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RESUMO

FIGUEIREDO, Tiana Baqueiro, Desenvolvimento de um modelo experimental de alergia a
Blomia tropicalis e suas utilizagbes em estudos de imunoprofilaxia. 124f. 2007 Tese
(Doutorado) Programa de Pos-graduacdo em Imunologia — UFBA, Salvador, 2011.

O é&caro de poeira doméstica Blomia tropicalis é encontrado em regifes tropicais e
subtropicais da América, Europa e Asia, sendo um das mais importantes fontes de
aeroalérgenos nestas regides. Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um
modelo experimental de alergia a B. tropicalis e sua utilizagio em estudos de
imunoprofilaxia. Para isto, quatro linhagens de camundongos foram sensibilizadas e
desafiadas com extrato de B. tropicalis (Bt) sendo considerados como marcadores de
inflamac&o pulmonar e de resposta Th2 a elevacdo do nimero de leucdcitos, da atividade de
peroxidase de eosindfilos e de IL-4 no lavado bronqueoalveolar (BAL) e da atividade de
peroxidase de eosinofilos no pulméo, bem como elevagdo de IgE sérica especifica para Bt.
A linhagem A/J foi considerada a mais sensivel a inflamacédo pulmonar induzida pelo sendo
utilizada nas anélises subseqlientes. O modelo de alergia experimental ao B. tropicalis foi
utilizado entdo para a investigacdo do efeito da imunizagdo com adjuvantes em
desempenhar papel protetor ao desenvolvimento da alergia experimental. Entre os diversos
candidatos a adjuvantes testados destacaram-se a saponina e 0 CpG emulsionados em
montanide ISA 720 por proteger os animais da inflamagdo pulmonar induzida pela
sensibilizacdo com Bt, embora a resposta imune estimulada por esses adjuvantes seja
aparentemente mista com producdo de citocinas Thl e Th2. Visando a utilizagdo de um
antigeno mais purificado partimos para o fracionamento do Bt por cromatografia liquida de
troca i0nica. As fragdes obtidas foram inicialmente analisadas quanto ao papel
hipersensibilizante para o ser humano, atraveés de dosagem de IgE especifica para cada
fracdo obtida no soro de individuos com teste cutdneo positivo para B. tropicalis e em
individuos controle. A fracdo que apresentou maior reatividade frente aos soros positivos
(74,3%) foi utilizada no modelo murino como agente sensibilizante. Observamos entéo que
a fracdo do Bt utilizada foi efetiva em promover resposta inflamatéria pulmonar em alguns
dos critérios analisados, no entanto ndo foi observada produgédo de IL-4 no BAL nem IgE
especifica nos animais. A sensibilizacdo com B. tropicalis induziu em camundongos o
desenvolvimento de doenca inflamatéria pulmonar andloga a asma humana.
Oligonucleotideos CpG e a saponina mostraram-se promissores candidatos a adjuvantes em
formulacdes de vacinas. O fracionamento do extrato de B. tropicalis produziu fragfes
reativas a IgE humana e capazes de promover inflamagédo pulmonar murina, sendo um bom
caminho para a obtencéo de antigenos mais purificados.

Palavras chave: alergia respiratéria, Blomia tropicalis, Modelo Murino, Adjuvantes,
Imunoprofilaxia



ABSTRACT

FIGUEIREDO, Tiana Baqueiro, Murine model of respiratory allergy to Blomia tropicalis and
their use in studies of immunoprophylaxy. 124f. 2007 Thesis (Doctor). Graduate Program in
Immunology - UFBA, Salvador, 2011.

The dust mite Blomia tropicalis is found in tropical and subtropical regions of the World,
where it is one of the most important source of allergens to the human being in these regions.
To developed a short-term murine model of respiratory allergy to B. tropicalis, utilizing low
amounts of the Bt lysate and use it in studies of immunoprophylaxy. Four mouse strains were
sensitized and challenged with B. tropicalis (Bt) lysate. Leukocyte numbers, eosinophil
peroxidase activity, IL-4 and IFN-g concentrations were determined in bronchial alveolar
lavage, and anti-allergen IgE antibodies were tittered. A/J was considered the most sensitive
strain to lung inflammation. This model was used was used to test potencial adjuvant effects
of several preparation for immunoprophylatic studies. Saponin and CpG emulsified in
montanide ISA 720 protected the animals from lung inflammation induced by Bt
sensitization, but the immune response stimulated by these adjuvants were apparently mixed
with Thl and Th2 cytokines production. Finally, the Bt was fractionatedf by ion exchange
liquid chromatography. The fractions were tested for reactivity to human serum IgE of
subjects with positive and negative skin test for B. tropicalis. The fraction with highest
reactivity (74.3%) was used as sensitizing agent in the murine model. This fraction promoted
partial pulmonary inflammation. However, it was not observed IL-4 production in BAL or
specific IgE production in these animals. The short-term model of atopic asthma proposed
herein reproduced the human disease, leading to pulmonary inflammation and the
predominance of a Th2 immune response, with an increase in circulating allergen-specific
IgE. CpG ODN and saponin were promising candidates as adjuvants in vaccines formulations.
The B. tropicalis extract fractionation produced fractions that reacted for human IgE and
capable of promoting pulmonary inflammation in mice, being one good strategy to obtain
purified B. tropicalis allergens.

Keywords: Respiratory allergy, Blomia tropicalis, Murine model, Adjuvants,
Immunoprophylaxy
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I. INTRODUCAO E RELEVANCIA

l.1- DEFINICAO DE ATOPIA

Asma, rinite, conjuntivite, dermatite atopica, urticaria e reagdes anafilaticas fazem
parte de uma classe de respostas do sistema imune denominadas reacdes de hipersensibilidade
tipo | (Janeway e cols., 1999). A hipersensibilidade tipo | € mediada por imunoglobulinas da
classe E (IgE). A producdo destas imunoglobulinas é dependente do estimulo de populacdes
de linfécitos T CD4" tipo 2 (células Th2) através das interleucinas (IL) 4 e 13 e pode ser
inibida por INF-y, produzido por populagdes de linfocitos T CD4" tipo 1 (células Thl) e IL-
12, produzida principalmente por macréfagos, assim como pela interleucina 1L-10 (Royer e
cols., 2001). Os anticorpos da classe IgE ligam-se a mastdcitos, basofilos e eosindfilos,
células que tém em suas membranas receptores de alta afinidade para o fragmento
cristalizavel (Fc) destas moléculas (Galli & Lantz, 1999). As manifestacGes alérgicas sdo o
resultado da reacdo de anticorpos IgE especificos contra antigenos ambientais comuns e
indcuos para a populacdo em geral, os alérgenos. Alguns individuos apresentam uma
propensdo genética a produzir uma resposta de IgE a esses alérgenos, sendo entdo

denominados atdpicos (Arshad e cols., 2001).

Individuos atopicos se caracterizam por apresentar niveis de IgE especifica e
eosinofilos mais elevados do que uma pessoa normal, sendo assim mais susceptiveis a

doencas alérgicas (Janeway e cols., 1999).

l.2- PATOGENIA DAS ALERGIAS RESPIRATORIAS

O mecanismo patogénico principal das alergias respiratorias se inicia com a ligacéo do
alérgeno aos anticorpos IgE presentes na superficie dos mastocitos. A partir dai, ocorre uma
reacdo bioquimica que determinard a ativagdo de enzimas, como a miosina cinase, que
promovem a contracdo de microfilamentos dos microtubulos intracitoplasméaticos dos

mastocitos, acarretando a degranulacdo destas células (Holgate, 1999). Os granulos liberados
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sdo ricos em mediadores quimicos, principalmente histamina, que promovem a vasodilatacéo,
edema e contracdo dos musculos lisos. Em adicdo, os mastdcitos também secretam varios
mediadores inflamatdrios como prostaglandinas e leucotrienos (LTC,4, LTD4 € LTE4) que
produzem edema na mucosa e vasodilatagdo (Holgate, 1999). Estas respostas ocorrem
instantes apOs a exposicao ao alérgeno, caracterizando uma reacdo de hipersensibilidade do
tipo I (Galli & Lantz, 1999).

A reacgdo alérgica imediata, causada pela degranulacdo dos mastdcitos, é seguida pela
fase tardia que se caracteriza por uma inflamacao mais persistente mantida pelo recrutamento
de outras células efetoras, principalmente eosinofilos. Os mediadores liberados na fase inicial
da resposta imune promovem a expressdo de moléculas de adesdo e E-selectinas, que
facilitam a adesdo dos linfocitos circulantes as células endoteliais. Citocinas como a IL-5
promovem a infiltracgdo na mucosa de eosindfilos, neutrdfilos, basofilos, linfocitos T e
macréfagos (Wheatley & Platts-Mills, 1996). Em um periodo de 4 a 8 horas ap6s a exposicao
ao alérgeno, essas células estdo ativadas e iniciam a liberacdo de mediadores inflamatérios,
que irdo reativar muitas das reagdes proinflamatérias da resposta imediata. A resposta tardia
pode ser indistinguivel da fase imediata, mas os mediadores quimicos liberados por
eosinofilos, como proteina basica principal, proteina catidnica eosinofilica e leucotrienos,
podem lesar o epitélio e levar a um quadro clinico e histologico de doenca alérgica cronica
(Skoner, 2001). A manutengdo de uma resposta inflamatdria cronica contra alérgenos, se da
pelas células Th2 que liberam IL-4, IL-5, IL-13, que promovem a producéo de IgE, atuam na
atracdo de eosinofilos e no recrutamento de mastdcitos (Cookson & Moffatt, 1997; Cookson,
1999; Corry & Kheradmand, 1999). A resposta Th2 é contrabalanceada pela resposta imune
Th1, na qual predominam as citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a.. As células Thl séo responsaveis
pela eliminagdo de patdgenos intracelulares (Romagnani, 2004). As respostas Thl e Th2 sdo
reguladas por células T regulatdrias, entre elas as células Th3, produtoras de citocinas
antiinflamatérias com TGF-p e IL-10, as células Th3 atuam suprimindo respostas mediadas

por células Thl e Th2 e regulando a homeostase de células T (Zhang e cols., 2006).
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1.3- PREVALENCIA DAS DOENCAS ALERGICAS

As alergias do trato respiratorio sdo enfermidades altamente prevalentes em muitas
regides do globo terrestre. Smith (1978) estimou que as alergias respiratorias atinjam cerca de
20 a 30 % da populacdo mundial, e sua incidéncia vem aumentando mundialmente (Woolcock
& Peat, 1997). Atualmente a prevaléncia de atopia entre adultos é relatada com sendo de 48%
em Manchester, EUA (Simpson e cols., 2001), 32,3% na Suica (Wuthrich, 2001), 28,1% no
Reino Unido (Arshad e cols., 2001). Em Taipei, Taiwan a prevaléncia de atopia entre
escolares é de 26,5% (Hu e cols., 2000).

Dentre as alergias respiratdrias, destaca-se a asma por ser uma das doencas cronicas
mais comuns na infancia (Wong e cols., 2001). Estima-se que existam mais de 200 milhdes de
casos no mundo (Sarinho e cols., 2000). De acordo com o “International Study of Asthma and
Allergies in Childhood” - ISAAC (1998), em um estudo multicéntrico realizado com criangas
de 13 a 14 anos, com o objetivo de estabelecer a variagdo mundial dos sintomas da asma,
rinoconjuntivite alérgica e eczema atopico, a prevaléncia de sintomas de asma foi mais alta no
Reino Unido, Nova Zelandia, Austrélia e Irlanda e mais baixo em alguns paises do leste
europeu, na Indonésia, China, Taiwan, Etipia e India, sendo o maior e o menor indices
encontrados, respectivamente, na Escécia (36,7%) e na india (1,6%). Segundo este trabalho,
altas prevaléncias de sintomas de asma foram encontradas na maior parte dos casos em paises

ocidentais desenvolvidos, de lingua inglesa.

Quanto a rinite alérgica, Skoner,(2001) refere a existéncia de 20 a 40 milhGes de
pessoas sofrendo desta enfermidade nos EUA e que em 1995 os custo diretos e indiretos do

tratamento da rinite neste pais tenha sido de 2.7 bilhdes de dolares.

Quanto as alergias no Brasil, um estudo realizado em varias cidades brasileiras
utilizando o questionario padronizado do ISAAC, encontrou a prevaléncia de asma variando
de 4,7% a 20,7% na faixa etaria de seis a sete anos e de 4,8% a 21,9% entre escolares de treze
a quatorze anos (Solé, 1997). Outros trabalhos confirmam estes indices, como o de Rios e cols
(2000) que encontrou prevaléncia de asma em escolares de 13 e 14 anos de idade, de 13,45%
e 15,93%, em respectivamente Seropédica e Duque de Caxias, cidades do Estado do Rio de
Janeiro. As capitais do Nordeste do Brasil incluindo Salvador apresentam prevaléncias de

alergias comparaveis as encontradas no 1° Mundo (Solé, 2001). Em Salvador, Bahia,



17

Medeiros e cols. (2000) encontraram prevaléncia de asma bronquica de 14,5% e de rinite
alérgica de 17,4%. Na mesma cidade, Baqueiro e cols. (2007), estudando dois grupos de
diferentes niveis socioecondémicos, encontraram prevaléncias semelhantes as encontradas por
Medeiros e colaboradores para asma bronquica (12,1%) e rinite (18,8%) em individuos de
nivel socioecondmico baixo, no entanto em individuos de nivel socioeconémico elevado as

prevaléncias de asma e rinite foram respectivamente de 21,1% e 32,5%.

Trabalhos demonstram que apesar dos enormes avancos alcangados na compreenséo
dos mecanismos patogénicos e dos progressos obtidos nas estratégias de diagnostico e terapia
das alergias respiratdrias, a incidéncia de asma e a mortalidade causada pela mesma vém
aumentando (Myamoto e cols., 1968). Na Italia a prevaléncia de asma em crian¢as nascidas
entre 1962-1965 foi de 4,4% e de criangas nascidas entre 1982-1985 foi de 12,5% (Ronchetti
e cols., 2001).

Strachan (1989) sugere que o aumento da prevaléncia de doencas alérgicas seja
resultante de uma menor exposi¢do dos individuos a patogenos, principalmente durante o
periodo pré-natal e a 12 infancia. Esta proposta, conhecida como teoria da higiene, explicaria a
distribuicdo desigual de alergias entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Erb,
1999). Na década de 90, a teoria da higiene foi reforcada pela compreensdo das respostas
produzidas por linfécitos Thl e Th2 no modelo de infecgdo e de alergia incluindo o fato de
recém-nascidos montarem uma resposta predominantemente Th2, que com o passar do tempo
é desviada para Thl (Holt, 1996; Holt e cols., 1997; Cookson & Moffat, 1997). Estudos
epidemiologicos, experimentais e clinicos tém embasado a teoria da higiene, associando a
presenca de infeccdes como sarampo (Shaheen e cols., 1996), infeccdes de transmissdo oral
fecal como aquelas produzidas por bactérias gram-negativas e hepatite A (Matricardi e cols.,

2000) e tuberculose (Shirakawa e cols., 1997) com uma protecdo contra doencas alérgicas.

l.4- AEROALERGENOS

As doencas alérgicas tém etiologia multifatorial, parecendo resultar da interacdo de
fatores genéticos e ambientais (Huang e cols., 2001). Dentre os fatores ambientais, os acaros
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da poeira doméstica s@o os principais agentes desencadeadores de hiperreatividade tipo I, em
todo o mundo (Platts-Mills e cols., 1997).

Os &caros da poeira sdo animais microscopicos (100 a 400 um), pertencentes ao Filo
Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida, Subclasse Acari e Ordem Acariformes.
Esta Gltima se divide em Subordens definidas principalmente por caracteristicas do trato
respiratério, como a presenca ou auséncia de estigmas ou espiraculos, e as disposicdes dos
mesmos em seus corpos (Flechtmann, 1975). Os acaros mais freqlientes na poeira doméstica
como 0s géneros Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis pertencem a Subordem
Astigmata e assim sdo denominados pela auséncia de estigmas e de trato respiratorio

organizado, possuindo respiracdo tegumentar.

Os é&caros da poeira doméstica estdo presentes em carpetes, tapetes, pisos e
principalmente em leitos, pois a transpiracdo humana e sua descamacao epidérmica fornecem
aos mesmos, condicdes ideais de umidade, temperatura, e alimentacdo para suas
sobrevivéncias e reproducdo. Atualmente a diminui¢do da populacdo de &caros em quartos é
considerada como a medida mais eficaz de prevenir a alergia. Com este objetivo preconiza-se
abolir o uso de tapetes, carpetes e aumentar a luminosidade, ventilacdo e higiene nos
domicilios (Platts-Mills & Chapman, 1987). Existe hoje uma industria voltada para individuos
alérgicos, cujos produtos variam de travesseiros e colchdes anti-acaros a desumidificadores de
ar. No entanto, ndo estd estabelecido na literatura o papel destas medidas na prevencdo de
alergias respiratorias (Korsgaard, 1998).

