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Resumo

ACCETTURI, B.G. Avaliacdo da expressiao de moléculas co-estimuladoras na superficie
de células dendriticas de fémeas ovariectomizadas em modelo murino de asma
[Dissertacdo]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo;
20009.

O desencadeamento e manuten¢ao da asma estao sob influéncia do sistema imunolégico onde
a sensibilizacdo do individuo ao antigeno, seu processamento € a conseqiiente geracdo de
anticorpos, norteiam o desenvolvimento da resposta alérgica observada em individuos
asmaticos. No contexto da apresentacdo do antigeno e seu processamento, as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), junto com moléculas co-estimuladoras
da superficie de células apresentadoras de antigeno (APCs) ocupam lugar de destaque. Os
hormonios sexuais femininos (HSF) exercem relevante papel na atividade funcional das vias
aéreas bem como medeiam a magnitude da inflamacgdo alérgica pulmonar. Resultados obtidos
em nosso laboratério sugerem que a oscilagdo dos niveis circulantes dos HSF durante o ciclo
sexual e a sua redu¢do na pds-menopausa exerce efeito dual (protetor ou indutor) na piora da
asma, todavia, estudos de interferéncia dos HSF sobre a qualidade/ fungdo das células
dendriticas (DCs) no processo de sensibilizacdo, ainda ndo foram explorados. Neste estudo,
analisamos, em modelo murino de asma, a participagao dos HSF na maturagdo das DCs e na
conseqiiente apresentacio do antigeno e ativacao dos linfocitos T naive. Para tanto, avaliamos
a expressdo de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86 e MHC de classe II) em
células dendriticas (CD11c") de camundongos fémeas. Os dados obtidos apontaram aumento
da expressao das moléculas co-estimuladoras avaliadas em DCs do bago, linfonodo e pulmao
doas animais com 24 dias de ovariectomia (OVx 24 dias), e estes valores niao foram alterados
ap6és inducdo da inflamagdo alérgica pulmonar nesses animais (grupo OVx alérgico).
Ressalta-se ainda, diminui¢do da populacdo de DCs positivas para CD40, CD80 e CD86 no
lavado broncoalveolar dos animais OVx alérgicos, fato que pode estar relacionado a baixa
migracdo celular para o pulmao observada neste grupo. Mostramos ainda aumento de IL-1p,
TNF-a, IL-5, IL-4, IL-13 nos animais Sham-OVx alérgicos, e aumento de IL-10 nos animais
OVx alérgicos. Nossos resultados indicam que os HSF podem estar mediando a apresentacdo
de antigeno ao modular a populacdo de DCs bem como suas moléculas co-estimuladoras,
podendo interferir no desenvolvimento da resposta imune adquirida.

Palavras-chave: Células dendriticas. Hormonios sexuais femininos. Asma. Imunorregulagao.
Camundongos fémeas.



Abstract

ACCETTURI, B. G. Evaluation of expression of co-stimulatory molecules on dendritic
cells surface of ovariectomized females in murine model of asthma. 2009. 124 p. Master
thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2009.

The trigger and the maintenance of asthma are influenced by immune system and its
sensibilization. Antigen processing and antibody generation implicate on the allergic response
development observed in asthmatic subjects. Results obtained in our laboratory showed that
the female sex hormones (FSH) oscillation during sexual cycle influences the worsening of
asthma. In this study, we analysed the participation of female sex hormones over the
expression of costimulatory molecules, such as CD40, CD80, CD86 on dendritic cells (DCs)
of allergic mice whose ovaries were removed 7 days before allergen sensitization. Our data
point to an increased expression of the studied co-stimulatory molecules on DCs from spleen,
lymphonodes and bronchoalveolar lavage from mice with 24 days of ovariectomy (OVx 24d).
This values do not modify with antigen sensitization. We observed a reduced percentge of
CD40+, CD80+ and CD86+ DCs on the bronchoalveolar lavage of OVx allergic group. This
data is consistent with the lower cellular recruitment to the lungs observed in this group. We
also observed increased levels of IL-1B3, TNF-a, IL-5, IL-4, IL-13 on Sham-OVx allergic
group, whereas OVx allergic animals showed increased levels of IL-10 only. The results
obtained indicate that female sex hormones can modulate antigen presentation by reducing
dendritic cells expression of costimulatory molecules. Altogether, our data contributes to a
better understanding of the mechanisms envolving the regulation of immune responses
through the interaction with FSH.

Key words: Dendritic cells. Female sex hormones. Asthma. Immunoregulation. Mice.
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1 INTRODUCAO

1.1 Asma

A asma é uma doenca inflamatéria pulmonar crdnica, caracterizada por episédios
reversiveis de broncoconstri¢do, recrutamento de células inflamatérias (linfécitos, mastocitos,
eosinodfilos, neutréfilos, entre outras), lesdo epitelial e remodelamento das vias aéreas (BICE e
SEAGRAVE., 2000; TILLIE-LEBLOND et al., 2005; HOLGATE., 2009). Os sintomas mais
comuns observados durante a inflamacao cronica sao a episddios recorrentes de tosse, falta de
ar e chiado no peito, particularmente a noite e pela manha (GINA, 2008).

