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Resumo

Santos RB. Blogueio da molécula PD-L1 na hipersensibilidade imediata em modelo
murino [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2019.

INTRODUCAO: Os mastécitos atuam no sistema de defesa contra patdgenos e no
desenvolvimento de disturbios alérgicos. Embora as respostas dependentes de IgE via
FceRI nessas células tenham sido amplamente estudadas, pouco se sabe sobre como as
moléculas de superficie celular, como o PD-1 e seus ligantes, que sdo expressas por
mastdcitos, células dendriticas e linfécitos T podem modular a reacéo alérgica. O presente
estudo analisou os efeitos do bloqueio da molécula PD-L1 em um modelo murino de
anafilaxia cutdnea. METODOS: Camundongos C57BL/6 foram sensibilizados e
desafiados com ovalbumina segundo protocolo que teve duracdo de 28 dias. Amostras de
sangue foram coletadas nos dias 0, 14 e 28 para dosagem de IgE, IgGl e 1gG2a
especificos. Os camundongos foram divididos em 9 grupos. Desses grupos, 6 foram
desafiados com a técnica de anafilaxia cutanea ativa. Dos seis grupos, um grupo recebeu
por via subcutinea 50 pl de tampdo fosfato-salino e os outros 5 grupos foram
sensibilizados por via subcutanea com 50 pg de ovalbumina, 1 vez por semana, durante
quatro semanas. Desses 5 grupos sensibilizados a ovalbumina, o primeiro grupo recebeu
anticorpo anti-PD-L1 e o segundo recebeu o isotipo do anticorpo anti-PD-L1 durante a
sensibilizacdo, o terceiro recebeu anticorpo anti-PD-L1 e o quarto recebeu o isotipo do
anticorpo anti-PD-L1 durante o desafio e o quinto grupo foi o grupo controle. Esses 6
grupos desafiados com a técnica de anafilaxia cutanea ativa foram provocados na orelha
com injecdo subcutanea de 10 pl de ovalbumina a 5 pg/ul, além de receberem 200 ul de
azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apos 20 minutos, os animais foram
sacrificados e a reacdo foi avaliada pelo extravasamento de azul de Evans (mensurado
por espectrofotometria) e analise histoldgica dos fragmentos coletados. Os 3 grupos de
camundongos restantes foram destinados para o desafio com a técnica de anafilaxia
cutanea passiva, sendo sensibilizados com soro de camundongos previamente
sensibilizados a ovalbumina em diferentes dilui¢des (1/40, 1/80, 1/160 e 1/320). Desses
3 grupos, o primeiro grupo recebeu anticorpo anti-PD-L1, o segundo recebeu o isotipo
do anticorpo anti-PD-L1 e o terceiro foi o grupo controle. Azul de Evans 200 ul 0,25% e
10 pl do alérgeno ovalbumina a 5 pg/ul foram injetados por via intravenosa. Apos 20
minutos, os animais foram sacrificados e a reacdo foi avaliada pelo extravasamento de
azul de Evans e analise histolégica de fragmentos coletados. RESULTADOS: Os niveis
séricos de IgE e 1gG1 especificas foram significativamente maiores, nos dias 14 e 28 no
grupo controle positivo, ndo tratado com anticorpos, e isotipo anti-PD-L1 do que no grupo
que recebeu anti-PD-L1 durante a sensibilizagdo. Houve redugdo significativa no
extravasamento de azul Evans no grupo que recebeu anti-PD-L1 durante a sensibilizagéo
quando comparado ao controle positivo e ao grupo isotipo anti-PD-L1. N&o houve
variacdo significativa entre os grupos nos experimentos de anafilaxia cutanea passiva.
CONCLUSAO: O bloqueio da molécula PD-L1 durante a sensibilizacio com alérgeno
inibe a sintese de IgE e a 1gG1 especificas e diminui a resposta alérgica.

Descritores: Mastdcitos; Antigeno B7-H1; Anafilaxia; Muridae; Hipersensibilidade;
Imunoglobulina E; Imunoglobulina G.



Summary

Santos RB. PD-L1 protein inhibition in a murine model of immediate hypersensitivity
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

INTRODUCTION: Mast cells are an important part of the innate immunity system and
participate in the defense against pathogens, but are also involved in the development of
allergic disorders. Although IgE-dependent immune responses via FceRI have been
extensively studied, it is not know if immediate hypersensitivity can be modulated by
surface molecules such as PD-1 and its ligand PD-L1, which are expressed on mast cells,
dendritic cells and T lymphocytes and have been shown to have an inhibitory role in
cancer. The present study assessed the effects of PD-L1 blockage in a murine model of
cutaneous anaphylaxis. METHODS: C57BL/6 mice were sensitized and challenged with
ovalbumin according to a protocol that lasted 28 days. Blood samples were collected on
days 0, 14 and 28 for IgE, IgG1 and IgG2a measurements. Mice were divided into 9
groups, with 5 mice per group. Of these groups, 6 were challenged through an active
cutaneous anaphylaxis protocol. Of the six groups, one group received 50 ul phosphate-
saline buffer subcutaneously and the other 5 groups were sensitized subcutaneously with
50 ug ovalbumin once weekly for four weeks. Of these 5 groups sensitized to ovalbumin,
the first and second groups received anti-PD-L1 antibody or isotype control during
sensitization, the third and fourth received anti-PD-L1 antibody or isotope control during
challenge, the fifth group was the positive control group sensitized and challenge to
ovalbumin and the sixth group was the negative control group that was not sensitized to
ovalbumin but it was challenged to ovalbumin. These 6 groups underwent active
cutaneous anaphylaxis protocols and were challenged in the ear with subcutaneous
injections of 10 ul of 5 pg/ul Ovalbumin and Evans blue, 200 pl, 0.025%, was
administered intravenously. After 20 minutes, the animals were sacrificed and the allergic
reaction was evaluated by Evans blue extravasation (measured by spectrophotometry)
and histological analysis of the fragments collected. The remaining 3 groups were
assigned to the passive cutaneous anaphylaxis protocol, where mice were sensitized with
serum from previously sensitized animals to ovalbumin at different dilutions (1/40, 1/80,
1/160 and 1/320). Of these 3 groups, the first and second group received anti-PD-L1
antibody and anti-PD-L1 antibody isotype, respectively, during challenge and the third
was the positive control group (please explain the positive control). Evans blue 200 pl
0.25% and 10ul of ovalbumin allergen at 5ug/ul were injected intravenously. After 20
minutes, the animals were sacrificed and the reaction was evaluated by Evans blue
extravasation and histological analysis of collected fragments. RESULTS: Specific
serum IgE and IgG1 levels were significantly higher on days 14 and 28 in the positive
control and anti-PD-L1 isotype groups than in the group that received anti-PD-L1 during
sensitization. There was a significant reduction in the extravasation of Evans blue in the
group that received anti-PD-L1 during sensitization when compared to both the positive
control and anti-PD-L1 isotype groups. In contrast subcutaneous challenge with allergen
on the animals back in the passive anaphylaxis protocol did not show statistically
significant differences between the groups indicating that PD-L1 modulation of the
sensitization phase could account for the differences seen during active anaphylaxis.
CONCLUSION: Blocking of the PD-L1 molecule during allergen sensitization inhibits
specific IgE and IgG1 synthesis and decreases the allergic response.

Descriptors: Mast cells; B7-H1 antigen; Anaphylaxis; Muridae; Hypersensitivity;
Immunoglobulin E; Immunoglobulin G.
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1. INTRODUCAO




INTRODUCAO

1.1 Mastocitos e IgE

Os mastdcitos, também conhecidos como células efetoras da reacdo de
hipersensibilidade imediata, sdo abundantemente encontrados em tecidos que fazem
barreira com o ambiente externo, como a pele ou as mucosas dos tratos respiratorio e
gastrointestinal. Essas células foram descritas pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1878
(1). Ele observou que os granulos citoplasmaticos dos mastdcitos se coravam em roxo
com o corante azul de anilina basico e denominou o processo de metachromasia.
Posteriormente, descobriu-se que o proteoglicano de heparina altamente sulfatado que
estd presente nesses granulos se liga fortemente ao corante bésico que, com a
polimerizagdo de suas moléculas, muda sua cor do azul para o carmesim (2). No entanto,
as propriedades funcionais dos mastécitos permaneceram desconhecidas durante muito
tempo. Dados recentes revelam uma grande complexidade de mastécitos com diferentes
fendtipos associados a diferentes érgdos e com muitas moléculas de superficie com
potencial para interacfes com células vizinhas no tecido mucoso e conectivo, que podem
modular respostas ativadoras e inibitorias(3).

Quase um seculo apos a descoberta do mastdcito, seu importante papel na alergia
foi confirmado. Esse conhecimento veio gradualmente pelos achados de varios estudos,
como a descoberta da IgE pelo casal Ishizaka, em 1966, e dos receptores Fc de alta
afinidade (FceRI) em mastocitos (4-6). A identificacdo da IgE foi gradualmente
alcancada nos anos 60. A IgE humana foi visualizada pela primeira vez por precipitacdo
da proteina com o anticorpo de coelho especifico para a "reagina" humana (YE) em gel
de agarose e a banda de precipitacédo foi marcada com um antigeno radioativo da ambrosia
americana (0 metodo baseia-se no mesmo principio do Western Blot, o qual ¢ realizado

atualmente)(4). Paralelamente, Johansson e Bennich, em 1967, relataram um caso atipico
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de proteina de mieloma expressa em grande quantidade e que ndo pertencia a nenhuma
das quatro classes de Imunoglobulina conhecidas (IgA, IgD, 1gG e IgM). O resultado de
um estudo em colaboracdo identificou a proteina do mieloma como sendo a IgE, um
is6tipo distinto de imunoglobulina(7). Apos tais descobertas, o receptor de IgE humana
(FceR1I) foi identificado em mastdcitos de macaco (4-7).

Outra importante descoberta para a melhor compreensdo da reagdo de
hipersensibilidade imediata foi a descoberta da histamina. Em 1953, foi relatado que os
mastdcitos de ratos liberavam histamina quando estimulados com o composto 48/80, que
ficou conhecido como um liberador de histamina (8-10). Desde entdo, nosso
conhecimento sobre o papel dos mastdcitos nas doencas alérgicas que envolvem o

mecanismo de hipersensibilidade imediata progrediu exponencialmente.

1.2 Fisiopatologia da doenca alérgica mediada pela IgE

Por muito tempo considerou-se que o processo alérgico tem inicio com a célula
apresentadora de antigeno que fagocita, processa e apresenta peptideos antigénicos,
através do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe Il acompanhado
por moléculas coestimuladoras e coinibitdrias, para um linfécito precursor T auxiliar O
(T helper 0 - ThO) (11,12). Dependendo da natureza alergénica e quantidade do antigeno,
a porta de entrada e do ambiente de citocinas presente, este linfocito ThO se diferencia
em um linfécito Th2, produzindo principalmente IL-4, IL-5 e 1L-13. A IL-4 também
promove retroalimentacéo positiva para a via Th2 e suprime a via Thl (11).