Entre os acaros da poeira, aqueles que estdo mais relacionados com fendmenos
alérgicos sdo: Dermatophagoides farinae e D. pteronyssinus em paises temperados e D.
pteronyssinus e B. tropicalis em paises tropicais. Esses acaros sdo os mais frequentes e sdo

reconhecidamente causadores de hipersensibilidade imediata (\Voorhorst e cols., 1967).

Nosso grupo demonstrou que o acaro mais frequente em Salvador, Bahia, foi o B.
tropicalis, seguido por D. pteronyssinus observados em 71,8% e 39,9%. dos leitos amostrados

respectivamente.(Baqueiro e cols., 2006).

O Género Dermatophagoides vem sendo extremamente estudado e ja foram clonados
e sequenciados diversos gens cujos produtos sdo alérgenos potentes para a espécie humana
entre eles sdo conhecidos alérgenos do grupo 1 ao grupo 10 (Chapman e cols., 1997). O
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alérgeno principal ou alérgeno do grupo 1, o Der p 1 do D. pteronyssinus, € uma cisteina
protease de 24 KDa, produzida no trato digestivo e excretada juntamente com as fezes (Smith
e cols., 2000). O grupo 2 tém homologia com a proteina epididimal humana, e tem sido
sugerido que esse alérgeno seja produzido por &caros machos como parte do processo
reprodutivo (Chapman e cols., 1997). Os alérgenos dos grupos 3, 6 e 9 sdo serina proteases.
Existem alérgenos de &caros de funcdo ainda desconhecida, como o Der p 7 e o Der p 5
(Chapman e cols., 1997), os principais alérgenos recombinantes deste acaro que podem ser

obtidos comercialmente.

Para o B. tropicalis, o principal alérgeno conhecido no momento é o Blo t 5, uma
proteina de 14 Kda, homéloga ao Der p 5 que foi clonado por Arruda e cols. (1997). Outros
alérgenos recombinantes descritos de B. tropicalis sdo o Blo t 13 clonado por Puerta e cols.
(1999), o Blo t 11 clonado por Ramos e cols. (2002), o Blo t 1 de 25 Kda clonado por Mora e
cols. (2003), o Blo t 3 de 23,8 Kda clonado por Cheong e cols. (2003) e mais recentemente o
Blo t 21 clonado por Gao e cols. (2007).

Altas prevaléncias de testes cutaneos positivos para o B. tropicalis tem sido descritas
em pacientes com asma e rinite em varios locais como 68,1% em Cuba (Castro e cols., 2006),
73.3%em Taiwan (Tsai e cols., 1998), 91,6% na Venezuela (Sanchez-Borges e cols, 2003) e
95% em Sdo Paulo (Brasil; Rizzo e cols., 1997). Existem evidéncias de que os alérgenos de B.
tropicalis possuem baixa a moderada reatividade cruzada com os alérgenos de
Dermatophagoides sp. (Chew e cols.,1999). Outros trabalhos utilizando soro de pacientes
alérgicos demonstraram que a ligacdo de anticorpos aos alérgenos de B. tropicalis (proteinas
de 14.3 and 27.3 kDa) ndo € inibida por anticorpos anti-D pteronyssinus (Arruda e cols.,
1997; Tsai e cols., 1998; Chew e cols., 1999). Desta forma, a sensibiliza¢do aos alérgenos de
B. tropicalis é considerada uma causa independente e importante de alergia respiratoria
(Sanchez-Borges e cols, 2003). Estes resultados justificam estudos espécie-especificos sobre
diagnostico e imunoterapia relativos ao B. tropicalis, em regiGes onde esta espécie ocorre

sozinha ou concomitantemente com D. pteronyssinus.
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1.5- IMUNOTERAPIA PARA DOENCAS ALERGICAS

A imunoterapia convencional para alergia é realizada através da aplicacdo por tempo
prolongado de extrato bruto de alérgenos reconhecidos. A utilizacdo de alérgenos especificos
e padronizados objetivando a indu¢do de anergia em células T, desvio Th2-Th1 e producdo de
células T regulatérias (Walker & Zuany-Amorim, 2001), tem se mostrado relativamente
eficiente para rinite alérgica (Durham e cols., 1999) e veneno de abelha (Mueller e cols.,
1998). Quanto a asma, uma meta-analise publicada por Bousquet e cols. (1998) demonstrou
que a imunoterapia com alérgenos também pode ser efetiva no tratamento desta enfermidade.
No entanto, como a asma parece ser um importante fator de risco para o desenvolvimento de
reacOes sistémicas de carater anafilatico, apenas individuos com asma controlada devem ser

submetidos a esta forma de tratamento (Creticos, 2000).

Recentemente foram propostas diversas abordagens para o desenvolvimento de
vacinas contra alergias entre elas o uso de antigenos purificados ou recombinantes, peptideos
estimuladores de células T, vacinas de DNA, especialmente de oligodeoxinucleotideos de
citosina-fosfato-guanosina (CpG) bacterianos, vacinas contendo citocinas como adjuvantes e
vacinas bacterianas (Walker & Zuany-Amorim, 2001; Whollebon & Erb, 2001). Isso se
tornou possivel gracas aos avancos feitos sobre a compreensdo dos mecanismos celulares e
moleculares através dos quais, o sistema imune efetua suas acOes. Verificou-se que a
definicdo do tipo da resposta imune a um determinado antigeno, se a resposta sera humoral ou
predominantemente celular, depende do engajamento de linfécitos T, entre eles os linfécitos
Thl e Th2 (Mosmann e cols., 1989). Estes linfdcitos, através de secrecdo de citocinas,
exercem um controle reciproco: uma resposta Thl tende a suprimir uma resposta Th2 (Cottrez
e cols., 2000; Hofstra e cols., 1998) e vice-versa (Powrie e cols., 1993). Isto pode ser
observado no controle de reagdes de hipersensibilidade mediada por IgE, responséavel pelas
diversas manifestacdes de alergias, cuja resposta celular é tipo Th2, por resposta tipo Thl
(Yeung e cols., 1998). Diversos trabalhos da literatura tém demonstrado que infeccdo por
microrganismos intracelulares ou produtores de endotoxinas confere protecdo contra
manifestacOes alérgicas (Matricardi e cols., 1997; Martinati e cols., 2000, Lau e cols., 2002) e

servindo de embasamento para a teoria da higiene.
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A identificacdo de moléculas capazes de induzir preferencialmente uma resposta Thi,
em mamiferos, pode ter, portanto, grande relevancia para a prevencao e tratamento da alergia

mediada por IgE.

1.6 VACINAS E IMUNOTERAPICOS DE TERCEIRA GERACAO PARA ALERGIA

Para a producdo de qualquer vacina ou imunoterapico especifico, a obtencdo de
antigenos deve ser reprodutivel e controle da qualidade destes produtos deve ser facil e eficaz.
(Wahl e cols., 1991). Os cultivos de &caros da poeira sao susceptiveis a variagdes de origem
indefinida, que ocasionam grande variabilidade de poténcia antigénica dos lotes de antigeno
(Eraso e cols., 1997). Taketomi e cols. (2001) analisando diversos imunoterapicos comerciais
de D. pteronyssinus observaram que estes apresentavam teores dos principais alérgenos muito
aquém das doses efetivas recomendadas. Diversos autores (Bousquet e cols., 1998; Abramson
e cols., 1999; Esch e cols., 2001) preconizam a padronizac¢do da quantificagdo do contetido
protéico dos principais alérgenos presentes no imunoterapico antes da disponibilizacdo destes
produtos para fins comerciais. A utiliza¢do de “pools” de antigenos recombinantes seria entdo
uma solugdo para substituir os extratos alergénicos por se tratar de produtos de facil
reprodutibilidade (Chapman e cols., 2000).

Proteinas recombinantes de acaros de poeira ja tém sido utilizadas em estudos de
vacinacdo em modelos experimentais de alergia. Jacquet e cols. (2005) observou que a
vacinacdo de camundongos com o ProDer p 1, precursor do Der p 1, apresentou efeitos
profilaticos contra o desenvolvimento de alergia. A utilizacdo de Der p 2 recombinante como
componente de vacina conferiu aos camundongos prote¢do quanto ao desenvolvimento de
inflamagdo pulmonar alérgica (Yu e cols.,2006). Outros trabalhos mostraram resultados
promissores com a utilizacdo de vacinas contendo plasmidios codificando alérgenos de

Dermatophagoides sp. (Jacquet e cols., 2003; Peng e cols., 2002)

Outra alternativa para a obtencdo de antigenos purificados é a utilizacdo de
cromatografia liquida de alta resolucdo. Neste caso sdo obtidas proteinas naturais a partir do
fracionamento do extrato bruto principalmente por peso molecular ou carga ibnica. Alérgenos

de fungos (Sridhara e cols., 1990; Verma e cols., 1998), pélen (Levy e cols.,2001) e alérgenos
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alimentares como leite (Van Hoeyveld e cols., 1998; Bernard e cols., 2000) tem sido purificados
através deste método. Westphal e cols. (2003) comparando o alérgeno do tomate (Lycopersicon
esculentum) Lyc e 2 natural, purificado por cromatografia, ou recombinante observou que
apenas o alérgeno natural era capaz de induzir a liberacdo de histamina por basdéfilos de
pacientes alérgicos ao tomate, devido a presenca de glicosilacdo no alérgeno natural.

.7 ALERGIAS RESPIRATORIAS EM MODELOS EXPERIMENTAIS

Modelos animais que mimetizam inflamacdo pulmonar e alteragfes imunoldgicas
semelhantes as encontradas na asma humana sdo importantes para o estudo dos mecanismos
envolvidos na instalacdo e controle desta doenca (Sarpong e cols., 2003). Infelizmente
nenhum modelo animal utilizado apresenta condi¢des idénticas as encontradas na doenca
humana (Smith, 1989). Em modelos convencionais de asma alérgica é utilizado como
alérgeno a ovalbumina (OVA) para a sensibilizacdo dos animais experimentais. Entretanto,
como a sensibilizacdo humana a OVA é um evento muito raro, 0s modelos que utilizam esta
proteina sdo mais artificiais do que aqueles que utilizam alérgenos causadores de reacfes de
hipersensibilidade no homem (Sato e cols., 2002). Desta forma, a utilizacdo de alérgenos de
acaro de poeira em modelos experimentais de alergia aproximaria mais estes modelos das
condigdes encontradas na asma humana. No entanto, apesar dos avancos nos estudos sobre
alergia a acaros de poeira, ha na literatura poucos trabalhos sobre hipersensibilidade tipo 1 ao
B. tropicalis em modelos murinos (Sato e cols., 2002; Takeda e cols., 2004; Carvalho e cols.,
2004), o que dificulta o desenvolvimento de estudos sobre patogenia, terapia e prevencgéo da
alergia causada por esta espécie de acaro. Por outro lado, ndo s6 o alérgeno é importante no
desenvolvimento de modelos experimentais, mas também a linhagem de camundongo a ser
utilizada. As linhagens de camundongos diferem na habilidade de montar respostas
inflamatorias pulmonares induzidas por alérgenos (Brewer e cols., 1999). Algumas linhagens
de camundongos quando sensibilizadas e desafiadas para um alérgeno desenvolvem
hiperreatividade aérea, eosinofilia e producdo de IgE, enquanto outras linhagens produzem

uma resposta alérgica frustra ao mesmo alérgeno (Whitehead e cols., 2003).
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1.8- RELEVANCIA DE ENSAIOS IN VIVO PARA TESTE DE ADJUVANTES DO
DESVIO IMUNOLOGICO Th2—Thl

A resposta imune Thl é a resposta eficaz contra varios protozoarios e bactérias, além
de ser importante na defesa contra doencas virais e na supressao da resposta alérgica. Varios
estudos foram desenvolvidos propondo diferentes adjuvantes como estimuladores da resposta
Thl. Estudos comparativos entre esses adjuvantes, no entanto, ndao foram realizados. A
disponibilidade de modelos capazes de evidenciar, em condi¢Ges que ocorrem na natureza (in
vivo), a capacidade de determinada substancia ou protocolo em desviar uma resposta, que
normalmente seria Th2, para Thl, é extremamente importante para o desenvolvimento ou

otimizacdo de preparagOes vacinais, sejam contra alergia ou contra patégenos intra-celulares.
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Il. OBJETIVOS

I1.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo experimental de alergia murina ao B. tropicalis Gtil para
investigar o efeito de diferentes adjuvantes no desvio da resposta imunologica de Th2 para
Thl, em visando o desenvolvimento de vacinas e imunoterapicos contra alergia a acaros da

poeira doméstica.

11.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I1.2.1. Obtencdo de modelo experimental para inducdo de alergia murina a B.

tropicalis.

11.2.2. Investigacdo do efeito de diferentes adjuvantes na imunizagdo com extrato de B.

tropicalis em modelo experimental de alergia murina.

11.2.3. Investigagéo sobre o papel hipersensibilizante para o ser humano de fragdes do

extrato de B. tropicalis obtidos em cromatografia liquida de troca i6nica.

I1.2.4. Investigacdo sobre o papel hipersensibilizante de fragOes do extrato de B.

tropicalis para o ser humano, em modelo experimental de alergia.
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I1l. MATERIAIS E METODOS

111.1. OBTENCAO DE EXTRATO DE Blomia tropicalis

111.1.1. Cultivo de Blomia tropicalis

O cultivo dos acaros foi realizado utilizando como meio de cultura ragdo para peixes.
As culturas foram mantidas em vasilhames plasticos e incubadas em estufa BOD em
temperatura de 25°C e com 75% de umidade relativa do ar (fornecida com o uso de solucéo

saturada de cloreto de sodio).

111.1.2. Preparo do extrato de Blomia tropicalis

Acaros provenientes de cultivo em fase exponencial de crescimento foram utilizados
para o preparo dos extratos, os quais foram obtidos de acordo com a técnica de CHEW e cols
(1999). Os &caros foram separados do meio de cultivo através de suspensdo em cloreto de
sodio (VETEC, Séo Paulo, SP) saturado seguido de lavagem por filtragdo em membrana de
poliestireno com 20 pum de didmetro. Os corpos dos acaros foram lisados com o uso de
triturador (Waring Commercial, Connecticut, EUA) a 4°C em salina fosfatada, pH 7,4 (PBS),
sendo a suspensdo em seguida homogeneizada em éter anidrico por 30 minutos e
centrifugados a 3.000 g por 10 minutos. O sobrenadante desta extracdo foi submetido a
reextracdes semelhantes a 4°C até a sua delipidacdo total.. Em seguida o extrato foi filtrado

em membrana de 0,22 um, aliquotado e criopreservado a —70°C até o uso.
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111.1.3. Determinagéo do contetdo proteico do extrato de Blomia tropicalis

O extrato de B. tropicalis (Bt) foi submetido a dosagem protéica pelo método de
Lowry (Lowry e cols., 1951). Para este ensaio foi montada uma curva padrdo de albumina
sérica bovina (BSA - Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA) em solucdo salina fosfatada
pH 7,4 (PBS). Uma amostra do extrato foi diluida no mesmo tampéo e ap6s incubacéo por 15
minutos foi adicionado o reagente de fenol, (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA)
seguido de incubacdo por 30 minutos ao abrigo da luz. Apos este periodo, a reacédo
colorimétrica foi lida em espectrofotometro (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA) com filtro de 750nm.

[11.2. DESENVOLVIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL MURINO PARA
ALERGIA

111.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagens CBA/J, BALB/c, A/J e C57BI/6
com idades entre 8 a 10 semanas para a realizacdo de experimentos de desenvolvimento do
modelo experimental de alergia ao B. tropicalis. Nos experimentos para testar os adjuvantes,
foram utilizados camundongos A/J machos da mesma faixa etaria. Para o experimento de
anafilaxia cutanea passiva (PCA) foram utilizados ratos Wistar de 3 a 4 meses de ambos 0s
sexos. Os animais foram obtidos do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, Fundagéo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de Etica para uso de
animais experimentais do CPqGM/FIOCRUZ.
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111.2.2. Selecéo da linhagem de camundongo

Foram testadas as linhagens de camundongos BALB/c, A/J, CBA/J e C57BL/6 para a
selecdo do melhor modelo experimental de alergia a B. tropicalis (MACEDO, 2002). Para tal,
foi induzida nos camundongos uma inflamacdo broncopulmonar alérgica, analoga a asma
bronquica humana. Para isto, os camundongos foram sensibilizados com injecdo subcutanea
de 100ug do lisado de B. tropicalis adsorvido em 4mg/ml de hidréxido de aluminio (AI(OH)s.
Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA), no dia 0, com reforco no dia 7. Apos a
sensibilizagdo, os animais foram desafiados através da instilagdo de 10ug do lisado em 50l
de salina via intranasal, nos dias 8, 10, 12 e 14. No 15° dia do experimento os animais foram
sacrificados por inoculagdo de quetamina e xilazina. Nas doses de 400mg/kg e 40mg/kg,
respectivamente via intra-peritonael. Um grupo de camundongos CBA/J recebeu duas
injecdes de 100ug de ovalbumina (OVA, Grade V, 98% de pureza, Sigma Chemical Co, St.
Louis, Mo, EUA) adsorvido em Al(OH); como sensibilizagéo e foi desafiado com 50ul de
salina contendo 10ug de OVA, conforme descrito para o Bt. Em experimentos posteriores
foram comparados grupos que receberam 4 desafios intranasais com grupos que receberam

apenas um desafio no dia anterior ao sacrificio.

