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RESUMO 
 
 
Barboza R. Influência dos receptores do tipo Toll 2 e 4 no desenvolvimento da 
alergia pulmonar experimental induzida por Blomia tropicalis em presença de 
lipopolissacarídio [tese (Doutorado em Imunologia)]. São Paulo: Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 
 

A asma é uma síndrome respiratória caracterizada por uma inflamação 
crônica pulmonar das vias aéreas associada com uma obstrução intermitente e 
hiper-reatividade (AHR). O aumento de caso de asma, principalmente alérgica 
tem sido explicado pela teoria da higiene. De acordo com esta teoria, existe 
uma relação inversa entre o aumento de doenças alérgicas e menor exposição 
microbiana. O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do 
lipopolissacarídeo (LPS) durante a sensibilização com extrato de Blomia 
tropicalis, um prevalente alérgeno presente na poeira doméstica de regiões 
tropicais. Para induzir a alergia pulmonar experimental, camundongos foram 
sensibilizados s.c. com o extrato de B. tropicalis adsorvido ao alum em 
presença ou não de LPS nos dias 0 e 7 e desafiados i.n. com o extrato de B. 
tropicalis nos dias 14 e 21. A AHR e inflamação pulmonar foram avaliadas nos 
dias 15 e 21, respectivamente. Para avaliar as vias de sinalização envolvidas, 
foram usado animais deficientes na expressão de TLR2, TLR4, CD14, MyD88, 
IFNγR e na produção de IFNγ. Os animais controles sensibilizados e 
desafiados com o extrato de B. tropicalis apresentaram intensa inflamação 
pulmonar eosinofílica, AHR, grande produção de muco, aumento na produção 
de citocinas do tipo 2 no lavado broncoalveolar (BAL) e aumento de IgE. 
Quando o LPS foi adicionado, observou-se uma inibição no influxo de 
eosinófilos e um aumento no influxo de neutrófilos no BAL. O LPS também 
inibiu IL-4 e IL5 e aumentou IFNγ e IL-17. Surpeendentemente, o LPS não 
afetou a AHR, nem a produção de IgE. Utilizando animais nocautes de IFNγ, 
IFN-γR, TLR2, TLR4, CD14 e MyD88, verificou-se que a inibição do infiltrado 
eosinofílico induzido pelo LPS é dependente de IFNγ e MyD88 enquanto que o 
aumento de neutrófilos é independente de IFNγ e dependente da sinalização 
dos TLR2, TLR4 e CD14. Além disso, na ausência de TLR2, TLR4 ou CD14, o 
LPS suprimiu a inflamação pulmonar e AHR. Em conclusão, os resultados 
apresentados indicam que a exposição ao extrato de B. tropicalis e LPS 
induzem um fenótipo de asma não clássico que é dependente da sinalização 
pelos TLR. 
 
 
Palavras chaves: Asma. Alergia. Receptores do tipo Toll. Blomia tropicalis. 
LPS. TLR4. TLR2. CD14. MyD88. 
 



 

 

ABSTRACT 
 
 
Barboza, R. Influence of Toll-like receptors 2 and 4 on the development of 
experimental allergic airway disease induced by Blomia tropicalis in the 
presence of lipopolissacharide. [Ph. D. thesis (Immunology)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 
 

Asthma is a disorder of the airways characterized by chronic inflammation, 
reversible airway obstruction and airway hyperactivity (AHR). The increase of 
allergic asthma has been explained by the Hygiene Hypothesis in which, 
according to this theory, the increase of allergic disease is inversely 
proportional to microbial exposition.  The aim of this work was to study the 
effects of endotoxin during sensitization with Blomia tropicalis extract, a 
prevalent house dust mite (HDM) of tropical regions. To induce experimental 
allergic airways, mice were sensitized s.c. with HDM with or without LPS co-
adsorbed onto alum on days 0 and 7, and challenged i.n. with HDM on days 14 
and 21. AHR and allergic airway inflammation were evaluated on days 15 and 
21, respectively. To address the role of specific signaling pathways we used 
TLR2-, TLR4-, CD14-, MyD88, IFNγR or IFNγ-deficient mice. Wild type mice 
sensitized and challenged with HDM showed eosinophilic lung inflammation, 
AHR, mucus hyperproduction, increased levels of type 2 cytokines in the 
bronchoalveolar lavage (BAL) fluid, and augmented total IgE. When LPS was 
added at the sensitization, we observed an inhibition of eosinophil influx and 
an increase in neutrophil counts in the BAL. Moreover, LPS inhibited IL-4 and 
IL-5 production and increased IFN-γ and IL-17 production. Surprisingly, LPS 
did not affect AHR or IgE production. Using IFNγ, TLR2, TLR4, CD14 and 
MyD88 knockout mice, we found that the eosinophilic inhibition induced by 
LPS was dependent on IFNγ and MyD88, while the neutrophilic increase was 
independent of IFNγ and dependent on TLR2, TLR4 and CD14 signaling.  
Moreover, in the absence of TLR2, TLR4 or CD14, LPS suppressed AAD. In 
conclusion, our results indicate that HDM and LPS exposure induces a non-
classical asthma-like phenotype that is dependent on TLR signaling. 
 
