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RESUMO

IMUNOADJUVANTES EM MODELO MURINO DE INFLAMACAO BRONCOPULMONAR
ALERGICA. PEDRO FLAVIO COSTA MOTTA. A prevaléncia das alergias repiratorias esta
aumentando em todo mundo. O acaro da poeira doméstica Dermatophagoides pteronyssinus € o agente
ambiental mais relacionado as alergias respiratorias perenes. O entendimento da imunopatologia das
alergias respiratorias como sendo uma hiperssensibilidade a agentes ambientais inocuos, tal qual o acaro
da poeira, ainda ndo fez da imunoterapia a linha principal de tratamento dessas doengas.
Imunoadjuvantes como a Listeria monocytogenes, utilizados em modelos animais associados antigenos
alergénicos parecem proteger os animais de forma eficaz contra a indug@o de alergia respiratoria]. No
presente estudo foi testada a injegdo de L. monocytogenes morta por calor além de outros adjuvantes,
associada ao extrato de D. pteronyssinus na tentativa de proteger os bronquiolos de camundongos A/J
contra desafios posteriores com aerossol desse extrato]. O modelo utilizado induziu alteragdes
histopatologicas caracteristicas das alergias mas, ndo houve éxito em proteger os bronquiolos dos
camundongos de desafios posteriores com nenhum dos adjuvantes testados apesar da associagdo da
ovoalbumina com o adjuvante completo de Freund ter exercido pequena protecdo com relagdo ao
infiltrado eosinofilico.

PALAVRAS-CHAVE: 1 Inflamagio. 2. Camundongos 3. Imunoadjuvantes 4. Alergia.




ABSTRACT

IMUNOADJUVANTS IN MURINE MODEL OF ALLERGIC BRONCHOPULMONARY
INFLAMMATION. PEDRO FLAVIO COSTA MOTTA. The prevalence of respiratory
allergies is increasing all over the world. The house dust mite Dermatophagoides pteronyssinus
is the main environmental factor related to the perennial type of respiratory allergy. The
understanding of these diseases as being immune hyperssenstivity reactions has not made
immunotherapy the first line of treatment yet. Immunoadjuvants, like heat killed Listeria
monocytogenes, used in experimental models associated with allergenic antigens seems to
effectively protect mice against the induction of bronchial inflammation. In the present study it
was tested the association between heat killed Listeria monocytogenes and others adjuvants
associated with D. pteronyssinus extract trying to protect A/J mice against posterior aerossol
challenges with this same extract. The experimental model developed and described here induced
histopathological changes in the lungs of the mice that characterize the respiratory allergies but it
was not possible to protect the bronquioles of these mice against posterior challenges with none
of the adjuvants tested, although the association between ovoalbumin and complete Freund
adjuvant allowed a weak protection against eosinophilic infiltration.

KEYWORDS : 1. Inflammation. 2. Mice. 3. Inmunoadjuvants. 4. Allergy
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1. INTRODUCAQO

1.1 Relevancia das alergias respiratorias

As alergias respiratérias perenes, representadas pela rinite, a rinossinusite e asma, estdo
entre as moléstias de maior prevaléncia em todo o mundo (HOLGATE et al 1999). Varios
estudos comprovam um preocupante aumento da incidéncia dessas afecgdes, principalmente nos
paises desenvolvidos (HOLGATE et al 1999).

O valor estimado de prevaléncia da asma na populagdo adulta € de 5%, enquanto que na
populagdo infantil é em torno de 10% (HOLGATE et al, 1999). Os dados relativos ao custo
econdmico de uma doenga como a asma, indicam a dimensio da sua importincia. Juntos, Estados
Unidos, Gra-Bretanha e Alemanha gastam mais de 15 bilhdes de ddlares por ano em prevengdo e
tratamento da asma (NASPITZ, 2001). Os prejuizos devidos a falta ao trabaltho tornam ainda
maior o impacto econdmico dessa doenga. Outro fator importante e dificil de ser mensurado € o
grande comprometimento da qualidade de vida das pessoas asmaticas (FORBES, 1997). H4 uma
estimativa de que o Brasil tenha entre 6 e 7 milhdes de asmaticos. O Ministério da Saude gasta
cerca de 150 milhdes de reais por ano com internamento por asma (NASPITZ, 2001). A asma
acomete entre 100 e 150 milhdes de pessoas no mundo e € responsavel por 180.000 mortes
anualmnente de acordo com dados da Organizagdo Mundial de Saude. No Brasil a prevaléncia
dos sintomas de asma em criangas € de 30% (www.who.int).

Uma pessoa com alergia respiratoria, pode apresentar desde ataques severos de asma, com
risco de vida, até uma discreta diminui¢do de capacidade pulmonar, devido a um leve bloqueio
das vias aéreas superiores (FORBES, 1997).


http://www.who.int
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1.2 Visdo geral da patologia da asma alérgica

Nos anos 70 a asma deixou de ser considerada uma doenga de base etiologica mecanica,
passando a ser considerada como tendo uma base inflamatoéria. Hoje reconhece-se na inflamagio
cronica das vias aéreas o principal substrato patologico de impedimento ao livre fluxo aéreo das
narinas até aos alvéolos pulmonares (HOLT et al, 1999). Notou-se que, além do espasmo da
musculatura lisa e intensa produgdo de muco, células inflamatorias como eosinoéfilos e linfocitos
sdo partes integrantes de uma cadeia de eventos que culmina na obstrugdo das vias aéreas (HOLT
et al, 1999). Os eventos ligados a inflamagdo brénquica tém em sua origem a imunidade

adquirida contra antigenos presentes constantemente no ambiente (WHEATLEY et al, 1996).

1.3 Etiologia da asma alérgica perene

O componente ambiental mais relacionado as alergias respiratdrias perenes € o acaro da
poeira doméstica (LOVIC et al 1998). Ha 80 anos ja havia sido descrita a relag@o da piora de
sintomas respiratorios, como dispnéia e espirros, com o contato com a poeira doméstica. Nos
anos 60 foi reconhecido que, entre a complexa mistura que constitui essa poeira, 0 acaro € o
principal responsavel pelas alergias (LOVIC et al 1998). Finalmente, em 1981 Tovey e
colaboradores identificaram o antigeno principal dos fendmenos alérgicos perenes do aparelho
respiratorio como sendo uma enzima digestiva com atividade de cisteina protease presente nas
fezes dos acaros (TOVEY et al, 1981). Outro antigeno relacionado as alergias respiratorias esta
presente na superficie corporea dos acaros. O aprimoramento das técnicas de imunologia e
biologia molecular permitiu a purificagio e a caracterizagdo de diversos antigenos provenientes

dos acaros (CHAPMAN et al 1997). Cerca de 10% das pessoas na Inglaterra (GRAMMER,
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1985) e 80% dos asmaticos no Brasil tém resposta cutanea de hipersensibilidade imediata aos
antigenos do acaro da poeira D. pteronyssinus (ARRUDA et al 1991).

Apesar do acaro ser o fator ambiental mais importante, outros fatores também merecem
atengdo a respeito do desencadeamento das alergias. O epitélio de cdes e gatos, baratas,
gramineas, pdlens e alguns fungos também tém mostrado relagdo com sintomas respiratorios

alérgicos (WHEATLEY et al, 1996).