A asma é um problema de ordem mundial, acredita-se que ha aproximadamente 300
milhdes de individuos afetados em todo o mundo (GINA, 2008).

A asma acomete pessoas de todas as idades, e quando ndo controlada pode se tornar
fator importante com relagdo a piora da qualidade de vida dos pacientes (GINA, 2008).

No Reino Unido afeta 3,5 milhdes de pessoas, nos Estados Unidos da América atinge
de 14 a 15 milhdes de cidaddos (dentre os quais, quase cinco milhdes sdo criangas) e na
Australia, 10 a 12% dos adultos (SKOBELOFF et al., 1992; COMINO et al., 1997).

A incidéncia da asma € bastante significativa no Brasil (estima-se que acometa cerca
de 18 milhdes de brasileiros) sendo responsdvel por grande parte do absenteismo ao trabalho
no pais. Segundo dados do Ministério da Sadde, a asma representa um custo estimado de R$
120 milhdes por ano para a rede publica de saude (BIRNBAUN et al., 2002).

A desinformag¢do € um dos principais entraves para o controle da doencga, e acredita-se
que leva a 350 mil internagdes hospitalares no Brasil, considerando-se apenas o servigo
publico de sadde. Isso coloca a asma como a terceira causa de hospitalizacdo pelo SUS
(Sistema Unico de Sadde) (RIO et al., 2002).

A etiologia da asma é complexa e multifatorial, e apesar de ainda ndo existirem
explicacdes definitivas para sua causa, sabe-se que diversos fatores concorrem para seu
desencadeamento ou piora. Dentre eles destacam-se os fatores predisponentes, causais e de
contribuicao (SIBBALD et al., 1992; POPP et al., 1993).

A predisposicdo de individuos sintetizarem quantidades exacerbadas de IgE,
adicionada a fatores causais (pdlen, dcaros, fungos, etc) e fatores de contribui¢do (fumaca de
cigarro, infec¢des virais e as oscilagdes dos HSF durante ciclo sexual) contribuem para o
agravamento do quadro asmdtico (SIBBALD et al.,1992; POPP et al., 1993; HANDZEL,
2000; DELFINO, 2002; GINA, 2008).
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Do ponto de vista imunoldgico, o desencadeamento e manutencdo da asma estd sob
forte influéncia de mecanismos associados a hipersensibilidade imediata (CANNONICA,
2002), onde mastdcitos sensibilizados ocupam lugar de destaque (KAY & PEACHEL, 2005;
GALLI et al., 2008). Quando ativadas, estas células liberam amplo espectro de mediadores
inflamatérios que promovem aumento de permeabilidade vascular, broncoconstri¢do,
recrutamento celular e secrecdo de muco, eventos que, em maior ou menor magnitude, sao
observadas em individuos asmséticos.

Os linfécitos sdo funcional e fenotipicamente designados como Thl e Th2. As
abreviaturas Thl e Th2 referem-se a linfécitos T “helper”l e linfécito T “helper”2, que
auxiliam as células de ambos os segmentos da resposta imune adaptativa e inata, razdo pela
qual sdo chamados de Linf6citos T auxiliares (HANDZEL, 2000). Numa visdo mais dindmica
pode-se admitir que a resposta imune inata fornega subsidios para a ativacdo do sistema
imune adaptativo (INOUE et al., 2007).

Conforme a sinalizagdo efetuada pelas células apresentadoras de antigeno, os
linfécitos T naive diferenciam-se em Thl ou Th2. A resposta Thl € induzida principalmente
por IL-12 e produz IL-2, INF-y e TNF-a.. Células Th2 sdo induzidas por IL-4 e secretam,
dentre outros mediadores, IL-5 e prostaglandina E2. O balango entre a resposta Thl e Th2 é
influenciado por esses mediadores, com tendéncia a prevalecer uma resposta (INOUE et al.,
2007).

Os mecanismos imunoldgicos associados a inducdo da inflamacdo alérgica como
ocorre na asma, envolvem a geracdo de um perfil de resposta conhecida como “perfil Th2”, na
qual produtos derivados de linfocitos Th2 e elevados niveis de IgE exercem efeitos
reguladores importantes (DE LA TORRE & SANCHES, 2006; HOLGATE, 2009).

De acordo com Takizawa (2009), o infiltrado proeminente de linfécitos Th2 é
caracteristica da inflamagao alérgica, e a inalacdo de corticosterdides é capaz de suprimir a
inflamacao.

A exposi¢do de individuos a agentes imunogénicos deflagra a sensibilizacdo ao
antigeno, observada na cldssica resposta de hipersenssibilidade tipo I. Esse contato
desencadeia um processo de liberacio de mediadores (como histamina e leucotrienos), os
quais interagem com as células imunoldgicas e ddo inicio a cascata da inflamacdo. Admite-se
ainda que a liberagdo aguda dos mediadores concorra para o quadro inflamatério cronico
observado na asma (YING et al., 2006; BOCHER e BUSSE, 2005).

A resposta imune inata € considerada uma linha de defesa inespecifica contra
patégenos, e é caracterizada pelo infiltrado de macréfagos, células dendriticas, mondcitos,

entre outros tipos celulares. A resposta imune adaptativa tem como caracteristica principal o
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reconhecimento especifico a um antigeno apresentado por uma APC (macréfago ou célula
dendritica), onde os linfécitos T helper ocupam lugar de destaque (para revisdo ver VAN
RIJT e LAMBRECHT, 2005). Os autores ainda inferem que o “link” entre a resposta imune
inata e adaptativa é estabelecido pelas células apresentadoras de antigeno, muitas vezes pelas
células dendriticas.

