
 

 

Rafael Bonamichi dos Santos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bloqueio da molécula PD-L1 na hipersensibilidade 

imediata em modelo murino 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo para obtenção do 

título de Doutor em Ciências 

 

Programa de Alergia e Imunopatologia 

 

Orientador: Prof. Dr. Pedro Francisco Giavina-

Bianchi Junior 

 

Coorientadora: Profa. Dra. Mariana Concepcion 

Castells Guitart 

 

 

 

 

São Paulo - SP 

2019  



 

Rafael Bonamichi dos Santos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bloqueio da molécula PD-L1 na hipersensibilidade 

imediata em modelo murino 

 

 

 

 

 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo para obtenção do 

título de Doutor em Ciências 

 

Programa de Alergia e Imunopatologia 

 

Orientador: Prof. Dr. Pedro Francisco Giavina-

Bianchi Junior 

 

Coorientadora: Profa. Dra. Mariana Concepcion 

Castells Guitart 

 

 

Versão corrigida. Resolução CoPGr6018/11, de 13 de outubro de 2011. A versão 

original está disponível na Biblioteca FMUSP 

 

 

São Paulo - SP 

2019  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta tese à minha mãe, Dalva, 

por todo amor, esforço e sacrifício empenhados para que 

eu conquistasse meus objetivos. 

 

Ao meu pai, Lázaro, 

por ser meu exemplo de ética e determinação. 

 

À minha amada esposa, Beatriz, 

quem sempre me fez acreditar que todos meus sonhos 

estão ao meu alcance. 

  



 

Agradecimentos 

 

Ao meu orientador, Professor Pedro Giavina-Bianchi, exemplo como médico, 

pesquisador e ser humano. Por todos os ensinamentos e exemplos transmitidos eu serei 

eternamente grato. 

À minha coorientadora, Professora Mariana Castells, por me acolher em seu 

laboratório fornecendo toda a estrutura para a realização do estudo, pelos ensinamentos e 

pelo exemplo de profissional. 

A Professora Wilma Carvalho Neves Forte, por todo carinho e suporte dedicados 

à minha formação em Alergia e Imunologia pela Irmandade Santa Casa de Misericórdia 

de São Paulo.   

Às minhas irmãs, Renata e Raquel, meus cunhados e sobrinhos que sempre me 

apoiaram. 

Aos meus sogros, Lurdes e Luiz, pelo suporte ao longo desta jornada. 

Aos amigos, Dr. Marcelo Aun, Dra. Rosana Agondi e Dr. Abílio Motta, que muito 

me ensinaram ao longo desta jornada. 

Aos colegas do Serviço de Imunologia, que muito me auxiliaram, permitindo-me 

uma formação mais completa como pesquisador. 

Às amigas do LIM 20, Fernanda Arantes Costa e Fernanda Bruni, sem as quais 

nada teria se concretizado. 

Aos Amigos Eleni Arruda, Serafim Fidalgo, Maurício Freitas, Osvaldo Junior, 

Rosana Coutinho, Sherwood Alexis e Marlen Garcia, sempre disponíveis para ajudar em 

qualquer questão. 

Ao Gabriel Fagundes e a Suely Goldflus, pelo apoio e incentivo no meu 

aprimoramento científico. 



 

A todos os professores que passaram pela minha trajetória escolar e acadêmica. 

Aos animais utilizados no presente estudo, tudo o meu respeito e gratidão. 

Às entidades de fomento, Programa de Excelência Acadêmica da CAPES 

(PROEX) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq). 

  



 

Resumo 

Santos RB. Bloqueio da molécula PD-L1 na hipersensibilidade imediata em modelo 

murino [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2019. 

 

INTRODUÇÃO: Os mastócitos atuam no sistema de defesa contra patógenos e no 

desenvolvimento de distúrbios alérgicos. Embora as respostas dependentes de IgE via 

FcεRI nessas células tenham sido amplamente estudadas, pouco se sabe sobre como as 

moléculas de superfície celular, como o PD-1 e seus ligantes, que são expressas por 

mastócitos, células dendríticas e linfócitos T podem modular a reação alérgica. O presente 

estudo analisou os efeitos do bloqueio da molécula PD-L1 em um modelo murino de 

anafilaxia cutânea. MÉTODOS: Camundongos C57BL/6 foram sensibilizados e 

desafiados com ovalbumina segundo protocolo que teve duração de 28 dias. Amostras de 

sangue foram coletadas nos dias 0, 14 e 28 para dosagem de IgE, IgG1 e IgG2a 

específicos. Os camundongos foram divididos em 9 grupos. Desses grupos, 6 foram 

desafiados com a técnica de anafilaxia cutânea ativa. Dos seis grupos, um grupo recebeu 

por via subcutânea 50 μl de tampão fosfato-salino e os outros 5 grupos foram 

sensibilizados por via subcutânea com 50 μg de ovalbumina, 1 vez por semana, durante 

quatro semanas. Desses 5 grupos sensibilizados à ovalbumina, o primeiro grupo recebeu 

anticorpo anti-PD-L1 e o segundo recebeu o isotipo do anticorpo anti-PD-L1 durante a 

sensibilização, 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 cutânea ativa foram provocados na orelha 

com injeção subcutânea de 10 μl de ovalbumina a 5 μg/μl, além de receberem 200 μl de 

azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 20 minutos, os animais foram 

sacrificados e a reação foi avaliada pelo extravasamento de azul de Evans (mensurado 

por espectrofotometria) e análise histológica dos fragmentos coletados. Os 3 grupos de 

camundongos restantes foram destinados para o desafio com a técnica de anafilaxia 

cutânea passiva, sendo sensibilizados com soro de camundongos previamente 

sensibilizados à ovalbumina em diferentes diluições (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 μl 0,25% e 

10 μl do alérgeno ovalbumina a 5 μg/μl foram injetados por via intravenosa. Após 20 

minutos, os animais foram sacrificados e a reação foi avaliada pelo extravasamento de 

azul de Evans e análise histológica de fragmentos coletados. RESULTADOS: Os níveis 

séricos de IgE e IgG1 específicas foram significativamente maiores, nos dias 14 e 28 no 

grupo controle positivo, não tratado com anticorpos, e isotipo anti-PD-L1 do que no grupo 

que recebeu anti-PD-L1 durante a sensibilização. Houve redução significativa no 

extravasamento de azul Evans no grupo que recebeu anti-PD-L1 durante a sensibilização 

quando comparado ao controle positivo e ao grupo isotipo anti-PD-L1. Não houve 

variação significativa entre os grupos nos experimentos de anafilaxia cutânea passiva. 

CONCLUSÃO: O bloqueio da molécula PD-L1 durante a sensibilização com alérgeno 

inibe a síntese de IgE e a IgG1 específicas e diminui a resposta alérgica. 

 

Descritores: Mastócitos; Antígeno B7-H1; Anafilaxia; Muridae; Hipersensibilidade; 

Imunoglobulina E; Imunoglobulina G.   



 

Summary 

 

Santos RB. PD-L1 protein inhibition in a murine model of immediate hypersensitivity 

[thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 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 FcεRI 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 μl phosphate-

saline buffer subcutaneously and the other 5 groups were sensitized subcutaneously with 

50 μg 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 μl of 5 μg/μl Ovalbumin and Evans blue, 200 μl, 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 μl 

0.25% and 10μl of ovalbumin allergen at 5μg/μl 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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1.1 Mastócitos e IgE 

Os mastócitos, também conhecidos como células efetoras da reação de 

hipersensibilidade imediata, são abundantemente encontrados em tecidos que fazem 

barreira com o ambiente externo, como a pele ou as mucosas dos tratos respiratório e 

gastrointestinal. Essas células foram descritas pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1878 

(1). Ele observou que os grânulos citoplasmáticos dos mastócitos se coravam em roxo 

com o corante azul de anilina básico e denominou o processo de metachromasia. 

Posteriormente, descobriu-se que o proteoglicano de heparina altamente sulfatado que 

está presente nesses grânulos se liga fortemente ao corante básico que, com a 

polimerização de suas moléculas, muda sua cor do azul para o carmesim (2). No entanto, 

as propriedades funcionais dos mastócitos permaneceram desconhecidas durante muito 

tempo. Dados recentes revelam uma grande complexidade de mastócitos com diferentes 

fenótipos associados a diferentes órgãos e com muitas moléculas de superfície com 

potencial para interações com células vizinhas no tecido mucoso e conectivo, que podem 

modular respostas ativadoras e inibitórias(3). 