1.4 Os acaros alergénicos

Os acaros sio artropodes aracnideos que medem cerca de 300 pm e tem padrdo alimentar
variado. Os acaros da poeira ahmentam-se de descamacdo da pele humana e encontram no
microambiente domiciliar um ecossistema perfeito para viver (LOVIC et al, 1998). Alguns acaros
de estocagem que se alimentam de cereais foram relacionados a alergias respiratorias e cutdneas.
Duas espécies de acaro da poeira sdo descritas como as mais importantes em climas tropicais com
alta umidade e alta temperatura: o Dcrmatophagoides ptcronyssinus e o Blomia tropicalis
(CHEW et al, 1999). Os géneros Cheyletus, Acarus e Gorheria também fazem parte da
acarofauna tropical (GALVAO et al, 1886; EZEQUIEL et al 2001). A grande maioria dos lares
no Brasil apresenta baixos indices de luminosidade e circulagdo de ar que, aliados a alta umidade,
oferecem as condigdes perfeitas para a proliferagdo de acaros (GALVAO et al, 1986; EZEQUIEL
et al 2001).

1.5 A imunologia das respostas alérgicas

Existem diversas hipdteses sobre o motivo pelo qual proteinas inécuas ddo origem a
alergias. Uma hipotese que vem ganhando bastante atengio entre os pesquisadores das causas da
alergia € a hipotese da higiene (YAZDANBAKHSH et al, 2002). Argumenta-se que o menor
contato com patogenos intracelulares, seja pelas condigdes gerais de higiene, seja por vacinagdes
ou ainda pelo uso generalizado de antibioticos, permita o desenvolvimento de respostas imunes

exageradas a antigenos nio agressivos (HERB et al 1997, BROD et al 1998, SHIRAKAWA et al



1997). Propriedades intrinsecas dos antigenos alergénicos, como seu peso molecular reduzido,
alta hidrossolubilidade e atividade enzimatica s3o também aventadas em hipoteses para explicar
sua alergenicidade (CORRY etal, 1999). Estuda-se, também, a reagio cruzada entre os alérgenos
e antigenos presentes em helmintos. O tipo de resposta evocada durante a alergia, parece ser
protetora contra helmintos, e isso deve ter favorecido sua sele¢do evolutiva (PRITCHARD,
1997).

A hipersensibilidade tipo I é o mecanismo imunopatolégico pelo qual o contato com o
antigeno da origem a doenga alérgica repiratoria (HOLT et al, 1999). Diante da exposigdo a
proteina alergénica através de células apresentadoras de antigeno, um clone de linfécitos T
especifico para o alérgeno prolifera. Esses linfocitos produzem um padrio especifico de
citocinas, cujo desenvolvimento parece estar relacionado tanto a fatores genéticos quanto a
propriedades intrinsecas dos antigenos, nio se sabendo o que € mais importante (HOLT et al,
1999). Citocinas produzidas por essa classe de linfocitos, como a interleucina-4 (IL-4), estimulam
a produgdo de imunoglobulina E (IgE)(COMOY et al 1998). Por outro lado, a interleucina 5 (IL-
5) estimula a diferencia¢io de eosindfilos na medula ossea. Estes sdo os produtos humoral e
celular envolvidos nas fases imediata e tardia das respostas alérgicas (COMOY et al 1998).

Existem indicios recentes que os aeroalérgenos estimulam alta produgio de IgE ao clivarem
e inativarem uma molécula (CD-25), responsavel pelo controle da produgdo desse anticorpo e
relacionada com a atividade da interleucina 2 (IL-2). Esta caracteristica seria, portanto, inerente a
sua propriedade proteolitica, como citado acima (GOUGH et al, 1999).

Apos sensibilizagdo prévia a um antigeno, a reagdo alérgica tem inicio com a inalagio do
mesmo antigeno ou de um antigeno similar presente no ambiente. Este antigeno se liga as IgE
previamente fixadas na superficie dos mastocitos (HOLT et al,1999). A seguir ocorre uma série
de fenomenos intracelulares que acabam por liberar moléculas pré-formadas para o meio
extracelular, assim como por induzir a produgio de substincias a partir de fosfolipideos de
membrana. Este processo, chamado de degranulagio expde as vias aéreas a moléculas
farmacologicamente ativas, como a histamina, o fator de ativagdo plaquetaria (PAF) e
leucotrienos (HOLT et al, 1999). Além disso, a IL-4 estimula fibroblastos a produzirem eotaxina
que, junto com as moléculas j4 mencionadas, é responsavel pela contragio da musculatura lisa,
produgdo de muco e atragdo de células inflamatorias. Esses eventos sdo os responsaveis pelos

sintomas de asma e rinite (Anexo)(HOLT et al, 1999).
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1.6 Nogdes gerais sobre o tratamento das alergias respiratorias

Um dos alicerces basicos do tratamento das alergias respiratorias € a tentativa da redugio
da exposigdo a fatores ambientais como os acaros da poeira (BARNES, 1999). Varios estudos, no
entanto, indicam uma grande dificuldade de eliminagio plena dos acaros, pois, basta um discreto
aumento da umidade relativa e a descamagdo humana para que o crescimento de acaros seja
favorecido (WHEATLEY et al 1996, ARRUDA et al, 1991 Ezequiel et al, 2001). O tratamento
com drogas com atividade anti-inflamatéria potente, como é o caso dos corticoesteroides
inalatorios, possibilita uma melhor qualidade de vida aos portadores de alergias respiratorias
(LENFANT, 1995). O custo e os efeitos adversos, como surgimento de catarata, com 0 uso em
longo prazo dos corticésteroides leva a necessidade da busca de tratamentos mais baratos e mais
especificos (CUMMING et al 1997). Foram langados recentemente medicamentos que bloqueiam
os receptores de leucotrienos e anticorpos monoclonais que se ligam a regido Fc da IgE,
impedindo sua interagdo com receptores nos mastocitos (MILGROM et al, 1999). Esses novos
tratamentos parecem ser também eficazes. Contudo, tém um custo muito alto e ndo interrompem
a causa primaria na cadeia de eventos que leva a alergia, que é o objetivo primordial da

imunoterapia especifica descrita a seguir.

1.7 Tratamento especifico para o antigeno na alergia

Desde que a alergia passou a ser entendida como um processo de hiperssensibilidade a
agentes inocuos, houve a tentativa de usar esses mesmos agentes para hipossensibilizar o
organismo (BARNES et al 1999). A imunoterapia ¢ realizada com vacinas hipossensibilizantes
que, até alguns anos atras, eram feitas com poeira bruta e ndo eram padronizadas. Acredita-se que
elas funcionem através de um desvio da resposta imune patogénica para uma resposta imune
in6cua ou através da indugdo de tolerancia especifica (JANSSEN et al, 2000). Os relatos de
eficacia, de efetividade e de seguranga dessas vacinas, usadas com o objetivo de tratar as alergias

respiratorias, sdo bastante divergentes, como mostra uma meta-analise publicada em 1995
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(ABRAMSON et al 1995). Atualmente as vacinas imunoterapicas hipossensibilizantes sédo feitas
a partir de extratos do corpo dos acaros ou da cultura total (acaros, fezes e alimentos) de acaros
da poeira doméstica (BOUSQUET et al 1988).

