relacionadas ao switching desta imunoglobulina
(IL-4 e IL-13), spgerindo que a produgao de IgE pode ocorrer independentemente de
sinalizacao via Toll(71).

Os resultados obtidos nesta dissertacao indicam que a Blomia tropicalis é
capaz de induzir inflamacao alérgica pulmonar na auséncia de alum, quando animais
sado imunizados pela via nasal ou subcutanea (50 ug nos dias 0, 1 e 2) e desafiados
pela via nasal (10 ug nos dias 7, 14 e 21), sendo que a sensibilizagao intranasal induz
inflamacdo mista de neutrofilos e eosindfilos. Enquanto que a sensibilizacido
subcutanea induz inflamagao eosinofilica. Os resultados indicam também que a

inflamac&o pulmonar desenvolvida por este modelo, independente da via de
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sensibilizagcdo depende da molécula adaptadora MyD88. Contudo, a producéo de IgE

nao depende da sinalizagao desta molécula.



6 CONCLUSAO



67

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos concluir que o modelo de
sensibilizacdo ao acaro de poeira doméstica, Blomia tropicalis, é eficiente no
desenvolvimento de inflamacéo pulmonar alérgica devido ao recrutamento de células,
dependente da sinalizacdo via molécula adaptadora com dominio Toll/IL-1 MyD88. A
sensibilizacdo pela via intranasal induz inflamacdo pulmonar mista de neutrofilos e
eosinofilos. A sensibilizagdo pela via subcutdnea induz inflamacdo pulmonar
eosinofilica. Finalmente, o extrato induziu a producdo de IgE, independente de

MyD8S8.
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