Quase um século após a descoberta do mastócito, seu importante papel na alergia 

foi confirmado. Esse conhecimento veio gradualmente pelos achados de vários estudos, 

como a descoberta da IgE pelo casal Ishizaka, em 1966, e dos receptores Fc de alta 

afinidade (FcεRI) em mastócitos (4–6). A identificação da IgE foi gradualmente 

alcançada nos anos 60. A IgE humana foi visualizada pela primeira vez por precipitação 

da proteína com o anticorpo de coelho específico para a "reagina" humana (γE) em gel 

de agarose e a banda de precipitação foi marcada com um antígeno radioativo da ambrósia 

americana (o método baseia-se no mesmo princípio do Western Blot, o qual é realizado 

atualmente)(4). Paralelamente, Johansson e Bennich, em 1967, relataram um caso atípico 
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de proteína de mieloma expressa em grande quantidade e que não pertencia a nenhuma 

das quatro classes de Imunoglobulina conhecidas (IgA, IgD, IgG e IgM). O resultado de 

um estudo em colaboração identificou a proteína do mieloma como sendo a IgE, um 

isótipo distinto de imunoglobulina(7). Após tais descobertas, o receptor de IgE humana 

(FcεRI) foi identificado em mastócitos de macaco (4–7). 

Outra importante descoberta para a melhor compreensão da reação de 

hipersensibilidade imediata foi a descoberta da histamina. Em 1953, foi relatado que os 

mastócitos de ratos liberavam histamina quando estimulados com o composto 48/80, que 

ficou conhecido como um liberador de histamina (8–10). Desde então, nosso 

conhecimento sobre o papel dos mastócitos nas doenças alérgicas que envolvem o 

mecanismo de hipersensibilidade imediata progrediu exponencialmente. 

1.2 Fisiopatologia da doença alérgica mediada pela IgE 

Por muito tempo considerou-se que o processo alérgico tem início com a célula 

apresentadora de antígeno que fagocita, processa e apresenta peptídeos antigênicos, 

através do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II acompanhado 

por moléculas coestimuladoras e coinibitórias, para um linfócito precursor T auxiliar 0 

(T helper 0 - Th0) (11,12). Dependendo da natureza alergênica e quantidade do antígeno, 

a porta de entrada e do ambiente de citocinas presente, este linfócito Th0 se diferencia 

em um linfócito Th2, produzindo principalmente IL-4, IL-5 e IL-13. A IL-4 também 

promove retroalimentação positiva para a via Th2 e suprime a via Th1 (11). 

No entanto, recentemente, a nomenclatura do processo inflamatório na alergia 

evoluiu para além do conceito original de Th2, ao reconhecer que as citocinas associadas 

à polarização de linfócitos T helper 2 (Th2) são largamente secretadas por outras células 
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além da população de células Th2 originalmente descrita. Estas incluem células T 

invariantes, células natural killer (NK), células progenitoras de eosinófilos/basófilos, 

células Th1 sob certas condições (13), e células linfóides inatas de tipo 2 (ILC2s) (14). 

As ILC2s fazem parte do sistema imunológico inato, onde a interação e o reconhecimento 

do antígeno não são necessários para desencadear a secreção de citocinas tipo 2. 

Firmemente reguladas, as ILC2s são parte integrante da imunidade da barreira epitelial, 

envolvida na fisiopatologia da asma (15), na dermatite atópica (16) e na alergia alimentar 

(17). 

Sem alteração, o conceito que a IL-4 e a IL-13 induzem a mudança do isótipo da 

imunoglobulina de M para E no linfócito B, se mantém (12). A troca de isótipo de Ig 

exige três sinais (11,12,18). O primeiro sinal é a apresentação do antígeno ao linfócito T 

pela célula dentrítica(12). O estímulo das interleucinas 4 e 13 compõem o segundo sinal 

para a indução da troca do isótipo IgM para IgE (12). O terceiro sinal é dado pela ligação 

das moléculas coestimulatórias CD40 da superfície das células B ao seu ligante, o 

CD40L, na membrana das células T (12). Estes estímulos ativam a recombinação do 

DNA, promovendo a troca da IgM pela IgE (12). Evidências mostram que a produção de 

IgE específica para o antígeno ocorre principalmente em centros germinativos linfáticos, 

mas as células B produtoras de IgE, que sofrem seleção clonal e maturação da afinidade, 

também podem ser geradas na mucosa respiratória e trato gastrointestinal (19,20). 

Portanto, a IgE pode ser produzida localmente por células B no tecido linfoide associado 

ao intestino ou às vias aéreas, bem como nos linfonodos dos indivíduos com doença 

atópica respiratória, ou alergia alimentar (19–21). 

O anticorpo IgE produzido em respostas ao alérgeno se liga a seus receptores de 

alta afinidade FcRI na superfície dos mastócitos e basófilos. O FcεRI é constituído por 

uma cadeia α com dois domínios extracelulares que se ligam à IgE; uma cadeia β que 
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atravessa a membrana plasmática por quatro vezes e funciona como um amplificador de 

sinal; e duas cadeias γ idênticas, de localização predominantemente intracelular, que 

promovem a ativação celular (22,23). Os “motifs” de sinalização desta forma αβγγ do 

receptor FcεRI consistem os três “immunoreceptor tyrosine-based activation motifs”, um 

na cadeia β e um em cada uma das cadeias γ (23). Duas moléculas de IgE ligadas a 

receptores FcεRI reconhecem o alérgenos e desencadeiam a ativação do mastócito e 

basófilo, dando início à fase imediata da reação de hipersensibilidade imediata (12). 

1.3 IgE e mastócitos medeiam a resposta de hipersensibilidade imediata 

Numa pessoa alérgica, cujos mastócitos de tecidos já possuem IgEs específicas 

ligadas a seus receptores FcεRI, a reexposição ao antígeno original ou de reação cruzada, 

o qual seja bivalente ou multivalente, resulta na ligação cruzada de IgEs adjacentes e,

consequentemente, leva a agregação de receptores FcεRI na superfície celular (23–26). 

Quando a agregação de FcεRI tem força e duração suficientes, desencadeia nos 

mastócitos eventos complexos de sinalização intracelular que, em última análise, 

resultam na desgranulação celular e secreção de diversos produtos biologicamente ativos 

(23–29). 

Alguns mediadores, como os pré-formados armazenados nos grânulos 

citoplasmáticos dos mastócitos (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 

fosfolípides da membrana citoplasmática (prostaglandina D2, leucotrieno B4, 

leucotrienos C4, leucotrieno D4 e leucotrieno E4), são liberados por mastócitos dentro de 

minutos após a exposição ao antígeno(24,26,29). Outros, incluindo um espectro 
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diversificado de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, são produzidos em 

mastócitos a partir da transcrição genética e, portanto, são secretados durante um período 

de horas após a ativação inicial do mastócito (24,26,29). 

 

1.4 Síndromes clínicas da resposta de hipersensibilidade imediata 

 

A reação de hipersensibilidade imediata é uma resposta imune mediada por IgE e 

mastócitos, envolvida em estados inflamatórios de pele e/ou mucosa (30). Utiliza-se o 

termo atopia quando coexiste uma predisposição genética a esse tipo de reação. 

Indivíduos atópicos são aqueles predispostos geneticamente a se sensibilizarem a 

antígenos comuns do meio ambiente, em geral proteínas, que não oferecem risco ao ser 

humano. Produzem IgE de modo rápido, contínuo e em grandes quantidades em resposta 

à exposição a esses alérgenos do meio ambiente, podendo apresentar durante sua vida 

vários tipos de manifestações clínicas (31). Os pacientes podem apresentar manifestações 

respiratórias, como asma e rinoconjuntivite, e manifestações cutâneas, como dermatite 

atópica. Durante a vida, o indivíduo atópico pode apresentar e desenvolver uma ou mais 

dessas doenças, de modo isolado ou associadas entre si. 

A presença de anticorpos IgE é necessária, mas não é suficiente para a expressão 

da doença alérgica. O anticorpo IgE específico ao alérgeno pode ser detectável na pele ou 

no sangue, mas o paciente pode não ter tido sintomas alérgicos evidentes após a exposição 

alergênica. Alguns profissionais de saúde têm teste alérgico epicutâneo (“prick test”) e/ou 

pesquisa de IgE sérica específica para látex positivos, mas não apresentam sintomas 

alérgicos quando expostos a luvas de látex (32). 

Quando a reexposição ao alérgeno desencadeia uma reação alérgica, os efeitos são 

focalizados no sítio onde ocorre a desgranulação dos mastócitos (33). Na resposta 
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imediata, os mediadores pré-formados liberados têm vida curta e, assim, seus potentes 

efeitos sobre os vasos sanguíneos e músculos lisos estão confinados às vizinhanças do 

mastócito ativado (33). Os efeitos continuados da resposta tardia também concentram-se 

no sítio de ativação inicial desencadeada pelo alérgeno e a anatomia particular desse local 

pode determinar a rapidez com que a inflamação é resolvida (33). Assim, a síndrome 

clínica produzida por uma reação alérgica depende crucialmente de três variáveis: a 

quantidade de anticorpos IgE alérgeno-específicos presente, a via pela qual o alérgeno é 

introduzido no organismo e a concentração de alérgeno (33). 