111.2.3. Obtengéo do Lavado Broncoalveolar (BAL)

Os camundongos tiveram as traquéias canuladas e o BAL foi obtido através da
inoculacdo e retirada de trés aliquotas de 0,5ml de PBS contendo 1% de albumina serica
bovina (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA), PBS-BSA). Os lavados broncoalveolares
foram centrifugados a 2000g por 10 minutos a 4°C, sendo os sobrenadantes coletados e
estocados a —70°C para dosagem de citocinas. Os leucdcitos presentes no sedimento foram
ressuspensos em PBS-BSA e contados em cdmara de Neubauer. Em seguida, 250ul da

supensao de células foi utilizado para a dosagem de atividade de peroxidase de eosindfilos.
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111.2.4. Obtenc&o de tecido pulmonar

Para determinar a atividade de peroxidase de eosinofilos em tecido pulmonar, apés a
coleta do BAL, os pulmdes foram perfundidos com 10ml de salina contendo 10mM de EDTA
(Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA) com o intuito de remover células sanguineas. Os
pulmdes foram retirados, pesados e macerados através de “tissue-grinder” em HBSS (Hank's
buffered salt solution, Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA), formando suspensfes de
células, que foram centrifugadas a 2000g por 10 minutos a 4°C. Os eritrécitos foram lisados
pela adicdo de tampédo de lise composto por 150mM de NH,Cl, 1ImM de KHCO;3; e 0,1mM
Na,EDTA, com pH 7,2 ajustado com HCI a 1N. Apo6s nova centrifugacdo os sedimentos
foram ressuspensos na propor¢do de 1:5 (peso / volume) em HBSS contendo 0.5% de HTAB
(Hexadecyltrimethyl-ammonium bromide; SIGMA, San Luis, MO, USA), pH 7,4 (HBSS-

HTAB,) e criopreservados a -20 °C até o uso.

111.3. PARAMETROS INDICADORES DA RESPOSTA IMUNE

111.3.1. Atividade de peroxidase de eosinofilos (EPO)

A EPO presente no BAL e no tecido pulmonar foi determinada através de um ensaio
colorimétrico descrito por Strath e cols (1985). As suspensdes de tecido pulmonar e BAL
foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio liquido e centrifugadas a 15009
por 10 minutos a 4°C. A seguir, os sobrenadantes foram aplicados em placa de 96 pocos
(COSTAR, Cambridge, ME, EUA) em dilui¢des seriadas (75 pl / pogo), sendo adicionado
150 pl da solugdo de substrato contendo 6.6 mM of H,O, e 1,5 mM de OPD (orto-
fenilenodiamina; MERCK, Whitehouse Station, NJ, USA) em 50 mM de Tris-HCL, pH 8,0.
Apds incubacdo por 30 minutos ao abrigo da luz, a reacéo foi finalizada com 75ul de &cido
citrico a 0,2M e lida em espectrofotdmetro (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale,

CA, USA) em comprimento de onda de 492 nm.
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111.3.2. Dosagem de citocinas no lavado broncoalveolar

A dosagem das citocinas IFN-y e IL-4 foi realizada no BAL através de ELISA de
captura. Com este objetivo, placa de poliestireno de 96 pogos (COSTAR, Cambridge, ME,
USA) foram sensibilizadas por 16 horas a 4°C, em cémara Umida, com anticorpos
monoclonais anti-IFN-y ou anti-1L-4, Pharmingen, San Diego, CA, EUA) diluidos a 2ug/mi
em tampdao carbonato-bicarbonato, pH-9,6. O bloqueio de reacdes inespeciifcas foi realizado
com PBS contendo 10% de soro bovino fetal (GIBCO Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
EUA, PBS-10% SBF) por 2 horas a temperatura ambiente. Apos este intervalo, uma curva
padrdo com citocinas recombinantes (rIFN-y ou rlL-4, Pharmingen, San Diego, CA, EUA)
diluidas em PBS-10% SBF e as amostras do BAL foram adicionadas a placa e incubadas por
16 horas a 4°C, em camara umida. Como conjugados foram utilizados anticorpos biotinilados
anti-IFN-y e anti-IL-4 (2 pg/ml e 2,5 ug/ml, respectivamente; Pharmingen, San Diego, CA,
EUA), seguidos de streptavididina-peroxidase (Pharmingen,San Diego, CA, EUA; 1:1000),
ambos diluidos em PBS-10% SBF e incubados respectivamente por 45 e 30 minutos. A
revelacdo do ensaio foi realizada com uma solucdo de.citrato 0,1M e fostato 0,2M, pH 5,1
(tampéo citrato-fosfato), contendo 1 mg de TMB (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA)
e 0,009 % de peroxido de hidrogénio (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA) para cada 10
ml, A reacdo foi bloqueada com acido fosférico diluido a 1:20 em agua destilada. A leitura do
ensaio foi realizada em espectrofotometro (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA) com comprimento de onda de 450 nm. Os limites de detecgdo do ensaio séo de

5000 pg a 5 pg/ml para IL-4 e 100 ng a 0,1 ng/ml para IFN-y.

111.3.3. Dosagem de anticorpos das subclasses 1gG1 e 1gG2a especificos contra os

alérgenos testados

Placas de poliestireno de 96 pocos (COSTAR, Cambridge, ME, USA) foram
sensibilizadas com 100 pg/ml de extrato bruto de B. tropicalis ou 20 pg/ml de ovalbumina
(Grade V, 98% de pureza, Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo, EUA) diluidos em tampéo

carbonato-bicarbonato, pH-9,6 por 16 horas a 4°C, em camara Umida. Em seguida foram
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bloqueadas com PBS contendo 10% de soro bovino fetal (SBP; Cutilab, S&o Paulo, SP;
tampdo de bloqueio) por uma hora a 37°C. As amostras de soro dos camundongos foram
acrescentadas em dilui¢bes sucessivas de 1:250 a .1:8000.em PBS contendo 5% de SBF
(tampdo de diluicdo) e incubadas a temperatura ambiente por 1 hora. Ap0s este intervalo, 0s
pocos foram incubados com anticorpos biotinilados anti-lgG1 ou anti-lgG2a (Pharmingen,
San Diego, CA, EUA), na diluicédo de 1:500 em tampéo de dilui¢do e incubados por uma hora
na temperatura ambiente. Em seguida foi adicionada extravidina — peroxidase (SIGMA. St
Louis, MO, EUA) na diluicdo 1:500 em tampdao de diluicdo, e incubados por trinta minutos a
temperatura ambiente. Como substrato foi utilizado orto-fenilenodiamina (OPD — MERCK)
com peroxido de hidrogénio em tampdo citrato-fosfato, pH5,1. A placa foi incubada por 15
minutos ao abrigo da luz, sendo a reacdo interrompida com a adicdo de 25ul de &cido
sulfurico 4N. A leitura da reacdo foi realizada em espectrofotdmetro (Spectramax 190,

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) utilizando filtro de 490nm.

111.3.4. Dosagem de IgE especifica contra os alérgenos testados

A IgE especifica contra os antigenos testados foi dosada através do ensaio de
anafilaxia cutanea passiva (PCA; Mota & Wong, 1969). Para isto foram utilizados ratos
wistar de ambos o0s sexos com peso entre 300 e 400g. Os ratos foram anestesiados com
ketamina (50mg/kg) e xilazina (5mg/kg), diluidos em salina, via intraperitoneal. Apods a
anestesia, os ratos foram depilados no dorso onde foram inoculadas intradermicamente 60pl
de 12 diluicdes seriadas do soro dos camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis,
ovalbumina ou controles negativos sensibilizados com salina. Apo6s 48 horas, os ratos foram
novamente anestesiados e inoculados por via intravenosa com 0,5 ml do antigeno (extrato de
B. tropicalis ou ovalbumina, 4mg/ml) diluido em azul de evans (10mg/ml, Sigma Chemical
Co, St. Louis, Mo, EUA). Os ratos foram sacrificados apds 30 minutos e as manchas do
extravasamento do corante na parte interna do dorso, onde tinham sido inoculados 0s soros
testes foram medidas. Foi considerado como titulo do PCA o inverso da ultima diluicdo do

soro cujo diametro da mancha for maior que 5mm.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=5306608&query_hl=44&itool=pubmed_docsum
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111.3.5. ELISPOT

Para a quantificacdo de linfocitos T produtores de citocinas (IFN-LJ e 1L-4) pela
técnica de ELISPOT (SARAWAR, 1994; SEDGWICK E HOLT, 1983), o baco dos
camundongos foi retirado logo ap6s o sacrificio em condi¢des estéreis. A ruptura do bacgo foi
realizada com auxilio de uma agulha de insulina e uma seringa e as células foram
ressuspensas em HBSS a 4°C. A suspensdo de esplendcitos foi centrifugada a 300g por 10
minutos a 4°C e o sedimento foi incubado por 5 minutos em um tampao de lise de eritrécitos.
Foram entdo realizadas trés lavagens por centrifugacdo com HBSS para a retirada do tampdao
de lise (300g por 10 minutos a 4°C). Os sedimentos foram ressuspensos em 1ml de meio
RPMI (SIGMA. St Louis, MO, EUA) contendo 10% de SBF (GIBCO Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, EUA), 1% de glutamina a 200mM (SIGMA. St Louis, MO, EUA), 1% de
piruvato a 100mM (SIGMA. St Louis, MO, EUA) e 50 pg/ml de gentamicina (RPMI
completo). Para a estimativa do nimero de células obtidas por baco, a suspensdo de células de
cada amostra foi diluida na proporgdo de 1:200 em azul de trypan e as células foram contadas
em camara de Neubauer. A seguir, as células foram diluidas a 1x10” /ml e aplicadas em pogos
de placas de ELISPOT (MultiScreen™-HA, 0.45um, Millipore, Moishelm, Franca),
previamente sensibilizados com os anticorpos de captura, anti-IFN-y ou anti-IL4 murinos
(Pharmingen, San Diego, CA, EUA) na concentracdo de 5 ng/ml em PBS, em cdmara Umida a
4°C por 18 horas e em seguida bloqueados para ligacGes inespecificas com RPMI completo
por 2 horas. As células foram incubadas com os seguinte estimulos: 2 pg/ml de Con A
(SIGMA. St Louis, MO, EUA), candidina, tricofitina (preparados como descrito abaixo),
50pg/ml de BCG (Fundagdo Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 40 ug/ml, de
OVA ou Bt, diluidos em meio RPMI completo, durante 20 horas a 37°C em ambiente com
5% de CO,. As suspensdes de células foram entdo aspiradas com a utilizacdo de vacuo e as
células residuais que ficaram na placa foram lisadas por incubacdo com &gua deionizada.
Como anticorpos de detecgdo foram utilizados anticorpos biotinilados anti-IFN-y e anti-IL-4
murinos (Pharmingen, San Diego, CA, EUA) na concentracdo de 2 pug/ml diluidos em PBS
10% SBF e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. A seguir, as placas foram
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com estreptavidina conjugada com fosfatase-
alcalina (Pharmingen, San Diego, CA, EUA) diluida a 1:2000 em PBS/ contendo 10% SBF.
Como substrato foi utilizado NBT (Nitro blue tetrazolium, SIGMA. St Louis, MO, EUA) e
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BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate dipotassium, SIGMA. St Louis, MO, EUA).
Apos 30 minutos de incubacdo a reacdo foi parada com agua destilada e a placa foi coberta
com papel aluminio e deixada a temperatura ambiente até estar completamente seca. A leitura
das placas foi realizada e analisada em aparelho “Immunospot analyzer” (CTL Celular
Tecnology LTD, Cleverland, Ohio, EUA) do Centro de Pesquisa Ageu Magalhaes, Fundagao

Oswaldo Cruz.

l11.4. INVESTIGACAO DE ACAO ADJUVANTE DE DIFERENTES PREPARADOS

I11.4.1. Triagem de adjuvantes indutores de resposta Thl

111.4.1.1. Reagentes

Inicialmente foi realizada uma triagem de varios candidatos a adjuvantes, quanto a
possibilidade de induzirem uma resposta imune Thl. Foram testados nesta etapa: cristais de
acido drico, PPD, cocleato (Proteolipossomos de Neisseria meningitidis B, gentilmente
cedido por Dr Oliver Pérez, do Instituto Finlay, Havana, Cuba), veneno de cobra coral
(Micrurus sp), mesocarpo de babacu (Orbignya phalerata, Mart.), montanide ISA 720
(Seppic, Paris, Franca), saponina (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),
uma mistura de extratos de patdégenos comuns (candidina e tricofitina, preparados de acordo
com protocolo descrito a seguir), BCG (Fundacdo Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) vivos ou irradiados e uma sequéncia de oligonucleotideos CpG (CpG ODN, 1826,
Coley Pharmaceuticals, Wellesley, MA).

111.4.1.1.1. Preparo de candidina e tricofitina

A tricofitina foi preparado a partir dos fungos Trichophyton rubrum cepas 1 e 2 e
Microsporum canis e a candidina da Candida albicans cepas A,B e CT. Os fungos

criopreservados foram descongelados em banho-maria e semeados em Erlenmayer contendo
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meio Sabouraud. Para C. albicans o cultivo foi de 48 horas a 25°C, para M. canis a
temperatura foi de 26°C e para T. rubrum de 30°C por 15 dias. Os cultivos foram realizados
sob agitacdo em incubadora-shaker (Raytek Instruments, New Jersey, USA). Apds o
crescimento, o0 meio contendo C. albicans foi centrifugado a 10.000 rpm durante 20 minutos a
temperatura de 4° C, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com &gua
apirogénica por centrifugacoes diversas vezes até o sobrenadante estar limpo. Os cultivos de
T. rubrum e o M. canis foram filtrados em tamis e a massa fungica foi lavada com agua
apirogénica por filtracdo, até o filtrado se tornar limpido. Os sedimentos foram entdo diluidos
em PBS, pH 7,4 e os organismos foram lisados em triturador (Warning Commercial,
Connecticut, USA) e depois com auxilio de pérolas de vidro de 0,5 mm foram submetidos a
outro triturador (Bead-Beater; Hamilton Beach Commercial). A seguir, incubacdes com éter e
centrifugacdo foram repetidas por diversas vezes, até que ndo se observasse mais a presenca
de lipideos nos extratos. Apds a ultima centrifugacdo os extratos foram filtrados em
membrana de 0,22 um, dosados quanto ao contetdo protéico, aliquotados e criopreservados a

—70°C até o uso.

[11.4.1.2. Protocolo de imunizagéo

Para analisar o tipo de resposta imune produzida por esses candidatos a adjuvantes, em
diferentes experimentos camundongos foram imunizados com o0s adjuvantes apenas ou
juntamente com OVA ou Bt nos dias 0 e 15 e sacrificados no dia 25, conforme esquema
abaixo. Ap6s o sacrificio, foi realizada ELISA para detec¢do de anticorpos das subclasses de
lgG1 e 1gG2a especificas para os antigenos utilizados na imunizacéo e dosagem de citocinas
IL-4 e IFN-y em esplendcitos estimulados in vitro com OVA ou Bt atraves das técnicas de
ELISA de captura ou ELISPOT
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Imunizacao Imunizacao Sacrificio
0 15 25

Figura 1 — Esquema de imunizagdes no protoco de sensibilizacéo

Apos a realizagdo desta etapa inicial de triagem foram escolhidos alguns adjuvantes
gue mostraram maior potencial em produzir uma resposta Thl e estes foram utilizados juntos
em formulagGes que foram testadas em protocolos de vacinagdo. Nestes experimentos foi
observada a capacidade dos diferentes adjuvantes utilizados na imunizagéo de interferirem no
desenvolvimento da resposta inflamatéria pulmonar de hipersensibilidade tipo 1, em

camundongos sensibilizados e desafiados com extrato de Bt ou OVA.