O avango da imunologia permitiu verificar que os padrdes e a intensidade da resposta
imune diante de um determinado estimulo variam de acordo com a quantidade do estimulo, o
local, a presenga de inflamac¢do e o estado imunitario do individuo (ADA, 2001). Foram
desenvolvidos modelos experimentais que utilizam a associagdo de um antigeno com outro fator
imunoestimulador (adjuvante), de maneira que a resposta humoral e/ou a celular sdo reforgadas
(ROITT, 1993). Entre estes adjuvantes, os mais utilizados em experimentos sdo os sais de
aluminio {alum), a toxina diftérica e o adjuvante completo de Freund, esse ultimo uma mistura de
6leo mineral com micobactéria morta. Em relagio a vacinas para seres humanos, somente o alum
¢ usado como adjuvante (ADA, 2001). Foi descrita, nos Gitimos anos, a adigdo da bactéria
Listeria monocytogenes ao adjuvante incompleto de Freund na coimunizagdo com outros
antigenos (YEUNG et al, 1998). Verificou-se a propriedade deste adjuvante em induzir uma
resposta imune Th1 rica em interferon y e interleucina 12 (IL-12), inibindo assim uma resposta
Th2 a ovoalbumina (HANSEN et al, 2000). Essa propriedade seria importante para o tratamento
das doengas alérgicas, nas quais a resposta Th2 contra antigenos perenes € prejudicial. O trabalho
feito utilizando a ovoalbumina para induzir asma experimental demonstra que a L.
monocytogenes morta por calor usada como adjuvante € capaz nio s6 de evitar, como de reverter
a inflamagdo e reatividade das vias aéreas dos camundongos e isto estava diretamente relacionado
a mudanga do padrio da resposta imune (HANSEN et al, 2000). Microorganismos intracelulares
como a L. monocytogences e Mycobacterium tuberculosis, cuja eliminagdo depende de uma
resposta celular eficaz, parecem evocar um microambiente no sitio da infecgio ricoem IL-12 e
interferon y (SOUTHWICK et al, 1996). Essas citocinas estdo envolvidas na resposta imune
celular. Espera-se que esta capacidade adjuvante da Lisferia seja util na imunoterapia das alergias
em seres humanos.

O grau de protegido contra o aerossol de extrato de D. pteronyssinus pode ser avaliado pela
intensidade da inflamagdo cronica, pela presencga de eosinofilos e pela produgdo de muco nos
bronquios e bronquiolos de camundongos sensiveis sacrificados entre 24 e 48 horas depois de um
desafio inalatorio (HERZ et al 1996, STEWART et al, 1987; YU et al 1999, O'BRIEN et al
1996; RENZ et al 1992; LEONG et al, 2001 ; SILVA et al 1997, RUSSO et al 1997).
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Resta entretanto, saber se a L. monocytogenes morta pelo calor, ou outro adjuvante que
leve a resposta Thl quando emulsionados com antigenos de D. pteronyssinus, sio capazes de
previnir de forma definitiva e eficaz a inflamagdo das vias aéreas, sem provocar eventuais danos
aos tecidos. Uma resposta Th1 potente contra um antigeno perene poderia induzir outros tipos de
hiperssensibilidade ou algum tipo de autoimunidade, favorecendo a formagio de granulomas e
originando dano tecidual. A resposta de hipersensibilidade celular tipo tardia ocorre na pele de
individuos infectados pelo M. tuberculosis ou vacinados com BCG, quando recebem derivado
protéico purificado solavel (PPD) intradérmico. Os linfécitos de memoria contra o M.
tuberculosis montam uma resposta celular exagerada quando entram em contato com esses
antigenos soliveis (MAJNO, 1996). Isso poderia acontecer também caso haja uma resposta
celular exagerada contra os antigenos do acaro no pulmio de individuos imunizados com
adjuvantes Thl potentes. Foi descrito surgimento de poliarterite nodosa pulmonar em pacientes
submetidos a imunoterapia com aeroalérgenos (KOHLER, 1976).

Alguns dos adjuvantes utilizados em modelos experimentais sdo muito lesivos para serem
usados em seres humanos, como o adjuvante completo de Freund. Existem relatos que mesmo o
adjuvante incompleto de Freund, que se constitui somente em um 6leo mineral, pode causar
abscessos e até tumores (ADA, 2001). Como ja mencionado, os Unicos adjuvantes usados
rotineiramente em vacinas humanas, inclusive em imunoterapia , sdo os sais de aluminio. Estes
sais induzem resposta Th2 em camundongos e teoricamente seria um contrasenso sua utilizagio
em imunoterapia antialérgica ja que, nesta situagdo, a resposta Th2 é prejudicial (ROITT, 1993).
Isso torna necessario o desenvolvimento e/ou o teste de adjuvantes mais adequados a resposta
imunolégica protetora. Ha indicios que a eficacia da imunoterapia em seres humanos esta ligada
nio a uma diminuigdo da IgE, mas sim a um aumento da IgG4 (MCHUGH et al, 1990;
EINARSSON et al 1992). A imunoterapia com aeroalérgenos tem eficacia demonstrada
principalmente em criangas e em casos de asma leve (BOUSQET et al 1988, ABRAMSON et al
1995,). Essas vacinas imunoterapicas sio usadas ao longo de um ano ou mais, com injegdes
repetidas de doses crescentes dos alérgenos, tempo este que dificulta a adesdo ao tratamento
(GRAMMER, 1985). Se, além do alérgeno, as vacinas possuissem componentes de indugio de
resposta protetora e possibilitassem uma liberagdo lenta do antigeno, o protocolo poderia ser mais
rapido e mais simplificado. Um veiculo utilizado rotineiramente por via parenteral em hormonios

e vitaminas, e que poderia substituir o 6leo mineral do adjuvante completo de Freund em seres
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humanos, € o 6leo de amendoim (HOURIANE, 1997). O 6leo de amendoim refinado € livre das
proteinas alergénicas do amendoim e contém acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados
(HOURIANE, 1997). Este podena talvez ser um veiculo eficiente na imunizagdo com as
proteinas do acaro e microorganismos moduladores da resposta imune.

Uma imunoterapia segura, eficaz e efetiva feita com extratos do acaro e de Listeria morta
por calor seria um tratamento especifico e barato podendo ser usado em larga escala e podendo
constituir-se em um alivio para os milhdes de pessoas que sofrem com alergias respiratorias. Esse
fato diminuiria substancialmente a procura as emergéncias nos grandes hospitais e proporcionaria
uma economia dificil de ser calculada, mas que no Brasil, seria sem davida de alguns milhdes de

reais por ano.

1.8 Modelos experimentais de alergia respiratdria

Existem modelos experimentais de asma nos quais sdo utilizados ndo a ovoalbumina, mas
proteinas derivadas do acaro da poeira doméstica que €, como ja descrito, o principal agente
relacionado as alergias respiratorias (NAKANO et al, 1989; LEE et al 1999). A resposta de
camundongos aos antigenos dos acaros varia de acordo com a linhagem, sendo as linhagens A/J e
CBA boas respondedoras, ou seja, apresentam altos titulos de IgG1 e, principalmente de IgE,
quando imunizados com extratos brutos de acaros (YASUE et al 1998).

Estes camundongos, apresentam também, variados graus de inflamagdo das vias aéreas e

hiperreatividade bronquica (YASUE et al 1998).
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2 TIVO GERA

Contribuir para o desenvolvolvimento de uma imunoprofilaxia especifica para alergia
respiratoria com extrato de acaro, através do teste de adjuvantes em um modelo murino de

inflamagdo broncopulmonar em resposta a antigenos inalados

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Montar um modelo experimental de inflamagdo eosinofilica cronica broncopulmonar
em camundongos A/J utilizando aerossol de extrato do acaro da poeira doméstica

Dermatophagoides pteronyssinus.