A reação de hipersensibilidade imediata pode ocorrer com sinais e sintomas 

localizados, como na rinite e asma alérgicas, conjuntivite alérgica, dermatite atópica, 

urticária e angioedema, ou de forma sistêmica, como nas anafilaxias, com aumento da 

morbidade e mortalidade desses pacientes (30). Anafilaxia é uma reação sistêmica grave 

que pode levar a morte de maneira súbita (34). Nos Estados Unidos, a anafilaxia acomete 

30 em cada 100.000 habitantes por ano, com mortalidade reportada de 1-2% (35). A 

incidência da anafilaxia vem aumentando nos países desenvolvidos e em 

desenvolvimento, representando aumentos significativos nos custos do sistema de saúde 

(36). 

1.5 Modelos murinos de anafilaxia 

Por muitas razões, estudos de reações alérgicas sistêmicas em seres humanos não 

preenchem todos os requisitos dos comitês de ética. Portanto, os modelos animais são 

necessários para entender melhor os mecanismos fisiopatológicos e avaliar a segurança e 

a eficácia de novas terapias antes de se iniciarem ensaios clínicos em humanos. No 

entanto, o uso de animais experimentais em laboratórios de pesquisa também exige o 
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cumprimento de preceitos éticos. Estes requisitos foram publicados pelos Institutos 

Nacionais de Saúde (NIH), os quais foram revisados há mais de 20 anos (Guia para 

Cuidados e Uso de Animais de Laboratório - NIH, publicação 85-23, revisada em 1985). 

Desde então, modelos experimentais que não atendam a esses requisitos não são 

aceitáveis (37). 

A reação anafilática tem sido reproduzida e analisada em modelo murino pela 

praticidade na criação, procriação, manutenção, manipulação e disponibilidade destes 

animais, inclusive de modelos knockouts e transgênicos (38). Uma variedade de modelos 

animais foram desenvolvidos para estudar os mecanismos envolvidos na inflamação 

alérgica, incluindo modelos de asma alérgica, alergia alimentar, anafilaxia sistêmica e 

anafilaxia local (39–42). Nosso estudo utilizou a técnica de anafilaxia local, mais 

especificamente a técnica de anafilaxia cutânea ativa (ACA) para avaliar a reação 

inflamatória alérgica. 

Coelhos e porquinhos-da-índia foram os primeiros modelos animais utilizados 

para testar reações de hipersensibilidade imediata e as respostas mais sensíveis foram 

geralmente observadas na orelha (43,44). O ensaio foi posteriormente validado para uso 

em ratos e camundongos (45,46). A administração de corante IV tem sido usada para 

medir respostas alérgicas localizadas em modelos animais há quase um século, com 

publicações que descrevem esta técnica que remontam à 1920 (43). Historicamente, uma 

variedade de métodos experimentais foram utilizados, incluindo injeção de antígeno antes 

da injeção de corante, injeção de corante antes da injeção de antígeno e injeção simultânea 

de corante e antígeno (42). A administração de corante intravenoso (IV) como marcador 

da resposta alérgica é um ensaio versátil, pois pode ser usado para medir reações passivas 

e ativas de reação anafilática (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 anafilática ao desafio é transitória; a intensidade máxima é alcançada 

dentro de 10 a 15 min da injeção de corante e nenhuma reação é visível se o corante for 

administrado mais de 30 minutos após o desafio, independentemente das espécies animais 

usadas (42). A quantificação do extravasamento de corantes foi originalmente obtida 

medindo-se o tamanho da pápula formada pela reação inflamatória alérgica (45,47). As 

técnicas espectrofotométricas para medir o extravasamento de corantes no tecido foram 

desenvolvidas para os modelos murinos de anafilaxia cutânea passiva (PCA) na década 

de 1990 (48,49). 

A desgranulação de mastócitos também é frequentemente usada como marcador 

para respostas alérgicas cutâneas. A quantificação dos mastócitos pode ser realizada com 

técnicas de coloração como com o cloro-acetato-esterase (CAE) ou o azul de toluidina,  

ou por imunohistoquímica com o anticorpo anti-CD-117 (45). 

Em camundongos, o alérgeno pode desgranular o mastócito e basófilos por duas 

vias, a denominada via clássica dependente de IgE, de mastócitos e basófilos e 

principalmente de histamina e a via alternativa mediada por IgG do subtipo IgG1 através 

da ativação de receptores de baixa afinidade FcγRIII presentes em macrófagos, basófilos 

e mastócito e tem como mediador principal o fator adivador de plaquetas (PAF) (50,51). 

Vale ressaltar que diferente da via clássica onde a indução de anafilaxia ocorre através de 

células sensibilizadas com IgE ligada à receptores específicos presentes na membrana 

dessas células, a anafilaxia induzida por IgG1 exige a formação de imuno-complexos 

seguido de posterior ligação ao receptor especifico para a porção Fc presentes (FcγR) na 

membrana de macrófagos principalmente. A anafilaxia por IgG não é 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 alterações comportamentais entre elas a aversão ao alérgeno, reação 

correlacionada com a citocina IL-4 e os anticorpos IgG1 (53).  Enquanto em 

camundongos os isotipo IgE e IgG1 são biomarcadores de resposta inflamatória mediada 

por TH2, o isotipo IgG2a é um biomarcador de resposta inflamatória mediada por 

TH1(54).  

 

1.6 Moléculas PD-1 e PD-L1 

 

Pesquisas recentes permitiram uma maior percepção sobre os fatores que reduzem 

a resposta imune antitumoral, levando à descoberta de várias moléculas que atuam nas 

vias de controle coestimulantes e inibitórias, denominadas checkpoint pathways (Figura 

1).No linfócito T essas moléculas são imunorreceptores à base de tirosina 

(Immunoreceptor tyrosine-based), as moléculas que coestimulam a ativação do linfócito 

T são denominadas immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) e as 

moléculas que coinibem a ativação do linfócito T são denominadas immunoreceptor 

tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) (55,56).. 

Um bom exemplo no avanço do conhecimento sobre as moléculas do checkpoint 

pathways que medeiam a supressão imune induzida por tumores é a proteína da “morte-

programada 1” (PD-1). 

O PD-1 é considerado um membro da família dos receptores CD28 e é conhecido 

por CD279, enquanto o PD-L1, um de seus ligantes, é membro da família dos receptores 

B7 ligantes e é conhecido por CD-274 (55,56). O PD-1 está expresso na membrana de 

linfócitos T e linfócitos B, enviando sinais inibitórios nestas células quando ativado pelos 
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seus ligantes PD-L1 ou PD-L2, que são encontrados na membrana de células dendríticas 

e monócitos (57,58). 

Figura 1 Checkpoint pathway: Moléculas expressas na superfície celular que 

participam da regulação do sistema imunológico. 
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Fisiologicamente, a via PD-1/PD-L1 emergiu como resultado da necessidade de 

controlar o grau de inflamação em locais que expressam o antígeno estranho, a fim de se 

evitar uma resposta imune exacerbada com danos ao tecido normal (59). Existe uma 

expressão notável da proteína PD-1 na superfície de todas as células T ativadas. Quando 

uma célula T reconhece o antígeno expresso pelo complexo MHC na célula alvo, são 

produzidas citocinas inflamatórias. Essas citocinas resultam na expressão de PD-L1 no 

tecido, que se liga e ativa a proteína PD-1 na célula T, induzindo à tolerância imune, 

fenômeno em que o sistema imunológico diminui sua capacidade de montar uma resposta 

inflamatória, mesmo na presença de antígenos acionáveis (60). Em certos tumores, mais 

notavelmente em melanomas, a sobre-expressão de PD-L1 inibe a geração de uma 

resposta imune ao tumor (60). 

Os bloqueadores de PD-1/PD-L1 previnem a interação PD-1/PD-L1, facilitando 

assim uma resposta imune positiva para combater o tumor (61). Embora os inibidores de 

PD-1/PD-L1 tenham benefícios claros e demonstrados como agentes anticancerígenos, 

uma limitação ao seu uso é que sua atividade é dependente da geração de uma população 

de células T capazes de reconhecer o tumor através de células apresentadoras de antígeno 

(61). Embora a expressão de PD-L1 pelo tumor possa ser sugestiva de um tumor que 

esteja suprimindo uma resposta imune e poderia servir como um biomarcador, é 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 mastócitos extraídos da medula óssea de 

camundongos mostrou que estas células expressam várias moléculas coestimulatórias e 

coinibitórias em sua membrana, incluindo membros da família B7, como o PD-L1 (62). 

Faltam estudos analisando a expressão de PD-L1, suas funções em mastócitos humanos, 
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seu efeito biológico na sensibilização e seu efeito biológico na fase efetora. Esse data gap 

sustenta nossa pergunta científica. 