111.4.2. Testes de adjuvantes em formulac@es de vacinas

I11.4.2.1. Teste de patdgenos indutores de resposta Thl, montanide e saponina como
adjuvantes em protocolo de vacinacdo contra alergia respiratéria em modelo

experimental murino

Camundongos A/J foram imunizados nos dias 0 e 15 por via subcutanea tendo como
adjuvante 200 pl da seguinte mistura de extratos de patdgenos comuns que sabidamente
induzem resposta Th1l: candidina, tricofitina e BCG morta por irradiacdo (denominada Mix) a
200 pg/animal cada, emulsionada com montanide ISA 720 (Seppic, Paris, Franga) utilizado
na proporcdo de 50% do volume de inoculacdo, e esta mesma mistura acrescida de saponina a
50ug/animal (Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil; Mix/saponina). Nos dias
25 e 40 os animais receberam novas imunizacdes contendo os adjuvantes juntamente com 100
ug Bt por animal. Grupos de animais controle receberam inje¢do subcutdnea de salina ao
invés da imunizagdo. A sensibilizacdo foi iniciada dez dias apds a ultima imunizacéo e foi
realizada de acordo com o protocolo padronizado anteriormente. Um grupo de animais

controle negativo recebeu salina nas sensibilizac6es e desafio, outro grupo controle positivo,
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ndo imunizado, foi sensibilizado com Bt. O desenho esquemético do protocolo de
imunizacBes e uma tabela com os grupos de camundongos analisados neste experimento estdo

mostrados abaixo.

0 15 25 40 50 57 64 65
| | | | | | | |
| | | | | | | |

Imunizagéo 1 Imunizagéo 2 Sensibilizagdo  desafio sacrificio
Imunizacéo
Sensibilizagéo / Desafio
1 2
Salina Salina Salina
Mix Mix/Bt Bt
Mix-saponina Mix/Bt Bt
Salina Salina Bt

Figura 2 — Esquema de imunizac¢des e grupos analizados nos expererimentos com candidina,
tricofitina e BCG morta por irradiacdo (Mix) e saponina

111.4.2.2. Teste de BCG e CpG como adjuvantes em protocolo de vacinagdo contra alergia

respiratoria em modelo experimental murino

Camundongos A/j foram imunizados nos dias 0 e 15 por via subcutanea com 200ul
dos adjuvantes BCG (2x10° CFU/animal) ou CpG (10pg/camundongo/dose; CpG ODN 1826,
TCCATGACGTTCCTGACGTT, Coley Pharmaceuticals, Wellesley, MA) emulsionados
com montanide ISA 720 (Seppic, Paris, Franca) na proporcao de 50% do volume, juntamente
com 100 pg/animal de OVA ou de Bt. Dez dias ap0s a segunda imunizacao os animais foram
sensibilizados e desafiados para ovalbumina ou Bt. Grupos controles positivos para
ovalbumina e Bt foram obtidos com a sensibilizacdo de animais ndo imunizados e um grupo
controle negativo recebeu apenas salina nas imunizacdes, sensibilizacdo e desafio. Um
desenho esquematico do protocolo de imunizagcdes e uma tabela descrevendo os grupos de

camundongos analisados neste experimento estdo mostrados a seguir.
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Imunizacédo Imunizacdo Sensibilizacio Desafio Sacrificio
| | — —
0 15 25 32 39 40

Imunizagéo Sensibilizacéo / Desafio
Bt/CpG/montanide Blomia
Bt/BCG/montanide Blomia

Bt/montanide Blomia

Salina Blomia

OVA/CpG montanide OVA

OVA/BCG montanide OVA

OVA/montanide OVA

Salina OVA

Salina Salina

Figura 3 — Esquema de imunizacg6es e grupos analizados nos expererimentos com BCG e CpG

111 5. INVESTIGACAO SOBRE O PAPEL HIERSENSIBILIZANTE DE FRACOES DO
EXTRATO DE Blomia tropicalis OBTIDOS EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
TROCA IONICA

111 5.1. Fracionamento do extrato de B. tropicalis por cromatografia de troca i6nica

O extrato de B. tropicalis foi fracionado por cromatografia liquida de troca i6nica de
alta resolucdo (FPLC; Pharmacia, Uppsala, Sweden). Este procedimento foi repetido trés
vezes consecutivas para possibilitar a obtencdo de quantidades suficientes de proteina das

fragbes para os estudos in vitro e in vivo. Em cada fracionamento, 2 mL do extrato de Bt
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diluido em bicarbonato 0,02M pH 8,0, a 10mg/ml foi introduzido em uma coluna Mono-Q
HR5/5 (Pharmacia, Uppsala, Sweden). As fracGes de 1 mL foram eluidas em NaCl pH 8,0 a

partir de 1M e foram armazenadas a -70° C até o uso.

111 5.2. Estimativa das concentracdes protéicas nas fracdes de Blomia tropicalis

Uma estimativa das concentracbes de proteinas das fracGes foi obtida através da
mensuracdo das suas densidades dticas com luz de comprimento de onda de 280nm. As
densidades Oticas das proteinas para luz deste comprimento de onda sdo diretamente
proporcionais aos seus contetdos de aminoacidos aromaticos. Este conteudo varia de proteina
para proteina. Por exemplo, concentracdes de 1 mg/mL™ de albumina sérica bovina,
ovalbumina, tireoglobulina e 1gG tém densidades ¢6ticas de 0,67, 0,74, 1,0 e 1,43,
respectivamente. As fracdes foram diluidas para sensibilizar os pocos de placa de ELISA tendo
como base essas densidades 6ticas, estipulando arbitrariamente que uma densidade 6tica de 0,7
equivaleria a 1 mg/mL™. Esse fato prejudica a comparagdo entre a antigenicidade por unidade
de massa das diferentes fracOes (ja que a concentracédo exata de proteina em cada fracdo ndo foi
determinada), mas ndo prejudica a constatacdo que uma determinada fracdo é fortemente

antigénica (isto €, que reage com uma grande propor¢édo dos soros de pacientes alérgicos).

111 5.3. Analise das fracdes de Blomia tropicalis por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

As fracdes obtidas na cromatografia foram fervidas em tampdo de amostra composto
de 125 mM de Tris, pH 6,8, glicerol, e azul de bromofenol submetidas a eletroforese a 100V
por cerca de uma hora em gel de poliacrilamida a 15% na presenca de SDS e 2-B
mercaptoetanol (SIGMA. St Louis, MO, EUA). Ao final da eletroforese o gel foi corado com
azul de Comassie (SIGMA. St Louis, MO, EUA) por 15 minutos e em seguida submetido a

solucdo descorante.
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111 5.4. Investigacdo da imunogenicidade das fracGes protéicas de B. tropicalis para soros

humanos

Para analisar o potencial alergénico das fracdes de Bt obtidas na cromatografia, foi
realizado um ELISA para dosagem de IgE especifico com soros reativos ao Bt e controles
negativos . Placas de 96 pogos (COSTAR, Cambridge, ME, EUA) foram sensibilizadas com
10 pug/ml de cada uma das fragBes protéicas ou 60 pg/ml do extrato de B. tropicalis em
tampédo carbonato bicarbonato a 0,05M (pH 9,6) e incubados por 16 horas a 4°C. O blogueio
das ligacOes inespecificas foi realizado com PBS, contendo 0,05% de tween 20 (SIGMA. St
Louis, MO, EUA) e 10% de leite desnatado (PBS-T-leite) durante 1 hora a 37°C. Foram
utilizadas 35 amostras de soros de individuos alérgicos com teste cutaneo positivo para
extrato de B. tropicalis e como controles negativos foram utilizados 9 amostras de soros de
individuos ndo alérgicos e com testes cutdneos negativos. O ponto de corte para cada fragcdo
foi obtido somando a média de densidade Optica dos soros controles negativos a duas vezes o
seu desvio padrdo. As amostras de soro foram diluidas a 1:5 em PBS-T-leite 5% e incubadas
por 2 horas a 37° e 16 horas a 4°C. Foram utilizados como conjugados os anticorpos anti-lIgE
humano ligado a peroxidase (SIGMA. St Louis, MO, EUA) feito em cabra, seguido de anti-
IgG de cabra ligado a peroxidase (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). Os conjugados foram
utilizados nas diluigdes de 1:250 e 1:1250, respectivamente, em PBS-T-leite 5%. Depois de
adicionado cada um dos conjugados, as placas foram incubadas 1 hora a temperatura
ambiente. A reacdo foi revelada com OPD (MERCK, Whitehouse Station, NJ, USA) e H,0,
(SIGMA. St Louis, MO, EUA) em tampéo citrato-fosfato (pH5,1), sendo entdo bloqueada
com é&cido sulfarico a 4M e lida em espectrofotometro com comprimento de onda de 490 nm.

Entre todas as etapas as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e trés vezes com PBS.

111 5.5. Analise da imunogenicidade da fracao antigénica n°10 em modelo experimental

murino

Grupos de camundongos BALB/c e A/J foram sensibilizados de acordo com protocolo

anteriormente descrito com 100ug do extrato de B. tropicalis ou da fracdo 10 adsorvidos em
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hidroxido de aluminio. Apds a sensibilizacdo, os animais foram desafiados 10ug do extrato de
B. tropicalis. O sacrificio dos animais foi realizado de 24 horas ap0s o ultimo desafio quando
foi realizada a coleta de soro, do lavado bronco alveolar (BAL) e de um fragmento pulmonar

para analise da analise da resposta respiratoria.

111 6. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do software Graphpad
Prisma versdao 4. Inicialmente foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) para
determinar se havia diferenca entre os grupos analisados. Em seguida foi realizado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de comparacdo multipla de Dunn’s com
0 objetivo de comparar dois a dois os grupos testados. Foram consideradas diferencas

significativas quando o valor de P foi menor que 0,05.
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IV. RESULTADOS

IV.1. DESENVOLVIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL MURINO PARA
ALERGIA

IV.1.1. Contagem total de leucocitos no lavado broncoalveolar de animais sensibilizados

com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina

Os resultados de contagem de leucdcitos no BAL demonstram que os camundongos
CBA/J sensibilizados com OVA ou Bt tiveram mais leucdcitos no lavado que os animais do
grupo controle (p<0,05 e p<0,01 respectivamente; Teste de multipla comparacdo de Dunn). A
sensibilizagdo com Bt levou a um maior influxo celular que os animais do grupo controle
(p<0,01; Teste de multipla comparacdo de Dunn, Figura 4A). Em relacdo as outras linhagens
de camundongos testadas houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de
animais sensibilizados com Bt em relagdo aos grupos controle, em todas elas (p<0,05; Teste
de multipla comparacdo de Dunn, Figura 4B). Apesar da linhagem A/J apresentar maior
contagem total de leucdcitos, ndo houve diferenca estatistica entre os animais sensibilizados

com Bt entre as quatro linhagens testadas (p>0,05; ANOVA).
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Figura 4 — Contagem total de leucécitos no lavado bronco alveolar de camundongos
sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina.

A — em camundongos CBA; Control: grupo controle; OVA: grupo sensibilizado com ovalbumina; Bt: grupo
sensibilizado com extrato de Blomia tropicalis, B — em camundongos das linhagens CBA/J, BALB/c, A/J ou
C57BI6; Controle: grupo inoculado com salina; Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis,. n = 7-10
animais em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01; teste de multipla comparac&o de Dunn; ¥ p > 0,05; ANOVA.
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IV.1.2. Dosagem da atividade de peroxidase de eosino6filos no lavado broncoalveolar

de animais sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina.

A sensibilizacdo com OVA em camundongos CBA/J aumentou a atividade de EPO no
lavado boncoalveolar em relagdo ao grupo controle (p<0.01; Teste de multipla comparagédo de
Dunn). Entretanto, este aumento foi mais significativo nos animais sensibilizados com Bt, que
diferiram tanto dos animais controles quanto dos animais sensibilizados com OVA (p<0.001 e
p<0.05, respectivamente; Teste de mdltipla comparagdo de Dunn, Figura 5A). Ao
compararmos as quatro linhagens testadas quanto a sensibilizacdo com Bt podemos observar
que ocorreu aumento de atividade de eosinéfilos no BAL nas linhagens CBA/J (p<0.001), A/J
(p<0.0001) e C57BI6 (p<0.01; Teste de multipla comparacdo de Dunn, Figura 5B). Na
linhagem BALB/C, ndo houve diferenca estatistica na atividade de EPO entre os animais
sensibilizados com Bt e os animais controle (p>0,05; Teste de multipla comparagdo de Dunn).
Também ndo foi observada diferenca estatistica entre as quatro linhagens testadas quanto a
sensibilizagédo com Bt (p>0.05; ANOVA).
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A — em camundongos CBA; Controle: grupo inoculado com salina; OVA: grupo sensibilizado com ovalbumina;
Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis B — em camundongos CBA, BALB/c, A/J ou C57BI6 mice;
Controle: grupo inoculado com salina; Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis,. n = 7-10 em cada
grupo.* p < 0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001, teste de maltipla comparacio de Dunn; * p >

0,05; ANOVA.
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IV.1.3. Dosagem da atividade de peroxidase de eosino6filos em tecido pulmonar de

animais sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina

Foi observada uma diferenca estatisticamente significante em relacéo a atividade de EPO
no tecido pulmonar nos camundongos CBA sensibilizados com Bt quando comparados com 0
grupo controle, tratado com salina (p<0,05; Teste de mdultipla comparacdo de Dunn). Essa
diferenca ndo foi observada quando comparamos o grupo sensibilizado com OVA com o grupo
salina (Figura 6A). A sensibilizacdo com Bt também levou a um aumento no infiltrado de
eosinofilos no pulmao em comparagédo aos grupos controles nas outras linhagens testadas (p<0.01
para BALB/c, p<0.0001 para A/J e p<0.001 para C57BI/6; Teste de multipla comparagdo de
Dunn; Figure 6B). Nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre as quatro
linhagens em relacdo a resposta a sensibilizacdo com Bt (p>0,05; ANOVA), embora a linhagem

A/J tenha média maior e desvio padrdao menor que as demais linhagens.
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Figura 6 — Dosagem da atividade de peroxidase de eosinofilos em tecido pulmonar de
camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina.

A — em camundongos CBA; Controle: grupo inoculado com salina; OVA: grupo sensibilizado com ovalbumina;
Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis, B — em camundongos CBA, BALB/c, A/J ou C57BI6 mice;
Controle: grupo inoculado com salina; Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis,. n = 7-10 em cada
grupo. * p < 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001, ~ p < 0,001; Teste de miltipla comparacdo de Dunn; * p > 0,05;
ANOVA.



45

IV.1.4. Producdo de citocinas por células do lavado broncoalveolar

A presenca de IL-4 no BAL dos animais sensibilizados com OVA ndo diferiu dos
animais que receberam apenas salina, entretando a sensibilizacdo com Bt levou a um aumento
na producdo de IL-4 detectdvel no BAL que foi estatisticamente diferente dos animais
sensibilizados com OVA (p < 0,05; Teste de multipla comparagcdo de Dunn) ou dos animais
do grupo controle (p<0,01; Teste de multipla comparacdo de Dunn, Figura 7A). Alem da
linhagem CBA/J, a linhagem A/J também foi capaz de desenvolver uma resposta imune Th2,
com aumento na producdo de IL-4 quando submetida a um protocolo de sensibilizacdo com
Bt (p < 0,01; Teste de multipla comparagdo de Dunn, Figura 7B). Também foi observada uma
diferenca estatisticamente significante nos niveis de IL-4 no BAL entre as quatro linhagens
sensibilizadas com Bt (p<0.05; ANOVA), sendo a linhagem A/J a melhor respondedora
(p<0,05 quando comparada com as linhagens CBA/J e BALBI/c e p<0,005 quando comparada
com a linhagem C57BI/6; Teste de multipla comparacdo de Dunn). Quanto a producdo de
IFN-y pelas células presentes no BAL, ndo ocorreram diferengas entre 0s animais
sensibilizados com OVA ou extrato de Bt e os animais controles em nenhuma das linhagens
de camundongos testadas (p<0,05; ANOVA, Figura 8A e B).
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Figura 7 — Produc&o de IL-4 por células do lavado broncoalveolar de camundongos
sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina.

A — em camundongos CBA; Controle: inoculado com salina; OVA: grupo sensibilizado com ovalbumina; Bt:
grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis, B — em camundongos CBA, BALB/c, A/J ou C57BI6 mice;
Controle: grupo inoculado com salina; Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis, n = 7-10 em cada
grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01; Teste de mltipla comparacéo de Dunn; * p < 0,05; ANOVA.
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Figura 8 — Producéo de INF-y por células do lavado broncoalveolar de camundongos
sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina.

A — em camundongos CBA,; Controle: grupo inoculado com salina; OVA: grupo sensibilizado com ovalbumina;
Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis, B — em camundongos CBA, BALB/c, A/J ou C57BI6 mice;
Controle: inoculado com salina; Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis. n = 7-10 em cada grupo. p
<0,05; ANOVA.
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IV. 1.5. Dosagem de anticorpos IgE especificos anti-B. tropicalis ou anti-ovalbunina por
reacao de anafilaxia cuténea passiva (PCA) em animais sensibilizados por estes

alérgenos

Os camundongos da linhagem CBA/J sensibilizados com OVA ou Bt tiveram titulos
de IgE especificas maiores que o grupo controle (p<0,001 para camundongos sensibilizados
com OVA e p<0,01 para camundongos sensibilizados com Bt; . Teste de multipla comparagao
de Dunn, Figura 9 A). Os camundongos CBA/J sensibilizados com OVA tiveram maiores
titulos de IgE especifica do que os sensibilizados com extrato de B. tropicalis (p<0,05; Teste
de maltipla comparacéo de Dunn, Figura 9 A). Nas outras trés linhagens testadas os titulos de
IgE especificas medidas por PCA foram maiores nos grupos sensibilizados com Bt do que nos
grupos controles grupos (p< 0,001 para AJ e C57BI/6 e p<0,05 para BALB/c; Teste de
multipla comparacdo de Dunn). N&o foram encontradas diferencas estatisticas na resposta de
IgE entre as quatro linhagens testadas quanto a sensibilizagdo com Bt (p>0,05; ANOVA),
embora os camundongos da linhagem A/J tenham titulos mais altos de IgE, seguidos das
linhagens CBA/J, C57BI/6 e BALB/c, nesta ordem.
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Figura 9 — Dosagem de anticorpos IgE especificos anti-B. tropicalis ou anti-ovalbunima por
reacdo de anafilaxia cuténea passiva (PCA) de camundongos sensibilizados com
extrato de B. tropicalis ou ovalbumina.