No entanto, recentemente, a nomenclatura do processo inflamatério na alergia
evoluiu para além do conceito original de Th2, ao reconhecer que as citocinas associadas

a polarizacdo de linfocitos T helper 2 (Th2) sdo largamente secretadas por outras células
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além da populagcdo de células Th2 originalmente descrita. Estas incluem celulas T
invariantes, células natural killer (NK), células progenitoras de eosinofilos/basofilos,
células Thl sob certas condicbes (13), e células linféides inatas de tipo 2 (ILC2s) (14).
As ILC2s fazem parte do sistema imunoldgico inato, onde a interacdo e o reconhecimento
do antigeno ndo sdo necessarios para desencadear a secrecdo de citocinas tipo 2.
Firmemente reguladas, as ILC2s sdo parte integrante da imunidade da barreira epitelial,
envolvida na fisiopatologia da asma (15), na dermatite atdpica (16) e na alergia alimentar
(17).

Sem alteracdo, o conceito que a IL-4 e a IL-13 induzem a mudanca do isétipo da
imunoglobulina de M para E no linfocito B, se mantém (12). A troca de is6tipo de Ig
exige trés sinais (11,12,18). O primeiro sinal é a apresentacdo do antigeno ao linfécito T
pela célula dentritica(12). O estimulo das interleucinas 4 e 13 compdem o segundo sinal
para a inducdo da troca do is6tipo IgM para IgE (12). O terceiro sinal é dado pela ligacdo
das moléculas coestimulatérias CD40 da superficie das células B ao seu ligante, o
CDA40L, na membrana das células T (12). Estes estimulos ativam a recombinagdo do
DNA, promovendo a troca da IgM pela IgE (12). Evidéncias mostram que a producéo de
IgE especifica para o antigeno ocorre principalmente em centros germinativos linfaticos,
mas as células B produtoras de IgE, que sofrem selecéo clonal e maturacéo da afinidade,
também podem ser geradas na mucosa respiratoria e trato gastrointestinal (19,20).
Portanto, a IgE pode ser produzida localmente por células B no tecido linfoide associado
ao intestino ou as vias aéreas, bem como nos linfonodos dos individuos com doenga
atopica respiratoria, ou alergia alimentar (19-21).

O anticorpo IgE produzido em respostas ao alérgeno se liga a seus receptores de
alta afinidade FceRI na superficie dos mastocitos e basofilos. O FceRI é constituido por

uma cadeia o com dois dominios extracelulares que se ligam a IgE; uma cadeia § que
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atravessa a membrana plasmaética por quatro vezes e funciona como um amplificador de
sinal; e duas cadeias y idénticas, de localizacdo predominantemente intracelular, que
promovem a ativagédo celular (22,23). Os “motifs” de sinalizagdo desta forma afyy do
receptor FceRI consistem os trés “immunoreceptor tyrosine-based activation motifs”, um
na cadeia B e um em cada uma das cadeias y (23). Duas moléculas de IgE ligadas a
receptores FceRI reconhecem o alérgenos e desencadeiam a ativacdo do mastdcito €

basdfilo, dando inicio a fase imediata da reacdo de hipersensibilidade imediata (12).

1.3 IgE e mastécitos medeiam a resposta de hipersensibilidade imediata

Numa pessoa alérgica, cujos mastocitos de tecidos ja possuem IgEs especificas
ligadas a seus receptores FceR1I, a reexposi¢do ao antigeno original ou de reagdo cruzada,
o0 qual seja bivalente ou multivalente, resulta na ligacdo cruzada de IgEs adjacentes e,
consequentemente, leva a agregacao de receptores FceRI na superficie celular (23-26).
Quando a agregagao de FceRI tem forca e duragdo suficientes, desencadeia nos
mastécitos eventos complexos de sinalizagdo intracelular que, em ultima analise,
resultam na desgranulacéao celular e secrecéo de diversos produtos biologicamente ativos
(23-29).

Alguns mediadores, como o0s pré-formados armazenados nos granulos
citoplasmaticos dos mastocitos (histamina; serotonina; proteases como triptase, quimase
e carboxipeptidase A3; proteoglicanos como heparina e/ou sulfatos de condroitina; e
certas citocinas), bem como mediadores neoformados derivados do metabolismo dos
fosfolipides da membrana citoplasmatica (prostaglandina D2, leucotrieno B4,
leucotrienos C4, leucotrieno D4 e leucotrieno E4), séo liberados por mastdcitos dentro de

minutos ap0s a exposicdo ao antigeno(24,26,29). Outros, incluindo um espectro
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diversificado de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, sdo produzidos em
mastdcitos a partir da transcrigdo genética e, portanto, sdo secretados durante um periodo

de horas apds a ativacdo inicial do mastécito (24,26,29).

1.4 Sindromes clinicas da resposta de hipersensibilidade imediata

A reacdo de hipersensibilidade imediata é uma resposta imune mediada por IgE e
mastdcitos, envolvida em estados inflamatérios de pele e/ou mucosa (30). Utiliza-se o
termo atopia quando coexiste uma predisposicdo genética a esse tipo de reacao.
Individuos atdpicos sdo aqueles predispostos geneticamente a se sensibilizarem a
antigenos comuns do meio ambiente, em geral proteinas, que ndo oferecem risco ao ser
humano. Produzem IgE de modo rapido, continuo e em grandes quantidades em resposta
a exposicdo a esses alérgenos do meio ambiente, podendo apresentar durante sua vida
varios tipos de manifestacGes clinicas (31). Os pacientes podem apresentar manifestacdes
respiratdrias, como asma e rinoconjuntivite, e manifestacdes cutaneas, como dermatite
atépica. Durante a vida, o individuo atopico pode apresentar e desenvolver uma ou mais
dessas doencas, de modo isolado ou associadas entre si.

A presenca de anticorpos IgE € necessaria, mas nao é suficiente para a expressao
da doenca alérgica. O anticorpo IgE especifico ao alérgeno pode ser detectavel na pele ou
no sangue, mas o paciente pode néo ter tido sintomas alérgicos evidentes apds a exposicao
alergénica. Alguns profissionais de satide t€m teste alérgico epicutaneo (“prick test”) e/ou
pesquisa de IgE sérica especifica para latex positivos, mas ndo apresentam sintomas
alérgicos quando expostos a luvas de latex (32).

Quando a reexposicao ao alérgeno desencadeia uma reacédo alérgica, os efeitos sdo

focalizados no sitio onde ocorre a desgranulacdo dos mastécitos (33). Na resposta
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imediata, os mediadores pré-formados liberados tém vida curta e, assim, seus potentes
efeitos sobre os vasos sanguineos e masculos lisos estdo confinados as vizinhangas do
mastdcito ativado (33). Os efeitos continuados da resposta tardia também concentram-se
no sitio de ativagdo inicial desencadeada pelo alérgeno e a anatomia particular desse local
pode determinar a rapidez com que a inflamacéo é resolvida (33). Assim, a sindrome
clinica produzida por uma reacdo alérgica depende crucialmente de trés varidveis: a
quantidade de anticorpos IgE alérgeno-especificos presente, a via pela qual o alérgeno é
introduzido no organismo e a concentracao de alérgeno (33).

A reacdo de hipersensibilidade imediata pode ocorrer com sinais e sintomas
localizados, como na rinite e asma alérgicas, conjuntivite alérgica, dermatite atopica,
urticaria e angioedema, ou de forma sistémica, como nas anafilaxias, com aumento da
morbidade e mortalidade desses pacientes (30). Anafilaxia é uma reacdo sistémica grave
que pode levar a morte de maneira subita (34). Nos Estados Unidos, a anafilaxia acomete
30 em cada 100.000 habitantes por ano, com mortalidade reportada de 1-2% (35). A
incidéncia da anafilaxia vem aumentando nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, representando aumentos significativos nos custos do sistema de saude

(36).

1.5 Modelos murinos de anafilaxia

Por muitas razdes, estudos de reacdes alérgicas sisttmicas em seres humanos nao
preenchem todos os requisitos dos comités de ética. Portanto, os modelos animais sdo
necessarios para entender melhor os mecanismos fisiopatologicos e avaliar a seguranca e
a eficacia de novas terapias antes de se iniciarem ensaios clinicos em humanos. No

entanto, o uso de animais experimentais em laboratorios de pesquisa também exige o
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cumprimento de preceitos éticos. Estes requisitos foram publicados pelos Institutos
Nacionais de Saude (NIH), os quais foram revisados ha mais de 20 anos (Guia para
Cuidados e Uso de Animais de Laboratdrio - NIH, publica¢do 85-23, revisada em 1985).
Desde entdo, modelos experimentais que ndo atendam a esses requisitos ndo séo
aceitaveis (37).

A reacdo anafilatica tem sido reproduzida e analisada em modelo murino pela
praticidade na criagédo, procriagdo, manutengdo, manipulacdo e disponibilidade destes
animais, inclusive de modelos knockouts e transgénicos (38). Uma variedade de modelos
animais foram desenvolvidos para estudar os mecanismos envolvidos na inflamagéo
alérgica, incluindo modelos de asma alérgica, alergia alimentar, anafilaxia sistémica e
anafilaxia local (39-42). Nosso estudo utilizou a técnica de anafilaxia local, mais
especificamente a técnica de anafilaxia cutanea ativa (ACA) para avaliar a reacdo
inflamatoria alérgica.

Coelhos e porquinhos-da-india foram os primeiros modelos animais utilizados
para testar reacdes de hipersensibilidade imediata e as respostas mais sensiveis foram
geralmente observadas na orelha (43,44). O ensaio foi posteriormente validado para uso
em ratos e camundongos (45,46). A administracdo de corante IV tem sido usada para
medir respostas alérgicas localizadas em modelos animais hd quase um século, com
publicacdes que descrevem esta técnica que remontam a 1920 (43). Historicamente, uma
variedade de métodos experimentais foram utilizados, incluindo injecdo de antigeno antes
da injecdo de corante, injecdo de corante antes da injecao de antigeno e injecdo simultanea
de corante e antigeno (42). A administracdo de corante intravenoso (IV) como marcador
da resposta alérgica € um ensaio versatil, pois pode ser usado para medir reacdes passivas

e ativas de reacdo anafilatica (43,47). Numerosos corantes foram utilizados para avaliar
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respostas alérgicas, incluindo Trypan Blue, Pontamine Sky Blue, Evans Blue, Geigy Blue
536 e India Ink (43,44,47).

A resposta anafilatica ao desafio é transitoria; a intensidade maxima é alcangada
dentro de 10 a 15 min da injec&o de corante e nenhuma reagdo é visivel se o corante for
administrado mais de 30 minutos ap6s o desafio, independentemente das espécies animais
usadas (42). A quantificacdo do extravasamento de corantes foi originalmente obtida
medindo-se o tamanho da papula formada pela reacdo inflamatéria alérgica (45,47). As
técnicas espectrofotométricas para medir o extravasamento de corantes no tecido foram
desenvolvidas para os modelos murinos de anafilaxia cutanea passiva (PCA) na década
de 1990 (48,49).