3.2 Avaliar imunoadjuvantes que protejam camundongos A/J do desafio com o extrato de

acaro e possam ser usados em seres humanos

3.3 Investigar a possibilidade de que imunoadjuvantes de resposta Thl potente, como a
Mpycobacterium tuberculosis e a Listeria monocytogenes, possam favorecer algum grau de dano

tecidual quando o organismo € exposto repetidas vezes ao alérgeno
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ldentificagdo e cultivo de acaros Dermatophagoides pteronyssinus

Foram coletadas amostras de poeira doméstica em domicilios de diferentes bairros em
Salvador. Um aspirador de po de alta poténcia (2200 W) teve acoplado em sua canula um
adaptador com um filtro de café, de maneira que as particulas maiores da poeira ficassem
retidas. Aspirou-se durante dois minutos uma area de colchdo de cerca de 1 m” O filtro de café
fo1 entdo levado ao laboratorio para analise das amostras. A partir das amostras da poeira local,
fo1 possivel identificar o acaro D. pteronyssinus (Fig. 1.) com a utilizagdo de uma chave
taxonomica (COLLOF, 1998). Os acaros foram removidos isoladamente com um estilete
parasitologico sob microscopia estereoscopica e transferidos para um frasco contendo extrato
granulado de levedura, hermeticamente fechado nas bordas, mas tendo em sua regido superior um
pequena abertura vedada com uma rede que tinha uma abertura de maneira tal, que pudesse entrar
umidade e calor e ndo permitisse que os acaros escapassem. Os frascos foram mantidos em uma
estufa BOD regulada para fornecer umidade relativa de 80 % e temperatura de 25° C. Apés dois

meses, a cultura obtida fo1 usada para preparar os extratos (ERASO et al 1997).

4.2 Preparo do extrato de acaro

Os acaros cultivados foram colocados sobre uma peneira metalica com uma abertura que
permitia que o meio de cultivo pudesse ser eliminado através de lavagens com salina estéril,
retendo os acaros na parte superior, e possibilitando um grau de pureza proximo a 100%
(ARLIAN, 1979). Isto foi verificado através de visualizagdo direta em microscopio invertido. Os
acaros foram entfio triturados em um homogenizador e a suspensdo obtida em salina delipidada
com éter a 30%. Apos centrifugagio a 800 g por 10 min, a fase hidrossoluvel foi separada por
pipetagem (WAHL, 1991). A quantidade de proteina foi dosada pelo método da fluorescamina. O

extrato obtido foi conservado a — 20° C. O alérgeno principal do acaro D. pteronyssinus (Der p



20

1) foi quantificado neste extrato por ELISA (Indoor Biotech, Charllotesville, VI, EUA), sendo
encontrada a concentragdo de 6,9 ng/ml (PLATTS-MILLS, 2000).

4.3 Obtengdo e cultivo de Listeria monocytogenes

Uma cepa de L. monocytogenes, isolada de um paciente com meningite, foi gentilmente
cedida pela Prof* Joice Neves Reis do Laboratério de Patologia e Biologia Molecular do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, Bahia. A identificagdo de um bacilo Gram positivo pela
coloragio de Gram, o teste da motilidade em um tubo de ensaio, o teste da catalase e o
crescimento em meios de cultura apropnados permitiram confirmar com seguranga que O
microorganismo cedido tratava-se realmente da L. monocytogenes. A Listeria foi cultivada em
meio “Brain Heart Infusion” (Biobras, Montes Claros, MG, Brasil) e sua concentragdo foi
determinada através de plaqueamento e contagem das colonias. Em seguida, o microorganismo
foi autoclavado por 1 h a 80° C. A auséncia de crescimento em novo plaqueamento confirmou a
eficacia da autoclavagem em matar a Listcria. Aliquotas do microorganismo foram mantidas a —
70°C (YEUNG et al 1998).

4.4 Animais de laboratorio

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem A/J que sdo, como ja descrito, os
que apresentam maior resposta alérgica a extrato bruto de Dermatophagoides, com 8 a 10
semanas de idade, que foram mantidos no biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz,

Salvador, Brasil, em condigdes livres de patogenos e alimentando-se & vontade.



21

4.5 Ligagdo do extrato de acaro ao alginato

O extrato de acaro da poeira concentrado 10 mg/ml foi diluido para 3 mg/ml. Em seguida
foi misturado 2,5 ml de extrato de acaro a 3 mg/ml com 2,5 ml de alginato a 0,3% e adicionado
310 pl de glutaraldeido a 0,38 %. O preparado foi colocado para homogeneizar durante a noite a

temperatura ambiente e depois dialisado trés vezes durante 3 h contra uma solugdo salina

fisiologica.

4.6 Injegoes

No primeiro experimento feito para testar a imunogénicidade do extrato de D.
pteronyssinus, foram injetados quatro grupos de cinco camundongos A/J cada, por via
subcutinea, com 200 pul dos diferentes preparados no dia 1. Foi feito reforco com o mesmo

esquema de inje¢do nos dias 21 e 60.
Os grupos receberam os seguintes tratamentos:

Grupo 1 — Injecdo de salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (AIF; Sigma
Co, Sdo Luiz, MO, EUA),

Grupo 2 — Injegio de extrato de D. pteronyssinus contendo 540 pg de proteina emulsionado

em AIF;

Grupo 3 - Injecdo de extrato de D. pteronyssinus contendo 540 npg de proteina,

emulsionados em adjuvante completo de Freund (ACF; Sigma Co, Sao Luiz , MO, EUA);
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Grupo 4- Injegdo com extrato de D. pteronyssinus contendo 540 pg de proteina
emulsionado em AIF contendo com 10° unidades formadoras de colénias (UFC) de L.

monocytogenes morta por calor.

Foi coletado sangue do plexo orbital no dia 75, e os camundongos foram sacrificados no dia

77, para realizagdo da linfoproliferagio.

No segundo experimento nove grupos de 5 camundongos foram tratados conforme descrito

a seguir, com dose de refor¢o apos 21 dias da primeira injegéo:

Grupo 1 - Inje¢do com extrato de D. pteronyssinus contendo 320 pg de proteina

emulsionados em ACF;

Grupo 2 - Injegdo com extrato de D. pteronyssinus contendo 320 pg de proteina

emulsionado em AlF;

Grupo 3 - Inje¢do com extrato de D. pteronyssinus contendo 320 pg de proteina,

emulsionados em AIF contendo 10° UFC de L. monocytogenes morta por calor,

Grupo 4 - Inje¢io com extrato de D. pteronyssinus contendo 320 ng de proteina, adsorvido

em alum (AIOHzs);
Grupo 5 - Inje¢do com salina emulsionada em AIF;

Grupo 6 - Injegdo com 50 pg de ovoalbumina (Sigma Co, Sdo Luiz, MO, EUA)

emulsionada em AlF;

Grupo 7 - Injegdo com 50 png de ovoalbumina emulsionada em ACF,
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Grupo 8 - Inje¢io com 50 pg de ovoalbumina emulsionada em AIF contendo 10 * UFC de

L. monocytogenes morta por calor;

Grupo 9- Inje¢do com 50 pg de ovoalbumina adsorvida em alum

No terceiro experimento foram injetados seis grupos de 6 camundongos no dia 0 e dado um
refor¢o 21 dias apos. Neste experimento, ao invés de ser utilizado o adjuvante de Freund na
emulsdo do antigeno, foi utilizado o 6leo de amendoim refinado, composto de acidos graxos
mono e polinsaturados, e sem a presenga de carboidratos ou proteinas. O 6leo de amendoim foi
gentilmente cedido pela professora Mana da Guia do Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal do Ceara.

Os grupos de camundongos foram injetados como descrito a seguir:

Grupo 1- Injegdo com 6leo de amendoim puro — os animais destes grupos nédo foram

desafiados com o alérgeno;

Grupo 2- Inje¢do com extrato de D. pteronyssinus contendo 300 pg de proteina

emulsionado em 6leo de amendoim,

Grupo 3 - Injegdo com extrato de D. pferonyssinus contendo 300 pg de proteina

emulsionado em 6leo de amendoim e 10° UFC de L. monocytogenes morta por calor;
Grupo 4 - com 6leo de amendoim e 10* UFC de L. monocytogenes morta por calor;

Grupo 5- com extrato de D. pteronyssinus contendo 300 g de proteina ligada

covalentemente a 300 pg de alginato.
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Grupo 6 - Injetados com salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund. Este
grupo recebeu também nebulizagdo e ndo tendo sido protegido, serviu de controle positivo do

experimento.