Key words: Asthma. Allergy. Toll-like receptors. Blomia tropicalis. LPS. 
TLR4. TLR2. CD14. MyD88. 
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A asma é uma síndrome respiratória caracterizada por uma inflamação 

crônica pulmonar associada a uma obstrução intermitente, hiper-reatividade 

(AHR) e inflamação das vias aéreas que pode ser desencadeada por vários 

estímulos como alérgenos ambientais ou infecções virais (National Asthma 

Education and Prevention Program, 2007; National Institutes of Health, 

2009). Atingindo cerca de 7-10% da população mundial, em 2005, dados da 

Organização Mundial da Saúde estimaram cerca de 300 milhões de casos de 

asma e 255 mil óbitos em decorrência desta doença no mundo inteiro (World 

Health Organization, 2006). Ainda, de acordo com o relatório da OMS, 

estima-se que nos próximos anos haverá um acréscimo de 20% na ocorrência 

de asma na população mundial. No Brasil, segundo dados do SUS, são 

registrados cerca de 8 óbitos por dia causados por asma. Por ano, são 

registrados 367 mil internações por este mesmo problema, gerando gastos 

superiores a AIDS e tuberculose. Juntamente com a pneumonia e a doença 

pulmonar obstrutiva crônica, a asma produz gastos de cerca de 600 milhões 

de reais por ano aos cofres públicos (Ministério da Saúde, 2008).  

Tradicionalmente, a asma tem sido descrita como uma doença atópica 

que atinge as vias aéreas induzindo inflamação pulmonar eosinofílica mediada 

por células T CD4+ do tipo Th2 com produção das citocinas como IL-4, IL-5 e 

IL-13, grande produção de muco pelas células caliciformes presente nos 

brônquios e produção de IgE (Durrant e Metzger, 2010). No entanto, estudos 

têm mostrado que menos de 50% dos casos de asma apresentam uma padrão 

de resposta eosinofílico (Douwes et al., 2002; Simpson et al., 2006). Na asma 

severa, por exemplo, verifica-se um aumento no número de neutrófilos, sendo 

que este aumento  relaciona-se tanto com padrões de resposta do tipo Th1 

quanto Th17 (Kim et al., 2010). 

A predisposição à asma tem sido vista como uma combinação de 

fatores genéticos, influências ambientais, hábitos alimentares e estilo de vida. 

O componente genético da asma pode ser avaliado em mais de uma centena 

de genes correlacionados com maior ou menor grau de importância (Umetsu 

et al., 2002; Wilson et al., 2006). Polimorfismos em um único nucleotídio, 

encontrados nos genes ADAM33, IL4, IL4R, TGFβ1 e CD14, têm sido 
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associados com o desenvolvimento da asma (Sandford et al., 2000; Pulleyn et 

al., 2001; Jongepier et al., 2004). Fatores ambientais como o pólen, fungos, 

componentes da poeira doméstica, cigarros, poluição, estilo de vida como 

obesidade e falta de exercício e má nutrição aumentam o risco de desenvolver 

asma (Prescott, 2003; Lucas e Platts-Mills, 2005; Camargo et al., 2007). É 

interessante notar que estudos epidemiológicos tem mostrado que os fatores 

ambientais são importantes tanto para o estabelecimento quanto para a 

severidade da doença. No caso da asma alérgica, assim como outras doenças 

atópicas, observa-se uma estreita correlação entre o aumento da incidência da 

doença e diminuição da exposição a agentes microbianos (Yazdanbakhsh et 

al., 2002). Embora a forma mais comum de asma seja a de origem alérgica, 

outros tipos são descritos como a asma induzida por exercício, medicamentos 

(aspirina), poluição atmosférica, resistente a ação de esteróides e provocada 

por infecções virais (Carlsen e Carlsen, 2002; Wang et al., 2007; Pichavant et 

al., 2008; Handoyo e Rosenwasser, 2009; Wang et al., 2010). 