Estudos revelam que a resposta imune inata € paso importante para o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa subseqiiente (ROSSI e YOUNG, 2005).

Assim, uma vez que a fase indutora da resposta imune tenha sido desencadeada, o
organismo agora sensibilizado, desencadeard uma resposta alérgica quando for submetido a
uma segunda exposicdo ao agente sensibilizante (para revisdo ver VERSTRAELEN et al.,
2008; LAMBRECHT e VAN RIT, 2006).

No contexto da asma, a reacao de hipersensibilidade imediata pode ser compreendida
como a fase aguda da resposta asmadtica (reacdo asmdtica precoce). De fato, individuos
asmaticos quando expostos a alérgenos desenvolvem sintomas que comecam dentro de 5 a 10
minutos. Durante esta fase, hd predominio da ac¢do de mediadores inflmatérios como a
histamina, Prostaglandina D, Leucotrieno C4 e fator ativador de plaquetas (PAF) e de
citocinas TNF-a e IL-1P, liberados por mastécitos ativados por anticorpos (IgE) contra o
alérgeno (SCHLEIMER et al., 1986; KUNG et al., 1990). Neste periodo, observa-se
broncoconstri¢do, aumento de permeabilidade vascular e secrecdo de muco (GINA, 2008).
Estes eventos pulmonares contribuem para o desenvolvimento do quadro inflamatério
pulmonar crénico bem como para as repercussdes funcionais das vias aéreas, como o aumento
da reatividade bronquica (hiperreatividade), e intenso infiltrado pulmonar de eosindfilos,
linfécitos, neutréfilos e mastocitos. No geral esta fase € considerada a fase tardia da asma
(CARRILLO DIAZ et al., 2006).

Em condi¢des mais graves observa-se na asma o remodelamento das vias aéreas. O
remodeloamento envolve deposicdo de colegeno, e € caracterizado por hipertrofia e
hiperplasia das células musculares lisas de bronquiolos e bronquios e pelo aprisionamento de
células inflamatdrias neste tecido alterando a citoarquitetura das paredes bronquiolares e
conseqiientemente a capacidade de contragdo e relaxamento das vias aéreas pulmonares.
(MCMILLAN, 2004; YING, 2006).

Considerando o exposto, € razodvel admitir que o fenétipo da asma decorre da
sensibilizacdo do individuo a um determinado agente imunogénico. Sendo assim, a
compreensdo dos mecanismos que envolvem a apresentacdo do antigeno, reveste-se de
importancia adicional e pode contribuir para o entendimento do controle da resposta asmatica

(HOLT, 2002). Neste contexto, as células dendriticas (DCs) exercem papel essencial na fase
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da regulacdo da resposta imunoldgica adaptativa, ao participar da captura, processamento e
apresentacdo de peptidios antigénicos envolvidos com a polarizagcdo dos linfécitos T (HART

DEREK, 1997; BANCHERAU & STEINMAN, 1998).

1.2 Células Dendriticas (DCs)

Constituem importante grupo de células apresentadoras de antigeno, representando
potentes ativadoras de células T naive (SHI et al., 2005; HART DEREK, 1997). As células
dendriticas sdo células necessdrias para o inicio da resposta imune mediada por células T
ativadas e estdo implicadas na iniciacdo e amplificacdo da resposta imune, além de
influenciarem a polariza¢do da resposta em Thl e Th2 (Para revisao ver BANCHEREAU e
STEINMAN, 1998; RISSOAN et al., 1999; MALDONADO-LOPEZ et al., 2001;
PAHARKOVA-VATCHCOVA, 2004; CHEN et al., 2006).

O direcionamento das respostas Th1/Th2 € um importante fator durante processo
alérgico observado em pacientes asmdticos. Nesse contexto, linfécitos Thl s@o capazes de
gerar citocinas (como o IFNy) contra patégenos intracelulares, que podem suprimir a funcao
das células Th2. Contrariamente, citocinas derivadas de linfécitos Th2 como a IL-4 e a IL-13
sao capazes de suprimir a resposta Th1 (MAGNAN et al., 2000).

De acordo com Medina et al. (2001) e Hall et al. (2001), a IL-4 e IL-13 liberadas pelas
DCs podem orientar a diferenciacdo dos linfocitos Th2 e inibir a polarizagdo de linfécitos
Thl. Tais citocinas contribuem para o desencadeamento da asma ao estimular e coordenar a
secrecdo anticorpos, principalmente de IgE (AKDIS et al., 2005).

Em relacdo a asma, sabe-se que esta patologia é mediada por linfécitos Th2, onde a
participacdo das células dendriticas é bem documentada (BARNES, 2008; SHUM et al.,
2008). De acordo com Barnes (2008), pacientes asmaticos apresentam aumento do nimero de
células TCD4™ predominantemente do tipo Th2.

Basicamente, as DCs transportam os antigenos capturados nos tecidos periféricos para
os linfonodos, a fim de serem apresentados as células T (VILLADANGOS e YOUNG, 2008).