A — em camundongos CBA; Controle: grupo inoculado com salina; OVA: grupo sensibilizado com ovalbumina;
Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis, B — em camundongos CBA, BALB/c, A/J ou C57BI6 mice;
Controle: grupo inoculado com salina; Bt: grupo sensibilizado com extrato de B. tropicalis,. n = 7-10 em cada
grupo * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001, ¥ p < 0.001; Teste de maltipla comparacdo de Dunn; * p >0,05;

ANOVA.
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IV.2. INVESTIGACAO DO EFEITO DE DIFERENTES ADJUVANTES NA
IMUNIZACAO COM EXTRATO DE B. tropicalis EM MODELO EXPERIMENTAL
DE ALERGIA MURINA.

IV.2.1. Triagem de adjuvantes capazes de promover uma resposta Thl

Nesta etapa, em diferentes experimentos camundongos foram imunizados com 0s

candidatos a adjuvantes nos dias 0 e 15 e sacrificados no dia 25.

Foi descartada a utilizacdo de cristais de acido drico, PPD, cocleato, e veneno de
cobra coral (Micrurus sp) como candidatos a adjuvantes, pois 0 uso destas substancias nas
imunizacGes de camundongos ndo promoveu aumento de IgG2a especifica no soro dos
animais nem de IFN-y no sobrenadante do cultivo de esplendcitos estimulados in vitro através
de ELISA (dados ndo mostrados).

Os reagentes testados que levaram ao aumento de IgG2a especifica e IFN-y no
sobrenadante do cultivo de esplendcitos estimulados in vitro foram saponina, mistura de
candidina, tricofitina e BCG e CpG ODN, sendo entdo selecionados para a proxima etapa dos

experimentos.

Em um dos experimentos desta triagem foram testados animais imunizados com
salina e alum, Bt e alum, salina e montanide, Bt e montanide, Bt, montanide e CpG, Bt,
montanide e saponina, Bt, montanide e extrato de mesocarpo de babacu (Orbignya phalerata,
Mart.) e adjuvante completo de Freund. Quando os esplendcitos destes animais foram
estimulados in vitro com concanavalina A ocorreu estimulo da producéo de IFN-y detectavel
no sobrenadante do cultivo em todos os grupos testados (Figura 10A, p>0,05; ANOVA).
Quando o estimulo utilizado foi o Bt ndo observamos producao de IFN-y nos grupos salina e
alum, Bt e alum, salina e montanide, Bt e montanide e Bt, montanide e babagu. Nos grupos

Bt, montanide e CpG, Bt, montanide e saponina houve producdo de IFN-y maior que nos
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grupos citados anteriomente (*p<0,05; Teste de multipla comparagdo de Dunn) e comparéavel
ao grupo imunizado com ACF (Figura 10B, p>0,05; ANOVA).

A utilizagdo do montanide ISA 720 com os antigenos (Bt ou OVA) ndo produziu
aumento de IFN-y nos camundongos imunizados. Por outro lado a utilizagdo do montanide
formando emulsdo com os adjuvantes selecionados amplificou a producédo de IFN-y quando
comparado com o0 montanide apenas associado ao Bt (*p<0,05; teste de maltipla comparacao
de Dunn; Figura 10B).

IV.2.2. Testes de combinagdes de adjuvantes

Apos a selecdo inicial de alguns adjuvantes que em nossos experimentos induziram
resposta Thl, esses adjuvantes foram combinados em algumas formulacdes que foram

testadas em camundongos A/J.

Em um experimento foram testados animais que receberam apenas salina, animais
imunizados com MIX (candidina, tricofitina e BCG irradiada emulsionados em montanide
ISA 720) e animais imunizados com MIX/saponina (candidina, tricofitina, BCG irradiada e
saponina emulsionados em montanide ISA 720), conforme descrito no capitulo Materiais e
Métodos. Dez dias ap0s a segunda imunizagdo, cinco camundongos de cada grupo foram
sacrificados, seus esplendcitos foram estimulados com: candidina, tricofitina e BCG, além
concanavalina A como controle positivo e meio de cultivo de células como controle negativo.
A seguir foram submetidos a técnica de ELISPOT para a quantificacdo de células produtoras
de IL-4 e INF-y.

Todos o0s grupos testados foram similarmente estimulados com a Con A,
demonstrando um aumento das células produtoras de IFN-y e IL-4, em niveis equivalentes.
A tricofitina ndo atuou como estimulo da producdo das citocinas em nenhum dos grupos
testados, sendo o numero de esplendcitos produtores de IL-4 e IFN-y igual ao obtido com
células ndo estimuladas. Nos camundongos imunizados com MIX/saponina a utilizagdo in
vitro de BCG e candidina levou ao aumento do nimero de esplendcitos produtores tanto de

IFN-y (p<0,01 e p<0,05, respectivamente; teste de multipla comparacdo de Dunn) quanto de
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IL-4 (p<0,05 e p<0,01, respectivamente; teste de mdaltipla comparacdo de Dunn). Nos
camundongos imunizados apenas com MIX, esse efeito ndo foi observado para nenhum dos

estimulos testados (Figura 11).

Em outro experimento, os animais foram imunizados com BCG e Bt emulsionados em
montanide (BCG/Bt/montanide), com CpG e Bt emulsionados em montanide
(CpG/Bt/montanide) ou com Bt emulsionados em montanide (Bt/montanide), ou foram
inoculados com salina. A seguir foram sacrificados dez dias apds a segunda imunizacao para a
quantificacdo de esplendcitos produtores de IFN-y e IL-4, através de ELISPOT. Os
esplendcitos foram estimulados in vitro com extrato de Bt e, com concanavalina A (controle
positivo) ou apenas com meio de cultura (controle negativo). Todos os animais reagiram
similarmente quanto & producdo de citocinas quando estimulados in vitro com Con A. Os
resultados demonstrados na figura 12 correspondem ao ndmero de esplendcitos produtores de
citocinas quando estimulados com Bt reduzindo-se 0 ndmero obtido a partir de células ndo
estimuladas para cada animal testado. Podemos observar que a imunizagdo com
BCG/Bt/montanide ou Bt/montanide ndo levou ao aumento de esplendcitos produtores de
nenhuma das citocinas testadas. Nos animais imunizados com CpG/Bt/montanide, no entanto,
ocorreu um aumento dos esplendcitos produtores de IFN-y (p<0,05; teste de mdltipla
comparacdo de Dunn) e de IL-4 (p<0,05; teste de mdultipla comparacdo de Dunn).
Simultaneamente foram testadas também as mesmas formulagbes de adjuvantes do
experimento anterior, utilizando OVA como alérgeno. Apesar da mudanca do alérgeno foram
encontrados resultados semelhantes ao experimento com Bt. Enquanto a imunizacdo com
BCG/OVA/montanide ou OVA/montanide nao alterou a quantidade de células produtoras de
citocinas (IL-4 e IFN-y), a imunizagdo com CpG/OVA/montanide elevou o ndmero de
esplendcitos produtores tanto de IFN-y quanto de IL-4 em relacdo ao grupo ndo imunizado

(p < 0,05, para ambas as citocinas; Teste de maltipla comparagdo de Dunn, Figura 13).
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Figura 10 — Triagem de candidatos a adjuvantes indutores de resposta Th1 através da produgéo de IFN-
y dosado por ELISA de captura, em sobrenadantes de cultura de esplendcitos de camundongos
AJJ imunizados com diferentes adjuvantes e sensibilizados com Bt.

A- Esplendcitos estimulados in vitro com concanavalina A e B- Esplendcitos estimulados in vitro com Bt.
Sal/Alum- camundongos imunizados com salina e alum; Bt/Alum - camundongos imunizados com extrato de B.
tropicalis e alum; Sal/Mont - camundongos imunizados com salina e montanide; Bt/Mont- camundongos
imunizados com extrato de B. tropicalis e montanide; Bt/Mont/CpG- camundongos imunizados com extrato de B
tropicalis, montanide e CpG; Bt/Mont/Sap- camundongos imunizados com extrato de B tropicalis, montanide e
saponina; Bt/Mont/Bab- camundongos imunizados com extrato de B tropicalis, montanide e babagu; ACF -
camundongos imunizados com adjuvante completo de Freund. * p > 0,05
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Figura 11 — Quantificagdo de células produtoras de INF-y e IL-4 através de ELISPOT em
esplendcitos de camundongos A/J quando estimulados in vitro com BCG ou

candidina.

Controle negativo: grupo ndo imunizado; Mix: grupo imunizado com candidina, tricofitina e BCG irradiada
emulsionados em montanide ISA 720); Mix/saponina: grupo imunizado com candidina, tricofitina e BCG
irradiada emulsionados em montanide ISA 720, adicionado de saponina. A — Quantificagdo de células produtoras
de INF-y. B - Quantificacdo de células produtoras de IL-4. n = 5 animais em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01;

teste de multipla comparagéo de Dunn.
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Figura 12 — Quantificacéo de células produtoras de IFN-y e IL-4 através de ELISPOT em esplendcitos de
camundongos A/J quando estimulados in vitro com extrato de B. tropicalis.

Controle negativo: grupo ndo imunizado; CpG/Bt/montanide: grupo imunizado com CpG e Bt emulsionados em
montanide ISA 720; BCG/Bt/montanide: grupo imunizado com BCG e Bt emulsionadas em montanide ISA 720;
Bt/montanide: grupo imunizado com Bt emulsionado em Montanide ISA 720 A — Quantificacdo de células
produtoras de IFN-y. B - Quantificacdo de células produtoras de IL-4. n =5 animais em cada grupo. *p < 0,05;
teste de maltipla comparacdo de Dunn.
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Figura 13 — Quantificagéo de células produtoras de IFN-y e I1L-4 e através de ELISPOT em bago de
camundongos A/J quando estimulados in vitro com ovalbumina.

Controle negativo: grupo ndo imunizado; CpG/OVA/montanide: grupo imunizado com CpG e OVA
emulsionados em montanide ISA 720; BCG/OVA/montanide: grupo imunizado com BCG e OVA emulsionadas
em montanide ISA 720; OVA/montanide: grupo imunizado com OVA emulsionada em montanide ISA 720 A —
Quantificacdo de células produtoras de IFN-y. B - Quantificacdo de células produtoras de IL-4. n = 5 animais em
cada grupo. * p < 0,05, teste de maltipla comparacdo de Dunn.
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IVV.2.3. Testes de adjuvantes em formulacdes de vacinas em camundongos sensibilizados

com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina

Em experimentos subseqiientes, as combinacdes de adjuvantes foram utilizadas em

testes de vacinacdo em animais sensibilizados com Bt ou OVA.

IV.2.3.1. Teste de patdgenos indutores de resposta Th1l, montanide e saponina como
adjuvantes em protocolo de vacinagéo contra alergia respiratéria em modelo

experimental murino

Conforme protocolo descrito em Material e Métodos, os animais receberam quatro
imunizacOes, sendo as duas primeiras com as combinagdes de adjuvantes MIX (candidina,
tricofitina e BCG irradiada e emulsionados em montanide ISA 720) ou MIX/saponina
(candidina, tricofitina, BCG irradiada e saponina emulsionados em montanide ISA 720) e as
ultimas com os adjuvantes juntamente com Bt. Dez dias ap0s a Ultima imunizagéo, iniciou-se
0 protocolo de sensibilizagéo e desafio dos camundongos com Bt. Como controle negativo 0s
animais receberam apenas salina na imunizacao e sensibilizacdo e como controle positivo 0s
animais receberam apenas salina na imunizacgéo e foram sensibilizados com Bt e alum. Vinte e
quatro horas ap6s o desafio os animais foram sacrificados para analise dos parametros da

resposta respiratdria.

IV.2.3.1.1. Contagem total de leucdcitos no lavado broncoalveolar de camundongos

sensibilizados com extrato de B. tropicalis

Os resultados de contagem de leucdcitos no BAL demonstram que conforme o esperado
os camundongos pertencentes ao grupo controle positivo tiveram mais leucdcitos no lavado que
0s animais do grupo controle negativo (p < 0.01; teste de multipla comparacdo de Dunn; Figura
14). Quanto aos grupos imunizados e posteriormente sensibilizados e desafiados com Bt, o
grupo que recebeu imunizacdo com MIX obteve valores de contagem de leucécitos no BAL
maiores do que o grupo controle negativo e semelhantes ao grupo controle positivo (p > 0.05;

teste de maltipla comparagdo de Dunn). J& o grupo que recebeu imunizagdo de MIX /saponina
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apresentou contagem de leucdécitos semelhante a obtida no grupo controle negativo e

estatisticamente menor que o controle positivo (p<0.05; teste de maltipla comparacédo de Dunn).
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Figura 14 — Contagem total de leucécitos no lavado bronco alveolar de camundongos A/J
imunizados apo6s sensibilizacédo e desafio com extrato de B. tropicalis.

Controle negativo: grupo nao imunizado e ndo sensibilizado; MIX: grupo imunizado com candidina, tricofitina e
BCG irradiada emulsionados em montanide ISA 720 e sensibilizado com Bt; MIX/saponina: grupo imunizado
com candidina, tricofitina e BCG irradiada emulsionados em montanide ISA 720, adicionado de saponina e
sensibilizado com Bt; Controle positivo: grupo ndo imunizado e sensibilizado com Bt. n =6 em cada grupo. *
p < 0,05, ** p < 0,01; teste de multipla comparacéo de Dunn.
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IV.2.3.1.2. Dosagem da atividade de peroxidase de eosindfilos no lavado broncoalveolar de

camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis

Conforme esperado, a sensibilizacdo e desafio com extrato de Bt levaram a um
aumento da atividade de EPO no BAL de animais ndo imunizados (controle positivo), quando
comparados ao grupo de animais controle negativo (p<0.05; teste de multipla comparacdo de
Dunn; Figura 15). A imunizacdo com MIX ou MIX/saponina levou a uma aparente protecao
dos animais, pois mesmo ap6s a sensibilizacdo e desafio com extrato de Bt os animais
permaneceram com valores de densidade Otica relativos a atividade de peroxidase de
eosinofilos préximos aos valores obtidos para os animais controle negativos, embora apenas
para o grupo MIX/saponina tenha sido encontrada diferenca estatisticamente significante em

relacdo ao grupo controle positivo (p<0.05; teste de multipla comparacdo de Dunn).
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Figura 15 — Dosagem da atividade de peroxidase de eosinofilos no lavado broncoalveolar de
camundongos A/J imunizados apds sensibilizacdo e desafio com extrato de B.
tropicalis.

Controle negativo: grupo ndo imunizado e ndo sensibilizado; MIX: grupo imunizado com candidina, tricofitina e
BCG irradiada emulsionados em montanide ISA 720 e sensibilizado Bt; MIX/saponina: grupo imunizado com
candidina, tricofitina e BCG irradiada emulsionados em montanide ISA 720, adicionado de saponina e
sensibilizado Bt; Controle positivo: grupo ndo imunizado e sensibilizado com Bt. n=6 em cada grupo. *
p < 0,05, teste de multipla comparagéo de Dunn.
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IV.2.3.1.3. Dosagem da atividade de peroxidase de eosinoéfilos (EPO) no tecido pulmonar em

camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis

Foi observada uma diferenga estatisticamente significante em relagéo a atividade de
EPO no tecido pulmonar nos camundongos ndo imunizados e sensibilizados com Bt quando
comparados com o grupo controle negativo, tratado apenas com salina (P<0,05; teste de
maltipla comparagdo de Dunn; Figura 16). A imunizagdo com MIX ndo mostrou efeito
protetor na reducdo do infiltrado de eosinofilos no pulmdo demonstrado através da EPO. No
grupo imunizado com MIX/saponina foi observada uma reducdo da atividade de peroxidase
de eosindfilos a valores proximos aos obtidos para o grupo controle negativo, no entanto ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo imunizado com MIX/saponina e 0

controle positivo (p>0.05; teste de maltipla comparacdo de Dunn).
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Figura 16 — Dosagem da atividade de peroxidase de eosinofilos em tecido pulmonar de
camundongos A/J imunizados apds sensibilizacdo e desafio extrato de B. tropicalis.