 

1.1 Fisiologia da Asma Alérgica 

 

Embora existam vários outros fenótipos de asma, a forma alérgica é 

que tem recebido mais atenção por parte dos pesquisadores nos últimos anos. 

O desenvolvimento da asma alérgica inicia-se pela captação e processamento 

dos alérgenos por células apresentadoras de antígenos (APC). Após o alérgeno 

ser processado, ele é apresentado, em pequenos fragmentos peptídicos, pelo 

MHC de classe II às células T CD4+. Esta apresentação leva a ativação e 

diferenciação das células T CD4+ para um perfil Th2. Dentre as APC, as células 

dendríticas são importantes para a patogênese de doenças alérgicas e estão 

envolvidas no direcionamento de células T CD4+ (Kim et al., 2010). 

Encontradas nas vias aéreas, bem como nos linfonodos bronquiais, as células 

dendríticas pulmonares expressam vários tipos de receptores incluindo os 

TLR e NLR (Lambrecht e Hammad, 2009). Quando ativadas por alérgenos, 

estas células aumentam a expressão de moléculas co-ativadoras (ex: CD80 e 

CD86), além de liberar quimiocinas como CCL17 e CCL22. Dessa forma, as 
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células dentríticas promovem a migração para o pulmão das células T CD4+, 

eosinófilos e basófilos (Lambrecht e Hammad, 2009). Além das células 

dentríticas, outras células (como os basófilos, eosinófilos e mastócitos) tem 

grande importância no direcionamento de respostas alérgicas Th2(Akuthota 

et al., 2008; Sokol et al., 2008; Barrett e Austen, 2009; Yoshimoto et al., 

2009). 

Modelos animais e estudos com humanos sugerem que as citocinas IL-

4, IL-5, IL-9, IL-13 e GM-CSF produzidas por células T, eosinófilos, basófilos e 

mastócitos são essenciais para o desenvolvimento da asma (Humbert et al., 

1997; Grunig et al., 1998; Wills-Karp et al., 1998). Estas citocinas junto com 

outros mediadores inflamatórios induzem a migração de eosinófilos e alteram 

a fisiologia pulmonar levando ao remodelamento pulmonar caracterizado por 

metaplasia brônquica, aumento da musculatura lisa peribronquial e deposição 

de colágeno. A fisiopatogênese da asma também é caracterizada pela produção 

de imunoglobulinas anafiláticas como a IgE e IgG1, esta última apenas em 

camundongos (Oettgen et al., 1994; Mehlhop et al., 1997), sendo que a 

indução da produção de IgE é feita pelas citocinas IL-4 e IL-13 (Coffman e 

Carty, 1986; Minty et al., 1993). 

A asma apresenta duas etapas com características distintas, a fase 

imediata e a tardia. A fase imediata se dá após o contato com o alérgeno, com 

a ligação da IgE aos receptores FcεRI presentes em mastócitos e basófilos 

fazendo com que mediadores inflamatórios sejam liberados por estas células 

(Majno et al., 1969; Center et al., 1994). Já a fase tardia da asma é 

caracterizada pela migração de células inflamatórias (linfócitos ativados e 

eosinófilos) para o tecido pulmonar. São conseqüências da fase tardia o dano 

tecidual, hiper-reatividade brônquica e produção de muco. Com o início da 

fase tardia, forma-se um micro-ambiente inflamatório caracterizado por 

citocinas do tipo 2 como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-33, IL-25 e TSLP (Kim et 

al., 2010). Além, disso há  liberação de quimiocinas responsáveis pelo 

recrutamento celular (eotaxina, RANTES, MIP-1α e outras) (Gonzalo et al., 

1996) e expressão de moléculas de adesão e seus receptores (como VLA-1, 

VLA-4, α4β7, ICAM-1, VCAM-1) (Anwar et al., 1994; Walsh et al., 1996). 

Mediadores lipídicos (principalmente PAF, LTB4, LTC4 e PGE2) (Wardlaw et 
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al., 1986; Walsh et al., 1990; Anwar et al., 1994) e substâncias secretadas por 

eosinófilos como a proteína básica principal (MBP), a proteína catiônica 

eosinofílica (ECP), o ânion superóxido e o PAF, também contribuem para o 

quadro asmático (Postma et al., 1988; Prescott et al., 1990; White et al., 1990; 

Lundgren et al., 1991; Sarmiento et al., 1995). 

Em humanos a estimulação contínua pelo alérgeno leva à���� asma crônica, 

fazendo com que, em alguns indivíduos ocorra remodelamento pulmonar, e 

como resultado um decréscimo da função pulmonar (Lemanske e Busse, 

2010). 