Existem pelo menos quatro subtipos de células dendriticas, classificadas de acordo
com o tipo de citocinas produzidas in vitro e de marcadores de superficie expressos: 1)
Células dendriticas mieléides (mDC) derivadas de mondcitos do sangue periférico; 2) Células
dendriticas dermais ou intersticiais; 3) células de Langerhans (LC); 4) Células dendriticas

plasmocitéides (pDC) (SHORTMAN e LIU, 2002; UPHAM, 2003).
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As células dendriticas sdo derivadas da medula 6ssea e quando fora de drgdos
linféides (por exemplo quando estdo no pulmio) sdo hdbeis em capturar e processar
antigenos, todavia ndo dispdem-se de capacidade de apresentacdo de antigenos para as células
T naive. O processamento de antigenos consiste no processo de endocitose pelas células
apresentadoras de antigeno, na degradacdo proteolitica das proteinas antigénicas em
peptideos, na ligacao dos peptideos as moléculas recém-montadas do MHC, e na exposi¢do do
complexo peptideo-MHC a superficie das APCs de maneira a ocorrer o reconhecimento pelas
células T (LAMBRECHT et al, 2000; LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001;
VERMAELEN et al., 2001).

Para que linfécitos T naive possam ser ativados, admite-se que as DCs alterem seu
estado conformacional e passam a superexpressar determinadas moléculas, como o MHC de
classe II (para revisdo ver VAN RIJT e LAMBRECHT, 2005). Tal processo € mediado por
sinais inflamatdrios liberados por células endoteliais e outras células do sistema imune, como
a quimiocina MIP-3a (Macrophage inflammatory protein) que direcionam as DCs para os
linfonodos regionais e “primam” as células T naive (KELLER, 2001). Existem estudos
indicando que o trafego das DCs pelos vasos linfaticos, bem como sua ancoragem e diapedese
nos linfonodos sdo determinados pela expressio de moléculas de adesdo ao longo do
endotélio linfético, tais como, E-selectina, P-selectina, V-CAM entre outras (para revisdo ver
ALVAREZ et al., 2008; SALLUSTO et al., 1994; SPRIGER, 1994; SALLUSTO et al., 1995).

Uma vez nos tecidos linféticos, essas células interagem com os linfécitos T helper, por
meio de moléculas de adesdo e de sinais co-estimuladores (MCLELLAN E KAMPGEN,
2000). Resulta disso a apresentacdo antigénica e a conseqiiente ativacdo da resposta imune
celular e /ou humoral, dependentes de linfécitos T (BURASTERO et al., 1993;
BORGONOVO et al., 1997; BURASTERO e ROSSI., 1999).

Assim, num complexo conjunto de reacdes, as células T naive presentes nos 6rgaos
linféides secunddrios detectam determinantes antigénicos ancorados sobre a superficie das
DCs. Tal sistema de vigilancia (ou confronto) € mediado pelo complexo principal de
histocompatibilidade de classe II (MHC-II). Entre as atividades da molécula do MHC de
classe II, estd a capacidade de ligar peptideos processados pelas DCs, que uma vez exibidos
na sua membrana, serdo reconhecidos pelos linfécitos T CD4*. No geral, as DCs formam
sinapses imunoldgicas as quais concorrem para o fornecimento de informagdes especificas as
células T (MARSLAND et al., 2005). O conceito sinapses imunoldgicas parte do pressuposto
que o sistema imune pode ter um mecanismo de comunicacdo andlogo a sinapse neuronal,

quimicamente medida. Nesse contexto as células do sistema imune sdo capazes de liberar
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citocinas em direcdo especifica, ou seja, a partir de uma dada regido de sua membrana
(JANEWAY et al., 1988).

Como dito anteriormente, as células dendriticas podem ser encontradas sob duas
formas, identificadas como maduras e imaturas. Apds a captacdo antigénica as DCs imaturas
sofrem uma série de mudancgas morfolégicas e funcionais que resultam na transicdo de uma
célula captadora de antigenos em uma célula apresentadora de antigenos (KELLER, 2001).
Apesar deste conceito sofrer algumas criticas (REIS E SOUSA, 2006), admite-se que as DCs
imaturas apresentam 3 caracteristicas fenotipicas e funcionais: 1) Sdo altamente endociticas;
2) Apresentam baixos niveis de MHC de classe II e de moléculas co-estimuladoras (CD-40,
CD-80, CD-86); 3) Nao ativam células T naive. Por outro lado, quando em seu estado
maduro, as DCs estimulam células T naive e apresentam antigenos que tenham sido
recentemente encontrados (WILSON et al., 2004). O processo de maturacao das DCs envolve
o aumento da expressdo de receptores para quimiocinas e para moléculas co-estimuladoras,
entre outras caracteristicas (UPHAM, 2003).