A desgranulagdo de mastocitos também é frequentemente usada como marcador
para respostas alérgicas cutaneas. A quantificacdo dos mastocitos pode ser realizada com
técnicas de coloracdo como com o cloro-acetato-esterase (CAE) ou o azul de toluidina,
ou por imunohistoquimica com o anticorpo anti-CD-117 (45).

Em camundongos, o alérgeno pode desgranular o mastdcito e baséfilos por duas
vias, a denominada via classica dependente de IgE, de mastécitos e basofilos e
principalmente de histamina e a via alternativa mediada por 1gG do subtipo IgG1 através
da ativacdo de receptores de baixa afinidade FcyRIII presentes em macrofagos, basofilos
e mastadcito e tem como mediador principal o fator adivador de plaquetas (PAF) (50,51).
Vale ressaltar que diferente da via classica onde a indugéo de anafilaxia ocorre através de
células sensibilizadas com IgE ligada a receptores especificos presentes na membrana
dessas celulas, a anafilaxia induzida por IgG1 exige a formacdo de imuno-complexos
seguido de posterior ligacdo ao receptor especifico para a porcao Fc presentes (FCyR) na
membrana de macrofagos principalmente. A anafilaxia por 1gG néo € rara e pode se

desenvolver tanto quanto a anafilaxia por IgE (52). Em estudos comportamentais
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observou-se que camundongos expostos repetidas vezes a alérgenos de alimentos
apresentam alteragBes comportamentais entre elas a aversdo ao alérgeno, reagdo
correlacionada com a citocina IL-4 e os anticorpos IgGl (53). Enquanto em
camundongos os isotipo IgE e IgG1 sdo biomarcadores de resposta inflamatdria mediada
por TH2, o isotipo IgG2a € um biomarcador de resposta inflamatéria mediada por

TH1(54).

1.6 Moléculas PD-1 e PD-L1

Pesquisas recentes permitiram uma maior percepcao sobre os fatores que reduzem
a resposta imune antitumoral, levando a descoberta de varias moléculas que atuam nas
vias de controle coestimulantes e inibitérias, denominadas checkpoint pathways (Figura
1).No linfécito T essas moléculas sdo imunorreceptores a base de tirosina
(Immunoreceptor tyrosine-based), as moléculas que coestimulam a ativacdo do linfécito
T séo denominadas immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) e as
moléculas que coinibem a ativacdo do linfocito T sdo denominadas immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) (55,56)..

Um bom exemplo no avanco do conhecimento sobre as moléculas do checkpoint
pathways que medeiam a supressdo imune induzida por tumores ¢ a proteina da “morte-
programada 1” (PD-1).

O PD-1 é considerado um membro da familia dos receptores CD28 e € conhecido
por CD279, enquanto o PD-L1, um de seus ligantes, & membro da familia dos receptores
B7 ligantes e é conhecido por CD-274 (55,56). O PD-1 esta expresso na membrana de

linfocitos T e linfdcitos B, enviando sinais inibitorios nestas células quando ativado pelos
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seus ligantes PD-L1 ou PD-L2, que s&o encontrados na membrana de células dendriticas

e monocitos (57,58).
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Figura 1 Checkpoint pathway: Moléculas expressas na superficie celular que

participam da regulacéo do sistema imunologico.
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Fisiologicamente, a via PD-1/PD-L1 emergiu como resultado da necessidade de
controlar o grau de inflamag&o em locais que expressam o antigeno estranho, a fim de se
evitar uma resposta imune exacerbada com danos ao tecido normal (59). Existe uma
expressdo notavel da proteina PD-1 na superficie de todas as células T ativadas. Quando
uma célula T reconhece o antigeno expresso pelo complexo MHC na célula alvo, sdo
produzidas citocinas inflamatdrias. Essas citocinas resultam na expressdo de PD-L1 no
tecido, que se liga e ativa a proteina PD-1 na célula T, induzindo a tolerancia imune,
fendmeno em que o sistema imunolégico diminui sua capacidade de montar uma resposta
inflamatoria, mesmo na presenca de antigenos acionaveis (60). Em certos tumores, mais
notavelmente em melanomas, a sobre-expressdo de PD-L1 inibe a geracdo de uma
resposta imune ao tumor (60).

Os bloqueadores de PD-1/PD-L1 previnem a interacdo PD-1/PD-L1, facilitando
assim uma resposta imune positiva para combater o tumor (61). Embora os inibidores de
PD-1/PD-L1 tenham beneficios claros e demonstrados como agentes anticancerigenos,
uma limitacdo ao seu uso é que sua atividade é dependente da geracdo de uma populacao
de células T capazes de reconhecer o tumor através de células apresentadoras de antigeno
(61). Embora a expressdo de PD-L1 pelo tumor possa ser sugestiva de um tumor que
esteja suprimindo uma resposta imune e poderia servir como um biomarcador, ¢ fato que
nem todos os tumores que expressam PD-L1 respondem aos inibidores de PD-1/PD-L1
(61). Por outro lado, observou-se que tumores PD-L1-negativos podem responder a esses
agentes (61). Estudo realizado em cultura de mastocitos extraidos da medula 0ssea de
camundongos mostrou que estas células expressam varias moléculas coestimulatorias e
coinibitdrias em sua membrana, incluindo membros da familia B7, como o PD-L1 (62).

Faltam estudos analisando a expressdo de PD-L1, suas fun¢Ges em mastécitos humanos,
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seu efeito bioldgico na sensibilizacdo e seu efeito bioldgico na fase efetora. Esse data gap

sustenta nossa pergunta cientifica.

1.7 Aplicacoes terapéuticas das moléculas PD-1 e PD-L1

Estudo recente demonstrou que a resposta imune do hospedeiro pode afetar o
crescimento do tumor e a resposta a varias terapias (63). A evolucdo da imunoterapia com
anticorpos contra moléculas coinibitdrias no tratamento contra o cancer representa a
descoberta terapéutica mais bem sucedida nos ultimos anos (64). Dados recentes sobre
imunoterapia com anticorpo monoclonal anti-CTLAA4, anti PD-1 e anti PD-L1 elevaram
o tratamento clinico do melanoma avangado para uma nova era, uma era com aumento
da sobrevida dos pacientes e potencial cura (65). O mesmo tem sido observado em
pacientes com cancer renal, cancer epidermdéide de pulméo, adenocarcinoma de préstata
e cancer de mama (66-69). A utilizagcdo de biomarcadores de PD-L1 prevé a eficiéncia
do tratamento com imunoterapia e pacientes com tumores com super-expressao de PD-
L1 sdo melhores candidatos ao tratamento (70).

Apesar do grande nimero de pesquisas sobre 0s mecanismos das reacOes
anafilaticas, pouco se sabe sobre a via coinibitdria do receptor Programmed Cell Death
1 (PD-1) e seu ligante Programmed Cell Death Ligand 1 (PD-L1) na anafilaxia. Explorar
a via coinibitoria de imunorregulacdo em um modelo de anafilaxia pode ampliar a gama

de recursos no seu tratamento e prevencao.
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Qual efeito bioldgico da via PD-1/PD-L1 na hipersensibilidade imediata?



3. OBJETIVO
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3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da molécula PD-L1 em modelo murino de anafilaxia cutanea ativa

e passiva.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver o0 modelo de ACA por Ovalbumina (OVA) e Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p).

e Avaliar a producdo de imunoglobulinas IgE, 1gG1 e IgG2a como biomarcadores
de sensibilizacdo em modelo murino de ACA.

e Auvaliar a histologia da fase efetora da ACA em modelo murino.

e Auvaliar o efeito bioldgico de PD-1/PD-L1 na sensibilizacao.

e Avaliar o efeito biolégico de PD-1/PD-L1 na fase efetora.



4. METODOS




METODOS

O projeto de mestrado inicial intitulado “Avalia¢do da resposta alérgica cutanea a
Dermatophagoides pteronyssius e 8 OVA em modelo murino” visou desenvolver um
modelo de ACA, o qual estava vinculado ao Programa de Alergia e Imunopatologia da
FMUSP, tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa, CEAP, da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo em
27/04/2015, quando foi designado protocolo de pesquisa 073/15 (Anexo I). Em 11 de
agosto de 2015, apds apresentacdo do projeto e de seus resultados, assim como devido a
ampliacdo da pesquisa com a andlise da molécula PD-L1 no modelo de anafilaxia cutanea
ativa (ACA) desenvolvido, a Comissdo Examinadora (banca de qualificacdo) sugeriu a
Comissdo Coordenadora do Programa a mudanca do estudo de mestrado para doutorado
no Programa de Alergia e Imunopatologia da FMUSP. O projeto foi vinculado ao
Programa de Doutorado, no modelo sanduiche, e parte do projeto foi sendo desenvolvido
no Brigham and Woman’s Hospital, hospital vinculado a Harvard Medical School.

Primeiramente, foi desenvolvido um modelo em camundongos de ACA,
utilizando-se o acaro Der p e a ovalbumina (OVA) como alérgenos indutores da reacao
de hipersensibilidade. Posteriormente, avaliamos os efeitos do bloqueio da molécula PD-

L1 tanto na fase de sensibilizagdo, como na fase efetora da anafilaxia (ACA).

4.1 Animais

No Brasil, foram utilizados vinte e quatro (24) camundongos Balb/c fémeas
adultas, com 6 a 8 semanas de vida, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram mantidos em condic¢des
controladas de temperatura e umidade e com &gua e racdo ad libitum. Os experimentos

foram realizados conforme as normas da Comisséo Brasileira de Experimento Animal
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(COBEA) e 0 projeto de pesquisa nimero 073/15 foi aprovado pela Comissio de Etica
no uso de Animais (Anexo I).

Em Boston, foram utilizados camundongos C57BL/6 adultos, com 6 a 8 semanas
de vida, fornecidos pelo Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine). Mudamos a linhagem
de Balb/c para C57BL/6 pela possibilidade de usar C57BL/6 knockout para PD-L1(PD-
L17. O que mais tarde se mostrou inviavel, uma vez que camundongos PD-L17 com 8 a
10 semanas de vida desenvolvem doencas autoimune como diabetes mellitus e encefalite.

Os quais foram mantidos de acordo com as diretrizes do biotério do Brigham and
Woman’s Hospital/ Dana-Farber Cancer Institute-Institutional Care and Use Committee
e do Instituto Norte Americano de Saude (NIH). O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica do referido hospital e esta inscrito como DFCI IRB 15-046 (Anexo I1). O projeto
também foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais (Anexo III). Os
procedimentos aos quais os animais foram submetidos ndo causaram diminuicéo de sua

mobilidade ou dificuldade na sua alimentacéo.