Além da resposta imune adaptativa, o desenvolvimento asma alérgica 

tem grande participação da imunidade inata, como será visto mais adiante no 

texto. 

 

1.2 Asma Alérgica & Hipótese da Higiene 

 

Alergias são reações de hipersensibilidade a antígenos considerados 

inócuos que ocorrem em indivíduos atópicos. Nas últimas décadas tem 

aumentado a prevalência de doenças alérgicas no mundo, principalmente em 

países desenvolvidos.  Este aumento têm sido explicado em parte pela 

“Hipótese da Higiene” (Shaheen et al., 1996; Shirakawa et al., 1997). De 

acordo com esta hipótese, existe uma associação inversa entre o aumento das 

doenças alérgicas e a diminuição da exposição microbiana durante os 

primeiros anos de vida, provavelmente devido um desvio para respostas do 

tipo Th2 (Bach, 2002; Mucida et al., 2003). No entanto, a diminuição a 

exposição microbiana na infância também tem sido relacionada ao aumento 

de doenças autoimunes, como a diabetes mellitus do tipo 1 (Gale, 2002), 

assim como o aumento da susceptibilidade a Doenças de Crohn (Lashner e 

Loftus, 2006). Além disso, tem sido mostrado que a falta de estímulos 

microbianos acarreta prejuízo na formação e estimulação de células T 

reguladoras (Maizels, 2005; Bernsen et al., 2006).  
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Estudos epidemiológicos relacionados com exposição à endotoxina 

bacteriana têm corroborado ou não a teoria da higiene, pois alguns mostram 

que a exposição pode ser um fator de proteção à asma (von Mutius, 1998; 

Rodriguez et al., 2003; Williams et al., 2005; Bortolatto et al., 2008) e outros 

indicam que a exposição pode ser um fator de risco (Michel et al., 1996; Rizzo 

et al., 1997; Thorne et al., 2005).  

A divergência entre os resultados dos trabalhos tem sido explicada, em 

parte, pela interação entre fatores ambientais e genéticos. No caso dos estudos 

epidemiológicos, os fatores ambientais incluem tempo e modo de exposição à 

endotoxina, pré-existência de asma e mutações (Piggott et al., 2005; 

Hollingsworth et al., 2006). Já, nos estudos experimentais realizados com 

camundongos, as controvérsias podem ser atribuídas aos protocolos de 

imunização assim como o fundo genético dos animais (Brewer et al., 1999; 

Williams et al., 2005).  

 

1.3 Alérgenos da Poeira Doméstica 

 

Fatores ambientais contribuem significativamente para o 

desenvolvimento e severidade das doenças alérgicas, sejam eles de origem 

doméstica (ex: poeira doméstica), ocupacional (ex: enzimas) ou do ambiente 

natural (ex: pólen) (Peden e Reed, 2010). Dentre os alérgenos presentes na 

poeira domestica encontramos os provenientes de fungos, artrópodes (ex: 

ácaros, baratas) e mamíferos (ex: roedores, cães e gatos), entre outros.  

Ácaros, em particular, constituem um grupo importante de alérgenos 

presentes na poeira doméstica e estão claramente associados com o 

desenvolvimento da asma alérgica (Sears et al., 1989; Platts-Mills, 1990; 

Platts-Mills et al., 1991; Squillace et al., 1997; Carter et al., 2003). Os ácaros 

alimentam-se de restos epiteliais de mamíferos que podem ser encontrados 

em camas e carpetes. Além disso, esses animais dependem de umidade, pois 

retiram do ar a água para sua sobrevivência. Assim como as baratas, a maior 

fonte de alérgenos dos ácaros encontram-se em partículas fecais. Devido ao 
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tamanho destas partículas (10-20mm), elas não ficam suspensas no ar 

ambiente (Diette et al., 2007; Diette et al., 2008) 

O ácaro da espécie Dermatophagoides pteronyssinus (Família 

Pyroglyphidae) é reconhecidamente um dos alérgenos mais importantes para 

indução de asma. O antígeno principal desta espécie o Der p 1, é capaz de 

clivar a molécula CD23 (receptor de baixa afinidade para IgE, também 

conhecido como FcεRIII ) presente nas células B (Hewitt et al., 1995; Schulz et 

al., 1997). O CD23 é importante para a regulação negativa da síntese de IgE in 

vivo e sua clivagem pode bloquear o mecanismo de regulação do IgE, levando 

a uma intensa produção deste isótipo (Yu et al., 1994). Além disso, o Der p 1 

cliva a cadeia α do IL-2R, CD25, na superfície de linfócitos T (Schulz et al., 

1998), levando à diminuição da proliferação e da secreção de IFN-γ em 

resposta ao antígeno anti-CD3. Como o receptor de IL-2 é essencial para 

expansão da subpopulação de linfócitos Th1, a atividade enzimática do Der p 1 

é capaz  de direcionar a resposta imune para um padrão do tipo Th2. Além 

disso, a atividade das proteases de Der p 1 pode ainda degradar junções 

oclusivas do epitélio pulmonar e liberar citocinas pró-inflamatórias das 

células epiteliais brônquicas, mastócitos e basófilos (Chapman et al., 2007).  