1.7 Aplicações terapêuticas 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 várias terapias (63). A evolução da imunoterapia com 

anticorpos contra moléculas coinibitórias no tratamento contra o câncer representa a 

descoberta terapêutica mais bem sucedida nos últimos anos (64). Dados recentes sobre 

imunoterapia com anticorpo monoclonal anti-CTLA4, anti PD-1 e anti PD-L1 elevaram 

o tratamento clínico do melanoma avançado para uma nova era, uma era com aumento

da sobrevida dos pacientes e potencial cura (65). O mesmo tem sido observado em 

pacientes com câncer renal, câncer epidermóide de pulmão, adenocarcinoma de próstata 

e câncer de mama (66–69). A utilização de biomarcadores de PD-L1 prevê a eficiência 

do tratamento com imunoterapia e pacientes com tumores com super-expressão de PD-

L1 são melhores candidatos ao tratamento (70). 

Apesar do grande número de pesquisas sobre os mecanismos das reações 

anafiláticas, pouco se sabe sobre a via coinibitória do receptor Programmed Cell Death 

1 (PD-1) e seu ligante Programmed Cell Death Ligand 1 (PD-L1) na anafilaxia. Explorar 

a via coinibitória de imunorregulação em um modelo de anafilaxia pode ampliar a gama 

de recursos no seu tratamento e prevenção. 



2. PERGUNTA DO ESTUDO
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Qual efeito biológico 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 cutânea ativa 

e passiva. 

3.2 Objetivos específicos 

• Desenvolver o modelo de ACA por Ovalbumina (OVA) e Dermatophagoides

pteronyssinus (Der p). 

• Avaliar a produção de imunoglobulinas IgE, IgG1 e IgG2a como biomarcadores

de sensibilização em modelo murino de ACA. 

• Avaliar a histologia da fase efetora da ACA em modelo murino.

• Avaliar o efeito biológico de PD-1/PD-L1 na sensibilização.

• Avaliar o efeito biológico de PD-1/PD-L1 na fase efetora.



4. MÉTODOS
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O projeto de mestrado inicial intitulado “Avaliação da resposta alérgica cutânea à 

Dermatophagoides pteronyssius e à 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 Comissão de Ética para Análise de Projetos de 

Pesquisa, CEAP, da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo em 

27/04/2015, quando foi designado protocolo de pesquisa 073/15 (Anexo I). Em 11 de 

agosto de 2015, após apresentação do projeto e de seus resultados, assim como devido à 

ampliação da pesquisa com a análise da molécula PD-L1 no modelo de anafilaxia cutânea 

ativa (ACA) desenvolvido, a Comissão Examinadora (banca de qualificação) sugeriu à 

Comissão Coordenadora do Programa a mudança do estudo de mestrado para doutorado 

no Programa de Alergia e Imunopatologia da FMUSP. O projeto foi vinculado ao 

Programa de Doutorado, no modelo sanduíche, 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 ácaro Der p e a ovalbumina (OVA) como alérgenos indutores da reação 

de hipersensibilidade. Posteriormente, avaliamos os efeitos do bloqueio da molécula PD-

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

4.1 Animais 

No Brasil, foram utilizados vinte e quatro (24) camundongos Balb/c fêmeas 

adultas, com 6 a 8 semanas de vida, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em condições 

controladas de temperatura e umidade e com água e ração ad libitum. Os experimentos 

foram realizados conforme as normas da Comissão Brasileira de Experimento Animal 
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(COBEA) e o projeto de pesquisa número 073/15 foi aprovado pela Comissão de Ética 

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-

L1-/-. O que mais tarde se mostrou inviável, uma vez que camundongos PD-L1-/- com 8 a 

10 semanas de vida desenvolvem doenças 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 Saúde (NIH). O projeto foi aprovado pela Comissão 

de Ética do referido hospital e está inscrito como DFCI IRB 15-046 (Anexo II). O projeto 

também foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de Animais (Anexo III). Os 

procedimentos aos quais os animais foram submetidos não causaram diminuição de sua 

mobilidade ou dificuldade na sua alimentação.  

 

4.2 Alérgeno 

 

Os antígenos utilizados foram: o ácaro da poeira doméstica Dermatophagoides 

pteronyssinus (Der p), utilizando-se um extrato em pó liofilizado (Alergia Clínica, 

Laboratorial e Comércio Ltda, São Paulo, Brasil) e a OVA do laboratório Sigma-Aldrich 

(ref.: A5503). O hidróxido de alumínio do laboratório Sigma-Aldrich (ref.: 21645-51-2) 

foi utilizado como adjuvante no projeto de pesquisa em Boston pois camundongos 

C57BL/6 apresentam maior resistência para sensibilização. No Brasil, não foi utilizado 

adjuvante.  
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4.3 Anticorpo monoclonal 

A proteína 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, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644) como 

controle negativo. 

4.4 Protocolo de sensibilização 

O protocolo de sensibilização teve a duração de 28 dias e foi feito por via 

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

4.4.1 Desenvolvimento do Modelo de Anafilaxia Cutânea Ativa 

Foi realizada extensa revisão bibliográfica dos modelos experimentais de alergia 

e anafilaxia cutânea descritos na Literatura, o que propiciou inclusive a publicação de 

uma revisão (37). A anafilaxia cutânea induzida nos modelos pode ser dividida em ativa 

e passiva. No modelo de ACA os camundongos são sensibilizados recebendo doses 

fracionadas do alérgeno, enquanto no modelo de anafilaxia cutânea passiva (PCA) os 

camundongos são sensibilizados ao receber soro de outros camundongos que previamente 

foram ativamente sensibilizados. A via utilizada para sensibilização também variou 

nesses modelos entre a via intraperitoneal e a via inalatório e o alérgeno mais utilizado 

foi a OVA, sempre associada a adjuvante durante o processo de sensibilização. 
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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 adição de adjuvante durante 

a sensibilização.  

 

4.4.1.1 Grupo controle negativo 

 

Os animais do “grupo controle negativo” receberam injeções com 50 μl de tampão 

fosfato-salino (PBS) nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias 

-1, 14 e 27 pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem de IgG1 e IgG2a 

específicas para os antígenos. Nessa etapa de padronização do modelo de ACA, não 

dispúnhamos dos reagentes para dosagem de IgE total e específicas. No dia 28, os 

camundongos foram desafiados na pele do dorso com 10 μl de tampão fosfato-salino, 10 

μl de Der p a 5 μg/μl e 10 μl de OVA a 5 μg/μl. Também receberam 200 μl de azul de 

Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram sacrificados, 

câmara de gás de CO2, e foi medido o diâmetro da pápula formada na pele invertida e 

fragmentos foram coletados para análise histológica (Figura 2). 

 

 

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 injeções com 50 μl de Der p a 1 μg/μl 

nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 27 pelo plexo 

oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem de IgG1 e IgG2a específicas. No dia 28, foi 

desencadeada a reação inflamatória alérgica por desafio com injeção de 10 μl de Der p a 

5 μg/μl. Nesta ocasião, os camundongos também receberam 200 μl de azul de Evans a 

0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram sacrificados, em câmara 

de gás de CO2, foi medido o diâmetro da pápula na pele invertida formada pela reação 

inflamatória alérgica e fragmentos foram coletados para análise histológica (Figura 3). 

Figura 3 - Linha do tempo do grupo Dermatophagoides pteronyssinus 

4.4.1.3 Grupo Ovalbumina 

Os animais do “grupo OVA” receberam injeções com 50 μl de OVA a 1 μg/μl nos 

dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 27 pelo plexo 

oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem de IgG1 e IgG2a específicas. No dia 28, foi 

desencadeado a reação inflamatória alérgica por desafio com injeção de 10 μl de OVA a 

5 μg/μl. Os camundongos também receberam nesta ocasião 200 μl de azul de Evans a 

0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram sacrificados, câmara de 
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gás de CO2 ,foi medido o diâmetro da pápula formada na pele invertida pela reação 

inflamatória alérgica e fragmentos foram coletados para análise histológica (Figura 4). 

 

Figura 4 - Linha do tempo do grupo Ovalbumina 

 

4.4.2 Bloqueio da Proteína PD-L1 em Modelo de Anafilaxia Cutânea Ativa 

 

Com o sucesso obtido no desenvolvimento do modelo de ACA, o projeto de 

pesquisa foi ampliado para avaliar o efeito do bloqueio da proteína 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 colaboração com 

a Universidade de Harvard. Incluímos a utilização de adjuvantes nos modelos por 

recomendação de coorientadores. A ACA que era induzida no dorso do animal e medida 

pelo diâmetro da pápula formada pela reação inflamatória 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 substâncias e técnicas utilizadas 

Legenda: PBS: Tampão fosfato-salino; OVA: Ovalbumina; ACA: Anafilaxia cutânea 

ativa; PCA: Anafilaxia cutânea passive; Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified 

anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1)(BioLegend, ref.:124318); Isotipo: Anticorpo Ultra-

LEAF™ Purified Rat IgG2b, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644). 