4.2 Alérgeno

Os antigenos utilizados foram: o acaro da poeira doméstica Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p), utilizando-se um extrato em pé liofilizado (Alergia Clinica,
Laboratorial e Comércio Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e a OVA do laboratério Sigma-Aldrich
(ref.: A5503). O hidréxido de aluminio do laboratério Sigma-Aldrich (ref.: 21645-51-2)
foi utilizado como adjuvante no projeto de pesquisa em Boston pois camundongos
C57BL/6 apresentam maior resisténcia para sensibilizacdo. No Brasil, ndo foi utilizado

adjuvante.
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4.3 Anticorpo monoclonal

A proteina PD-L1 foi bloqueada com o anticorpo anti-PD-L1, Ultra-LEAF™
Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318), e foi utilizado o
anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, k Isotype (BioLegend, ref.:400644) como

controle negativo.

4.4 Protocolo de sensibilizacdo

O protocolo de sensibilizagéo teve a duracdo de 28 dias e foi feito por via

subcuténea (s.c.) na base da cauda do camundongo.

4.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Anafilaxia Cutanea Ativa

Foi realizada extensa revisdo bibliografica dos modelos experimentais de alergia
e anafilaxia cutanea descritos na Literatura, o que propiciou inclusive a publicacdo de
uma revisao (37). A anafilaxia cutanea induzida nos modelos pode ser dividida em ativa
e passiva. No modelo de ACA os camundongos sdo sensibilizados recebendo doses
fracionadas do alérgeno, enquanto no modelo de anafilaxia cuténea passiva (PCA) o0s
camundongos sdo sensibilizados ao receber soro de outros camundongos que previamente
foram ativamente sensibilizados. A via utilizada para sensibilizacdo também variou
nesses modelos entre a via intraperitoneal e a via inalatério e o alérgeno mais utilizado

foi a OVA, sempre associada a adjuvante durante o processo de sensibilizacéo.
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O modelo desenvolvido no presente estudo é inovador, pois utiliza a via s.c. para
sensibilizar os camundongos, usa o alérgeno Der p e sem a adi¢do de adjuvante durante

a sensibilizag&o.

4.4.1.1 Grupo controle negativo

Os animais do “grupo controle negativo” receberam injecdes com 50 pl de tampao
fosfato-salino (PBS) nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias
-1, 14 e 27 pelo plexo oftdlmico (300 pl/sangria) para dosagem de IgGl e IgG2a
especificas para os antigenos. Nessa etapa de padronizacdo do modelo de ACA, ndo
dispinhamos dos reagentes para dosagem de IgE total e especificas. No dia 28, 0s
camundongos foram desafiados na pele do dorso com 10 pl de tampéo fosfato-salino, 10
pl de Der p a 5 pg/ul e 10 pul de OVA a 5 pg/pl. Também receberam 200 pl de azul de
Evans a 0,025% por via intravenosa. Apés 10 minutos, os animais foram sacrificados,
camara de gas de CO, e foi medido o diametro da papula formada na pele invertida e

fragmentos foram coletados para analise histoldgica (Figura 2).

v { vl ! v saa

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28

v Coleta de sangue Injecdio de tampio fosfato-salino ¢ Anafilaxia cutanea ativa

«Eutanisia aBiopsia cutanea

Figura 2 - Linha do tempo do grupo controle negativo
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4.4.1.2 Grupo Dermatophagoides pteronyssinus

Os animais do “grupo Der p” receberam injegdes com 50 pl de Der p a 1 ug/ul
nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 27 pelo plexo
oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem de IgG1l e IgG2a especificas. No dia 28, foi
desencadeada a reagdo inflamatdria alérgica por desafio com injecéo de 10 pl de Der p a
5 pg/ul. Nesta ocasido, os camundongos também receberam 200 ul de azul de Evans a
0,025% por via intravenosa. Apds 10 minutos, os animais foram sacrificados, em cadmara
de gas de COg, foi medido o diametro da papula na pele invertida formada pela reacdo

inflamatoria alérgica e fragmentos foram coletados para analise histoldgica (Figura 3).

v 2 vl d v saa

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28

v Coleta de sangue Injecio de Dermatophagoides pteronyssinus ABiopsia cutinea

«Eutanasia + Anafilaxia cutinea ativa, desafio com injecdo de Dermatophagoides pteronyssinus

Figura 3 - Linha do tempo do grupo Dermatophagoides pteronyssinus

4.4.1.3 Grupo Ovalbumina

Os animais do “grupo OVA” receberam injegdes com 50 ul de OVA a 1 pg/pl nos
dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 27 pelo plexo
oftdlmico (300 pl/sangria) para dosagem de IgG1 e IgG2a especificas. No dia 28, foi
desencadeado a reagdo inflamatdria alérgica por desafio com injegdo de 10 ul de OVA a
5 pg/ul. Os camundongos também receberam nesta ocasido 200 pl de azul de Evans a

0,025% por via intravenosa. Apos 10 minutos, os animais foram sacrificados, camara de
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gés de CO- ,foi medido o didmetro da papula formada na pele invertida pela reacdo

inflamatoria alérgica e fragmentos foram coletados para andlise histologica (Figura 4).

v | { vl l v eaa

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28

¥ Coleta de sangue {Injecdo de Ovalbumina ¢ Anafilaxia cutinea ativa, desafio com injecéo de Ovalbuminia

#Eutandsia  aBiopsia cutanea

Figura 4 - Linha do tempo do grupo Ovalbumina

4.4.2 Bloqueio da Proteina PD-L1 em Modelo de Anafilaxia Cutanea Ativa

Com o sucesso obtido no desenvolvimento do modelo de ACA, o projeto de
pesquisa foi ampliado para avaliar o efeito do bloqueio da proteina PD-L1 na ACA. Foi
trocada a linhagem de camundongos Balb/c para C57BL/6, pois existia a possibilidade
de trabalharmos com camundongos C57BL/6 knockouts para PD-L1 na colaboracdo com
a Universidade de Harvard. Incluimos a utilizacdo de adjuvantes nos modelos por
recomendacdo de coorientadores. A ACA que era induzida no dorso do animal e medida
pelo diametro da papula formada pela reacéo inflamatdria passou a ser realizada na orelha
do animal e medida pelo extravasamento de azul de Evans por espectrofotometria. Os

camundongos analisados foram divididos em 9 grupos de 5 animais (Tabela 1).
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Tabela 1 - Grupos experimentais conforme substancias e técnicas utilizadas

Anticorpo

Grupos: Técnica | Sensibilizacdo | Provocacéo N _
Sensibilizagdo | Provocagédo

1 — Controle negativo PBS

2 — Controle positivo

3 — Anti-PD-L1 durante .
. Anti-PD-L1
sensibilizacdo

4 — Isotipo anti-PD-L1 durante ACA )
I OVA Isotipo
sensibilizacdo

5 — Anti-PD-L1 durante provocacdo - Anti-PD-L1
OVA

6 — Isotipo anti-PD-L1 durante .
. Isotipo
provocagéo

7 — Controle positivo (PCA)

8 — Anti-PD-L1 durante provocacdo
em PCA PCA Passiva

Anti-PD-L1

9 — Isotipo anti-PD-L1 durante .
Isotipo

provocagdo em PCA

Legenda: PBS: Tampdo fosfato-salino; OVA: Ovalbumina; ACA: Anafilaxia cutanea
ativa; PCA: Anafilaxia cutanea passive; Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified
anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1)(BiolLegend, ref.:124318); Isotipo: Anticorpo Ultra-
LEAF™ Purified Rat IgG2b, « Isotype (BioLegend, ref.:400644).

4.4.2.1 Grupo controle negativo

Os animais do “grupo controle negativo” receberam inje¢des com 50 pl de
PBS(PBS) nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e
27 pelo plexo oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a
especificos no plasma por ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. No dia 28, os
camundongos foram desafiados com 50 ul de OVA, recebendo também 200 pl de azul de
Evans a 0,025% por via intravenosa. Ap6s 10 minutos, os animais foram submetidos a
eutandsia em camara de gas de CO- e a reacdo foi avaliada pelo extravasamento de azul
de Evans mensurado por espectrofotometria e analise histologica de fragmentos coletados

(Figura 5).
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v l vl l v a4

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28
¥ Coleta de sangue Injecio de tampéo fosfato-salino ¢ Desafio com Ovalbumina

&Eutanasia  #Biopsia cutdnea

Figura 5 - Linha do tempo do grupo controle negativo

4.4.2.2 Grupo controle positivo

Os animais do “grupo controle positivo” receberam inje¢des com 50 pl de OVA
a 1 pg/ul nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 27
pelo plexo oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a
especificos no plasma por ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. No dia 28, foi
desencadeado a reagdo inflamatdria alérgica por injecao de 10 ul de OVA a 5 pg/ul. Nesta
ocasido os camundongos também receberam 200 pl de azul de Evans a 0,025% por via
intravenosa. Apos 10 minutos, os animais foram submetidos a eutanasia em camara de
gas de CO2 e a reacdo foi avaliada pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por

espectrofotometria e analise histoldgica de fragmentos coletados (Figura 6).

v | A vl J v eaa

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28

v Coleta de sangue Injegio de Ovalbumina e Anafilaxia cutinea ativa, desafio com Injeciio de Ovalbumina

#Eutandsia  aBiopsia cutinea

Figura 6 - Linha do tempo do grupo controle positivo
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4.4.2.3 Grupo anti-PD-L1 durante sensibilizagéo

Os animais do “grupo anti-PD-L1 durante sensibilizagao” receberam inje¢cdes com
50 ul de OVA a 1 pg/ul nos dias 0, 7, 14 e 21. Nos dias -1, 6, 13 e 20, 200 ul do anticorpo
anti-PD-L1 foi aplicado por via intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas nos
dias -1, 14 e 27 pelo plexo oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE,
IgG1 e 1gG2a especificos no plasma por ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. No
dia 28, os animais foram desafiados com inje¢do de 10 pl de OVA a 5 pg/ul, recebendo
também 200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apés 10 minutos, 0s
animais foram submetidos a eutandsia em camara de gas de CO2 e a reacdo foi avaliada
pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e analise

histoldgica de fragmentos coletados (Figura 7).

vw | v vV vl v 1 v ena

D-1 DO D6 D7 D13 D14 D20 D21 D27 D28
v Coleta de sangue |Injecio de Ovalbumina e Anafilaxia cutinea ativa, desafio com injecio de Ovalbumina
V Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318)

#Eutandsia  aBiopsia cutinea

Figura 7 - Linha do tempo do grupo anti-PD-L1 durante sensibilizac&o

4.4.2.4 Grupo Isotipo anti-PD-L1 durante sensibilizagdo

Os animais do “grupo isotipo anti-PD-L1 durante sensibilizagdo” receberam
injegdoes com 50 ul de OVA a 1 pg/ul nos dias 0, 7, 14 e 21. Nos dias -1, 6, 13 e 20, 200
ul do isotipo anti-PD-L1 foi aplicado via intraperitoneal. Amostras de sangue foram

coletadas nos dias -1, 14 ¢ 27 pelo plexo oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem dos
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anticorpos IgE, 1gGl e IgG2a especificos no plasma por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) indireto. No dia 28, os animais foram desafiados com injegdo de 10 ul de OVA
a 5 pg/pl, recebendo também 200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apos
10 minutos, os animais foram submetidos a eutandsia em camara de gas de CO2 e a reacao
foi avaliada pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e

analise histologica de fragmentos coletados (Figura 8).