Outro ácaro importante para a indução de alergias pulmonares, 

principalmente em regiões tropicais, é a Blomia tropicalis (Família 

Echymypodidae) (Naspitz et al., 2004; Takeda et al., 2004). Estudos 

realizados em Cuba, Venezuela e Taiwan registraram altas freqüências de 

positividade de “prick” teste para B. tropicalis (>68%) (Tsai et al., 1998; 

Sanchez-Borges et al., 2003; Castro Almarales et al., 2006). No caso do Brasil, 

um estudo de 1997 mostrou que 95% dos pacientes que apresentavam asma e 

rinite alérgica eram reativos para B. tropicalis (Rizzo et al., 1997). 

Evidências mostram que os alérgenos encontrados na B. tropicalis são 

distintos dos alérgenos encontrados em Dermatophagoides sp., além de 

apresentarem baixa reação cruzada (Chew et al., 1999). Já foram descritos 

pelo menos 11 alérgenos (Blo t 1, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13, 19 e 21) capazes de 

induzir a produção de IgE-específica em humanos (Gao et al., 2007). Dentre 

os alérgenos presentes no extrato de B. tropicalis encontramos proteases 

semelhantes as encontradas em extratos de Dermatophagoides sp. (cisteíno-
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proteases). Estas proteases podem ser importante para alergenicidade de B. 

tropicalis, já que, como descrito para Derp 1, estas enzimas podem exercer 

atividades como a clivagem de CD23 e CD25.  

 

1.4 Propriedade Biológica dos alérgenos 

 

Na tentativa de ampliar o entendimento sobre as propriedades 

intrínsecas dos alérgenos,  Kheradmand et al. (2002) propuseram uma 

classificação dos alérgenos baseado nas suas características funcionais. Estes 

autores sugerem a divisão dos alérgenos em dois grupos: os do tipo I, que 

obrigatoriamente necessitam de um adjuvante durante a fase de sensibilização 

para promover um quadro alérgico; e do tipo II, que, em nenhum momento, 

necessita de adjuvantes.  O principal exemplo de alérgeno do tipo I é a 

ovalbumina (OVA), que necessita do adjuvante alum (gel de hidróxido de 

alumínio) durante a fase de sensibilização para induzir alergia; em contraste, 

o fungo Aspergillus fumigatus é capaz de induzir inflamação pulmonar 

alérgica sem a necessidade de um adjuvante adicional e por isso pode ser 

classificado com um alérgeno do tipo II. 

 

1.5 Modelos murinos de asma 

 

Os primeiros modelos experimentais de asma foram publicados no 

início da década de 90 do século passado e, desde então, vários modelos tem 

sido descritos (Brusselle et al., 1994; Gavett et al., 1994; Kung et al., 1994; 

Lukacs et al., 1994; Epstein, 2004). No entanto, nenhum modelo é capaz de 

mimetizar todos os aspectos da asma em humanos. Por exemplo, em humanos 

observamos AHR mesmo na ausência de sintomas, enquanto que em 

camundongos a AHR é transiente e geralmente ocorre em resposta a um 

estímulo broncoconstrictor, como a metacolina. Outro ponto importante é o 

fato de que, em humanos, os mastócitos e a produção de IgE medeiam tanto a 

fase imediata quanto a fase tardia. Em camundongos os mastócitos podem ou 
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não serem necessários, dependendo do modelo utilizado (Williams e Galli, 

2000). Além disso, enquanto que a exposição crônica a alergenos leva a um 

processo alérgico crônico em humanos, em modelos animais, a exposição 

crônica leva a supressão da resposta. Mesmo, apresentando estas diferenças, 

os modelos murinos forneceram grande parte do conhecimento atual sobre a 

asma (Epstein, 2004).  

Modelos murinos são excelente para o estudo, pois são alternativas às 

restrições legais e éticas de obtenção do lavado broncoalveolar e de tecido 

pulmonar para análise. Além de tornar possível a avaliação dos processos de 

sensibilização a alérgenos e de testar novos tratamentos (Epstein, 2004). 