4.4.2.1 Grupo controle negativo 

Os animais do “grupo controle negativo” receberam injeções com 50 μl de 

PBS(PBS) nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 

27 pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a 

específicos no plasma por ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto. No dia 28, os 

camundongos foram desafiados com 50 μl de OVA, recebendo também 200 μl de azul de 

Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram submetidos a 

eutanásia em câmara de gás de CO2 e a reação foi avaliada pelo extravasamento de azul 

de Evans mensurado por espectrofotometria e análise histológica de fragmentos coletados 

(Figura 5). 

Grupos: Técnica Sensibilização Provocação 
Anticorpo 

Sensibilização Provocação 

1 – Controle negativo 

ACA 

PBS 

OVA 

- - 

2 – Controle positivo 

OVA 

- - 

3 – Anti-PD-L1 durante 

sensibilização 
Anti-PD-L1 - 

4 – Isotipo anti-PD-L1 durante 

sensibilização 
Isotipo - 

5 – Anti-PD-L1 durante provocação - Anti-PD-L1 

6 – Isotipo anti-PD-L1 durante 

provocação 
- Isotipo 

7 – Controle positivo (PCA) 

PCA Passiva 

- - 

8 – Anti-PD-L1 durante provocação 

em PCA 
- Anti-PD-L1 

9 – Isotipo anti-PD-L1 durante 

provocação em PCA 
- Isotipo 
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Figura 5 - Linha do tempo do grupo controle negativo 

 

4.4.2.2 Grupo controle positivo 

 

Os animais do “grupo controle positivo” receberam injeções com 50 μl de OVA 

a 1 μg/μl nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos dias -1, 14 e 27 

pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a 

específicos no plasma por ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto. No dia 28, foi 

desencadeado a reação inflamatória alérgica por injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl. Nesta 

ocasião os camundongos também receberam 200 μl de azul de Evans a 0,025% por via 

intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram submetidos a eutanásia em câmara de 

gás de CO2 e a reação foi avaliada pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por 

espectrofotometria e análise histológica de fragmentos coletados (Figura 6). 

 

 

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

Os animais do “grupo anti-PD-L1 durante sensibilização” receberam injeções com 

50 μl de OVA a 1 μg/μl nos dias 0, 7, 14 e 21. Nos dias -1, 6, 13 e 20, 200 μl do anticorpo 

anti-PD-L1 foi aplicado por via intraperitoneal. Amostras de sangue foram coletadas nos 

dias -1, 14 e 27 pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE, 

IgG1 e IgG2a específicos no plasma por ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto. No 

dia 28, os animais foram desafiados com injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl, recebendo 

também 200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os 

animais foram submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2 e a reação foi avaliada 

pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e análise 

histológica de fragmentos coletados (Figura 7). 

Figura 7 - Linha do tempo do grupo anti-PD-L1 durante sensibilização 

4.4.2.4 Grupo Isotipo anti-PD-L1 durante sensibilização 

Os animais do “grupo isotipo anti-PD-L1 durante sensibilização” receberam 

injeções com 50 μl de OVA a 1 μg/μl nos dias 0, 7, 14 e 21. Nos dias -1, 6, 13 e 20, 200 

μl do isotipo anti-PD-L1 foi aplicado via intraperitoneal. Amostras de sangue foram 

coletadas nos dias -1, 14 e 27 pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem dos 
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anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a específicos no plasma por ensaio imunoenzimático 

(ELISA) indireto. No dia 28, os animais foram desafiados com injeção de 10 μl de OVA 

a 5 μg/μl, recebendo também 200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 

10 minutos, os animais foram submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2 e a reação 

foi avaliada pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e 

análise histológica de fragmentos coletados (Figura 8). 

 

 

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

 

4.4.2.5 Grupo anti-PD-L1 durante provocação 

 

Os animais do “grupo anti-PD-L1 durante provocação” receberam injeções com 

50 μl de OVA a 1 μg/μl nos dias 0, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas nos 

dias -1, 14 e 27 pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem dos anticorpos IgE, 

IgG1 e IgG2a específicos no plasma por ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto. No 

dia 27, 200 μl do anticorpo anti-PD-L1 foi aplicado por via intraperitoneal. No dia 28, os 

animais foram desafiados com injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl, recebendo também 

200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram 

submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2 e a reação foi avaliada pelo 

extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e análise histológica 

de fragmentos coletados (Figura 9). 
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Figura 9 - Linha do tempo do grupo anti-PD-L1 durante provocação 

4.4.2.6 Grupo isotipo anti-PD-L1 durante provocação 

Os animais do “grupo isotipo anti-PD-L1 durante provocação” receberam injeções 

com 50 μl de OVA 1 μg/μl nos dias -1, 7, 14 e 21. Amostras de sangue foram coletadas 

nos dias 0, 14 e 27 pelo plexo oftálmico (300 μl/sangria) para dosagem dos anticorpos 

IgE, IgG1 e IgG2a específicos no plasma por ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto. 

No dia 27, 200 μl do isotipo anti-PD-L1 foi aplicado por via intraperitoneal. No dia 28, 

os animais foram desafiados com injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl, recebendo também 

200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram 

submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2 e a reação foi avaliada pelo 

extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e análise histológica 

de fragmentos coletados (Figura 10). 

Figura 10 - Linha do tempo do grupo isotipo anti-PD-L1 durante provocação 



MÉTODOS 30 

4.4.2.7 Grupo anafilaxia cutânea passiva (controle positivo)  

 

No “grupo PCA”, o soro de animal sensibilizado a OVA foi diluído (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 injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl, recebendo também 

200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram 

submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2, a reação foi avaliada pelo 

extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e fragmentos foram 

coletados para analise histológica (Figura 11). 

 

Figura 11 - Linha do tempo do grupo anafilaxia cutânea passiva (Controle 

Positivo) 

 

4.4.2.8 Grupo anti-PD-L1 em anafilaxia cutânea 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 à OVA foi diluído (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 injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl, recebendo também 

200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os animais foram 

submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2, a reação foi avaliada pelo 
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extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e fragmentos foram 

coletados para analise histológica (Figura 12). 

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

4.4.2.9 Grupo isotipo anti-PD-L1 em anafilaxia cutânea 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 

diluído (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 injeção de 10 μl de OVA a 5 μg/μl, recebendo 

também 200 μl de azul de Evans a 0,025% por via intravenosa. Após 10 minutos, os 

animais foram submetidos a eutanásia em câmara de gás de CO2, a reação foi avaliada 

pelo extravasamento de azul de Evans mensurado por espectrofotometria e fragmentos 

foram coletados para analise histológica (Figura 13). 
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Figura 13 - Linha do tempo do grupo isotipo anti-PD-L1 em anafilaxia cutânea 

passiva 

 

4.5 Reação de anafilaxia cutânea ativa 

 

O ensaio de ACA foi realizado para avaliar a presença de anticorpos específicos com 

atividade anafilática na pele dos camundongos sensibilizados (71,72). Os animais 

sensibilizados a OVA receberam por via s.c. na orelha direita 10 μl de PBS com alérgeno 

na concentração 5 μg/μl de OVA. Na orelha esquerda foi aplicado 10 μl de PBS (controle 

negativo). Em seguida, foi administrado por via intravenosa o azul de Evans a 0,25%. 

Após 10 minutos da reação, os animais são sacrificados câmara de gás de CO2. O azul de 

Evans que extravasou para o tecido é extraído após 12 horas em 700 μl de formamida a 

63°C. Então a absorbância da solução composta por formamida e azul de Evans é 

mensurada por espectrofotômetro à 620 nm. A ACA é considerada positiva quando a 

absorbância é maior que 0.150 nm (Figura 14). 
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Figura 14 - Técnica de anafilaxia cutânea ativa: Injeção intradérmica na orelha com 

alérgeno diluído em PBS 

Legenda: (A). Após 10 minutos da exposição ao alérgeno, o camundongo é sacrificado e 

a orelha é seccionada (B). O fragmento de orelha é mantido em formamide à 63 °C por 

18 horas para extrair do tecido o corante de azul de Evans (C). 

4.6 Reação de anafilaxia cutânea passiva 

Neste método o soro de animal sensibilizado a OVA foi diluído (1/40, 1/80, 1/160 

e 1/320) e 10 mcl injetado por via s.c. no dorso do camundongo. Após 2 horas, 200 μl de 

azul de Evans 0,25% e 10 μl do alérgeno OVA a 5 μg/μl é injetado por via intravenosa. 

Após 10 minutos da reação, os animais são sacrificados em câmara de gás de CO2 . O 

azul de Evans que extravasou para o tecido é extraído após 12 horas em 700 μl formamida 

a 63°C. Então a absorbância da solução composta por formamida e azul de Evans é 

mensurada por espectrofotômetro à 620 nm. 

4.7 Dosagem de anticorpo 

 Foram dosados os anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a específicos no plasma por ensaio 

imunoenzimático (ELISA) indireto. Os kits utilizados são da Affymetrix eBioscience, 
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IgE (ref.:88-50460-22), IgG1 (ref.:88-50410-22) e IgG2a (ref.:88-50420-22). Amostras 

de sangue foram obtidas por punção da veia facial. O sangue coletado foi centrifugado a 

2000 rpm por 10 minutos, sendo o plasma separado e congelado a - 20°C.  