4.7 Desafio bronquico

Para induzir inflamag¢do broncopulmonar alérgica em camundongos, andloga a asma
bronquica humana, montou-se uma cimara de nebulizagdo de plastico com delimitagdo do espago
com capacidade para até 40 camundongos A/J (Fig 2). Foi acoplada a uma das extremidades
dessa camara a saida de um nebulizador ultrassonico. Trés pequenas aberturas foram feitas na
outra extremidade, de maneira que houvesse um fluxo de ar continuo e que todos os
camundongos pudessem inalar o aerossol com relativa uniformidade. Vinte e um dias apds a dose
de refor¢o esses camundongos foram submetidos a cinco ciclos de duas nebulizagdes separadas
por intervalos de 4 dias entre elas e com intervalos de 20 dias entre os ciclos. Utilizaram-se 10
mg/ml de proteina do extrato de D. ptreronyssinus ou ovoalbumina, durante 20 min a uma taxa de
nebulizag¢do de 0,2 ml/min. Todos os camundongos de segundo experimento, e cinco grupos dos

seis existentes no terceiro experimento foram desafiados.

4.8 Dosagem de anticorpos contra extrato de acaro

Os camundongos imunizados e desafiados com extrato de D. pferonyssinus ou
ovoalbumina foram sacrificados 48 h apos o ultimo desafio. O sangue foi coletado neste
momento e 0 bago e os pulmdes foram retirados. O soro foi utilizado para dosagem de subclasses
de IgG ,a IgGl e a IgG2a que representam a resposta Th2 e Th1 respectivamente. Pogos de placas
de poliestireno foram sensibilizados com 30 ug/ml de extrato bruto de D. pteronyssinus ou 20

pg/ml de ovoalbumina diluidas em tampdo de NaHCO3 em pH-9,6, durante a noite. Em seguida
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foram bloqueados com PBS/leite desnatado a 5%. As amostras de soro foram colocados nos
pogos na diluigdo de 1:50 e incubadas a temperatura ambiente por 1 h. As amostras foram em
seguida incubadas com anticorpos anti-IgG1 e anti-IgG2a biotinilados (Pharmingen, San Diego,
CA, EUA) na diluigdo de 1:500 e depois com estreptavidina—peroxidase (Sigma, Sdo Luiz, MO,
EUA) na dilui¢do 1:800. Finalmente a reagio foi revelada com solugdo de ortophenilenodiamina

(OPD) bloqueada com acido acético. A absorbancia foi medida em espectofotometro a 492 nm.

4.9 Ensaio de linfoproliferagido

Os camundongos foram sacrificados 48 h depois do ultimo desafio, sendo seus bagos
retirados em condigdes estéreis. Foi feita homogenizagdo dos bagos para obtengdo da suspensio
de esplendcitos, que foram lavados duas vezes centrifugando a 800 g. Foram cultivadas § x 10°
células em meio RPMI contendo soro bovino fetal a 5% e com 10 pg do extrato de D.
pteronyssinus previamente tratado com Triton X-114 para remogéo de lipopolissacarideos. A
cultura de células foi mantida na estufa a 37° C com atmosfera de 5% de CO; Dezesseis horas
depois as células foram pulsadas com timidina tritiada (Sigma, Sdo Luiz, MO, EUA), que tinha
uma concentragdo de radiagdo de 1 puCi/ml, durante 16 h. A radiagdo foi medida em um

contador—beta.

4.10 Obtengdo dos cortes histopatoldgicos

Os camundongos foram sacrificados 48 h ap6s o décimo desafio e seus pulmdes retirados e
fixados em formalina a 10%. Em seguida foram feitas secg¢des transversais em relagdo ao hilo
pulmonar. Foi feita inclusio em parafina, corte de 6 um e montagem. Diferentes tipos de
colorag¢des foram usadas para analisar intensidade de inflamagéo, produgdo de muco e presenga

de eosinofilos.



4.11 Técnica de coloragdo com hematoxilina e eosina (H.E.)

O tecido foi desparafinizado em xilol durante 5 min, colocado em alcool absoluto durante 5
min e colocado em alcool a 80% durante 5 min. Depois foi lavado em agua corrente durante 5
min e realizada passagem rapida em agua destilada durante mais S min. Em seguida, colocou-se
Hematoxilina de Harris durante 5 min, e deixou-se em agua parada durante outros 5 min.
Adicionou-se eosina durante 5 min e agua acética durante mais 1 min e 30 s. Fo1 colocado alcool
a 80% durante 3 min e a 90% durante 5 min. Colocado xilol 5 min, repetido xilol por 5 min e

finalmente, montado em balsamo do Canada

4.12 Coloragido de Alcian Blue para visualizagdo de muco

O tecido incluido em parafina foi desparafinizado até agua destilada e colocado agua
acética a 3% durante 10 min. Foi entio retirado da agua acética, lavado e colocado na solugdo de
Alcian Blue a 1% durante 30 min. Em seguida foi retirado e lavado em agua corrente destilada,
colocado Hematoxilina de Harris durante 1 min, desidratado, clarificado € montado em balsamo

do Canada.

4.13 Coloragio pelo método de Luna para eritrocitos e granulos de eosin6filos

(LUNA, 1968)

Foi feita desparafinizagio e hidratagio com agua destilada. Em seguida a 1amina foi corada
com hematoxilina de Biebrich-Scarlet e mergulhada em solugéo acido—alcodl a 1% por 8 vezes e
enxaguada em agua. Depois foi mergulhada em solugdo de Carbonato de Litio até as secgdes se
tornarem azuis € as hemacias vermelho brilhante. Em seguida foi lavada em agua corrente por 2
min, desidratada e clarificada através de tratamento com alcodl etilico, alcool absoluto e xileno,

duas vezes cada e durante dois minutos cada. Por ultimo foi montada em meio resinado.
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4.14 Analise morfométrica da produgdo de muco

For utilizado o programa Image—pro, que permitiu uma analise digital das ldminas dos
pulmdes dos camundongos. Foi realizada a morfometria de 8 bronquiolos de cada camundongo,
com relagdo a obstru¢do bronquiolar causada pela produgdo de muco. A area do bronquiolo
delimitada pela membrana basal foi medida. Em seguida foi medida a area da luz bronquiolar
delimitada pelo muco. Estabeleceu-se uma relagio entre elas, fornecendo a percentagem de

obstrugao.

4.15 Analise morfométrica do numero de eosin6filos no infiltrado

peribronquioloar

Foram escolhidos de forma aleatonia trés bronquiolos por ldmina. Contou —se o namero de
eosinofilos em quatro areas de aumento de 400 x no espago peribronquiolar. O critério utilizado
para distingdo do eosinofilo era a presenga de um nucleo chanfrado bilobulado e a coloragdo

avermelhada pelo método de Luna.

4.16 Analises estatisticas

Analises estatisticas foram feitas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e Wilcoxon

para verificar se haviam diferengas entre os grupos.
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S - RESULTADOS

5.1 Analise histopatologica

Em todos os grupos imunizados houve algum grau de inflamagéo peribronquiolar, lesido do
epitélio (caracterizada pela perda do contato entre as células pseudo-estratificadas cilindricas
ciliadas e a membrana basal bronquiolar) e infiltragio predominantemente de mononucleares,
havendo sempre alguns eosinodfilos de permeio (Figs. 3, 4, S). A analise do pulmdo dos
camundongos injetados e desafiados com extrato de D. pteronyssinus ou ovoalbumina mostrou
que 0s pequenos bronquios e bronquiolos tinham uma maior intensidade de inflamagdo e
obstru¢io por muco do que as vias aéreas maiores. Ndo houve,entretanto, diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos injetados, tanto no primeiro como no segundo
experimento, em relagdo a obstrugdo por muco (Figs. 6, 7 e 8). Ndo observou-se, portanto, uma
menor quantidade de muco nos grupos que receberam L. monocytogenes morta por calor ou
adjuvante completo de Freund. Também ndo houve nenhuma diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao infiltrado eosinofilico nos diferentes grupos injetados, tenham sido
eles imunizados e desafiados com ovoalbumina ou extrato de D. pteronyssinus(Figs. 9,10e 11).
Os grupos injetados com ovoalbumina emulsionada em adjuvantes de Freund tiveram um menor
numero de eosinofilos peribronquiolares quando comparados ao grupo que foi injetado com
ovoalbumina adsorvida em alum (dados sem significancia estatistica).