wA L A A vl AL v eaa

D-1 DO D6 D7 D13 D14 D20 D21 D27 D28
v Coleta de sangue Injegio de Ovalbumina o Anafilaxia cutAnea ativa, desafio com injecdo de Ovalbumina
A Isotipo Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, k Isotype (ref.:400644) (BioLegend, ref.:400644).
«Eutanasia  aBiopsia cutanea

Figura 8 - Linha do tempo do grupo Isotipo anti-PD-L1 durante sensibilizacéo

4.4.2.5 Grupo anti-PD-L1 durante provocagao

Os animais do “grupo anti-PD-L1 durante provocagdo” receberam injecdes com
50 ul de OVA a1 pg/ul nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos
dias -1, 14 e 27 pelo plexo oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE,
IgG1 e IgG2a especificos no plasma por ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. No
dia 27, 200 ul do anticorpo anti-PD-L1 foi aplicado por via intraperitoneal. No dia 28, os
animais foram desafiados com inje¢ao de 10 ul de OVA a 5 pg/ul, recebendo também
200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apos 10 minutos, os animais foram
submetidos a eutanasia em camara de gas de CO2 e a reacdo foi avaliada pelo
extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e analise histolégica

de fragmentos coletados (Figura 9).
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v | J vl l AR

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28

v Coleta de sangue |Injecdio de Ovalbumina e Anafilaxia cutinea ativa, desafio com injecio de Ovalbumina

V Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) ) (BioLegend, ref.:124318)
»Eutanisia  aBiopsia cutanea

Figura 9 - Linha do tempo do grupo anti-PD-L1 durante provocacao

4.4.2.6 Grupo isotipo anti-PD-L1 durante provocacao

Os animais do “grupo isotipo anti-PD-L1 durante provocagdo” receberam injecoes
com 50 pl de OVA 1 pg/ul nos dias -1, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas
nos dias 0, 14 e 27 pelo plexo oftalmico (300 pl/sangria) para dosagem dos anticorpos
IgE, 1gG1 e IgG2a especificos no plasma por ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto.
No dia 27, 200 pl do isotipo anti-PD-L1 foi aplicado por via intraperitoneal. No dia 28,
os animais foram desafiados com injecdo de 10 pul de OVA a 5 pg/pl, recebendo também
200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apos 10 minutos, 0s animais foram
submetidos a eutandsia em camara de gas de CO2 e a reacdo foi avaliada pelo
extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e analise histolégica

de fragmentos coletados (Figura 10).

v | 2 vl 4 YA e

D-1 DO D7 D14 D21 D27 D28

v Coleta de sangue Injecio de Ovalbumina e Anafilaxia cutinea ativa, desafio com injecao de Ovalbumina
A Isotipo Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, k Isotype (ref.:400644) (BioLegend, ref.:400644)

#Eutandsia  aBiopsia cutinea

Figura 10 - Linha do tempo do grupo isotipo anti-PD-L1 durante provocacao
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4.4.2.7 Grupo anafilaxia cutanea passiva (controle positivo)

No “grupo PCA”, o soro de animal sensibilizado a OVA foi diluido (1/40, 1/80,
1/160 e 1/320) e injetado por via s.c. no dorso do camundongo na hora 0. Na hora 2, 0s
animais foram desafiados com inje¢do de 10 pl de OVA a 5 pg/ul, recebendo também
200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apds 10 minutos, os animais foram
submetidos a eutandsia em camara de gas de CO2, a reacdo foi avaliada pelo
extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e fragmentos foram
coletados para analise histoldgica (Figura 11).

%) leaa

Hora 0 Hora 2

¢ Injecao de soro de animal sensibilizado a Ovalbumina dInjecdo de Ovalbumina ¢ Anafilaxia cutanea passiva
«»Eutanasia  aBiopsia cutanea
Figura 11 - Linha do tempo do grupo anafilaxia cutanea passiva (Controle

Positivo)

4.4.2.8 Grupo anti-PD-L1 em anafilaxia cutanea passiva

No “grupo anti-PD-L1 em PCA”, o anticorpo anti-PD-L1 foi injetado por via
intraperitoneal na hora -24. Soro de animal sensibilizado a OVA foi diluido (1/40, 1/80,
1/160 e 1/320) e injetado por via s.c. no dorso do camundongo na hora 0. Na hora 2, os
animais foram desafiados com inje¢do de 10 pl de OVA a 5 pg/ul, recebendo também
200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Ap6s 10 minutos, os animais foram

submetidos a eutanasia em cémara de gas de CO2, a reacdo foi avaliada pelo
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extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e fragmentos foram
coletados para analise histoldgica (Figura 12).

\Y% © Jeaa

Hora -24 Hora 0 Hora 2

@ Injecdo de soro de animal sensibilizado a Ovalbumina JInjecdo de Ovalbumina ¢ Anafilaxia cutanea passiva

V Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-HI, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318)

«»Eutanasia  aBiopsia cutanea

Figura 12 - Linha do tempo grupo anti-PD-L1 em anafilaxia cutanea passiva

4.4.2.9 Grupo isotipo anti-PD-L1 em anafilaxia cutanea passiva

No “grupo isotipo anti-PD-L1 em PCA”, o isotipo anti-PD-L1 foi injetado via
intraperitoneal na Hora -24, na hora 0 recebeu soro de animal sensibilizado a OVA foi
diluido (1/40, 1/80, 1/160 e 1/320) e injetado por via s.c. no dorso do camundongo. Na
hora2 , os animais foram desafiados com inje¢do de 10 ul de OVA a 5 pg/ul, recebendo
também 200 pl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Apos 10 minutos, os
animais foram submetidos a eutanasia em camara de gas de CO2, a reagdo foi avaliada
pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e fragmentos

foram coletados para analise histolégica (Figura 13).
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A © Jeaa

Hora -24 Hora 0 Hora 2
¢ Injecao de soro de animal sensibilizado a Ovalbumina JInjegdo de Ovalbumina ¢ Anafilaxia cutinea passiva

#Eutanasia  ABiopsia cutanea

A Isotipo Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, k Isotype ) (BioLegend, ref.:400644)
Figura 13 - Linha do tempo do grupo isotipo anti-PD-L1 em anafilaxia cutanea

passiva

4.5 Reacdo de anafilaxia cutinea ativa

O ensaio de ACA foi realizado para avaliar a presenca de anticorpos especificos com
atividade anafilatica na pele dos camundongos sensibilizados (71,72). Os animais
sensibilizados a OVA receberam por via s.c. na orelha direita 10 pl de PBS com alérgeno
na concentracdo 5 pg/ul de OVA. Na orelha esquerda foi aplicado 10 pl de PBS (controle
negativo). Em seguida, foi administrado por via intravenosa o azul de Evans a 0,25%.
Ap06s 10 minutos da reacdo, os animais sdo sacrificados cdmara de gas de COz. O azul de
Evans que extravasou para o tecido é extraido apds 12 horas em 700 ul de formamida a
63°C. Entdo a absorbancia da solugdo composta por formamida e azul de Evans é
mensurada por espectrofotdbmetro a 620 nm. A ACA é considerada positiva quando a

absorbancia é maior que 0.150 nm (Figura 14).
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Figura 14 - Técnica de anafilaxia cutanea ativa: Injecdo intradérmica na orelha com

alérgeno diluido em PBS
Legenda: (A). Ap6s 10 minutos da exposicao ao alérgeno, o camundongo € sacrificado e

a orelha € seccionada (B). O fragmento de orelha é mantido em formamide a 63 °C por
18 horas para extrair do tecido o corante de azul de Evans (C).

4.6 Reacdo de anafilaxia cutinea passiva

Neste método o soro de animal sensibilizado a OV A foi diluido (1/40, 1/80, 1/160
e 1/320) e 10 mcl injetado por via s.c. no dorso do camundongo. Apds 2 horas, 200 ul de
azul de Evans 0,25% e 10 pl do alérgeno OVA a 5 pg/ul é injetado por via intravenosa.
Apos 10 minutos da reacdo, os animais sdo sacrificados em camara de gas de CO. . O
azul de Evans que extravasou para o tecido é extraido apds 12 horas em 700 pl formamida
a 63°C. Entdo a absorbancia da solugdo composta por formamida e azul de Evans é

mensurada por espectrofotdbmetro a 620 nm.

4.7 Dosagem de anticorpo

Foram dosados os anticorpos IgE, 1gG1 e 1gG2a especificos no plasma por ensaio

imunoenzimatico (ELISA) indireto. Os Kits utilizados sdo da Affymetrix eBioscience,
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IgE (ref..88-50460-22), IgG1 (ref.:88-50410-22) e 1gG2a (ref.:88-50420-22). Amostras
de sangue foram obtidas por puncdo da veia facial. O sangue coletado foi centrifugado a
2000 rpm por 10 minutos, sendo o plasma separado e congelado a - 20°C.

Para determinacdo de IgE, IgGl e 1gG2a, a microplaca foi recoberta com
anticorpo de captura. Apés incubacdo e lavagem, os soros foram adicionados em uma
diluicdo previamente determinada. Para revelar a reagdo, foram adicionados anticorpos
de deteccdo biotinilados especificos para IgE, 1gG1 ou IgG2a, seguido de incubacdo e
lavagem. Por fim, a solucdo reveladora, contendo conjugado enzimatico de
estreptoavidina-peroxidase, substrato e cromdgeno, foi adicionada.

A reacdo de cor foi lida em espectrofotometro a 450 nm. Os resultados foram
expressos como a média das absorbancias e comparado com o padrdo fornecido pelo kit

em diluigdes seriadas.

4.8 Analise histoldgica: Coloracdo e quantificacdo de mastocitos

O corante cloro-acetato-esterase (CAE) foi utilizado para corar os tecidos. A
técnica de CAE cora os granulos dos mastécitos; por isso, o numero de células coradas é
menor nos tecidos que sofreram desgranulacdo de mastocitos do que nos tecidos onde o
processo nao ocorreu(45).