Controle negativo: grupo ndo imunizado e ndo sensibilizado; MIX: grupo imunizado com MIX (candidina,
tricofitina e BCG irradiada emulsionados em Montanide ISA 720) e sensibilizado com Bt; MIX/saponina: grupo
imunizado com MIX adicionado de saponina e sensibilizado com Bts; Controle positivo: grupo ndo imunizado e
sensibilizado com Bt. n = 6 em cada grupo. *p < 0,05; teste de multipla comparagdo de Dunn.
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IV.2.3.2. Teste de BCG e CpG como adjuvantes em protocolo de vacinagdo contra alergia

respiratéria em modelo experimental murino

Camundongos A/j foram imunizados duas vezes, em intervalo de 15 dias, com BCG
ou CpG emulsionados com montanide ISA 720, juntamente com 100ug/animal de Bt ou
OVA. Dez dias apo6s a segunda imunizacao os animais foram sensibilizados e desafiados com
Bt ou OVA. O sacrificio dos animais foi realizado 24 horas ap6s o desafio, conforme descrito

anteriormente.

Animais imunizados com CpG, montanide e Bt (CpG/Bt/montanide), BCG, montanide
e Bt (BCG/Bt/montanide) ou montanide e Bt/ (Bt montanide) foram sensibilizados e
desafiados com Bt. Grupos similares foram testados, utilizando OVA como alérgeno. Grupos
controles positivos para Bt e OVA foram obtidos com a sensibilizagdo de animais néo
imunizados e um grupo controle negativo recebeu apenas salina nas imunizagdes,

sensibilizacdes e desafios.

IV.2.3.2.1. Contagem total de leucécitos no lavado broncoalveolar

Os resultados de contagem de leucécitos no BAL demonstram conforme o esperado,
gue os camundongos pertencentes aos grupos controles positivos, ndo imunizados e
sensibilizados e desafiados com extrato de Bt tiveram mais leucécitos no lavado pulmonar que
os animais do grupo controle negativo (p<0,05; teste de multipla comparacdo de Dunn;
Figura 17A). O grupo Bt/montanide apresentou tantos leucécitos no BAL quanto o grupo
controle positivo, demonstrando que o montanide isoladamente ndo exerceu nenhum papel
protetor (p>0,05; Teste de multipla compara¢do de Dunn). O grupo CpG/Bt/ montanide
diferiu estatisticamente do grupo controle positivo (p<0,05; Teste de multipla comparacao de
Dunn), apresentando contagem de leucocitos proxima a obtida nos animais controle
negativos, ndo havendo diferenca estatistica entre esses dois grupos. Os animais imunizados
com BCG/Bt/montanide apresentaram valores de contagem de leucdcitos intermediarios entre
0s grupos controle negativo e positivo, ndo havendo diferenca estatisticamente significante

entre eles (p>0,05; teste de multipla comparacdo de Dunn).

Nos grupos onde foi utilizando OVA como alérgeno, também foi observada diferenca

estatisticamente significante entre os grupos controle negativo e positivo, de acordo com o
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esperado (Figura 17B; p<0,05; teste de mudaltipla comparagdo de Dunn). Para o grupo
CpG/OVA/montanide foi observada uma reducdo do ndmero de leucécitos no BAL em
relacdo ao grupo controle positivo (p<0,05; teste de multipla comparacdo de Dunn), ficando
este grupo com contagem de células semelhante ao grupo controle negativo. A imunizagdo
com BCG/OVA/montanide, no entanto, ndo exerceu nenhum efeito protetor, pois as
contagens de leucdcitos nos animais deste grupo foram semelhantes as obtidas para o grupo
controle positivo e maiores do que os valores obtidos para o grupo controle negativo e para o
grupo CpG/OVA/montanide (p<0,01 e p<0,05, respectivamente; teste de multipla comparacao
de Dunn). A imunizacdo com OVA/montanide também ndo apresentou efeito protetor,
ficando os animais deste grupo com quantidades de leucdcitos préximas as obtidas para

animais ndo imunizados.
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Figura 17 — Contagem total de leucécitos no lavado bronco alveolar em camundongos A/J
imunizados apo6s sensibilizacdo e desafio com A- extrato de B. tropicalis e B-
ovalbumina.

Controle negativo: grupo ndo imunizado e ndo sensibilizado; CpG/Bt/montanide: grupo imunizado com CpG e
Bt emulsionados em montanide ISA 720; BCG/Bt/montanide: grupo imunizado com BCG e Bt emulsionadas em
montanide ISA 720; Bt/montanide: grupo imunizado com Bt emulsionado em montanide ISA 720; CpG/OVA/
montanide: grupo imunizado com CpG e ova emulsionados em montanide ISA 720; BCG/OVA/montanide:
grupo imunizado com BCG e ova emulsionados em Montanide ISA 720; OVA/montanide: grupo imunizado
com ova emulsionada em montanide ISA 720; Controle positivo: grupo ndo imunizado e sensibilizado com Bt ou
OVA. n =5 em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01; teste de miltipla comparagéo de Dunn.
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IV.2.3.2.2. Dosagem da atividade de peroxidase de eosinéfilos (EPO) no lavado

broncoalveolar

A dosagem da atividade de peroxidase de eosindfilos no BAL foi maior no grupo
controle positivo (sensibilizados com Bt) do que nos animais do grupo controle negativo
Figura 18A; p < 0,001; teste de multipla comparacdo de Dunn). A imuniza¢do com BCG/Bt/
montanide e Bt/montanide levou a uma aparente reducdo da atividade de EPO no BAL em
relagdo ao grupo controle positivo, no entanto essa diferenga ndo foi estatisticamente
significante (p>0,05; teste de multipla comparacdo de Dunn). Entretanto, a imunizacdo dos
animais com CpG/Bt montanide reduziu a atividade de peroxidase de eosinofilos no BAL em
comparacgao ao grupo controle positivo (p < 0,05; Teste de multipla comparagdo de Dunn).

Utilizando OVA como alérgeno, os resultados encontrados foram similares. Os grupos
controle positivo e negativo diferiram estatisticamente (Figura 18B; p <0,01; teste de
multipla comparacdo de Dunn). N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos BCG/OVA/montanide ou OVA/montanide e o grupo controle
positivo (p>0.05; Teste de multipla comparacdo de Dunn). E como encontrado no
experimento anterior, a imunizagdo com CpG/OVA montanide diminui a inflamacao
pulmonar dos camundongos, uma vez que a atividade de EPO no BAL estava bastante
reduzida neste grupo, com valores proximos do grupo controle negativo e diferente

estatisticamente do grupo controle positivo (p< 0,01; Teste de multipla comparacdo de Dunn).
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Figura 18 — Dosagem da atividade de peroxidase de eosinéfilos no lavado broncoalveolar (BAL)
em camundongos A/J imunizados ap6s sensibilizacdo e desafio com A- extrato de
B.tropicalis e B- Ovalbumina.

Controle negativo: grupo ndo imunizado e ndo sensibilizado; CpG/Bt montanide: grupo imunizado com CpG e
Bt emulsionados em montanide ISA 720; BCG/Bt montanide: grupo imunizado com BCG e Bt emulsionadas em
montanide ISA 720; Bt montanide: grupo imunizado com Bt emulsionado em montanide ISA 720; CpG/OVA
montanide: grupo imunizado com CpG e OVA emulsionados em Montanide ISA 720; BCG/OVA montanide:
grupo imunizado com BCG e OVA emulsionadas em montanide ISA 720; OVA montanide: grupo imunizado
com OVA emulsionada em montanide ISA 720; Controle positivo: grupo ndo imunizado e sensibilizado com Bt
ou OVA. n=5 em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; teste de maltipla comparacéo de Dunn.
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IV.2.3.2.3. Dosagem da atividade de peroxidase de eosinéfilos em tecido pulmonar de

camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou ovalbumina

Quanto & atividade de EPO no macerado do pulmdo foi encontrada uma diferenga
estatisticamente significante entre os grupos controle positivo (sensibilizado com Bt) e
negativo (Figura 19A; p <0,01; Teste de multipla comparacdo de Dunn). Em concordancia
com o0s outros parametros analisados, a imunizacdo dos camundongos com CpG/Bt montanide
teve efeito protetor, uma vez que 0s animais pertencentes a este grupo apresentaram menos
atividade de eosindfilos no pulméo do que os animais controle negativos (p < 0,05; Teste de
multipla comparacdo de Dunn). A imunizacdo com BCG/Bt/ montanide e com Bt/montanide

ndo reduziu a atividade de EPO no pulméo (p>0.05; Teste de multipla comparagédo de Dunn).

No experimento realizado utilizando a OVA como alérgeno, foi observada diferenca
estatisticamente significante apenas entre os grupos controle positivo e negativo (Figura 19B;
p < 0,05; Teste de maltipla comparacdo de Dunn). No entanto, apesar das imuniza¢des com
adjuvantes reduzirem um pouco os valores de atividade de eosinéfilos no tecido pulmonar,
nenhuma das combinagdes de adjuvantes (CpG/OVA/ montanide, BCG/OVA/montanide ou
OVA/ montanide) foi efetiva em diferir estatisticamente do grupo de animais ndo imunizados

(p>0;05; Teste de multipla comparagédo de Dunn).
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Figura 19 — Dosagem da atividade de peroxidase de eosindfilos em tecido pulmonar em camundongos A/J
imunizados apds sensibilizacéo e desafio com A-Extrato de Blomia tropicalis e B- Ovalbumina.

Controle negativo: grupo ndo imunizado e ndo sensibilizado; CpG/Bt/ montanide: grupo imunizado com CpG e
Bt emulsionados em Montanide ISA 720; BCG/Bt/montanide: grupo imunizado com BCG e Bt emulsionadas em
Montanide ISA 720; Bt/montanide: grupo imunizado com Bt emulsionado em Montanide ISA 720;
CpG/OVA/montanide: grupo imunizado com CpG e OVA emulsionados em Montanide ISA 720;
BCG/OVA/montanide: grupo imunizado com BCG e OVA emulsionadas em Montanide ISA 720;
OVA/montanide: grupo imunizado com ova emulsionada em Montanide ISA 720; Controle positivo: grupo nao
imunizado e sensibilizado com extrato de Bt ou OVA. n =5 em cada grupo. * p < 0,05, ** p < 0,01; teste de
multipla comparagédo de Dunn.
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IV.3. INVESTIGACAO SOBRE O PAPEL HIPERSENSIBILIZANTE DE FRACOES DO
EXTRATO DE Blomia tropicalis OBTIDOS EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
TROCA IONICA (FPLC)

IV.3.1. Fracionamento do extrato de B. tropicalis por cromatografia de troca i6nica

Um total de 40 fracdes foi coletado a partir do fracionamento do extrato de B.
tropicalis em FPLC (Pharmacia, Uppsala, Sweden). As fracbes com maior densidade dptica
foram obtidas no intervalo de concentracdo entre 0 e 35% do tampdo de elui¢do. O padréo de
fracionamento, demonstrado na figura 20, foi observado em todas as cromatografias
realizadas. As densidades Oticas das fracfes do extrato de B. tropicalis obtidas através de

FPLC estdo mostradas na tabela II.
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Figura 20 — Esquema representativo de fracionamento do extrato de Blomia tropicalis obtido por
cromatografia liquida de troca iénica em coluna Mono-Q (FPLC).
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Tabela 1 — Densidades 6ticas (D.O.) a 280 nm, com a luz atravessando 1 cm da solucéo, das
fracOes de B. tropicalis obtidas através de cromatografia de troca idnica

Fracgo D.O. Fracdo D.O. Fracdo D.O. Fracdo D.O. Fragdo D.O.

1 0,22 9 1,84 17 1,31 25 nd 33 nd
2 0,45 10 2,43 18 1,12 26 nd 34 nd
3 0,26 11 2,06 19 1,07 27 nd 35 nd
4 0,29 12 2,48 20 1,22 28 nd 36 nd
5 0,65 13 2,21 21 0,79 29 nd 37 nd
6 0,59 14 1,86 22 0,13 30 nd 38 nd
7 0,15 15 2,17 23 nd 31 nd 39 nd
8 0,85 16 1,81 24 0,12 32 nd 40 nd

nd — ndo detectavel

IV.3.2. Investigacdo sobre o papel hipersensibilizante para o ser humano de fracdes do

extrato de B. tropicalis obtidos em cromatografia liquida de troca idnica

IV.3.2.1. ELISA para deteccdo de IgE especifico para as fragdes protéicas de B. tropicalis

As fracOes obtidas na cromatografia de troca i6nica contendo maior valor protéico
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Foi realizado um ELISA para
deteccdo de IgE anti- B. tropicalis em 35 soros de pacientes com teste cutaneo positivo para
B. tropicalis e 9 soros de pacientes com teste cutdneo negativo para estes acaro. As fracdes
que obtiveram maior reatividade de IgE foram as fracfes 9, 10, 12, 14, 16, 18 e 20. A anélise
destas sete bandas por SDS-PAGE revelou que elas sdo compostas por bandas nitidas e

diferentes entre si (dado ndo demonstrado).

Os graficos representados nas figuras 21 e 22 mostram para cada uma das fracfes
testadas, 0 nimero de soros positivos que apresentaram atividade de IgE especifico acima do
ponto de corte, calculado atraves da soma da média de densidade Optica de soros de
individuos ndo alérgicos e com teste cutdneo negativo mais duas vezes o seu desvio padréo.
Nota-se que a maior parte dos soros de individuos alérgicos ao Bt reconheceu as sete fraces

testadas, ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre as fragfes quanto a
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positividade (p>0,05, ANOVA, Figuras 18 e 19). 58.3% dos soros de individuos alérgicos ao
Bt foram positivos no ELISA para a fracdo 9, 74.3% para a fracdo 10, 66.7% para a fracdo 12,
63.9% para a fracdo 14, 55.6% para a fracdo 16, 63.9% para a fracdo 18 e 22.2% para a fracao
20. Além de a reatividade ter sido maior para a fracdo 10, os valores de densidade dptica
obtidos para esta fracdo também foram mais altas do que para as outras fraces analisados. Os
soros negativos apresentaram valores baixos de atividade de IgE, exceto para a fragdo 20, para
a qual ocorreu reconhecimento tanto de soros de individuos positivos quanto negativos ao

teste cutaneo para B. tropicalis.
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Figura 21 — ELISA para IgE humana anti-fracbes 9, 10, 12 e 14 do extrato de B. tropicalis
utilizando soros de 35 pacientes com teste cutaneo positivo e 9 soros de individuos
com teste negativo para este acaro.

O ponto de corte para cada fracdo foi obtido somando a média de densidade éptica dos soros controles
negativos a duas vezes o seu desvio padrdo e esta representado pela linha tracejada.
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Figura 22 — ELISA para IgE humana anti-fragdes 16, 18 e 20 do extrato de B. tropicalis
utilizando soros de 35 pacientes com teste cutaneo positivo e 9 soros de individuos
com teste negativo para este acaro.

O ponto de corte para cada fracdo foi obtido somando a média de densidade dptica dos soros controles negativos
a duas vezes o seu desvio padrdo e esta representado pela linha tracejada.
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1VV.3.3. Investigacéo sobre o papel hipersensibilizante de fragfes do extrato de B.

tropicalis em modelo experimental de alergia

Para os experimentos em modelo murino de alergia foi selecionada a fracdo 10. Foram
entdo realizadas algumas cromatografias para obtencdo de quantidade suficiente desta fracdo
para a realizacdo dos experimentos in vivo. Camundongos das linhagens BALB/c e A/J foram

sensibilizados e desafiados conforme descrito em Materiais e métodos.

IV.3.3.1. Contagem de leucdcitos no lavado broncoalveolar (BAL) de camundongos

sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou com sua fragéo 10

Para a linhagem BALB/c, a contagem total de leucdcitos obtidos no BAL neste
experimento revelou ndo ocorrer uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos
analisados (p > 0,05; ANOVA), os animais sensibilizados com Bt tendam a desenvolver um
maior influxo celular no lavado broncoalveolar que os animais controle negativos. Os animais
sensibilizados com a fracdo 10 obtiveram valores de leucdcitos no BAL intermediarios entre
0s obtidos para os controles negativo e positivo. (Figura 23 A). Para a linhagem A/J, foi
observada uma diferenca estatisticamente significante entre os animais sensibilizados com Bt
e 0 grupo controle negativo e entre o grupo sensibilizado com a fragdo 10 e o controle
negativo (p < 0,05; teste de mdltipla comparacdo de Dunn, Figura 23 B), ndo havendo

diferenga entre os animais sensibilizados com Bt ou com a fragéo 10.
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Figura 23 — Contagem total de leucdcitos no lavado bronco alveolar de camundongos
sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou com sua fracdo 10.