De acordo com McLellan et al. (2000), a maturagao da DCs pode ser estimulada por
produtos bacterianos, como o LPS, e citocinas pré-inflamatdrias, incluindo o TNF-a, GM-
CSF, IL-1B, IL-3 e IL-4. Tal processo de maturagdo caracteriza-se pela reducdo da expressao
de receptores para opsoninas, € pelo aumento da capacidade de processamento e apresentacdo
de antigenos. Nesta fase observa-se aumento da expressao de moléculas de MHC de classe I e
II, responsdveis pela apresentacdo do antigeno aos linfécitos do tipo T auxiliares (Th) e T
citotoxicos. Além disso, como indicado anteriormente, ocorre aumento da expressao de
moléculas de adesdo e co-estimuladoras CD54/ICAM-1, CD102/ICAM-3, CD-80/B7.1,
CD86/B7.2, CDl1a/LFA-1, CD29/VLA. Este aumento parece estar envolvido com
mecanismos de recrutamento celular e sua interacdo com os linfécitos T (KATOU et al.,
2000; KELLER, 2001; CIRRINCIONE et al., 2002).

Ap6s funcionalmente maduras, as DCs migram para o linfonodo e ai estabelecem
contato com as c€lulas T, induzem a formacao da sinapse imunoldgica, levando a ativagdo das
células T. Nessas condicdes pode haver a liberagdo de citocinas especificas que direcionam a
diferenciacdo em células Th2 (MALDONADO LOPEZ et al., 1999, PULENDRAM et al.,
1999).

Entre diversos fatores que medeiam essa diferenciacdo das células Th2, as moléculas
co-estimuladoras ocupam lugar de destaque (HARRIS e RONCHESE, 1999).

Considerando que o contato cronico de individuos com o alérgeno faz com que
linfécitos Th2 migrem em dire¢do ao local da inflamagdo, entdo as células Th2 podem ser

estimuladas pelas células dendriticas locais, que por sua vez medeiam a secre¢do de
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imunoglobulinas pelos linfécitos B (NALBANDIAN e KOVATS, 2005). Como dito
anteriormente, no contexto do desenvolvimento de uma resposta imunoldgica, diversos
fatores interferem com a polarizacio de células T naive em células Thl ou Th2
(DJUKANOVIC, 2000; CORTHAY, 2006). Nesta etapa do processo, o MHC ¢é responsavel
pela producdo de peptideos, os quais se ligam a receptores de linfécitos T, sendo estes
subsequentemente ativados (BELLOU e FINN, 2005; FOELL et al., 2007; KUSZTAL et al.,
2007).

O MHC ¢ uma familia de genes que interfere com a funcionalidade do sistema
imunolégico, notadamente na autoimunidade. Essencialmente, o MHC € constituido de
categorias denominadas “classe I” e “classe II”. A classe I do MHC estd associada a
apresentacdo de antigenos intracelulares as células TCD8". Diferentemente do MHC de classe
I, o qual pode ser encontrado em grande nimero de células, o MHC de classe II é encontrado
em grupos de células altamente especializadas, tais como macréfagos, células dendriticas e
linfécitos B ativados. A classe 11 de MHC vincula-se a apresentacdo de antigenos as células T
CD4" (VYAS et al., 2008). Considerando que estas células (macréfagos, células dendriticas e
linfécitos B ativados) exercem atividade apresentadora de antigeno, a participacdo do MHC-II
na polarizacdo das células T naive em células do tipo Th2 e suas conseqiiéncias na asma sao
bem documentadas (VAN DEN ELSEN et al., 2004).

No contexto da diferenciacdao do linfécito Th, ocorre a apresentagdo do antigeno, o
qual esta sobre a superficie das APCs pela conjuncao TCR/CD3/CD4, presentes nos linfécitos
T naive (FOY et al., 1996; KAPSENBERG et al., 1999). O complexo TCR/CD3/CD4 se
caracteriza pela presenca do receptor da célula T (TCR) o qual reconhece os antigenos
acoplados ao MHC-II. Os TCR sdo passiveis de se associarem aos receptores CD3
constituindo o complexo TCR~CD3. Associado a esse complexo estd o CD4, o qual amplifica
o sinal gerado pelo TCR. Admite-se que as células T que expressam CD4 sobre sua superficie
sdo especificas para apresentacdo de MHC-II, sendo, portanto relevante na regulacdo dos Th2
e conseqiientemente na asma.

Uma vez a célula T naive estimulada, ha entre outras, a expressdo de CD40L, o qual
modula a ligacao da célula T sobre o CD40 presente nas células apresentadoras de antigeno.
Este tipo de sinalizacdo leva as APCs expressarem CD86 e posteriormente CD80 (BELLOU e
FINN, 2005). Entre as atividades dessas moléculas destaca-se o sistema de acoplamento ao
CD28 presente na membrana das células T. E interessante notar que esta ligacdo do CD28 a
célula T naive determinard a via de diferenciacdo dessas células T naive, dependendo dos
estimulos a que estas células forem submetidas (DJUKANOVIC, 2000; BELLOU e FINN,

2005). Nesse contexto as moléculas co-estimuladoras exercem efeito relevante.



Introdugao 21

Dentre as moléculas co-estimuladoras, as identificadas como CD-80 ou B-7.1 e CD-86
ou B-7.2 de macréfagos alveolares promovem a manutenc¢do da inflamagdo e, portanto
ocupam lugar de destaque no controle imune da asma (BURASTERO e ROSSI, 1999). As
moléculas B-7 sdo expressas por células apresentadoras de antigeno dependendo do tipo e do
estado de ativacdo dessas células. Assim, mondcitos circulantes expressam constitutivamente
CD-86, enquanto o CD-80 € induzido apds a ativacdo dessas células. Em contraste, as DCs
expressam constitutivamente CD-80 e CD-86 (BURASTERO et al., 1993).