Para determinação de IgE, IgG1 e IgG2a, a microplaca foi recoberta com 

anticorpo de captura. Após incubação e lavagem, os soros foram adicionados em uma 

diluição previamente determinada. Para revelar a reação, foram adicionados anticorpos 

de detecção biotinilados específicos para IgE, IgG1 ou IgG2a, seguido de incubação e 

lavagem. Por fim, a solução reveladora, contendo conjugado enzimático de 

estreptoavidina-peroxidase, substrato e cromógeno, foi adicionada.  

A reação de cor foi lida em espectrofotômetro a 450 nm. Os resultados foram 

expressos como a média das absorbâncias e comparado com o padrão fornecido pelo kit 

em diluições seriadas.  

 

4.8 Análise histológica: Coloração e quantificação de mastócitos 

 

O corante cloro-acetato-esterase (CAE) foi utilizado para corar os tecidos. A 

técnica de CAE cora os grânulos dos mastócitos; por isso, o número de células coradas é 

menor nos tecidos que sofreram desgranulação de mastócitos do que nos tecidos onde o 

processo não ocorreu(45). 

Os camundongos foram submetidos a eutanásia e amostras de tecido das costas e 

da orelha foram fixados em 10% de formalina tamponada, incorporados na parafina, 

garantindo uma orientação transversal de todos os tecidos, e cortados com a espessura de 

4 mm. As lâminas foram digitalizadas no microscópio Pannoramic 250 Flash II 3D 

Histech Ltda. Os mastócitos foram quantificados de acordo com a área (mm2), usando 

análise de imagem gerada por computador (software NIH Image J, versão 1.49v). 
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4.9 Análise estatística 

As diferenças estatísticas entre os grupos experimentais foram detectadas após 

análise de variância (One-Way ANOVA), seguido do teste não-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 análise 

estatística. 



5. RESULTADOS
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5.1 Resultados obtidos durante o desenvolvimento do Modelo de Anafilaxia 

Cutânea Ativa 

5.1.1 Anafilaxia cutânea ativa: Dermatophagoides pteronyssinus e 

Ovalbumina 

Após a fase de sensibilização, 3 camundongos de cada grupo (alérgenos e controle 

negativo) foram submetidos ao procedimento de ACA. A reação foi positiva nos grupos 

Der p e Ova, sendo que no grupo Der p a reação só foi positiva a partir da provocação 

com 10g, enquanto no grupo Ova a reação já era positiva a partir de 5g (Figura 15, 

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

apresentou reação negativa em ambas provocações, com Der p e Ova (Figura 18). 

Figura 15 - Leitura da reação foi feita 10 minutos após o desafio com os respectivos 

alérgenos 

Legenda: O diâmetro da pápula azul na pele invertida do animal é considerado positivo 

quando maior do que 5 mm. A: No grupo Dermatophagoides pteronyssinus a reação foi 

considerada positiva a partir da provocação com 10g. B: No grupo Ovalbumina a partir 

de 5g. C: No grupo controle negativo a reação foi negativa para ambos alérgenos 

utilizados nas provocações. 

A    B     C 
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Figura 16 - Anafilaxia cutânea ativa no grupo de camundongos sensibilizado à 

Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) 

Legenda: A reação foi avaliada pelo diâmetro da pápula formada após desafio. Os 

desafios com tampão fosfato-salino (PBS), 50 μg de ovalbumina (OVA) e 5 μg de Der p 

foram considerados negativos pois não ultrapassaram 5 milímetros de diâmetro. Os 

desafios com 10 e 50 μg de Der p foram considerados positivos pois ultrapassaram 

milímetros de diâmetro 
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Figura 17 - Anafilaxia cutânea ativa no grupo de camundongos sensibilizado à 

ovalbumina (OVA) 

Legenda: A reação foi avaliada pelo diâmetro da pápula formada após desafio. Os 

desafios com 10 μl de tampão fosfato-salino (PBS) e 50 μg de Dermatophagoides 

pteronyssinus (Der p) foram considerados negativos pois não ultrapassaram 5 milímetros 

de diâmetro. Os desafios com 5, 10 e 50 μg de OVA foram considerados positivos pois 

ultrapassaram 5 milímetro de diâmetro. 
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Figura 18 - Anafilaxia cutânea ativa no grupo de camundongos injetado com 50 μl de 

tampão fosfato-salino (PBS) por via subcutânea uma vez por semana 

Legenda: A reação foi avaliada pelo diâmetro da pápula formada após desafio. Os 

desafios com 10 μl de tampão fosfato-salino (PBS), 50 μg de Dermatophagoides 

pteronyssinus (Der p) e 50 μg de Ovalbumina (OVA) foram considerados negativos pois 

não ultrapassaram 5 milímetros de diâmetro. 

 

5.1.2 Anticorpos IgG1 e IgG2a: Dermatophagoides pteronyssinus e 

Ovalbumina 

 

Todos os 8 camundongos de cada grupo tiveram os anticorpos IgG1 e IgG2a 

específicos para os alérgenos dosados. Foi observado níveis 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 específica foi realizada, porém os 

resultados não foram considerados pois o anticorpo anti-IgE estava deteriorado. 
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Figura 19 - Nível sérico de IgG1 para Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) nos 

dias 0, 14 e 28 

Legenda: Houve elevação do anticorpo com significância estatística no grupo Der p entre 

os dias 0, 14 e 28. O mesmo não ocorreu no grupo PBS (tampão fosfato-salina). 

Figura 20 - Nível sérico de IgG1 para Ovalbumina (OVA) nos dias 0, 14 e 28 

Legenda: Houve elevação do anticorpo com significância estatística no grupo OVA entre 

os dias 0, 14 e 28. O mesmo não ocorreu no grupo PBS (tampão fosfato-salina). 
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Figura 21 - Nível sérico de IgG2a para Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) nos 

dias 0, 14 e 28 

O mesmo não ocorreu com o grupo PBS (tampão fosfato-salina). 

 

 

Figura 22 - Nível sérico de IgG2a para Ovalbumina (OVA) nos dias 0, 14 e 28 

Legenda: Houve elevação do anticorpo com significância estatística no grupo OVA entre 

os dias 0, 14 e 28. O mesmo não ocorreu no grupo PBS (tampão fosfato-salina). 

 

 



RESULTADOS 43 

5.1.3 Histologia: Dermatophagoides pteronyssinus e Ovalbumina 

Foi realizada a avaliação histológica de 5 camundongos de cada grupo. O Grupo 

PBS apresentou infiltrado inflamatório inespecífico mínimo, com predomínio de 

linfócitos 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 

inflamatório predominantemente polimorfonuclear difuso, com recrutamento intenso de 

células, constituídas em sua maioria por neutrófilos, eosinófilos e mastócitos (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. Não foram 

observados granulomas ou vasculites. 

Figura 23 - Número de linfócitos, mastócito e eosinófilos após desafio 

Legenda: Os grupos sensibilizados a Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) e 

Ovalbumina (OVA) apresentaram um número significativamente maior de mastócitos e 

eosinófilos que o grupo tampão fosfato-salina (PBS) após o desafio. O número de 

linfócitos foi significativamente maior no grupo PBS quando comparado aos grupos Der 

p e Ova. 
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Figura 24 - Número de neutrófilos após desafio 

Legenda: Os grupos sensibilizados Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) e 

Ovalbumina (OVA) após o desafio apresentaram um número significativamente maior de 

neutrófilos que o grupo tampão fosfato-salina (PBS). 

 

5.2 Resultados obtidos durante bloqueio da Proteína PD-L1 em Modelo de 

Anafilaxia Cutânea Ativa 

 

5.2.1 Anafilaxia cutânea ativa com bloqueio da proteína PD-L1 

 

Nos grupos controle positivo, anti-PD-L1 durante a provocação, isotipo PD-L1 

durante sensibilização e isotipo PD-L1 durante provocação a reação foi considerada 

positiva, pois a medida por espectrofotometria do Azul de Evans extravasado ultrapassou 

a absorbância de 0.15 nm. A reação foi negativa no grupo controle negativo (não 

sensibilizado) e no grupo que recebeu anti-PD-L1 durante a sensibilização em 5 

camundongos de cada grupo (Figura 25). 
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Figura 25- Absorbância do extravasamento de azul de Evans na anafilaxia cutânea 

ativa dos grupos controle negativo, controle positivo, anti-PD-L1 durante 

sensibilização, anti-PD-L1 durante provocação, isotipo PD-L1 durante sensibilização e 

isotipo anti-PD-L1 durante provocação. 