Os camundongos foram submetidos a eutanasia e amostras de tecido das costas e
da orelha foram fixados em 10% de formalina tamponada, incorporados na parafina,
garantindo uma orientacdo transversal de todos os tecidos, e cortados com a espessura de
4 mm. As laminas foram digitalizadas no microscopio Pannoramic 250 Flash Il 3D
Histech Ltda. Os mastdcitos foram quantificados de acordo com a area (mm?), usando

analise de imagem gerada por computador (software NIH Image J, versao 1.49v).
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4.9 Andlise estatistica

As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas apos
andlise de variancia (One-Way ANOVA), seguido do teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney ou paramétrico de Bonferroni. Foram considerados significativos os valores de
p <0,05. O programa SPSS (Release 8.0, Standard Version, 1997) foi utilizado na analise

estatistica.
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5.1 Resultados obtidos durante o desenvolvimento do Modelo de Anafilaxia

Cutanea Ativa

5.1.1 Anafilaxia cutdnea ativa: Dermatophagoides pteronyssinus e

Ovalbumina

Apbs a fase de sensibilizacdo, 3 camundongos de cada grupo (alérgenos e controle
negativo) foram submetidos ao procedimento de ACA. A reacdo foi positiva nos grupos
Der p e Ova, sendo que no grupo Der p a reacao sé foi positiva a partir da provocacéo
com 10ug, enquanto no grupo Ova a reagdo ja era positiva a partir de 5ug (Figura 15,

Figura 16 e Figura 17). O grupo controle negativo que ndo havia sido sensibilizado

apresentou reagcdo negativa em ambas provocagoes, com Der p e Ova (Figura 18).

Figura 15 - Leitura da reacdo foi feita 10 minutos apds o desafio com os respectivos
alérgenos

Legenda: O diametro da papula azul na pele invertida do animal é considerado positivo
quando maior do que 5 mm. A: No grupo Dermatophagoides pteronyssinus a reacao foi
considerada positiva a partir da provocacao com 10ug. B: No grupo Ovalbumina a partir
de 5ug. C: No grupo controle negativo a reacdo foi negativa para ambos alérgenos
utilizados nas provocagoes.
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Diamentro da reagdao em milimetro

Figura 16 - Anafilaxia cutanea ativa no grupo de camundongos sensibilizado a
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p)

Legenda: A reacdo foi avaliada pelo didametro da papula formada apds desafio. Os
desafios com tampé&o fosfato-salino (PBS), 50 ug de ovalbumina (OVA) e 5 pg de Der p
foram considerados negativos pois ndo ultrapassaram 5 milimetros de diametro. Os
desafios com 10 e 50 pg de Der p foram considerados positivos pois ultrapassaram
milimetros de didmetro
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Diamentro da reacao em milimetro

Figura 17 - Anafilaxia cutanea ativa no grupo de camundongos sensibilizado a
ovalbumina (OVA)

Legenda: A reacdo foi avaliada pelo didametro da papula formada apds desafio. Os
desafios com 10 pl de tampdo fosfato-salino (PBS) e 50 ug de Dermatophagoides
pteronyssinus (Der p) foram considerados negativos pois ndo ultrapassaram 5 milimetros
de didmetro. Os desafios com 5, 10 e 50 pg de OVA foram considerados positivos pois
ultrapassaram 5 milimetro de diametro.
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Diamentro da reagao em milimetro

&
A

>

Figura 18 - Anafilaxia cutanea ativa no grupo de camundongos injetado com 50 ul de
tampéo fosfato-salino (PBS) por via subcutanea uma vez por semana
Legenda: A reacdo foi avaliada pelo didametro da papula formada apds desafio. Os
desafios com 10 pl de tampdo fosfato-salino (PBS), 50 pg de Dermatophagoides

pteronyssinus (Der p) e 50 ug de Ovalbumina (OVA) foram considerados negativos pois
ndo ultrapassaram 5 milimetros de diametro.

5.1.2 Anticorpos 1gGl e IgG2a: Dermatophagoides pteronyssinus e

Ovalbumina

Todos os 8 camundongos de cada grupo tiveram os anticorpos 1gG1 e IgG2a
especificos para os alérgenos dosados. Foi observado niveis significativamente maiores
de IgG1 e IgG2a nos grupos Der p e Ova quando comparados ao grupo salina (Figura 19,
Figura 20, Figura 21 e Figura 22) A dosagem de IgE especifica foi realizada, porém os

resultados ndo foram considerados pois 0 anticorpo anti-IgE estava deteriorado.
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Figura 19 - Nivel sérico de IgG1 para Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) nos
dias 0, 14 e 28

Legenda: Houve elevacao do anticorpo com significancia estatistica no grupo Der p entre
os dias 0, 14 e 28. O mesmo nado ocorreu no grupo PBS (tampéo fosfato-salina).

4- Fkkk
" | E3 OVA
|
= 4 PBS
< ok ik = n<().0001
g #4% = <0,001
I #*= <]
o 2= ”
(&)
[ e
@
=
o
3 1-
<C
()._ﬁI - . ’
Q ™ S
% Vv
¥ 9 9

Figura 20 - Nivel sérico de 1gG1 para Ovalbumina (OVA) nos dias 0, 14 e 28

Legenda: Houve elevacdo do anticorpo com significancia estatistica no grupo OVA entre
os dias 0, 14 e 28. O mesmo ndo ocorreu no grupo PBS (tampéo fosfato-salina).
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Figura 21 - Nivel sérico de 1gG2a para Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) nos
dias 0, 14 e 28

O mesmo n&o ocorreu com o grupo PBS (tampao fosfato-salina).
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Figura 22 - Nivel sérico de 1gG2a para Ovalbumina (OVA) nos dias 0, 14 e 28

Legenda: Houve elevacdo do anticorpo com significancia estatistica no grupo OVA entre
os dias 0, 14 e 28. O mesmo ndo ocorreu no grupo PBS (tampéo fosfato-salina).
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5.1.3 Histologia: Dermatophagoides pteronyssinus e Ovalbumina

Foi realizada a avaliacdo histoldgica de 5 camundongos de cada grupo. O Grupo
PBS apresentou infiltrado inflamatorio inespecifico minimo, com predominio de
linfécitos e com leve edema do tecido s.c. (Figura 23). As células foram contabilizada em
10 campos de grande aumento.

Os grupos que foram sensibilizados com OVA e Der p apresentaram processo
inflamatdrio predominantemente polimorfonuclear difuso, com recrutamento intenso de
células, constituidas em sua maioria por neutrofilos, eosinofilos e mastocitos (Figura 23
e Figura 24). Houve acometimento principal do tecido conjuntivo frouxo do s.c. e da
derme profunda. Ocasionalmente a derme reticular também estava inflamada. N&o foram

observados granulomas ou vasculites.
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Figura 23 - Numero de linfocitos, mastocito e eosindfilos apos desafio

Legenda: Os grupos sensibilizados a Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) e
Ovalbumina (OVA) apresentaram um numero significativamente maior de mastocitos e
eosinofilos que o grupo tampdo fosfato-salina (PBS) apds o desafio. O numero de
linfécitos foi significativamente maior no grupo PBS quando comparado aos grupos Der
p e Ova.
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Figura 24 - Namero de neutrofilos apds desafio
Legenda: Os grupos sensibilizados Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) e

Ovalbumina (OVA) ap6s o desafio apresentaram um namero significativamente maior de
neutréfilos que o grupo tampao fosfato-salina (PBS).

5.2 Resultados obtidos durante blogueio da Proteina PD-L.1 em Modelo de

Anafilaxia Cutanea Ativa

5.2.1 Anafilaxia cuténea ativa com bloqueio da proteina PD-L1

Nos grupos controle positivo, anti-PD-L1 durante a provocacéo, isotipo PD-L1
durante sensibilizacdo e isotipo PD-L1 durante provocacdo a reacdo foi considerada
positiva, pois a medida por espectrofotometria do Azul de Evans extravasado ultrapassou
a absorbancia de 0.15 nm. A reacdo foi negativa no grupo controle negativo (nédo
sensibilizado) e no grupo que recebeu anti-PD-L1 durante a sensibilizacdo em 5

camundongos de cada grupo (Figura 25).
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Figura 25- Absorbancia do extravasamento de azul de Evans na anafilaxia cutanea
ativa dos grupos controle negativo, controle positivo, anti-PD-L1 durante
sensibilizacéo, anti-PD-L1 durante provocacao, isotipo PD-L1 durante sensibilizacéo e
isotipo anti-PD-L1 durante provocacao.

Legenda: A reacdo provocada pelo alérgeno foi considerada positiva no grupo controle
positivo, anti-PD-L1 durante provocagéo, isotipo PD-L1 durante sensibilizacéo e isotipo
anti-PD-L1 durante provocacdo e considerada negativa no grupo negativo e no grupo
anti-PD-L1 durante sensibilizagdo. Houve reducdo estatisticamente significante no
extravasamento de azul Evans no local da injecdo do alérgeno entre o grupo anti-PD-L1
sensibilizagdo e os grupos controle positivo, anti-PD-L1 durante provocagéo, isotipo PD-
L1 durante sensibilizacdo e isotipo anti-PD-L1 durante provocacgdo. PBS: Tampéo
fosfato-salino. Alérgeno utilizado: Ovalbumina. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™
Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318). Isotipo anti-PD-
L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, « Isotype (BioLegend, ref.:400644).
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Houve diferenca estatisticamente significante no extravasamento de azul Evans
no local da injecdo do alérgenos, no grupo anti-PD-L1 durante sensibilizacdo em relacao
aos grupos controle positivo, anti-PD-L1 durante provocacdo, isotipo PD-L1 durante
sensibilizacdo e isotipo PD-L1 durante provocacdo (Figura 25). Ou seja, o blogueio de
PD-L1 na fase de sensibilizacdo levou a reducéo significativa do extravasamento de azul

de Evans.

5.2.2 Anafilaxia cutanea passiva com bloqueio da proteina PD-L1

Assim como na ACA, na PCA, a reacdo € considerada positiva quando a medida
por espectrofotometria do Azul de Evans extravasado ultrapassa a absorbancia de 0.15
nm. A reacdo foi positiva nos grupos controle positivo, anti-PD-L1 e isotipo PD-L1 em
cinco camundongos de cada grupo (Figura 26).

Houve diferenca estatisticamente significante no extravasamento de Azul Evans
entre 0s grupos: controle negativo com injecdo de alérgeno e controle positivo com
injecdo de alérgeno; controle positivo com injecdo de PBS e controle positivo com injecdo
de alérgeno; controle negativo com injecdo do alérgeno e anti-PD-L1 com injecdo de
alérgeno; anti-PD-L1 com injecdo de PBS e anti-PD-L1 com injecdo de alérgenos;
controle negativo com injecdo do alérgeno e isotipo anti-PD-L1 com injecdo de alérgeno;
isotipo anti-PD-L1 com injecdo de PBS e isotipo anti-PD-L1 com injecdo de alérgeno.
Quando utilizada a técnica de PCA, ndo foi possivel observar reducdo no extravasamento

de azul de Evans na presenca do anti-PD-L1 ou do isotipo anti-PD-L1 (Figura 26).
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Figura 26 - Absorbancia do extravasamento de azul de Evans na anafilaxia cutanea
passiva dos grupos controle negativo, controle positivo e anti-PD-L1.

Legenda: Ndo houve variacdo estatistica entre controle positivo e anti-PD-L1. PBS:
Tampdo fosfato-salino. Alérgeno utilizado foi Ovalbumina. PCA: Anafilaxia cutanea
passiva. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-
L1)(BioLegend, ref.:124318). Isotipo anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat
1gG2b, k Isotype (BioLegend, ref.:400644).