A indução de asma experimental inicia-se com a sensibilização dos 

animais. Os animais podem ser sensibilizados por várias vias (intra-

peritoneal, intra-nasal, intra-traqueal ou por instilação) na presença ou não de 

substâncias adjuvantes, como por exemplo o alum (Wills-Karp et al., 1998; Yu 

et al., 1999; Jungsuwadee et al., 2002; Mojtabavi et al., 2002; Shinagawa e 

Kojima, 2003). A sensibilização pode ser feita tanto pelo uso de alérgenos 

protéicos quanto por células dentríticas ou macrófagos pulsados com 

antígenos (Lambrecht et al., 2000; Lambrecht et al., 2001; Graffi et al., 2002; 

Janssen et al., 2002), sendo que o alérgeno mais usado em modelos murinos é 

a OVA (Kung et al., 1994; Wills-Karp et al., 1998; Jungsuwadee et al., 2002; 

Mojtabavi et al., 2002). Outros alérgenos usados incluem soro albumina 

bovina (Kasai et al., 2001), proteínas do schistossoma (Pacifico et al., 2009), 

clara de ovo coagulada (de Siqueira et al., 1997), pólen de  Ambrosia 

artemisiifolia L. (Justice et al., 2002; Cates et al., 2003), alérgenos de barata 

(Kim et al., 2001) e alérgenos presentes na poeira domestica (O'Brien et al., 

1996; Ichinose et al., 1997; Cheng et al., 1998; Yu et al., 1999; Sadakane et al., 

2002; Tategaki et al., 2002; Ichinose et al., 2003). 

As diferenças de resposta encontradas entre os modelos experimentais, 

são resultado dos diferentes protocolos utilizados. Via e tempo de exposição 

ao alérgeno influenciam o direcionamento da reposta. Outro fator importante 

é a presença de substâncias adjuvantes durante a sensibilização. O alum, por 

exemplo, é reconhecidamente um  indutor de respostas Th2 (Pollock et al., 

2003).  
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Protocolos baseados na utilização de alum, embora possuam 

limitações, apresentam vantagens para o estudo de respostas alérgicas. Estes 

modelos tem como característica eosinofilia pulmonar e grande produção de 

IgE. Desenvolvida por Kung et al. (1994) para estudar células, citocinas e vias 

de sinalização relacionadas com a asma, tipicamente estes modelos 

apresentam uma fase de sensibilização, que consiste da administração de duas 

doses de alum (via s.c. ou i.p.) em intervalos de 7 a 14 dias e uma fase de 

desafio. A primeira faz com que se desenvolva uma resposta sistêmica do tipo 

Th2, enquanto desafios subseqüentes pelas vias aéreas ativam os clones de 

células T, produzindo inflamação pulmonar.  

Além do alum, fatores ambientais como poluentes, cigarro, ozônio, 

protease exógenas e o LPS podem apresentar propriedades adjuvantes(Platts-

Mills et al., 1991; Sporik et al., 1992; Sporik e Platts-Mills, 1992; Munir, 1997; 

Munir et al., 1997; Gern, 2010). Dentre os fatores ambientais, o LPS, uma 

molécula amplamente distribuída no ambiente, é o que mais tem gerados 

resultados controversos, já que se tem mostrado tanto sua função na 

exacerbação (Michel et al., 1996; Rizzo et al., 1997; Thorne et al., 2005) 

quanto na inibição das respostas alérgicas (von Mutius et al., 2000; Rodriguez 

et al., 2003; Williams et al., 2005; Bortolatto et al., 2008). 

Outros trabalhos mostram, no entanto, que o LPS pode ter um papel no 

direcionamento da resposta alérgica. Assim, animais sensibilizados com OVA, 

mostraram que baixas concentrações de LPS induzem uma resposta pulmonar 

alérgica (Th2) (Eisenbarth et al., 2002). Já quando os animais são 

sensibilizados na presença de altas concentrações de LPS, ocorre uma 

mudança no perfil de resposta com predomínio de neutrófilos e células 

mononucleares, típicas do padrão Th1. Mais recentemente, outro grupo de 

pesquisadores, utilizando protocolo semelhante, mostrou que os níveis de LPS 

podem determinar o tipo da inflamação (predomínio de células Th2 ou Th1), 

porém nos dois casos os animais apresentam um quadro semelhante à asma 

com hiper-reatividade brônquica (AHR) (Kim et al., 2007). Trabalho realizado 

por Bortolatto et al. (2008), utilizando um modelo murino de alergia 

pulmonar, mostram que o LPS adicionado no momento da sensibilização pode 

exercia uma regulação negativa sobre o desenvolvimento de alergia pulmonar, 
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sendo que esta regulação é dependente de TLR4 e da molécula MyD88, mas 

não TRIF. 