A expressdao de moléculas B-7 deve também ser regulada pela interagdo com outras
moléculas co-estimuladoras expressas pelas células apresentadoras de antigeno e células T,
tais como o0 CD-40 — CD-40L ou CD-154 (DURIE et al, 1994). O CD-40 € expresso pelas
células apresentadoras de antigeno bem como por células endoteliais. O ligante para CD-40
ndo apenas sinaliza positivamente para a producdo de anticorpos pela célula B, mas também
induz fortemente a expressdo de moléculas B-7 e a secrecdo de citocinas inflamatérias que
participam na ativacdo de células T (GUO et al., 1996). Larché et al. (1998), reportaram que a
proliferacao induzida de células T em individuos com asma € inibida por anticorpos
monoclonais anti-CD86, indicando que a co-estimulagdo através do CD86 esta envolvida com
a expansao de células.

Tomados em conjunto, os dados apresentados mostram a importancia do padrao Th2
no controle da asma. Todavia, dada sua complexidade imunoldgica, eventos adicionais na
regulacdo da asma parecem estar envolvidos. Dentre eles, a mediacdo das células
apresentadoras de antigeno pelas moléculas co-estimuladoras ocupa lugar de destaque, razao

pela qual estudos adicionais nesse contexto se revestem de importancia adicional.

1.3 Hormonios sexuais femininos (HSF) e asma

Entre os adultos, mulheres de qualquer raca apresentam maior morbidade e
mortalidade por asma, respondendo por 75% das internacdes hospitalares e 65% das visitas a
servigos de emergéncia (HELIOTT, 2002).

Durante o ciclo sexual feminino, os niveis circulantes de estrogénio e progesterona
oscilam de maneira que € posivel identificar as seguintes fases: proliferativa ou estrogénica,
secretora ou ldtea, fase pré mensatrual e fase menstrual.

A primeira parte do ciclo, chamada fase estrogénica, caracteriza-se pela secrecdo de

estrégeno pelo foliculo ovariano com aumento da espessuara do endométrio.
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A fase secretora ou ldtea é marcada pela ovulagdo que ocorre aproximadamente no 15°
dia do ciclo, juntamente com um pico de estrogénio. Esta fase € caracterizada por intensa a¢cdo
do corpo liteo, que secreta grande quantidade de estrégeno e maior quantidade ainda de
progenterona.

A fase pré-mentrual ou isquémica é o periodo de queda das concentracdes hormonais,
a camada superficial do endométrio perde o suprimento sanguineo e o corpo ldteo involui
subitamente. Apds a queda da concentragdo dos hormonis ovarianos ocorre a fase menstrual,
pondo fim ao ciclo ovariano (KASHUBA e NAFZIGER, 1998).

Acredita-se que essas oscilacdes hormonais durante o ciclo sexual feminino sejam
responsaveis pela maior tendéncia ao desenvolvimento da asma bronquica (GOTTHARDT et
al., 1996).

Frank em 1931, introduziu o conceito de asma pré-menstrual ao reconhecer a interacao
da exacerbacdo dos sintomas da asma com a variacdo dos hormoOnios observada durante o
ciclo sexual feminino. Estes autores verificaram aumento na variabilidade do pico de fluxo
expiratério (PFE) no periodo de 2 a 3 dias que antecedem a menstruacao.

Atualmente muitos trabalhos inferem que a oscilacio dos hormodnios sexuais
femininos pode piorar o quadro observado em pacientes asmaticas (STANFORD et al., 2006).
Corroborando com os autores acima, Haggerty et al. (2003) sugerem que o estrégeno e a
progesterona podem influenciar a fungcdo pulmonar e a asma. Esses autores ainda sugerem que
o uso de contraceptivos orais e a terapia de reposicdo hormonal em mulheres na pos-
menpausa estdo associados com a melhora da fungao pulmonar.

Estima-se que 33 a 52% das mulheres asmaticas sofrem piora dos sintomas da asma no
periodo pré-menstrual e 22% reportam apresentar esses sintomas durante a menstruagao
(CHANDLER et al., 1997).

Jensen-Jarolim e Untersmayr, (2008) enfatizam que mulheres na pds-menopausa
parecem ter aumento na incidéncia de episodios de asma e esses episodios podem se
amplificar na vigéncia de terapia de reposi¢ao hormonal.

Os hormonios sexuais femininos parecem atuar de forma antagdnica junto aos
mecanismos de defesa local e esta influéncia ainda ndo se apresenta bem elucidada. Alguns
autores inferem que pela acdo do estradiol, ocorre inibi¢do da apresentacio de antigenos pelas
células epiteliais e pelas células de defesa, tendo a progesterona acao contraria (LIRA-NETO,
1985; KAGNOFF, 1996; MOSTAD et al., 1997; WIRA et al., 2000). O estrégeno € um
regulador de crescimento, diferenciacdo, sobrevivéncia e funcdo de muitos tipos celulares,

incluindo as células do sistema imunolégico (HALL et al., 2001; WHITACRE, 2001).
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Existem estudos indicando que a terapia hormonal em mulheres na pds menopausa
com 17-B estradiol determina melhora na fungdo pulmonar (DEGANO et al., 2001,
DIMITROPOULOU et al., 2009). Por outro lado, mulheres asméticas podem apresentar piora
do quadro asmadtico ao iniciarem o uso de contraceptivos orais (DERIMANOV e
OPPENHEIMER, 1998).