Legenda: A reação provocada pelo alérgeno foi considerada positiva no grupo controle 

positivo, anti-PD-L1 durante provocação, isotipo PD-L1 durante sensibilização e isotipo 

anti-PD-L1 durante provocação e considerada negativa no grupo negativo e no grupo 

anti-PD-L1 durante sensibilização. Houve redução estatisticamente significante no 

extravasamento de azul Evans no local da injeção do alérgeno entre o grupo anti-PD-L1 

sensibilização e os grupos controle positivo, anti-PD-L1 durante provocação, isotipo PD-

L1 durante sensibilização e isotipo anti-PD-L1 durante provocação. PBS: Tampão 

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, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644). 
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Houve diferença estatisticamente significante no extravasamento de azul Evans 

no local da injeção do alérgenos, no grupo anti-PD-L1 durante sensibilização em relação 

aos grupos controle positivo, anti-PD-L1 durante provocação, isotipo PD-L1 durante 

sensibilização e isotipo PD-L1 durante provocação (Figura 25). Ou seja, o bloqueio de 

PD-L1 na fase de sensibilização levou a redução significativa do extravasamento de azul 

de Evans.   

 

5.2.2 Anafilaxia cutânea passiva com bloqueio da proteína PD-L1 

 

Assim como na ACA, na PCA, a reação é considerada positiva quando a medida 

por espectrofotometria do Azul de Evans extravasado ultrapassa a absorbância de 0.15 

nm. A reação foi positiva nos grupos controle positivo, anti-PD-L1 e isotipo PD-L1 em 

cinco camundongos de cada grupo (Figura 26). 

Houve diferença estatisticamente significante no extravasamento de Azul Evans 

entre os grupos: controle negativo com injeção de alérgeno e controle positivo com 

injeção de alérgeno; controle positivo com injeção de PBS e controle positivo com injeção 

de alérgeno; controle negativo com injeção do alérgeno e anti-PD-L1 com injeção de 

alérgeno; anti-PD-L1 com injeção de PBS e anti-PD-L1 com injeção de alérgenos; 

controle negativo com injeção do alérgeno e isotipo anti-PD-L1 com injeção de alérgeno; 

isotipo anti-PD-L1 com injeção de PBS e isotipo anti-PD-L1 com injeção de alérgeno. 

Quando utilizada a técnica de PCA, não foi possível observar redução no extravasamento 

de azul de Evans na presença do anti-PD-L1 ou do isotipo anti-PD-L1 (Figura 26).  
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Figura 26 - Absorbância do extravasamento de azul de Evans na anafilaxia cutânea 

passiva dos grupos controle negativo, controle positivo e anti-PD-L1. 

Legenda: Não houve variação estatística entre controle positivo e anti-PD-L1. PBS: 

Tampão fosfato-salino. Alérgeno utilizado foi Ovalbumina. PCA: Anafilaxia cutânea 

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 

IgG2b, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644). 

Utilizando a técnica de PCA também foi comparado diferentes diluições do soro 

de camundongo previamente sensibilizado à OVA. O soro foi diluído em PBS à 1/40, 

1/80, 1/160 e 1/320 e aplicado nos grupos controle positivo, anti-PD-L1 e isotipo anti-

PD-L1. A reação foi positiva nas diluições 1/80 e 1/40 em todos os grupos e não houve 

variação significativa entre os grupos, considerando-se a mesma diluição (Figura 27). 

Novamente, não foi observado diferença no extravasamento quando utilizado anti-PD-L1 

ou isotipo anti-PD-L1. 
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Figura 27 - Absorbância do extravasamento de azul de Evans na anafilaxia cutânea 

passiva utilizando soro diluído 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 reação foi positiva nas diluições 1/80 e 1/40 em todos os grupos e não houve 

variação significativa entre os grupos na mesma diluição. PCA: Anafilaxia cutânea 

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, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644). 

 

5.2.3 Anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a com bloqueio da Proteína PD-L1 

 

Todos os cinco camundongos de cada grupo tiveram os anticorpos IgE, IgG1 e 

IgG2a específicos para OVA séricos dosados no dia 0, 14 e 28. O nível sérico de IgE 

específicos 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 sensibilização (Figura 

28). Isto sugere que o bloqueio de PD-L1 pode interferir na modulação da resposta Th2.  
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Figura 28 - Valores de IgE específica sérica nos grupos controle negativo, controle 

positivo, anti-PD-L1 durante sensibilização e isotipo anti-PD-L1 durante sensibilização, 

nos dias 0, 14 e 28 do protocolo de sensibilização. 

Legenda: O nível sérico de IgE específica apresentou maior elevação, nos dias 14 e 28, 

no grupo controle positivo e isotipo anti-PD-L1 do que no grupo anti-PD-L1 durante 

sensibilização. 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, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644). 

No dia 28, o grupo anti-PD-L1 apresentou menor elevação do nível sérico e IgG1 

específicos para OVA do que ambos os grupos controle positivo e isotipo anti-PD-L1 

(Figura 29). 
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Figura 29 - Valores de IgG1 sérica nos grupos controle negativo, controle positivo, 

anti-PD-L1 durante sensibilização, isotipo anti-PD-L1 durante os dias 0, 14 e 28 da 

sensibilização. 

Legenda: No dia 28, o grupo anti-PD-L1 apresentou menor elevação do nível sérico de 

IgG1 específica do que ambos os 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 

IgG2b, κ Isotype (BioLegend, ref.:400644). 
 

Quanto ao nível sérico de IgG2a, não foi observado variação estatística 

significante entre os grupos nos dias 0, 14 e 28 (Figura 30). 
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Figura 30 - Valores de IgG2a sérica nos grupos controle negativo, controle positivo, 

anti-PD-L1 durante sensibilização, isotipo anti-PD-L1 durante os dias 0, 14 e 28 da 

sensibilização. 

Legenda: Não foi observado variação significativa entre os grupos. Não foi observado 

variação estatística 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, κ 

Isotype (BioLegend, ref.:400644). 

5.2.4 Histologia com bloqueio da Proteína PD-L1 

A avaliação histológica foi realizada em 2 camundongos de cada grupo. 

Utilizando a técnica Cloro-acetato-esterase para corar o tecido é possível visualizar em 

vermelho os grânulos dos mastócitos que não desgranularam (Figura 31). Com isso foi 

avaliado em qual fragmento de tecido houve maior ou menor desgranulação de 

mastócitos.  

Os camundongos foram provocados em dois locais: com injeção intradérmica na 

orelha e com injeção s.c. no dorso. Houve diferença significativa entre o número de 

mastócitos por milímetro quadrado quando o local de provocação foi a orelha com injeção 

intradérmica do alérgeno. O grupo controle positivo apresentou 20,03 mastócitos/mm2 e 

o grupo anti-PD-L1 administrado durante a sensibilização apresentou 24,20
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mastócitos/mm2. O maior número de mastócitos no grupo anti-PD-L1 durante 

sensibilização sugere que a desgranulação foi menor neste grupo do que no grupo controle 

positivo, uma vez que o mastócito após desgranulação não é corado pelo CAE (Figura 

32). 

 

 

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 mastócitos/mm2. (B) Tecido da orelha do grupo anti-PD-L1 corado 

com cloro-acetato-esterase com 24.7 mastócitos/mm2. Anti-PD-L1: Anticorpo Ultra-

LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, ref.:124318).  

 

A provocação s.c. com alérgeno no dorso dos animais não apresentou diferenças 

estatisticamente significantes, mas também foi encontrado um número menor de 

mastócitos no grupo controle positivo do que no grupo anti-PD-L1 durante sensibilização 

(Figura 32). 
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Figura 32 - Análise histológica com a contagem do número de mastócitos nos grupos 

controle negativo, controle positivo, anti-PD-L1 durante sensibilização e isotipo anti-

PD-L1 durante sensibilização. 

Legenda: O número de mastócitos que desgranulou no grupo controle positivo foi 

significativamente maior que no grupo anti-PD-L1 durante sensibilização. Anti-PD-L1: 

Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse CD274 (B7-H1, PD-L1) (BioLegend, 

ref.:124318). Anticorpo Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2b, κ Isotype (BioLegend, 

ref.:400644). 
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Neste estudo nós demonstramos que o tratamento com anti-PD-L1 durante a 

sensibilização, mas não durante a fase efetora, diminuiu a produção de IgE e IgG1 

específicas para OVA e diminuiu a desgranulação de mastócito e o extravasamento 

vascular no local da provocação.

Na literatura é possível encontrar diferentes modelos experimentais que buscam 

interpretar o papel dos receptores PD-1 e PD-L1 na inflamação, sobretudo na oncologia.  

Pesquisas decifrando o papel destas moléculas, que são intensamente expressas em 

mastócitos, nos processos alérgicos são raras. Assim como em nosso estudo, Akbari et al. 

sensibilizaram e provocaram animais com OVA, mas utilizando um modelo de 

hiperresponsividade brônquica (AHR) (73). Eles demonstraram em camundongos PD-

L1-/- redução, estatisticamente significativa, na AHR e inflamação mínima das vias 

aéreas, com pouca infiltração de eosinófilos quando comparados a camundongos BALB/c 

tipo selvagem. No nosso estudo bloqueamos o ligante PD-L1 com anticorpos anti-PD-L1 

durante a sensibilização e o desfecho foi redução do extravasamento vascular. Eles 

também estudaram camundongos PD-L2-/- 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 patogênese de doenças 

alérgicas, induzindo respostas imunes de padrão Th2 e Th1, respectivamente. 