Os grupos imunizados com extrato de D. pferonyssinus adsorvidos em alum apresentaram
maior infiltrado eosinofilico e produgdo de muco em relagdo aos outros grupos, mas as diferengas
foram pequenas e novamente sem significancia estatistica. Por outro lado, enquanto os grupos
imunizados e desafiados com D. pteronyssinus apresentaram graus de infiltrado eosinofilico
semelhante aos dos grupos controles (injetados com salina emulsionada em adjuvante incompleto

de Freund e desafiados por inalagdo de extrato de D. pfcronyssinus, (Fig. 9 e 10), os grupos
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imunizados com ovoalbumina emulsionada em adjuvantes de Freund apresentaram infiltragio
eosinofilica um pouco menos intensa do que o grupo (controle injetados com salina emulsionada
em adjuvante incompleto de Freund e desafiados por inalagido de ovoalbumina; Fig 11;p <0,05,

teste ndo paramétrico de Wilcoxon).

5.2 Resposta linfoproliferativa

O teste de hinfoproliferagdo, realizado no primeiro experimento, mostrou uma maior
proliferagdo de esplendcitos no grupo imunizado com D. pteronyssinus emulsionado em
adjuvante completo de Freund (Fig. 12). Em nenhum outro grupo nos experimentos subsequentes

foi possivel demonstrar resposta linfoproliferativa ao antigeno utilizado na imunizagéo.

5.3 Resposta humoral

Nio houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos imunizados no primeiro
experimento com relagdo a produgio de subclasses de anticorpos. Tanto o grupo imunizado com
extrato de D. pteronyssinus, como o grupo imunizado com ovoalbumina, apresentaram titulos
maiores de IgG1 do que de IgG2a (Figs. 12, 13,15, 17 e 18).

Nio foi possivel detectar a presenga de IgG2a em camundongos que foram imunizados no
segundo experimento que utilizou os adjuvantes completo e incompleto de Freund e o alum junto
com o extrato de D. pteronyssinus e no experimento subseqiiente no qual se utilizou extrato de D.
pteronyssinus emulsionado em 6leo de amendoim ou ligado covalentemente ao alginato (Dados
nido mostrados).

O grupo que foi imunizado com L. monocytogenes morta por calor emulsionada em o6leo
de amendoim e sem o extrato de D. pteronyssinus produziu titulos de anticorpos IgGl
semelhantes aqueles imunizados com o extrato de D. ptcronyssinus emulsionados em o6leo de

amendoim ( Fig. 16 ).



6- FIGURAS

Fig. 1. Acaro da poeira Deramatophagoides pteronvssinus montado em meio de Hoyer (10 X).

Fig. 2. Camara de plastico, acoplada a um nebulizador, utilizada para o desafio dos camundongos.
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Fig. 3. Bronquio de camundongo imunizado, desafiado em seguida por dez vezes com aerossol de
Dermatophagoides pteronyssinus e sacrificado 48h depois do tltimo desafio, mostrando intensa inflamagao
peri-bronquiolar e presenga de muco ( HE. 40 X).

3 = S %, E=N
N 2 - 3 .

Fig. 4. Bronquio de camundongo imunizado, desafiado seguida por dez vezes com aerossol de
Dermatophagoides pteronyssinus e sacrificado 48 horas depois do ultimo desafio, mostrando presenca
abundante de muco que ¢é corado em azu 1 (Alcian Blue 40 X ).
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Fig. 5. Espago peri-bronquiolar de camundongo imunizado, desafiado em seguida por dez vezes com aerossol
de Dermatophagoides pteronyssinus e sacrificado 48h depois do tultimo desafio, mostrando infiltrado
eosinofilico. Esta célula tem nucleo bilobulado e citoplasma corado em vermelho (Coloragdo de Luna, 400
X).
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Fig. 6. Percentagem da area de bronquiolos contendo secre¢do mucosa. Os grupos de
camundongos foram injetados com salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund
(SAL+AIF), extrato de £. pteronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto de Freund
(Dp+AIF) extrato de D. pteronyssinus emulsionado em adjuvante completo de Freund
(Dp+ACF), extrato de D. ptcronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto de Freund
contendo L. monocytogenes morta por calor (Dp+HKL), e extrato de D. pteronyssinus adsorvido
em alum (Dp+Alum). Os camundongos foram submetidos a dez desafios com aerossol de extrato
de D. ptcronyssinus e sacfrificados 48 horas depois do ultimo desafio, tendo seus pulmdes
retirados, corados pelo método de Alcian para visualizagdo do muco e analisados

morfometricamente. O grupo controle ndo foi injetado ou desafiado.
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Fig.7. Analise morfométrica da intensidade de produg¢do mucosa bronquiolar de camundongos

injetados com antigenos emulsionados em oleo de amendoim e desafiados com extrato de D.

pteronyssinus. Segundo experimento utilizando 6leo de amendoim. Os grupos de camundongos

foram injetados com salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (SAL+AIF), extrato

de D. ptcronyssinus ligado covalentemente a alginato (Dp+ALG), extrato de D. pteronyssinus

emulsionado em o6leo de amendoim (Dp+6leo), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em o6leo

de amendoim contendo L. monocytogenes morta por calor (Dp+OI+HKL), L. monocytogenes

morta por calor emulsionada em 6leo de amendoim (OI+HKL). Houve um grupo controle

(CONTROLE) que ndo foi injetado nem desafiado. Os camundongos, exceto os do grupo

controle, foram submetidos a dez desafios com aerossol de extrato de D. pteronyssinus e

sacfrificados 48 horas depois do Gltimo desafio.
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Fig.8. Analise morfométrica da intensidade de produgdo mucosa bronquiolar de camundongos
injetados e desafiados com ovoalbumina associada a diferentes adjuvantes. Os grupos de
camundongos foram injetados com ovoalbumina emulsionada em adjuvante incompleto de
Freund (OVA+AIF), ovoalbumina emulsionada em adjuvante completo de Freund (OVA+ACF),
ovoalbumina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund contendo 10* UFC de L.
monocytogenes morta por calor (OVA+HKL) e ovoalbumina adsorvida em alum (OVA +
Alum). Todos os camundongos foram submetidos a dez desafios de com aerossol de
ovoalbumina e sacrificados 48 horas apos o ultimo desafio. O grupo controle néo fo1 injetado

ou desafiado.
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Fig. 9. Numero de eosinéfilos no espago peribronquiolar de camundongos injetados e desafiados
com extrato de D. ptcronyssinus. Os grupos de camundongos foram injetados com salina
emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (SAL+AIF), extrato de D. pteronyssinus
emulsionado em adjuvante incompleto de Freund (Dp +AIF), extrato de D. pferonyssinus
emulsionado em adjuvante completo de Freund (Dp+ACF), extrato de D. pteronyssinus
emulsionado em adjuvante incompleto de Freund contendo L. monocytogenes morta por calor
(Dp+HKL), e extrato de D. pferonyssinus adsorvido em alum (Dp+Alum). Os camundongos
foram desafiados dez vezes com aerossol de extrato de D. pteronyssinusa 10mg/ml e sacrificados
48 horas apos o ultimo desafio, tendo seus pulmdes retirados, corados pelo método de Luna e

analisados morfometricamente.
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Fig.10. Contagem de eosinofilos no espago peribronquiolar de camundongos injetados e

desafiados com extrato de D. ptcronyssinus. Os grupos de camundongos foram injetados com

salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (SAL+AIF), extrato de D. pferonyssinus

ligado covalentemente a alginato (Dp+Alg), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em 6leo de

amendoim (Dp+dleo), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em 6leo de amendoim contendo