Sabe-se que a flutuacdo hormonal observada em mulheres durante fase reprodutiva
pode influenciar o desenvolvimento e a funcido das células do sistema imune, a sintese de
citocinas e quimiocinas, € a migracdo das células imunocompetentes para os sitios de
inflamacdo (FISH, 2008). De acordo com Wahitacre (2001), os hormdnios sexuais,
particularmente o estrégeno, podem contribuir para a patogénese de doengas inflamatdrias e
doencas auto-imunes.

Embora existam evidéncias de que a resposta imune (inata e adaptativa) difira entre
homens e mulheres, o dimorfismo sexual ndo recebe aten¢do merecida como potencial fator
para o entendimento das diferentes respostas imunes observadas entre homens e mulheres
(FISH, 2008). Como o perfil dominante da resposta imune (Th1 ou Th2) pode ser dependente
da variagdo hormonal durante o ciclo sexual feminino, estudos que visem a esclarecer o papel
dos hormdnios sexuais femininos nesses perfis sao de interesse.

Ligeiro de Oliveira et al. (2004), observaram importante papel dos hormdnios sexuais
femininos na atividade funcional dos leucécitos em modelo murino de inflamacdo alérgica
pulmonar. Esses autores demonstraram que quando a imunizagdo € conduzida na presenga dos
hormonios sexuais femininos, isto €, em fémeas com os ovdrios intactos, hd exacerbacdo da
inflamacdo. Este resultado se contrasta com a reduzida inflamacdo observada quando a
sensibilizacdo € realizada 7 dias apds a remog¢do dos ovérios, ou seja, com baixa concentragao
de hormonio circulante.

Diversos estudos tém demonstrado que o nimero e o estado funcional das células
apresentadoras de antigenos podem ser alterados por estrogénio ou progesterona (HALL et
al.,, 2001; POLANCZYK et al., 2006). Liang et al (2006), mostraram que a adi¢do de
progesterona a cultura de células da medula dOssea resultou em significante aumento de
producgdo de IL-10 e reducdo da producdo de TNF-a pelas células dendriticas. Esses autores
sugeriram que a progesterona modula a maturacdo, funcdo e diferenciacdo das células
dendriticas obtidas da medula dssea.

Nosso laboratério vem héd algum tempo investigando o envolvimento dos hormonios
sexuais femininos (HSF) no curso da inflamacao alérgica pulmonar (IAP) em ratos. Os dados
gerados com esses estudos revelaram que os HSF exercem efeito dual sobre a magnitude da

inflamacdo alérgica pulmonar. Tal dualidade envolve o perfil circulante dos HSF no momento
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em que o sistema imunolégico € submetido ao contato com o agente sensibilizante. Em
sintese, quando a imunizagdo € conduzida na presenca de HSF, hé exacerbacdo da inflamacao
a qual se contrasta com a reduzida inflamacao observada quando a sensibilizacdo ¢é realizada 7
dias ap6s a remocgao dos ovarios (Ovx-7), condi¢do em que os niveis de HSF circulantes estao
reduzidos. Os dados gerados nesses estudos indicam que no grupo Ovx-7 ndo ha aumento da
resposta inflamatoria alérgica, da atividade funcional dos fagécitos, além de alteracdes no
curso da resposta imunoldgica sob o ponto de vista de citocinas e expansdo de linfécitos

(LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2004; RIFFO-VASQUEZ et al., 2007).

1.4 Hormonios sexuais femininos e Células Dendriticas (DCs)

Como dito anteriormente, o estrogeno modula multiplos aspectos do sistema imune
podendo ter papel pré e anti-inflamatério (BRUCE-KELLER et al., 2000; STEFANO et al.,
2000; VEGETO et al., 2001). De forma geral o estradiol exerce suas agdes por meio da
ativacdo de receptores presentes na membrana celular de algumas células imunocompetentes.
Existem pelo menos dois tipos de receptores de estrgeno (ER) denominados: ERa e ERP.
Esses receptores sio membros da superfamilia dos receptores nucleares de hormdnios
esteroidais/tireoidais, e exercem seus efeitos através da modulacao da expressdo génica.

Estudos mostram que os ER sdo expressos na superficie das células T e B, NK,
macréfagos e células dendriticas, em nddulos linfaticos e tumores associados a infiltrados
linféides (LAMBERT et al, 2005; NALBADIAN e KOVATS, 2005; KANDA e
WATANABE, 2005; SAPINO et al., 2003; CASTELLANETA et al., 2004). A presenca de
ER nas DCs sugere potencial papel do estrogeno na modulacdo da atividade funcional dessas
células. Considerando a importancia das células dendriticas na resposta imune é razodvel
supor, portanto um papel relevante dos hormodnios sexuais femininos na modulacdo de
eventos imunes envolvendo linfécitos.