A — em camundongos BALB/c B — em camundongos A/J Controle negativo: grupo inoculado com salina;
Fracdo 10: grupo sensibilizado com a fracdo n° 10 obtida por FPLC do extrato de B. tropicalis; Bt: grupo
sensibilizado com o extrato de B. tropicalis. n=5 em cada grupo. n=5 em cada grupo. p <0,05; teste de
multipla comparacéo de Dunn.
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IV.3.3.2. Dosagem da atividade da peroxidase de eosinéfilos no tecido pulmonar de

camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou com sua fracdo 10

A deteccdo de EPO no macerado do tecido pulmonar revelou que em ambas linhagens
testadas, os animais sensibilizados com extrato de Bt ou com a fracdo 10 de Bt apresentaram
maior atividade de EPO em relacdo ao grupo controle negativo, sendo estas diferencas
estatisticamente significantes (p<0,0001 e p<0,01 para BALB/c e p<0,0001, para A/J,
respectivamente; teste de multipla comparacdo de Dunn), ndo havendo diferenca significativa
entre as duas linhagens (p >0,05, ANOVA, figura 24).
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Figura 24 — Dosagem da atividade de peroxidase de eosindfilos em macerado de tecido pulmonar
de camundongos sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou com sua fracéo 10.

A - em camundongos BALB/c, B — em camundongos A/J. Controle negativo: grupo inoculado com saling;
Fracdo 10: grupo sensibilizado com a fragdo n° 10 obtida por FPLC do extrato de B. tropicalis; Bt: grupo
sensibilizado com o extrato de B. tropicalis. n = 5 em cada grupo. ** p < 0,01, *** p < 0,0001; teste de maltipla
comparagéao de Dunn.
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IV.3.3.3. Deteccéo de IgE especifico anti-B. tropicalis através de anafilaxia cutdnea passiva

A deteccdo de IgE especifico para B. tropicalis por PCA revelou uma diferenca
estatisticamente significante entre o grupo salina e o grupo sensibilizado com Bt (p<0,01; teste
de multipla comparagdo de Dunn). Porém, no grupo sensibilizado com a fragdo 10, embora trés
animais tenham respondido com a producéo de IgE, dois ndo apresentaram niveis detectaveis
desta imunoglobulina, ndo havendo entdo diferenca estatisticamente significante entre este

grupo e o grupo controle (p > 0,05; teste de multipla comparacdo de Dunn, figura 25).
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Figura 25 — Deteccdo de IgE especifico anti-B.tropicalis.através de anafilaxia cutanea passiva

(PCA) em camundongos BALB/c sensibilizados com extrato de B. tropicalis ou
com sua fracéo 10.

Controle negativo: grupo inoculado com salina; Fracdo 10: grupo sensibilizado com a fracdo n° 10 obtida por
FPLC do extrato de B. tropicalis; Bt: grupo sensibilizado com o extrato de B. tropicalis. n = 5 em cada grupo.
p < 0.01; teste de maltipla comparacéo de Dunn.
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V. DISCUSSAO

V.1. DESENVOLVIMENTO DE MODELO EXPERIMENTAL MURINO PARA ALERGIA

O Dermatophagoides pteronyssinus é o acaro de poeira doméstica mais cosmopolita
que existe, ocorrendo em paises de clima temperado, tropical e subtropical, sendo considerado
como a mais importante fonte de aeroaléreegnos mundialmente. Enquanto isto, o Blomia
tropicalis € encontrado em regides tropicais e subtropicais do Mundo (Sanchez Palacios e
cols., 1995), sendo também uma importante fonte de alérgenos para individuos com alergias
respiratorias destas regides (Castro Almarales e cols., 2006; Sanchez-Borges e cols., 2003;
Rizzo e cols. 1997). A auséncia de inibicdo dos principais alérgenos (14.3 e 27.3 KDa) de B
tropicalis por extratos de D pteronyssinus e a baixa reatividade cruzada entre os alérgenos
destas duas espécies de acaros (Chew e cols,1999; Arruda e cols.,1997; Tsai e cols., 1998)
justificam o estudo e implantacdo de imunoterapias espécies-especificas em regides onde as

duas espécies sdo prevalentes.

Apesar dos avangos nos estudos sobre alergia a acaros de poeira, poucos trabalhos
discorrem sobre reacdes de hipersensibilidade tipo 1 ao B. tropicalis em modelos murinos
(Sato e cols., 2002; Takeda e cols., 2004; Carvalho e cols., 2004), o que dificulta o
desenvolvimento de estudos sobre patogenia, terapia e prevencdo da alergia causada por esta

espécie de acaro.

Modelos experimentais de alergia, habitualmente utilizam a ovalbumina como
alérgeno, pois este antigeno tem custo baixo e é de facil manipulacdo. Embora raramente
cause hipersensibilidade em humanos, em camundongos provoca reacGes de
hipersensibilidade com producdo de IgE especifica, eosinofilia pulmonar e hiperreatividade
brénquica, simulando a asma alérgica humana (Muller e cols., 1976). Recentemente surgiram
estudos em modelo experimental utilizando extratos ou alérgenos purificados de &caros de
poeira, na tentativa de estudar melhor os mecanismos da asma humana. Yu e Chen (2003)
demonstraram que a sensibilizacdo com D. farinae leva em 30 minutos a liberacdo de mMCP-

1(mouse mast cell protease-1), indicando uma ativacao rapida dos mastocitos da mucosa aérea
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apos contato com alérgenos de acaros, ndo sendo este efeito observado com ovalbumina. Eles
também observaram que a sensibilizacdo com D. farinae induz uma resposta Th2 com
inflamacdo eosinofilica pulmonar severa, eosinofilia sanguinea concomitante, alta producéo
IgE e IgG1-especificas séricas e citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13), enquanto a sensibilizacdo com
OVA resulta em uma resposta mista Th1/Th2.

HERZ e cols. (1996), comparando linhagens de camundongos quanto a sensibilizacdo
com D. pteronyssinus observou que as linhagens C57BL/6 e CBA foram boas respondedoras,
com alta producéo de IgE especifica, enquanto a linhagem BALB/c foi pouco susceptivel. Em
nosso modelo experimental de sensibilizacdo ao B. tropicalis, a linhagem BALB/c também
foi menos respondedora, apresentando menor aumento de leucécitos no BAL, da atividade de
eosindfilos pulmao, da producdo de IgE especifica e de 1L4 comparado com outras linhagens.
A linhagem A/J foi a mais susceptivel tendo melhores resultados em todos os parametros
analisados, seguida da linhagem CBA. As linhagens A/J e CBA tiveram maior aumento de
leucocitos, da atividade de eosindfilos no BAL e pulmdo, producéo de IL-4 no BAL e IgE
especifica no soro.

Yasue e cols. (1998), testando os alérgenos de acaros Der f 1 nativo e Der f 2
recombinante em quatro linhagens de camundongos também concluiram ser a linhagem A/J
com haldtipo H-2a a mais susceptivel a alérgenos de D. farinae. No presente estudo, a
linhagem C57BL/6 apresentou aumento de leucdcitos e da atividade de eosindfilos no BAL e
pulmdo e da producdo de IgE especifica. As diferencas na patogénese da inflamacédo
respiratéria entre as linhagens de camundongos também podem estar relacionadas a expressdo
local de citocinas e quimiocinas. Sadakane e cols. (2002) encontraram mais inflamacao
pulmonar em camundongos C57BL/6N do que em CBA/IN sensibilizados com Der f 1,
concomitantemente com niveis mais altos de IL-4, IL-5, RANTES e eotaxina na primeira
linhagem.

Aparentemente, a resposta de cada linhagem de camundongos é também dependente
do alérgeno utilizado, por exemplo, a linhagem BALB/c responde com alta producdo de
anticorpos IgE especificos quando sensibilizada com ovalbumina (Stewart & Holt, 1987).
Encontramos resultados semelhantes para a linhagem CBA quanto a producdo de IgE
especifica, quando comparamos a sensibilizacdo com o acaro B. tropicalis e a ovalbumina,
entretanto a contagem total de leucdcitos, a atividade de peroxidase de eosinofilos e a
producéo de IL-4 no BAL foi maior nos animais sensibilizados com o B. tropicalis. Engquanto
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isto, a literatura reporta que outras linhagens especialmente BALB/c, respondem a
sensibilizacdo com ovalbumina com alta producdo de inflamagdo e aumento de citocinas
(Kim e cols., 2007), evidenciando que a linhagem utilizada neste trabalho, a CBA/J nédo se
constitui em um bom modelo de alergia a este alérgeno. Tunes e cols. (2007) encontraram
resultados condizentes com esta afirmacdo, quando comparando a alergia experimental a
OVA, em diferentes linhagens observaram que a obstrucéo aérea, a infiltracdo de leucocitos,
acumulo de eosinofilos e edema foram mais severas em camundongos BALB/c do que em
CBA.

Diferentemente do que ocorre em humanos, a sensibilizacdo alérgica em modelo
murino requer um contato prévio com o alérgeno, normalmente por via subcutdnea ou
intraperitoneal. Aparentemente isso ocorre para todos os alérgenos e em todas as linhagens
murinas. Para o B. tropicalis foi demonstrado que a sensibilizacdo nasal sem imunizacéo
prévia apenas leva a aumento na producdo de IgE especifica quando seu extrato € aplicado

junto a um adjuvante mucoso, como a toxina da colera (Takeda e cols., 2004).

A comparacdo entre a imunizacdo com B. tropicalis e D. pteronyssinus na linhagem
A/Sn demonstrou que os titulos de IgE total e especifica sdo maiores nos animais imunizados
com B. tropicalis (Sato e cols.,2002). O desafio intratraqueal com B. tropicalis ou D.
pteronyssinus apos a imunizacdo provocou influxos celulares distintos no BAL coletado 48
horas apds o desafio, ou seja, na fase tardia da resposta de hipersensibilidade tipo I. O desafio
de animais com D. pteronyssinus levou ao aumento de eosindfilos, enquanto o desafio com B.
tropicalis levou ao aumento de neutréfilos no lavado bronco alveolar (Carvalho e cols., 2004).
Os autores sugerem que a presenca de neutr6filos no BAL estaria envolvida com a obstrucéo

bronquiolar observada em pacientes humanos.

A maior parte dos modelos experimentais de alergia respiratoria leva cerca de dois a
trés meses para obtencdo de resposta inflamatdria pulmonar, assemelhando-se a asma humana
(Takeda e cols., 2004). No entanto, um protocolo proposto por Eum e cols (1995), utilizando
camundongos sensibilizados com OVA, conseguiu reduzir a duragdo da sensibilizagdo, sem
prejuizo das alteragbes imunopatoldgicas observadas na alergia experimental. No nosso
trabalho, este protocolo foi utilizado para a sensibilizagdo de camundongos CBA com OVA e
extrato de B. tropicalis. A sensibilizacdo com extrato de Bt levou a inflamacéo pulmonar e a
uma resposta imune Th2 como a encontrada na doenca alérgica humana. Entretanto a

sensibilizagdo com OVA ndo atingiu os resultados esperados, exceto pela elevacdo da IgE
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especifica no soro, que foi maior do que a obtida nos camundongos sensibilizados com
extrato de Bt. Este resultado sugere uma resisténcia genética da linhagem CBA/J especifica a
sensibilizacdo com OVA e a comparacdo destes dois antigenos deve ser repetida em outras
linhagens a fim de averiguar se B. tropicalis e OVA apresentam diferencas significativas em

termos do potencial alergénico para camundongos.

Outra particularidade deste trabalho foi a instilacdo intranasal do alérgeno, como
descrito em um modelo de sensibilizacdo a OVA (Henderson e cols., 2000), em lugar da
administracdo do alérgeno por inalacdo de aerosol, como comumente utilizado nos modelos
experimentais de asma. Uma das vantagens da instilacdo nasal do alérgeno € a menor
quantidade de alérgeno requerida, cerca de 10 ug por animal, comparada a 50 a 100 mg por
animal quando é utilizado o aerosol. Outra vantagem € a redugdo do risco de sensibilizacéo
para quem realiza o experimento. Desta forma, o0 modelo experimental descrito neste estudo
alia reducgéo de custo financeiro, do tempo necessario para a realizacdo do experimento e dos

riscos de sensibilizacdo dos pesquisadores envolvidos com estes experimentos.

V.2. INVESTIGACAO DO EFEITO DE DIFERENTES ADJUVANTES NA IMUNIZACAO
COM EXTRATO DE B. TROPICALIS EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ALERGIA MURINA

As vacinas sdo extremamente eficientes na prevencdo de uma gama de doengas
infecciosas. Muitas vacinas de uso atual utilizam patdgenos atenuados ou inativados como
imundgenos e tem como principio de acdo a inducdo de resposta imune humoral, com
producédo de anticorpos contra moléculas de superficie de virus e bactérias. Nos Gltimos anos
tem-se investido no desenvolvimento de novos imundgenos capazes de atuar profilaticamente
ou terapeuticamente como em alguns casos de doencas infecciosas cronicas (Seder & Hill,
2000). Nesses casos, admite-se que a vacina ideal atuaria estimulando tanto a resposta imune
humoral, para impedir que novas células sejam infectadas, quanto a resposta celular,
eliminando as células infectadas (Seder & Hill, 2000; Klein, 2001). Doencas autoimunes e
alérgicas também se tornaram potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas, a partir do

momento que estudos sobre a patogénese de algumas destas doencas revelou a ocorréncia de
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uma resposta imune inapropriada contra autoantigenos ou alérgenos. Desta forma, o
desenvolvimento de vacinas gque levassem ao redirecionamento da resposta imune especifica
ao antigeno de Th2 para Th1 (ou vice-versa) seria benéfico para estas enfermidades (Barnes,
2001; Harrisson & Hafler, 2000).

Muitas das formulacdes de vacinas sdo pouco imunogénicas. Para solucionar este
problema sdo feitas associacdes com adjuvantes. Os adjuvantes foram desenvolvidos tanto
para aumentar a imunogenicidade de vacinas quanto para melhorar a resposta em individuos
pouco respondedores dentro das populacdes, como recém nascidos e individuos
imunossuprimidos (Degen e cols., 2003). Os adjuvantes também exercem o papel de modular
respostas imunoldgicas inapropriadas, estimulando uma resposta protetora (McCluskie e cols.,
2001; Edelman, 2002). A utilizacdo de adjuvantes tem ainda a vantagem econdmica de
reduzir a quantidade de antigeno necessario na formulacdo da vacina. Os adjuvantes atuam
por diversos mecanismos incluindo a liberacdo lenta e controlada do antigeno facilitando a
sua absorcdo, ativacdo e modulacdo de células do sistema imune como células dendriditas e
linfécitos e promocdo de estimulos inflamatérios (Brennan & Dougan, 2005; Degen e cols.,
2003 McCluskie & Weeratna, 2001; Edelman, 2002).

Adjuvantes como os sais de aluminio tém sido utilizados com sucesso ao longo de
muitos anos, induzindo fortemente a producdo de anticorpos, no entanto, ndo ha até o
momento um adjuvante capaz de induzir uma resposta forte do tipo Thl e que possa ser
utilizado com seguranca em humanos (Moingeon e cols., 2002). Alguns adjuvantes como
Mycobacterium vaccae, BCG, citocinas, oligonucleotideos CpG e lipossomos tem sido
estudados e muitos se encontram em estagio pré-clinico de testes (Arkwright & David, 2001;
Cebon e cols., 2003; Dranoff, 2002; Weiner, 2000). De acordo com Alving (2002) as
comparagOes entre diferentes adjuvantes in vitro ou em modelos experimentais auxiliam a
predizer em grande parte a seguranca, os efeitos e a eficacia da sua utilizacdo em humanos.
Neste trabalho, foi testado em modelo murino, diversos candidatos a adjuvantes indutores de
resposta imune Thl. De todas as substancias testadas a saponina, uma mistura de candidina,
tricofitina e BCG (viva ou morta pelo calor) e uma sequéncia de olinucleotideos CpG foram
aquelas capazes de induzir uma resposta imune Thl em camundongos A/J imunizados,
evidenciada pelo aumento de IgG2a especifica e/ou producdo de IFN-y por esplendcitos

estimulados in vitro.
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A candidina e a tricofitina sdo sabidamente indutores de resposta imune Thl em
humanos. Individuos com candidiase oral apresentam resposta imune sistémica do tipo Thi,
evidenciada pela producgdo altas de TNF-a e IFN-y quando as suas células mononucleares do
sangue periférico sdo estimuladas com antigenos de C. albicans (Oliveira e cols., 2007). De
forma semelhante, a incubacdo com tricofitina de células mononucleares do sangue periférico
de pacientes com dermatite provocada por fungos induz a produgéo de IFN-y, IL-2 e GM-CSF
(Koga e cols., 1993). Em nosso trabalho, utilizamos os antigenos candidina e tricofitina
juntamente com BCG morta por irradiacao, formando uma mistura de patégenos indutores de
resposta Thl. Embora em experimentos realizados no nosso laboratério, a imunizacdo com
esses antigenos emulsionados no adjuvante lipidico Montanide ISA 720 juntamente com
antigeno de Leishmania amazonenis tenha induzido uma resposta Thl em esplendcitos de
camundongos estimulados in vitro com o antigeno de Leishmania, quando os utilizamos com
Bt ndo ocorreu a producao de IFN-y por esplendcitos de camundongos imunizados, nem a
vacinacdo com esses antigenos exerceu papel protetor contra o desenvolvimento de alergia

experimental ao B. tropicalis.