Utilizando a técnica de PCA também foi comparado diferentes dilui¢cdes do soro
de camundongo previamente sensibilizado a OVA. O soro foi diluido em PBS a 1/40,
1/80, 1/160 e 1/320 e aplicado nos grupos controle positivo, anti-PD-L1 e isotipo anti-
PD-L1. A reacéo foi positiva nas diluicdes 1/80 e 1/40 em todos os grupos e nao houve
variagdo significativa entre os grupos, considerando-se a mesma diluicdo (Figura 27).

Novamente, ndo foi observado diferenca no extravasamento quando utilizado anti-PD-L1

ou isotipo anti-PD-L1.
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Figura 27 - Absorbancia do extravasamento de azul de Evans na anafilaxia cutanea
passiva utilizando soro diluido em PBS 1/40, 1/80, 1/160 e 1/320 nos grupos controle
positivo, anti-PD-L1 e isotipo anti-PD-L1.

Legenda: A reacdo foi positiva nas diluicdes 1/80 e 1/40 em todos os grupos e ndo houve
variagdo significativa entre os grupos na mesma diluicdo. PCA: Anafilaxia cutanea
passiva. Alérgeno utilizado: Ovalbumina. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™

Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318). Anticorpo Ultra-
LEAF™ Purified Rat IgG2b, « Isotype (BioLegend, ref.:400644).

5.2.3 Anticorpos IgE, 1gG1 e IgG2a com bloqueio da Proteina PD-L1

Todos os cinco camundongos de cada grupo tiveram os anticorpos IgE, 1gG1 e
IgG2a especificos para OVA séricos dosados no dia 0, 14 e 28. O nivel sérico de IgE
especificos para OVA foi significativamente maior, nos dias 14 e 28, no grupo controle
positivo e isotipo anti-PD-L1 do que no grupo anti-PD-L1 durante sensibilizacdo (Figura

28). Isto sugere que o bloqueio de PD-L1 pode interferir na modulagéo da resposta Th2.
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Figura 28 - Valores de IgE especifica sérica nos grupos controle negativo, controle
positivo, anti-PD-L1 durante sensibilizagéo e isotipo anti-PD-L1 durante sensibilizacao,
nos dias 0, 14 e 28 do protocolo de sensibilizagdo.

Legenda: O nivel sérico de IgE especifica apresentou maior elevacdo, nos dias 14 e 28,
no grupo controle positivo e isotipo anti-PD-L1 do que no grupo anti-PD-L1 durante
sensibilizacdo. Alérgeno utilizado: Ovalbumina. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™

Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318). Anticorpo Ultra-
LEAF™ Purified Rat IgG2b, « Isotype (BioLegend, ref.:400644).

No dia 28, o grupo anti-PD-L1 apresentou menor elevacao do nivel sérico e IgG1
especificos para OVA do que ambos os grupos controle positivo e isotipo anti-PD-L1

(Figura 29).



RESULTADOS 50

Controle negativo

2,5=
’ — —= Controle positivo
_T_ e C— Isétopo anti-PD-L1 durante sensibiliza¢do
| —

2,04 I s Anti-PD-L1 durante sensibilizagio
£ s - 000
o
s
—~ 1,5+
©
‘S
c
«0
o
T
2 1,04
o
<

0,5

-+
M ﬁ Clm
0 T T T
D » o)
N

Figura 29 - Valores de 1gG1 sérica nos grupos controle negativo, controle positivo,
anti-PD-L1 durante sensibilizacdo, isotipo anti-PD-L1 durante os dias 0, 14 e 28 da
sensibilizag&o.

Legenda: No dia 28, o grupo anti-PD-L1 apresentou menor elevacgéo do nivel sérico de
IgG1 especifica do que ambos o0s grupos controle positivo e isotipo anti-PD-L1. Alérgeno
utilizado: Ovalbumina. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse

CD274 (B7-H1, PD-L1)(BioLegend, ref.:124318). Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat
1gG2b, « Isotype (BioLegend, ref.:400644).

Quanto ao nivel sérico de 1gG2a, ndo foi observado variagdo estatistica

significante entre os grupos nos dias 0, 14 e 28 (Figura 30).
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Figura 30 - Valores de 1gG2a sérica nos grupos controle negativo, controle positivo,
anti-PD-L1 durante sensibilizacdo, isotipo anti-PD-L1 durante os dias 0, 14 e 28 da
sensibilizacdo.

Legenda: Nao foi observado variacdo significativa entre os grupos. Ndo foi observado
variacdo estatistica significante entre os grupos nos dias 0, 14 e 28. Alérgeno utilizado:
Ovalbumina. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1,

PD-L1)(BioLegend, ref.:124318). Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, «
Isotype (BioLegend, ref.:400644).

5.2.4 Histologia com bloqueio da Proteina PD-L1

A avaliacdo histolégica foi realizada em 2 camundongos de cada grupo.
Utilizando a técnica Cloro-acetato-esterase para corar o tecido é possivel visualizar em
vermelho os granulos dos mastocitos que ndo desgranularam (Figura 31). Com isso foi
avaliado em qual fragmento de tecido houve maior ou menor desgranulagdo de
mastocitos.

Os camundongos foram provocados em dois locais: com injecéo intradérmica na
orelha e com injecédo s.c. no dorso. Houve diferenca significativa entre o numero de
mastocitos por milimetro quadrado quando o local de provocacéo foi a orelha com injecéo
intradérmica do alérgeno. O grupo controle positivo apresentou 20,03 mastdcitos/mm? e

0 grupo anti-PD-L1 administrado durante a sensibilizacdo apresentou 24,20
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mastocitos/mm?. O maior nimero de mastdcitos no grupo anti-PD-L1 durante
sensibilizacdo sugere que a desgranulacdo foi menor neste grupo do que no grupo controle

positivo, uma vez que 0 mastdcito apos desgranulacdo nao é corado pelo CAE (Figura

- TR J - ’
50 pm -50;11{1-‘\‘ Youty .1-\\, R
B > R \'. \ \ " |“'
-~ - o) ¢ 3 A S,
\g, L . ,y’ " 3 »
e TalE Y P } ’
"Ol‘ A % 8
N N
: \ 4 Sy Mg
" 3 - E'%
o« ‘ B . ~ N B |
. ¢ o oo > f
i TN e ot SRLLET Sy
"*b/ ) L . &
! b A » e POAN AL
o ~ T " 'l ¥ e\ ‘,\
. \ % Bl
. a N 2 4 . i A "\‘;.'I A A
2“ P L) \ 4 o, : he
e 1) ¢ 3 < ~ e L L] #" . . y
[ p g ' [ S TNAE ey ‘.-»./
p / 2 « -' s » > \,.... 5 » 'y -~
#- A e & 1 L
" ‘“If “ ’ f J > N y A ¥ ol A L
A . 3 ' 0 B 5%, '\ 2 ! RN

Figura 31 - Microscopia de fragmento de orelha de camundongo corado com cloro-
acetato-esterase.

Legenda: (A) Tecido da orelha do grupo controle positivo corado com cloro-acetato-
esterase com 19.3 mastocitos/mm?. (B) Tecido da orelha do grupo anti-PD-L1 corado
com cloro-acetato-esterase com 24.7 mastdcitos/mm?. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-
LEAF™ Puyrified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318).

A provocacdo s.c. com alérgeno no dorso dos animais ndo apresentou diferencas
estatisticamente significantes, mas também foi encontrado um ndmero menor de

mastocitos no grupo controle positivo do que no grupo anti-PD-L1 durante sensibilizacao

(Figura 32).
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Figura 32 - Andlise histologica com a contagem do nimero de mastdcitos nos grupos
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controle negativo, controle positivo, anti-PD-L1 durante sensibilizacéo e isotipo anti-
PD-L1 durante sensibilizacéo.

Legenda: O numero de mastdcitos que desgranulou no grupo controle positivo foi
significativamente maior que no grupo anti-PD-L1 durante sensibilizacdo. Anti-PD-L1:
Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BiolLegend,
ref.:124318). Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, « Isotype (BiolLegend,

ref.:400644).
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Neste estudo nds demonstramos que o tratamento com anti-PD-L1 durante a
sensibilizacdo, mas ndo durante a fase efetora, diminuiu a producéo de IgE e 1gG1
especificas para OVA e diminuiu a desgranulacao de mastocito e o extravasamento
vascular no local da provocacao.

Na literatura é possivel encontrar diferentes modelos experimentais que buscam
interpretar o papel dos receptores PD-1 e PD-L1 na inflamacé&o, sobretudo na oncologia.
Pesquisas decifrando o papel destas moléculas, que sdo intensamente expressas em
mastocitos, nos processos alérgicos sao raras. Assim como em nosso estudo, Akbari et al.
sensibilizaram e provocaram animais com OVA, mas utilizando um modelo de
hiperresponsividade brénquica (AHR) (73). Eles demonstraram em camundongos PD-
L17 reducdo, estatisticamente significativa, na AHR e inflamacdo minima das vias
aéreas, com pouca infiltracdo de eosindfilos quando comparados a camundongos BALB/c
tipo selvagem. No nosso estudo blogueamos o ligante PD-L1 com anticorpos anti-PD-L1
durante a sensibilizacdo e o desfecho foi reducdo do extravasamento vascular. Eles
também estudaram camundongos PD-L27 e demostraram que os animais desenvolviam
AHR mais grave que os camundongos BALB/c do tipo selvagem(73). Estes dados
indicam que PD-L1 e PD-L2 podem ter papéis opostos na patogénese de doencas
alérgicas, induzindo respostas imunes de padrdo Th2 e Th1l, respectivamente.

Foi avaliado in vitro, como determinadas citocinas do microambiente inflamatorio
determinam a expressdo de PD-L1 e PD-L2 em células dendriticas. A célula dendritica
virgem expressa PD-L1 em moderada abundéncia e PD-L2 em baixa quantidade. Na
presenca de I1L-4 a expressdo de PD-L1 e PD-L2 em celulas dendriticas é de moderada
abundancia. Na presenca de IFN-y a expressdo de PD-L1 aumenta muito e PD-L2
elevasse pouco; e na presenca de IFN-y e lipopolissacarideo a expressao de PD-L1 se

eleva e PD-L2 diminui (73).
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Por outro lado, a expressdo aumentada de PD-L1 observada em células dendriticas
pulmonares, macrofagos e células B apds o desafio com OVA inibe a producéo de IFN-
Y, 0 que poderia polarizar a resposta imune para o perfil Th2 e aumentar a AHR. Da
mesma forma, a perda de PD-L1 resulta em aumento de IFN-y e redu¢dao de AHR (73).

Singh et al. observaram que ap0s reconhecimento antigénico e ativacdo, as células
dendriticas pulmonares expressam PD-L1 e PD-L2. A interacdo PD-1/PD-L1 produz uma
resposta Th2 com mais producéo de IL-4, o que leva ao aumento da AHR. No entanto, a
interacdo PD-1/PD-L2 inicia uma resposta do tipo Th1l com expressdo aumentada de IFN-
[1 e subsequentemente reducdo da AHR. A expressdo simultanea de PD-L1 e PD-L2
neutraliza os efeitos Unicos e ndo leva a polarizacdo imediata das células T (74) (Figura
33).