Foi avaliado in vitro, como determinadas citocinas do microambiente inflamatório 

determinam a expressão de PD-L1 e PD-L2 em células dendríticas. A célula dendrítica 

virgem expressa PD-L1 em moderada abundância e PD-L2 em baixa quantidade. Na 

presença de IL-4 a expressão de PD-L1 e PD-L2 em células dendríticas é de moderada 

abundância. Na presença de IFN-γ a expressão de PD-L1 aumenta muito e PD-L2 

elevasse pouco; e na presença de IFN-γ e lipopolissacarídeo a expressão de PD-L1 se 

eleva e PD-L2 diminui (73).
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Por outro lado, a expressão aumentada de PD-L1 observada em células dendríticas 

pulmonares, macrófagos e células B após o desafio com OVA inibe a produção de IFN-

γ, o 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-γ e redução de AHR (73).  

Singh et al. observaram que após reconhecimento antigênico e ativação, as células 

dendríticas pulmonares expressam PD-L1 e PD-L2. A interação PD-1/PD-L1 produz uma 

resposta Th2 com mais produção de IL-4, o que leva ao aumento da AHR. No entanto, a 

interação PD-1/PD-L2 inicia uma resposta do tipo Th1 com expressão aumentada de IFN-

 e subsequentemente redução da AHR. A expressão simultânea de PD-L1 e PD-L2 

neutraliza os efeitos únicos e não leva à polarização imediata das células T (74) (Figura 

33). 

Em nosso estudo, bloqueamos a interação de PD-1/PD-L1 com o anti-PD-L1. 

Baseado nos achado de Singh et al., podemos presumir que houve uma menor polarização 

para Th2, consequentemente uma menor produção de IL-4, IL-5 e IL-13, que levou a uma 

menor ativação de linfócito B em plasmócito, que por sua vez levou a menor mudança da 

classe de anticorpos de IgM para IgE e IgG1, com redução do nível sérico de IgE e IgG1. 

No vigésimo oitavo dia, a inibição foi parcial para IgE(Figura 28) enquanto a inibição 

para IgG1 (Figura 29) se manteve. É possível que a PD-L1 contribua para o controle da 

recombinação precoce de troca de isotipos para IgE, mas possa escapar do controle de 

PD-L1 em momentos posteriores, possivelmente devido à produção local de IgE tecidual. 

O nível sérico de IgE específica impacta na sensibilização de mastócitos, 

explicando a observação do grupo tratado com anti-PD-L1 apresentar menor número de 

mastócitos desgranulados. Estas descobertas mostram o papel da interação PD-1/PD-L1 

em células dendríticas e linfócitos T nas doenças alérgicas. 
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Figura 33 - Papel dos receptores PD e seus ligantes PD-L1 e PD-L2. 

Legenda: Após reconhecimento e ativação, as células dendríticas expressam PD-L1 e PD-

L2. A interação PD-1 / PD-L1 produz uma resposta Th2 com mais produção de IL-4 e 

IL-13 o que leva ao aumento da resposta inflamatória alérgica (direita). No entanto, a 

interação PD-1 / PD-L2 inicia uma resposta do tipo Th1 com expressão aumentada de 

IFN-y e subsequentemente reduz a resposta inflamatória alérgica (esquerda). A expressão 

simultânea de PD-L1 e PD-L2 neutraliza os efeitos únicos e não leva à polarização 

imediata das células T (meio). Fonte: Modificado de Singh et al. 2011. 

O PD-L1 também foi considerada diretamente responsável pela geração de células 

T reguladoras (75). McGee e Agarwal relataram que o PD-1 está ativado quando 

linfócitos T reguladores (Treg) suprimem a AHR e a inflamação das vias aéreas. Em um 

modelo em camundongos, esses autores observaram que os Tregs do baço e pulmões 

induzíveis expressando PD-1 reverteram completamente a inflamação pulmonar e a AHR 

frente à metacolina. Desta forma foi sugerido que a PD-1 está criticamente envolvida no 

mecanismo de ação dos linfócitos Treg (76).
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Recentemente, observou-se que a PD-L1 associada a queratinócitos desempenha 

um papel importante na regulação negativa da função efetora de células T CD8 em sítios 

inflamatórios e desempenha um papel crucial na tolerância de células T periféricas contra 

antígenos exógenos (77). O PD-L1 interage não apenas com a PD-1, mas também com 

um segundo receptor, B7-1, nas células T ativadas, e essa interação regula negativamente 

a expansão das células T (78). 

O bloqueio da interação PD-L1 com PD-1 e B7-1 com um anticorpo monoclonal, 

como o utilizado em nosso estudo, resulta em níveis aumentados de IFN-γ, mas não 

afetam a produção de IL-4 (73). O mesmo foi observado por Matsumoto et al. que em seu 

estudo evidenciaram elevação de citocinas IL-5, IL-13 e IFN- γ em animais que foram 

tratados com anti-PD-L1 durante a sensibilização à OVA. Entretanto, neste estudo não 

houve redução da AHR com o bloqueio de  PD-L1 (79). 

Sabe-se que a PD-1 desempenha funções críticas na regulação da autoimunidade, 

imunidade a tumores, imunidade infecciosa, imunidade ao transplante e na definição de 

privilégio imunológico. Recentemente, uma nova função da PD-1 e de seus ligantes na 

patogênese da doença alérgica foi estudada e revelou uma função coestimulatória crucial 

dos ligantes PD-1 e PD-L1 na patogênese da asma. Há fortes evidências de que a molécula 

PD-1 está envolvida na manutenção da tolerância periférica e que a PD-L1 contribui para 

sensibilização a alérgenos e na indução da asma. Os modelos de alergia e asma geraram 

evidências científicas de que PD-L1 e PD-L2 têm papéis opostos na modulação e 

polarização das funções das células T em AHR e inflamação das vias aéreas(74).  

Camundongos PD-L1 knockout foram desenvolvidos e amplamente estudados 

pela Dr Arlene Sharpe. Em um modelo de doenças 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 crítico na tolerância das células 
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T(80). Inicialmente pretendíamos utilizar camundongos knockouts para PD-L1, mas a 

deficiência do PD-L1 os deixa mais propensos a desenvolver doenças autoimunes entre 

a 8-12 semana de vida. 

Os achados de McAlees et al. destacam a complexidade da regulação imunológica 

via PD-1 e sugerem que a variabilidade observada em estudos examinando o papel dos 

membros da família PD-1 no controle da asma alérgica pode se dever à capacidade 

diferencial de regulação de subpopulações de células TCD4+ efetoras específicas. Foram 

estudados linfócitos T naive cultivados em condições polarizantes para Th1, Th2 e Th17 

na presença de anti-PD-L1(81). O anticorpo diminuiu a produção de IFN-γ no perfil Th1, 

diminuiu a produção de IL-17A e IL-17F no Th17, mas, em contraste, o perfil Th2 não 

sofreu alteração significativa na produção IL-5 e IL-13, inclusive com aumento de 40% 

na produção de IL-4 (81). As células Th17 parecem ser fortemente inibidas pelo eixo PD-

1/PD-L1, e as respostas Th17 excessivas estão associadas ao desenvolvimento de asma 

alérgica mais grave (81). De uma perspectiva clínica, esses dados sugerem que o eixo 

PD-1/PD-L1 exerce uma influência inibitória na asma, mas está envolvido apenas na 

regulação da gravidade da doença e não no início da doença. 

O estímulo do eixo regulador PD-1/PD-L1 apresenta funções paradoxais de 

regulação da resposta imune e de indução de resposta imune de perfil Th2. No presente 

estudo, o bloqueio de PD-L1, diminuiu a resposta alérgica, sugerido que o estímulo de 

indução de resposta imune Th2 por PD-L1 sobrepõe a ação inibitória da molécula. A 

imunomodulação desse eixo pode representar nova opção de prevenção e terapêutica na 

abordagem do tratamento das doenças alérgicas, como a asma. 
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É provável que a molécula PD-L1 tenha um papel importante durante a fase de 

sensibilização alérgica, uma vez que o bloqueio da interação de PD-L1 com PD-1 e B7-

1 inibe a síntese de IgE e IgG1 específicas, a inflamação celular e a permeabilidade 

vascular. 

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

fase efetora não alterou a inflamação celular e a permeabilidade vascular. 
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Anexo I - Carta de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo 



ANEXOS 64 

Anexo II - Carta de aprovação do Brigham and Woman’s Hospital/ Dana-Farber Cancer 
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Anexo III - Carta de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo 
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