 

1.6 Os Receptores do tipo Toll e a modulação da asma 

 

A descoberta dos receptores do tipo Toll (TLR, do inglês Toll-like 

receptors) em mamíferos esta diretamente relacionada com a descoberta da 

proteína Toll em moscas do gênero Drosophila ssp. Nestas moscas, o Toll foi 

reconhecido como o receptor da proteína Spätzel e relacionado com a via de 

sinalização que controla a polaridade dorso ventral do embrião (Hashimoto et 

al., 1988). A geração de mutantes, mostrou no entanto, que além de sua 

função no desenvolvimento embrionário, a mutação funcional no gene toll 

torna estes animais susceptíveis a infecções por fungo (Lemaitre et al., 1996). 

Surpreendentemente esta mutação não influencia a resposta a infecções 

bacterianas. Pouco tempo após esta descoberta, o primeiro homologo da 

proteína Toll foi identificado e caracterizado (Medzhitov et al., 1997), porém 

só mais tarde foi nomeado como receptor do tipo Toll 4 (TLR4). 

 A análise da sequência do gene toll mostra que este gene codifica uma 

proteína que possuí um grande domínio extracelular, composto por 19-23 

cópias tanden de repetições. Cada repetição consiste de 24 a 29 aminoácidos 

numa sequência rica em leucina, sendo que estas repetições consistem numa 

fita β e uma α-hélice. Já a porção citoplasmática é formada por um domínio 

similar ao domínio citoplasmático do receptor da Interleucina-1 (Il-1R), 

chamado de domínio TIR. Tanto o domínio do Toll quanto o do IL-1R 

induzem uma via de transdução que leva a ativação do fator de transcrição 

nuclear NF-κB. Em mamíferos a ativação de NF-κB leva a produção de vários 

peptídeos com atividade microbicida. 

O TLR4, assim como em Drosophila ssp., mostrou-se capaz de ativar a 

via do NF-κB, induzindo uma ampla variedade de citocinas e moléculas co-

estimulatórias criticas para indução de respostas adaptativas. 
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Na década de 70 do século passado, já havia sido publicado que 

camundongos C3H/HeJ apresentavam prejuízo na resposta imune induzida 

por LPS (Russo e Lutton, 1977), mas só em 1998 foi publicado um trabalho 

mostrando que camundongos que apresentam uma mutação no gene tlr4 não 

respondem ao LPS e, portanto, são resistentes ao choque endotóxico (Poltorak 

et al., 1998). Este trabalho foi o primeiro a evidenciar a correlação entre o 

TLR4 e a imunidade inata, sendo que trabalhos posteriores estabeleceram o 

LPS como o ligante de TLR4 (Hoshino et al., 1999; Qureshi et al., 1999). 

O TLR4, no entanto, não é a única proteína envolvida no 

reconhecimento do LPS. Antes de ativar o TLR4, o LPS interage com uma 

proteína presente chamada “proteína ligadora de LPS” (LBP, do inglês Lipid 

binding protein), que é responsável por levar o LPS a um receptor presente 

em macrófagos e células B, o CD14. Além disso, é necessário outra proteína, a 

MD-2, que intermedeia o reconhecimento do LPS pelo TLR4. Enquanto que o 

TLR4 e a MD-2 são constitutivamente associados, o CD14 é recrutado após a 

ligação com o LPS.  

Após ativado, o TLR4 recruta a proteína adaptadora MyD88 que é 

associada a IRAK. A ligação e ativação da MyD88 se dá pelo domínio TIR, que 

é a porção citoplasmática do TLR, de forma semelhante a ligação de IL-1 ao 

seu receptor, pois a molécula MyD88 também possui um domínio TIR que 

interage com o IL-1R. Em sua outra extremidade, a MyD88 possui um 

domínio que medeia interações proteína-proteína. Como este domínio foi 

identificado em proteínas envolvidas com a morte celular programada, ele 

ficou conhecido como “domínio de morte”. Por este domínio, a MyD88 

interage com os domínios de morte da quinase serina-treonina IRAK 4.  A 

IRAK4 se associa com IRAK1, induzindo a fosforilação de IRAK1. Após 

fosforilada, IRAK1 associa-se a proteína adaptadora TRAF-6. IRAK1 

fosforilada e TRAF6 dissociam-se do receptor e formam um complexo com 

TAK1, TAB1 e TAB2. Ocorre, então a fosforilação de TAB2 e TAK1. A IRAK por 

sua vez é degradada na membrana. O complexo remanescente TRAF6-TAK1-

TAB1-TAB2, transloca-se para o citossol e se associa com UBC13 e UEV1A. 