L. monocytogenes morta por calor (Dp+oleo+tHKL), L. monocytogenes morta por calor

emulsionada em 6leo de amendoim (Oleo+HKL). Houve um grupo controle (CONTROLE) que

nao foi imunizado nem desafiado. Os camundongos foram submetidos a dez desafios com

aerossol de extrato de D. pteronyssinus a 10mg/ml e sacfrificados 48 horas depois do altimo

desafio, tendo seus pulmdes sido retirados, corados pelo método de Luna e analisados

morfometricamente.
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Fig.11. Contagem de eosindfilos no espago peribronquiolar de camundongos injetados e
desafiados com ovoalbumina. Os grupos de camundongos foram injetados com ovoalbumina
emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (OVA+AIF), ovoalbumina emulsionada em
adjuvante completo de Freund (OVA+ACF), ovoalbumina emulsionada em adjuvante incompleto
de Freund contendo L.monocytogenes morta por calor (OVA+HKL) e ovoalbumina adsorvida
em alum (OVA+Alum) e salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (SAL+AIF).
Os camundongos foram desafiados dez vezes com aerossol de extrato de ovoalbumina a
10mg/ml e sacrificados 48 h apds o ultimo desafio, tendo seus pulmdes sido retirados, corados
pelo método de Luna e analisados morfometricamente. O grupo controle ndo foi injetado ou

desafiado.
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Fig.12. Proliferagio de esplendcitos de camundongos imunizados com extrato de D.

pteronyssinus associado a diferentes adjuvantes, e estimulados 7n vitro com 3 pg/ml deste extrato.

Os grupos de camundongos foram injetados subcutaneamente com salina emulsionada em

adjuvante incompleto de Freund (Salina+AIF), extrato de D. pferonyssinus emulsionado em

adjuvante incompleto de Freund contendo L. monocytogenes morta por calor (Dp+HKL), extrato

de D. pteronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto de Freund (Dp+AIF), extrato de D.

pteronyssinus emulsionado em adjuvante completo de Freund (Dp+ACF). Os camundongos

foram sacrificados 77 dias apos a primeira inje¢do e seus esplendcitos submetidos a ensaio de

linfoproiferagdo como descrito em Material e Métodos.
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Fig. 13. 1gG1 anti-extrato de D. pteronyssinus. Os grupos de camundongos foram injetados com
salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (Salinat+AIF), extrato de D.
pteronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto de Freund contendo Lisferia
monocytogenes morta por calor (Dp+HKL), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em
adjuvante incompleto de Freund (Dp+AIF) extrato de D. pteronyssinus emulsionado em
adjuvante completo de Freund (Dp+ACF). A atividade de anticorpo da classe IgGl foi semi-
quantificada através de ELISA 77 dias ap6s o inicio da imunizagdo como descrito em Material e
Meétodos.
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Fig.14. 1gG2a anti-extrato de D. pteronyssinus. Os grupos de camundongos foram injetados com
salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (Salina+AIF), extrato de D.
pteronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto de Freund contendo L. monocytogenes
morta por calor (Dp+HKL), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto
de Freund (Dp+AIF), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em adjuvante completo de Freund
(Dp+ACF). A atividade de anticorpo da classe IgG1 foi semi-quantificada através de ELISA 77

dias apds o inicio da imunizagdo como descrito em Material e Métodos.
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Fig.15. IgG1 anti-extrato de D. pteronyssinus. Os grupos de camundongos foram injetados com
salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (Salina+AIF), extrato de D.
pteronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto de Freund contendo L. monocytogenes
morta por calor (Dp+HKL), extrato de D. ptcronyssinus emulsionado em adjuvante incompleto
de Freund (Dp+AIF), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em adjuvante completo de Freund
(Dp+ACF), extrato de D. pteronyssinus adsorvido em Alum (Dp+Alum). A atividade de anticorpo da
classe IgGl1 foi semi-quantificada através de ELISA 77 dias apds o inicio da imunizagdo como

descrito em Material e Métodos.
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Fig.16. IgG1 anti-extrato de D. pteronyssinus. Os grupos de camundongos foram injetados com
salina emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (SAL+AIF), extrato de D. pferonyssinus
adsorvido em alginato (Dp+Alg), extrato de D. pteronyssinus emulsionado em 6leo de amendoim
(Dp+6l), extrato de D. ptcronyssinus emulsionado em oleo de amendoim contendo L.
monocytogenes morta por calor (Dp+OI+HKL), L. monocytogenes morta por calor emulsionada
em Oleo de amendoim (61+HKL) e grupo controle ndo injetado. Todos os grupos exceto o
controle foram submetidos a dez desafios com aerossol de extrato de D. ptferonyssinus a
10mg/ml. A atividade de anticorpo da classe IgGl foi semi-quantificada através de ELISA 144

dias apds o inicio da imunizagdo como descrito em Material e Métodos.
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Fig.17. TgGl anti-OVA. Os grupos de camundongos foram injetados com ovoalbumina
emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (OVA+AIF), ovoalbumina emulsionada em
adjuvante completo de Freund (OVA+ACF) ovoalbumina emulsionada em adjuvante incompleto
de Freund contendo L. monocytogencs morta por calor (OVA+HKL) e ovoalbumina adsorvida
em alum (OVA+Alum). A atividade de anticorpo da classe IgG1 foi semi-quantificada através

de ELISA 144 dias apos o inicio da imunizagdo como descrito em Material e Métodos.
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Fig.18. IgG2a murina anti-OVA. Os grupos de camundongos foram injetados com ovoalbumina
emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (OVA+AIF), ovoalbumina emulsionada em
adjuvante completo de Freund (OVA+ACF) ovoalbumina emulsionada em adjuvante incompleto
de Freund contendo L. monocytogencs morta por calor (OVA+HKL) e ovoalbumina adsorvida
em alum (OVA+Alum). Todos os grupos foram desafiados com ciclos de aerossol de
ovoalbumina a 10 mg/ml. A atividade de anticorpo da classe IgG1 foi semi-quantificada através

de ELISA 144 dias apos o inicio da imunizag¢do como descrito em Material e Métodos.
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7 - DISCUSSAO

No modelo aqui descrito foram testados diferentes adjuvantes associados a extrato de D.
pteronyssinus ou ovoalbumina injetados previamente em camundongos A/J (duas injegdes
subcutaneas com intervalo de 21 dias) para que ocorresse um possivel efeito sobre o
desenvolvimento de uma sensibilizagdo a esses mesmos antigenos. Trés semanas apds a Gltima
inje¢do, os camundongos foram submetidos a cinco ciclos com duas nebulizagdes por ciclo
buscando simular uma exposigdo intermitente e prolongada a alérgenos inalatorios, como ocorre
naturalmente com os seres humanos. A escolha da utilizagdo de extrato de acaro da poeira da
espécie D. ptcronyssinus se deu pelo fato deste ser o mais importante agente relacionado a alergia
respiratoria perene no mundo e induzir o desenvolvimento e inflamagdo broncopulmonar no
homem e em modelos experimentais.