Em nosso estudo, blogueamos a interacdo de PD-1/PD-L1 com o anti-PD-L1.
Baseado nos achado de Singh et al., podemos presumir que houve uma menor polarizagdo
para Th2, consequentemente uma menor producéo de IL-4, IL-5 e IL-13, que levou a uma
menor ativacdo de linfécito B em plasmdcito, que por sua vez levou a menor mudanca da
classe de anticorpos de IgM para IgE e 1gG1, com reducdo do nivel sérico de IgE e 1gG1.
No vigésimo oitavo dia, a inibicdo foi parcial para IgE(Figura 28) enquanto a inibicéo
para IgG1 (Figura 29) se manteve. E possivel que a PD-L1 contribua para o controle da
recombinacdo precoce de troca de isotipos para IgE, mas possa escapar do controle de
PD-L1 em momentos posteriores, possivelmente devido & producdo local de IgE tecidual.

O nivel serico de IgE especifica impacta na sensibilizacdo de mastdcitos,
explicando a observacao do grupo tratado com anti-PD-L1 apresentar menor nimero de
mastocitos desgranulados. Estas descobertas mostram o papel da interagdo PD-1/PD-L1

em células dendriticas e linfocitos T nas doencas alérgicas.
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Figura 33 - Papel dos receptores PD e seus ligantes PD-L1 e PD-L2.
Legenda: Apos reconhecimento e ativacdo, as células dendriticas expressam PD-L1 e PD-
L2. A interacdo PD-1 / PD-L1 produz uma resposta Th2 com mais producédo de IL-4 e
IL-13 o0 que leva ao aumento da resposta inflamatoria alérgica (direita). No entanto, a
interacdo PD-1 / PD-L2 inicia uma resposta do tipo Thl com expressdo aumentada de
IFN-y e subsequentemente reduz a resposta inflamatoria alérgica (esquerda). A expressdo

simultdnea de PD-L1 e PD-L2 neutraliza os efeitos Unicos e ndo leva a polarizagdo
imediata das células T (meio). Fonte: Modificado de Singh et al. 2011.

O PD-L1 também foi considerada diretamente responsavel pela geracéo de células
T reguladoras (75). McGee e Agarwal relataram que o PD-1 estd ativado quando
linfocitos T reguladores (Treg) suprimem a AHR e a inflamag&o das vias aéreas. Em um
modelo em camundongos, esses autores observaram que os Tregs do baco e pulmdes
induziveis expressando PD-1 reverteram completamente a inflamagéo pulmonar e a AHR
frente a metacolina. Desta forma foi sugerido que a PD-1 esta criticamente envolvida no

mecanismo de acdo dos linfdcitos Treg (76).
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Recentemente, observou-se que a PD-L1 associada a queratindcitos desempenha
um papel importante na regulacdo negativa da funcéo efetora de células T CD8 em sitios
inflamatdrios e desempenha um papel crucial na tolerancia de células T periféricas contra
antigenos exogenos (77). O PD-L1 interage ndo apenas com a PD-1, mas também com
um segundo receptor, B7-1, nas celulas T ativadas, e essa interacdo regula negativamente
a expansao das células T (78).

O blogueio da interacdo PD-L1 com PD-1 e B7-1 com um anticorpo monoclonal,
como o utilizado em nosso estudo, resulta em niveis aumentados de IFN-y, mas ndo
afetam a producéo de IL-4 (73). O mesmo foi observado por Matsumoto et al. que em seu
estudo evidenciaram elevacdo de citocinas IL-5, IL-13 e IFN- y em animais que foram
tratados com anti-PD-L1 durante a sensibilizacdo a OVA. Entretanto, neste estudo nédo
houve reducdo da AHR com o bloqueio de PD-L1 (79).

Sabe-se que a PD-1 desempenha funcdes criticas na regulacdo da autoimunidade,
imunidade a tumores, imunidade infecciosa, imunidade ao transplante e na definicdo de
privilégio imunologico. Recentemente, uma nova funcdo da PD-1 e de seus ligantes na
patogénese da doenca alérgica foi estudada e revelou uma funcdo coestimulatéria crucial
dos ligantes PD-1 e PD-L1 na patogénese da asma. Ha fortes evidéncias de que a molécula
PD-1 estéa envolvida na manutencéo da toleréncia periférica e que a PD-L1 contribui para
sensibilizagdo a alérgenos e na inducdo da asma. Os modelos de alergia e asma geraram
evidéncias cientificas de que PD-L1 e PD-L2 tém papeéis opostos na modulagdo e
polarizacdo das funcGes das células T em AHR e inflamag&o das vias aéreas(74).

Camundongos PD-L1 knockout foram desenvolvidos e amplamente estudados
pela Dr Arlene Sharpe. Em um modelo de doencas autoimune, Diabetes Mellitus, foi
demonstrado que a PD-L1 nas células T, APCs e tecido do hospedeiro inibe as respostas

de células T virgens e efetoras e desempenha um papel critico na tolerancia das células
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T(80). Inicialmente pretendiamos utilizar camundongos knockouts para PD-L1, mas a
deficiéncia do PD-L1 os deixa mais propensos a desenvolver doencas autoimunes entre
a 8-12 semana de vida.

Os achados de McAlees et al. destacam a complexidade da regulacdo imunoldgica
via PD-1 e sugerem que a variabilidade observada em estudos examinando o papel dos
membros da familia PD-1 no controle da asma alérgica pode se dever a capacidade
diferencial de regulacéo de subpopulactes de células TCD4+ efetoras especificas. Foram
estudados linfocitos T naive cultivados em condicgdes polarizantes para Thl, Th2 e Th17
na presenca de anti-PD-L1(81). O anticorpo diminuiu a producdo de IFN-y no perfil Thl,
diminuiu a producdo de IL-17A e IL-17F no Th17, mas, em contraste, o perfil Th2 nao
sofreu alteracdo significativa na producédo IL-5 e IL-13, inclusive com aumento de 40%
na producdo de IL-4 (81). As células Th17 parecem ser fortemente inibidas pelo eixo PD-
1/PD-L1, e as respostas Th17 excessivas estdo associadas ao desenvolvimento de asma
alérgica mais grave (81). De uma perspectiva clinica, esses dados sugerem que 0 €ixo
PD-1/PD-L1 exerce uma influéncia inibitéria na asma, mas esta envolvido apenas na
regulacdo da gravidade da doenca e ndo no inicio da doenca.

O estimulo do eixo regulador PD-1/PD-L1 apresenta funcdes paradoxais de
regulacdo da resposta imune e de indugédo de resposta imune de perfil Th2. No presente
estudo, o bloqueio de PD-L1, diminuiu a resposta alérgica, sugerido que o estimulo de
indugdo de resposta imune Th2 por PD-L1 sobrepde a acdo inibitéria da molécula. A
imunomodulacdo desse eixo pode representar nova opc¢ao de prevencao e terapéutica na

abordagem do tratamento das doencas alérgicas, como a asma.
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E provavel que a molécula PD-L1 tenha um papel importante durante a fase de
sensibilizacdo alérgica, uma vez que o bloqueio da interagdo de PD-L1 com PD-1 e B7-
1 inibe a sintese de IgE e 1gG1 especificas, a inflamacdo celular e a permeabilidade
vascular.

No entanto, o bloqueio da interacdo de PD-L1 com PD-1 e B7-1 apenas durante a

fase efetora ndo alterou a inflamacao celular e a permeabilidade vascular.
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Anexo | - Carta de aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sdo Paulo

U i s
MEDICINA
L OSP
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio

Paulo, em 27/04/2015, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® o73/15 intitulado:
“Avaliacio da resposta alergica cutanea a Dermatophagoides
pteronyssius e a Ovalbumina em modelo murino™ que utilizara == animais
da espécie camundongo e ¢ animais da espécie rato, apresentado pelo
Departamento de Clinica Médica.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei N© 11,794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Pedro Francisco Giavina-Bianchi Junior
Pesquisador (a) Executante: Rafael Bonamichi dos Santos

CEUA-FMUSP, 2~ de Abril de 2015

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comizz80 de £ica no Uzo de Animals ds SMUSP
e-mait: CE'.B."”:&H':ED(
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Anexo Il - Carta de aprovacdo do Brigham and Woman’s Hospital/ Dana-Farber Cancer

Institute-Institutional Care and Use Committee

DANA-FARBER oyt
CANCER INSTITUT: mmm“

DFC aCuUC

Longwood Center 9055

140 Lozgwood Ave.

Boaton, MA (2215
dii_iscucvdii barvand cdu

James Foloruen, CPIA March 29, 2019
Maoeger
. <
Ltznr%l:::\’u&:? ':‘v?" To Whom It May Concern:
Boston, MA 2215
ST This letter is in regand o Dana-Farber Cancer Institute (DFCI) animal protocol 13-

(46, “Active Cutancous Anaphylaxis in Mouse Model.” The Principal Investigator
Tenothy Korbut, CPLA (P1) of this animal protocol was Mariana Castells, MD, PhD. Animal protocol 15-

Coordimior 046 was approved by DFCI's [ACUC on 2/9/2016 and was active through

Ligood Levier 1 13072017, when it was closed at the request of the PL

360 Lomgwond Ave.

Boston, MA 02215

617502 9560 Rafiel Bonamichi dos Santos, MDD, was appeoved 1o work with live animals under
protocol 15-046,

linda Callshan, CPIA, LATG
Sr. Masager for Compliance .
Lorgwood Cenler 9080 Sincerely,

160 Lorguood Ave —
Beston, MA 02215
6174326202

James Folerum, CPIA
JACUC Manager

DANAFARIERHAIVARD CANCER CENTER A Teaching /éSiale

o rep ek e N of Horvard Madical Scheel
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Anexo 111 - Carta de aprovagio da Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
e i Faculdads de Medicina da Universidade de $30 Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Amakio, 455
T Pacaembuy - S80 Paulk - SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Bloqueio da molécula PD-L1
na hipersensibilidade imediata emx modelo murino”, registrada com o n®
1286/2019, sob a responsabilidade de Pedro Francisco Giavina Bianchi
Junior e Rafael Bonamichi dos Santos, apresentada pelo Departamento de
Chnica Meédica - que envolve a producio, manutencio e/ou utilizacio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos). para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no
11,794, de § de outubre de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as pormas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal
(CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em reuniio de 24.04.19

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | Indcio: 0:-06-2015 Termino: 03-06-2019
Espeécie/knhagem /raga Camundongo C57El/6
N0 de animais 45
Peso/Idade 0 semanas
Sexo machos
Origem Jackson Laboratory (Bar Harbor, Mame)

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas

as atnvidades.

CEUA-FMUSP, 24 de Abril de 2019

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

ComizzSo de £tica no Uzo de Animals da FMUSP
e-malt ceus@ifm.uzpbe
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