Isso leva a ubiquitinação de TRAF6 que, por sua vez, ativa TAK1. Isso leva a 

ativação tanto de MAP3K quanto do complexo IKK (IκB quinase 1 (IKK1) e 
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IKK2 e NEMO). Este complexo forma um dímero que fosforila IκB no 

resíduos de serina. A IκB é uma proteína inibidora que esta acoplada ao NF-

κB. Ao ser fosforilada, a IκB se dissocia do NF-κB e é, então, degradada no 

citossol por proteomas. Após sua dissociação, o NF-κB migra para o núcleo e 

induz a ativação transcricional de vários genes envolvidos com a reposta 

inflamatória (Medzhitov e Janeway, 2000). Além dos genes inflamatórios, 

NF-κB também ativa o gene iκb, que é rapidamente sintetizado e secretado, 

inativando o sinal de NF-κB. 

Os TLR têm sido relacionados com várias nas resposta imunes 

associadas ao pulmão. Camundongos deficientes na expressão de TLR2, por 

exemplo, quando infectados i.p. com o bacilo Mycobacterium bovis Calmette-

Guerin (BCG) apresentam um aumento expressivo no número de bactérias no 

pulmão (Heldwein et al., 2003). O TLR2 também é importante para a melhora 

da asma induzida por Aspergillus fumigatus (Blease et al., 2001). Já, o TLR4 

tem sido relacionado com o eliminação do vírus respiratório sincicial (RSV, do 

inglês, respiratory  syncytial virus) (Kurt-Jones et al., 2000; Haynes et al., 

2001; Fenhalls et al., 2003). 

A relação entre agonistas de TLRs e o desenvolvimento de asma 

alérgica tem sido avaliada em vários estudos (Velasco et al., 2005; Da Silva et 

al., 2008; Page et al., 2009; Phipps et al., 2009; Trompette et al., 2009). Além 

dos trabalhos citados anteriormente mostrando a influência do LPS sobre a 

asma, outros ligantes de TLR também têm sido relacionado com o 

desenvolvimento da asma. Por exemplo, foi mostrado que o ácido lipoteitóico, 

um ligantes de TLR2, aumenta a suscetibilidade à asma alérgica (Cleveland et 

al., 1996), enquanto outros diminuem (Velasco et al., 2005). Já o CpG, um 

ligante de TLR9, foi descrito como um inibidor da inflamação pulmonar 

alérgica em camundongos (Akdis et al., 1998; Raby et al., 2002; Lewkowich et 

al., 2005). Recentemente foi descrito que a administração sistemática de 

ligantes de TLR2, TLR3, TLR4 e TLR7 inibe tanto quadros alérgicos quanto 

respostas autoimunes (Aumeunier et al., 2010). 

 Pelo apresentado acima, fica claro que a modulação e o 

desenvolvimento da asma tem origem multifatorial e que o entendimento dos 

mecanismo envolvidos nesse processo é fundamental para a criação de 
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estratégias terapêuticas para esta síndrome. Desta forma, a hipótese desse 

projeto foi de que a interação entre o alérgeno e ativadores do sistema imune é 

importante para o desenvolvimento da asma alérgica.  Para verificar essa 

possibilidade, este estudo foi avaliou a ação do LPS, um importante fator 

ambiental, no desenvolvimento da asma. Para tanto, foi um utilizado um 

modelo experimental de alergia pulmonar induzido pelo ácaro da espécie B. 

tropicalis. 
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Os resultados obtidos neste estudo permitem as seguintes conclusões: 

 

• A sensibilização s.c. com a Blomia tropicalis e alum induz uma 

resposta alérgica pulmonar eosinofílica do tipo Th2. Porém, em 

presença de LPS, o extrato de B. tropicalis induz uma resposta 

alérgica neutrofílica com elevada produção de IFN-γ, IL-17 e IgE. 

• A inibição eosinofílica induzida pelo LPS é dependente de IFNγ e 

MyD88. 

• A molécula adaptadora MyD88 não é necessária para o 

estabelecimento da alergia pulmonar experimental. 

• Os TLR2, TLR4 CD14 e MyD88 são essenciais para 

oestabelecimento da inflamação neutrofílica induzida pelo LPS. 

• Na ausência de TLR2, TLR4 ou CD14, o LPS suprime a alergia 

pulmonar experimental.  
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