O dleo de amendoim foi escolhido para a emulsdo do alérgeno por poder ser utilizado em seres
humanos, funcionando, talvez, como adjuvante imunoestimulador. Este modelo de desafio
broncopulmonar conseguiu simular a asma bronquica humana do ponto de vista histopatolégico
na sua fase tardia, ou seja, 24-48h apds exposi¢do ao alérgeno. Foi visualizada lesdo epitelial,
produgdo de muco e infiltrado peribronquiolar com células mononucleares e eosinofilos de
permeio.

A presenga de maior intensidade de inflamagdo nas vias aéreas de menor calibre é justificada
pelo uso do nebulizador ultrassénico, que faz com que o extrato utilizado no desafio, seja
transformado em microparticulas capazes de se depositar em maior grau nas vias aéreas

terminais, como os bronquiolos. Em experimentos futuros, além da mensuragdo da intensidade de
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inflamagdo e da quantidade de muco, seria interessante avaliar a intesidade da contrag¢io da
musculatura lisa bronquiolar através de morfometria especifica para esta finalidade.

Em contraposigdo a outros modelos de indugao experimental de alergia respiratoria, o modelo
descrito nesta tese ndo incorporou uma etapa menos natural de inje¢do parenteral do alérgeno: o
proprio procedimento utilizando para o desafio varias inalagdes do alérgeno mostrou-se capaz de
induzir uma resposta eosinofilica. Os modelos experimentais publicados na literatura citados ao
longo desta dissertagdo utilizam também um protocolo de inje¢do e desafio no qual o tempo é
relativamente curto em relag¢do ao descrito aqui. Experimentos comparando simultaneamente os
dois tipos de modelo ( os utilizando injegdo parenteral e o utilizando exclusivamente inalagdes do
alérgeno), e visando a otimiza¢do do modelo por inalagio, estio em andamento.

Ndo houve éxito na tentativa de proteger os camundongos contra a indu¢iio de alergia
experimental a D). pferonyssinus através dos procedimentos imunoprofilaticos testados na
presente tese, ja que todos os grupos desafiados por inalagdo de D. pferonyssinus apresentaram
produgdo de muco e infiltrado de eosinofilos de intensidade semelhantes. Isso contrastou com os
resultados obtidos com ovoalbumina, que, consistentemente com dados relatados na hiteratura
(YASUE, 1998), mostraram prote¢do dos camundongos contra um desafio inalatorio posterior.
Diferentemente do relatado na literatura, entretanto, no presente trabalho de tese a injegdo de
ovoalbumina associada a L. monocytogenes na emulsdo ndo aumentou a intensidade da protecdo,
talvez pelas seguintes diferengas metodologicas: a linhagem de camundongo utilizada no trabalho
acima referido (YASUE, 1998) foi a Balb/c, enquanto que no trabalho aqui relatado foi1a A/J; a
contagem de eosinofilos feita por Yasue foi no lavado broncoalveolar e ndo em cortes
histolégicos como aqui realizado; o modelo de sensibilizagio utilizado neste trabalho de tese foi
o de varias 1nalagdes do alérgeno, enquanto no de Yasue foram utilizadas injecées subcutineas do

do antigeno.
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Essa discrepancia entre os resultados observados com a imunoprofilaxia no modelo de alergia a
acaro e com a imunoprofilaxia no modelo de alergia a ovoalbumina pode ser indicativa de uma
maior alergenicidade do extrato de acaro em relagdo a outros antigenos. Esses resultados
sugerindo diferente alergenicidade da ovoalbumina e do extrato de acaro precisam ser
confirmados pela repetigdo desses experimentos. As proteinas derivadas de acaros da poeira
parecem ter caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas, como, por exemplo, atividade
especifica de protease e, conforme relatado na introdugdo desta tese, que podem fazer delas
alérgenos mais potentes do que outras proteinas como a ovoalbumina. Adjuvantes que modificam
a resposta a ovoalbumina poderiam entdo, ndo funcionar com extratos de acaro. Muitos dos
modelos experimentais de asma utilizam a ovoalbumina como antigeno alergénico apesar dessa
proteina ndo ser um aeroalérgeno humano, o que pode levar ao desenvolvimento de produtos ndo
aplicaveis na doenga humana.

Trabalhos prévios mostram que ha uma predominincia de IgG1 relacionada a produgio de IL-4
ou de IgG2a relacionada a produgio de interferon gama, quando os camundongos sdo imunizados
com os diferentes adjuvantes (YESUE et al 1998, HANSEN et al 2000). Nao foi possivel mostrar
nos experimentos realizados a associagio de um determinado adjuvante com a predominancia de
uma subclasse de IgG especifica. Esses achados podem ter advindo da intercorréncia de variaveis
nao definidas, impedindo a reprodugdo de dados da literatura.

Nao foi possivel detectar IgG2a especifica contra extrato de D. pferonyssinus no segundo e
terceiro experimentos. Ao contrario do primeiro experimento, o sangue dos camundongos no
segundo e terceiro experimentos so foi coletado 144 dias apos a primeira injegdo e os titulos de
IgG2a podem ter caido.

Curiosamente, a dosagem de IgG1 especifica no soro dos camundongos que foram injetados

com oleo de amendoim e sem o extrato de . pteronyssinus foi maior do que no grupo que foi
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injetado com extrato de D. pteronyssinus adsorvido em alginato (Fig. 15.). A explica¢do possivel
para que um grupo ndo imunizado com o antigeno tenha titulos maiores de anticorpos do que um
grupo imunizado € que ambos foram desafiados com este antigeno por via inalatoria. O contato
com o antigeno via inalatoria parece portanto, ser suficiente para induzir a formacgio de
anticorpos. O alginato, que € um polissacarideo derivado de algas marinhas, poderia ter induzido
alguma tolerancia humoral.

O modelo experimental montado é eficaz e barato para o estudo da imunoprofilaxia das alergias
respiratorias, utilizando ovoalbumina e extrato de acaros como antigenos. A alergia € tratada
hoje, na maior parte das vezes, de forma inespecifica com corticosteroide, assim como era ha 40
anos atras. O entendimento da imunopatologia da alergia ainda ndo permitiu que a imunoterapia
se firmasse como tratamento padrio, apesar de meta-analises indicarem alguns beneficios
(ABRAMSON et al 1995). Sendo a imunoterapia um tratamento barato e especifico, resta
methorar a sua seguranga e eficacia para que ela possa se estabelecer como a grande arma dos

alérgicos contra sua doenga, ndo s6 no Brasil mas, em todo o mundo.



8. CONCLUSAO E SUMARIO DOS RESULTADOS

O modelo de inflamagdo broncopulmonar murina utilizando extrato de Dermatophagoides
pteronyssinus ou ovoalbumina exclusivamente por via inalatoria parece simular a inflamagdo da
asma bronquica humana. Este modelo, por ser menos artificial que os relatados na literatura,

deve ser motivo de futuros estudos.

Os imunoadjuvantes utilizados ndo foram capazes de modificar a resposta especifica de

IgGl1 ou IgG2a.

Nio houve broncoproteg¢io quando a L. monocytogenes, morta por calor, emulsionada em
oleo, o adjuvante completo de Freund ou o alginato, foram utilizados como adjuvantes no
modelo de alergia ao D. pteronyssinus. No entanto, houve prote¢do no modelo de ovoalbumina,
indicando diferengas entre os dois preparados antigénicos, em termos de alergenicidade ou de

susceptibilidade ao controle da resposta eosinofilica.

Nio houve formagdo de granulomas no pulmido dos camundongos injetados e desafiados

com extrato de D. ptcronyssinus ou ovoalbumina.
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Anexo- Imunopatologia da asma bronquica
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