Ivanova et al. (2005), mostraram que a progesterona aumenta o nimero de DCs em
cultura. Esses autores especularam que essas células poderiam auxiliar no balangco Th1/Th2
observado na gravidez. Caso verdadeiro, este fato poderia ser explicagdo para o aumento de
sintomas respiratorios associados a asma, observados em mulheres durante a gravidez
(GONCALVES, 2007; LIEBERMAN et al., 1995).

Nalbadian et al. (2005), ainda reforcam que moduladores seletivos de receptores de
estrégeno, como o raloxifeno e o tamoxifeno em experimentos de cultura celular, retardam a

diferenciagdo de precursores da medula 6ssea em células dendriticas.
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Segundo Bengtsson et al. (2004), o estradiol afeta as DCs humanas de védrias maneiras,
promovendo a expressdo de citocinas pré-inflamatérias como a de IL-6 e de quimiocinas
como a IL-8 e a MCP-1. Nesse contexto o estradiol pode ter papel na inducao e no sustento da
resposta inflamatodria.

Douin-Echinard et al. (2008), verificaram que os receptores o de estrégeno participam
da diferenciacdo das células dendriticas. De acordo com esses autores animais deficientes
desses receptores apresentam reducdo do nimero populacional de células dendriticas, bem
como expressam niveis reduzidos de CD-86 e MHC de classe I1.

Tomados em conjunto, os dados apresentados reforcam a visdo de que os hormonios
sexuais femininos podem interferir com o curso da resposta imune mediada por anticorpos.
Tendo em mente os estudos revelando o papel dos hormonios sexuais femininos na asma,
entdo, € possivel que exista interacdo dos HSF com o curso da doenga asmatica notadamente
sobre 0s mecanismos imunes que envolvem a etapa de sensibilizacdo ao antigeno. Além disso,
as informacodes obtidas permitem inferir que as moléculas co-estimuladoras podem estar sob
influéncia dos HSF. Nesse sentido, a passagem do estado de repouso para um estado de
ativacdo funcional de células apresentadoras de antigeno poderia ser alvo dos HSF. Como o
processo de sensibilizagdo € evento mediado também pela sinalizagdo entre células
apresentadoras de antigeno e linfécitos, entdo é possivel a participagdo dos HSF no controle
da asma. Portanto, a questdo que nos parece relevante € investigar o efeito modulador dos
HSF sobre a atividade funcional das APCs e das moléculas co-estimuladoras. Dessa forma,
pretende-se estabelecer um paralelo com os dados revelados em nossos estudos anteriores de
maneira a ampliar o conhecimanto acerca dos mecanismos envolvendo os HSF e a magnitude

da inflamac@o alérgica pulmonar.
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2 CONCLUSOES

z

1. A resposta imune adaptativa de origem alérgica € influenciada pelos hormonios
sexuais femininos visto que 24 dias apds a remogdo cirdrgica dos ovérios, o desafio
antigénico de animais sensibilizados nao promoveu recrutamento celular para o pulmao. Em
contraste, animais falsamente operados desenvolverem significativa elevacdo do nimero de
células recrutadas para o pulmao apds inalagdo do antigeno.

2. A remocdo dos ovdrios, aparentemente, nao interferiu com a atividade funcional da
medula dssea, porém afetou a mobilizacdo de células do compartimento sanguineo para o
pulmonar, justificando a leucocitose observada nos animais alérgicos OVx.

3. E possivel que a secrecio de muco neste modelo seja mediada pelos hormdnios
sexuais femininos, uma vez que animais alérgicos OVx apds a broncoprovocagdo nao
desencadearam hiperplasia das células de Goblet.

4. O aumento da expressao basal de moléculas co-estimuladoras no baco (CDS80,
CD86, CD40 e MHC de classe II), linfonodo (CD80, CD86, CD40 e MHC de classe II) € no
pulmdo (CD80, CD86, CD40 e MHC de classe II) € sensivel a caréncia cronica (24 dias) dos
hormoénios sexuais femininos. Ainda, o aumento da expressao dessas moléculas nio se associa
a resposta inflamatéria pulmonar de maior intensidade nem a uma maior expressdo dessas
moléculas.

5. Sugere-se que os hormodnios sexuais femininos medeiem a resposta alérgica
pulmonar por mecanismos envolvendo a elevacdo da expressio de moléculas co-
estimuladoras no bagco (CD80, CD86, CD40 e MHC de classe II) linfonodo (CD80, CD86,
CD40 e MHC de classe II) e no pulmao (CD80, CD86, CD40 e MHC de classe II) apés o
desafio antigénico.

6. A etapa de processamento de um antigeno envolvendo o MHC de classe 1I pode ser
regulada negativamente pela progesterona na medida em que o esterdide reduziu a expressao
da molécula em células dendriticas em cultura. Tais a¢des sdo potencializadas pela presenca
de um estimulo antigénico como a OVA.

7. Os efeitos dos hormonios sexuais femininos se correlacionam positivamente com a
a geracdo de IL-1B, TNF-a, IL-4, IL-5 pelo pulmdo em contraste as suas agdes inibitérias
sobre a geragdo de IL-10.

8. As alteragdes observadas na expressdo de moléculas co-estimuladores apds a

remocdo dos ovarios ndo interferem com a sintese de anticorpos anafildticos anti-OVA.
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