Foi também testada em nossos experimentos a adicdo de saponina a mistura dos
patdgenos. Saponinas sdo esteroides ou triterpenoides encontrados em plantas selvagens ou
cultivadas e em algumas bactérias. Um grupo de saponinas muito estudado é derivado da
planta Quillaja saponaria uma arvore nativa da regido dos Andes e ja foram demonstradas
diversas propriedades fisiologicas, farmacoldgicas e imunoldgicas dessas substancias (Francis
e cols., 2002). As saponinas passaram a ser testadas como adjuvantes, pois tém a capacidade
de modular a resposta imune celular, bem como elevar a produgéo de anticorpos (Oda e cols.,
2000). As saponinas induzem efeito adjuvante sobre antigenos dependentes ou independentes
de células T, além de estimular fortemente as respostas de linfocitos CD8+ citotoxicos e
potencializar a resposta de mucosas (Kensil, 1996). Nossos resultados demonstram que a
saponina exerceu efeito adjuvante quando adicionada ao “MIX” de patogenos indutores de
Thl (candidina e tricofitina e BCG morta por irradiacdo), que sozinhos ndo apresentaram
efeito protetor. A utilizagdo do MIX adicionado a saponina elevou a produgéo tanto de IFN-y
quanto de IL-4 em esplendcitos de camundongos imunizados e estimulados in vitro com BCG
ou candidina. Em camundongos imunizados e depois desafiados com B. tropicalis também
ocorreu uma tendéncia a protecdo. Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca estatistica, 0s
valores obtidos de atividade de peroxidase de eosinéfilos no BAL e no pulmdo foram bem

proximos aos valores obtidos para o grupo controle negativo. No entanto, apesar do excelente
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efeito adjuvante que as saponinas apresentam, elas induzem severa hemolise, pois apresentam
afinidade pelo colesterol presente na membrana plasmatica dos eritrocitos, o que resulta na
solubilizacdo destas membranas e consequliente lise dos eritrocitos (Kensil e cols., 1991;
Warren & Chedid,1988; Dalsgaard, 1987). Outro problema é que a imuniza¢do com saponina
também resulta em reac¢fes imunoldgicas ndo especificas, como inflamacéo e severas reacdes
locais com formacdo de granulomas (de Oliveira e cols., 2001; Haridas e cols., 2001; Delmas
e cols., 2000; Yui e cols., 2001). Nos experimentos descritos neste trabalho foi observada a
morte de dois animais apds a segunda dose de imunizacdo com saponina, 0 que reduziu o
numero de animais neste grupo teste e foi um dos fatores que dificultou a analise estatistica.
Embora as saponinas ja estejam sendo utilizadas como adjuvantes em vacinas para uso
veterinario, elas ndo sdo indicadas para uso em humanos em virtude da alta toxicidade e do
efeito hemolitico (Marciani e cols., 2000; Liu e cols., 2002). Outros estudos buscam o
fracionamento das saponinas da Quillaja saponaria e ja estdo em testes as fragdes Quil A,
QS-7, QS-17, QS-18 e QS-21, como tentativa de encontrar frages com menor toxicidade e o

mesmo poder adjuvante (So e cols., 1997; Lee e cols, 2007).

A utilizacdo de BCG como adjuvante de vacinas contra alergias respiratorias em
modelos experimentais € fundamentada em estudos epidemiol6gicos que observam em
humanos uma correlagdo negativa entre o desenvolvimento de atopia e infecgdes com M.
tuberculosis (Shirakawa e cols., 1997). Um estudo em Guinea-Bissau revelou ainda que
criangas vacinadas na primeira infancia com BCG desenvolveram menos alergia que as ndo
vacinadas (Shaheen e cols., 1996). No entanto, outro estudo realizado por Strannegard e cols.
(1998) também em criancas, ndo observou efeito protetor da vacinacdo com BCG no
desenvolvimento de atopia. Em camundongos, Erb e cols. (1998) observaram que a infeccao
com BCG suprimiu a eosinofilia pulmonar induzida por OVA. De acordo com
Hopsfensprirger & Agrawal (2002), antigenos de micobactérias (BCG ou M. vaccae) sdo
efetivos em atenuar a inflamacdo respiratoria alérgica em camundongos pré-sensibilizados
com OVA. Major e cols (2002) encontraram ainda que além da BCG viva a BCG morta pelo
calor também exercia 0 mesmo efeito de reducdo da eosinofilia pulmonar e de citocinas como
a IL-5. Nossos resultados, entretanto, demonstram que a imunizagdo com BCG viva ou morta
por irradiacdo ndo exerceu efeito sobre a inducéo de alergia experimental ao B. tropicalis, ndo
sendo observada alteracdo na producédo de citocinas, nem na presenca de eosinéfilos no BAL

ou pulmdes.
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A maior parte dos trabalhos utiliza a BCG por via intranasal. Hopfenspirger &
Agrawal (2002) comparando vias de administracdo do BCG encontraram protecdo do
desenvolvimento de inflamacdo respiratoria apenas quando os camundongos recebiam o
tratamento por via intranasal. Como nosso objetivo ndo era de tratamento e sim de vacinagéo,
administramos o BCG por via subcutanea juntamente com o alérgeno e ndo diretamente nas
vias respiratdrias, essa talvez seja uma das razfes para ndo termos encontrado protecdo no
nosso modelo experimental de alergia. Entretanto, outro trabalho publicado por Trujillo-
Vargas e cols. (2005) em que camundongos receberam imunizagdes intraperitoneais com
BCG viva ou morta pelo calor juntamente com OVA e alum, foi obtida reducéo da eosinofilia
pulmonar de 400 vezes para 0 grupo imunizado com BCG viva e de 64 vezes para 0 grupo

que recebeu BCG morta.

Neste trabalho testamos também a acdo adjuvante de oligonucleotideos CpG (CpG
ODN). CpG ODN séo sequéncias de DNA contendo repeticGes de CpG ndo metilados, esses
fragmentos estdo presentes em DNA bacteriano, mas sdo ausentes em DNA de vertebrados ou
plantas (Bird, 1986). Ndo apenas o DNA bacteriano, mas também oligonucleotideos sintéticos
contendo repeticbes CpG possuem efeito imunoestimulatorio em mamiferos, atuando sobre
uma grande variedade de células do sistema imune como macréfagos, linfécitos B, células
natural killer (NK) e células dendriticas (Krieg, 2000; Krieg e cols., 1995). Essas seqliéncias
de DNA estimulam o sistema imune através de um receptor especifico, o TLR9, que é
expresso em células dendriticas e linfécitos B humanos (Krieg, 2003). Os efeitos do CpG
incluem a proliferacdo de linfécitos B e sintese de imunoglobulinas inespecificas ou
sinergisticamente na presenca do antigeno de maior producdo de imunoglobulinas especificas
(Krieg, 1995). promovem também a ativacdo de mondcitos, macrdfagos e células dendriticas
que passam a produzir altos niveis de varias citocinas (Klinman e cols., 1996). As células NK
estimuladas por citocinas secretam IFN-y e aumentam a atividade litica (Cowdery, 1996).
Alguns trabalhos da literatura descrevem o CpG ODN como um potente adjuvante para

inducdo de resposta imune Th1 antigeno especifica (Chu e cols., 1997; Brazolot e cols, 1998).

Uma estratégia para aumentar a poténcia de vacinas de DNA como as contendo CpG
ODN é prolongar o tempo de liberagdo do antigeno. Adjuvantes lipidicos tém demonstrado
papel importante na modulacao da resposta imune por auxiliar na apresentagdo dos antigenos
a células T (Sugauchi e cols., 2006). No nosso trabalho, observamos que a utilizacdo do

montanide ISA 720 formando uma emulsdo com os adjuvantes testados, amplificou a resposta
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Thl produzida pelos adjuvantes isoladamente. Na literatura, o efeito sinergistico de CpG
ODN e de montanide ISA 720 em elevar a imunidade celular tem sido descrito em primatas
ndo humanos (Aucouturier e cols., 2002; Jones e cols., 1999). Estudos recentes realizados em
camundongos revelam que a utilizacdo de CpG ODN juntamente com montanide ISA 720 ou
montanide ISA 51 estimulam tanto resposta celular, com aumento da producéo de IFN-y por
células T CD4 e CD8 quanto humoral, com elevacdo de anticorpos especificos,
principalmente da subclasse 1gG2a (Hirunpetcharat e cols., 2003; Kumar e cols., 2004; Azizi
e cols., 2005; Sugauchi e cols., 2006).

O CpG ODN tem sido utilizado como adjuvante em formulagdes de vacinas contra
alergia respiratéria em modelos experimentais. Peng e cols. (2004) encontraram reducdo dos
niveis de IgE especifica em camundongos BALB/c imunizados com CpG, alum e plasmidio
codificando o alérgeno Der f 11 do &caro Dermatophagoides farinae. Burgre e cols. (2004)
estudando um modelo de alergia a OVA em camundongos BALB/c, observaram uma resposta
Th1 com alta producao de IFN-y e reducéo de IL-4 e IL-5 nos animais imunizados com CpG.
No entanto, ndo foi observada protecdo dos animais uma vez que, apds sensibilizacdo e
desafio com OVA a quantidade de células totais e eosinofilos no BAL foi superior a
encontrada nos animais nao imunizados. Contrariamente a essas observacdes, mas de acordo
com outros trabalhos da literatura (Agrawal e cols., 2004), nos nossos experimentos
encontramos reducdo de células totais e da atividade de peroxidase de eosinofilos no BAL e
no pulmé&o dos animais imunizados com CpG e extrato de Bt ou OVA em relacdo aos animais
ndo imunizados. Entretanto ndo conseguimos detectar a producao de citocinas no BAL destes

animais.

Em experimento utilizando a imunizagdo de camundongos com CpG ou saponina
associado a montanide, encontramos uma maior producdo tanto de INF-y quanto de IL-4 em
células estimuladas in vitro com extrato de B. tropicalis e OVA, revelando um aparente

estimulo tanto a linfécitos Thl quanto a Th2.

Alguns autores discordam da tentativa de desviar a resposta imunolégica de Th2 para
Thl nas alergias respiratorias, pois o recrutamento de células Thl poderia provocar
inflamag&o pulmonar (revisado por Tournoy e cols., 2006). Nesse caso, a melhor alternativa
seria investir em mecanismos de controle e regula¢do do sistema imunologico para prevenir

ou minimizar a reatividade a antigenos proprios (promovendo o controle de doencgas auto-
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imunes) e exdgenos (promovendo o controle de doencas alérgicas), como as células T
regulatdrias (Bluestone & Abbas, 2003; O"Garra & Vieira, 2004). As células T CD4" aptas a
suprimir a atividade imunologica sdo na verdade, constituidas por uma populagédo heterogénea
de células. As células T reg de ocorréncia natural originadas no timo expressam
constitutivamente IL-2Ra (CD25), CTLA-4 (CD152, cytotoxic T-lymphocyte associated
molecule 4) e GITR (glucocorticoid induced tumor necrosis factor receptor) na sua superficie
(Sakaguchi, 2004; Nelson, 2004; Malek & Bayer, 2004). Estudos mostram a ocorréncia de
células T regulatorias (CD4" CD25") suprimindo o desenvolvimento de células Th2 (Stassen e
cols., 2004) e inibindo a inflamacg&o respiratéria alérgica (Hadeiba & Locksley, 2003). As
células T regulatérias adaptativas, por outro lado, sdo derivadas das células T convencionais,
ndo representando uma linhagem separada de células. Essas células sdo compostas por grupos
de diferentes fenotipos como as células Th3, Tr-1 e células T(NK). As células Th3 tem sido
isoladas de linfonodos mesentéricos apds a inducdo de toleréncia oral a antigenos (Chen e
cols.,, 1994). As células Tr-1 tem sido descritas como produtoras de IL-10 e TGF-B
(Roncarolo, 2001). A 11-10 € uma citocina antiinflamatdria que atua na diminuicdo da
capacidade de apresentacdo de antigenos por macrofagos e células dendriticas por bloguear a
expressdo de moléculas coestimulatérias (CD80/CD86), na inibicdo de producdo de
quimiocinas (MCP-1, MIP-1 IL-1, IL-6 e IL-8) e citocinas (TNF-a, IL-12, IL-18 e GM-CSF)
(Moore e cols. 2001; Mocellin e cols., 2003; Pestka e cols., 2004). O TGF- atua sobre as
células T regulatérias sendo necessdrio para a expansdo destas células e para o
desenvolvimento de suas capacidades supressoras in vivo (Huber e cols., 2004).

V. 3. INVESTIGACAO SOBRE O PAPEL HIPERSENSIBILIZANTE DE FRACOES DO
EXTRATO DE B. TROPICALIS OBTIDOS EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
TROCA IONICA

Estudos demonstram a presenca de pelo menos 21 bandas reativas a IgE no extrato de
B. tropicalis (Arliam e cols., 1993). Alguns desses alérgenos foram clonados e caracterizados,
entretanto a freqiéncia de reatividade de IgE humana aos alérgenos recombinantes varia
muito. Entre individuos com teste cutaneo positivo ao B. tropicalis estudados, 11% tiveram
reatividade de IgE ao rBlo t 13 (Caraballo e cols.,1997), 50% ao rBlo t 3 (Cheong e cols.,
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2003), 57,9% ao rBlo 21 (Gao e cols., 2003), 62 a 72% ao rBlo t 1 (Mora e cols., 2003;
Fonseca & Diaz, 2003) e pelo menos 69% ao rBlo t 5 (Arruda e cols., 1997).

A utilizagcdo de alérgenos recombinantes em diagndstico, no entanto, pode levar a uma
subestimacdo de doencas alérgicas, pois em proteinas recombinantes estdo ausentes
modificacbes pos transcricionais e glicosilacbes, o que pode ocasionar alteracdes ou
mascaramento de epitopos presentes nos alérgenos naturais (Ramos e cols.,, 2003). A
comparacao da reatividade de IgE entre o alérgeno Der p 1 nativo e recombinante, demonstrou
que o alérgeno nativo induz maior ligacdo de IgE do que o recombinante (Thomas e cols.,
1988). Resultado semelhante foi obtido em relacdo ao Der f 11 (Tsai e cols., 1998; Tsai e cols.,
1999) e a tropomiosina de Dermatophagoides pteronyssinus (Aki e cols., 1995). Ramos e cols
(2003) estudando o alérgeno Blo t 11 também encontraram reducdo de reatividade de IgE em

relacdo ao alérgeno recombinante quando comparado a proteina natural.

Uma alternativa atil para obtencdo de alérgenos purificados, mas sem a redugdo de
reatividade observada nos alérgenos recombinantes € o fracionamento do extrato alergénico
bruto por cromatografia liquida de alta resolucdo seguida de cromatografia em gel e
sequenciamento das proteinas purificadas (Robert. 1994). Em nossos experimentos obtivemos
através de cromatografia por troca iénica fragGes reativas a soros de pacientes alérgicos ao B.

tropicalis.

Analisando a atividade de IgE ao B. tropicalis as fracGes obtidas por FPLC, percebe-
se que os individuos reconhecem algumas se ndo todas as fragbes testadas, embora haja
variacdo nos valores de densidade dptica apresentados para diferentes fracdes, reforcando a
observacdo que cada paciente pode reconhecer diferentes alérgenos do &caro, com diferentes
intensidades. Dentre as fragGes analisadas, obtivemos maior reatividade dos soros testados a
fracdo 10, quando 74,3% dos individuos com teste cutaneo para B. tropicalis foram positivos
para IgE especifica contra esta fragdo. As fracdes 9, 12, 14, 16 e 18 também apresentaram alta
reatividade de IgE reagindo com pelo menos 55,6% dos soros de individuos com teste
cutaneo positivos e com excecdo da fracdo 20, nenhuma das outras fragdes obtidas na
cromatografia do extrato de B. tropicalis apresentou reatividade semelhante a estas,
evidenciando que os principais alérgenos de B. tropicalis estdo contidos nas fracGes 9, 10, 12,
14,16 e 18.
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A anélise de atividade de IgE especifica contra a fracdo 20 revelou o reconhecimento
dos constituintes desta fracdo tanto por soros de individuos com teste cutaneo positivo para B.
tropicalis, quanto de individuos com teste cutaneo negativo utilizados como controles. Sabe-
se que algumas proteinas constituintes dos acaros de poeira doméstica como o B. tropicalis
apresentam grande homologia com proteinas constituintes de outros animais invertebrados e
vertebrados, favorecendo a ocorréncia de reagfes cruzadas. A tropomiosina, por exemplo, é
uma proteina constituinte muscular altamente conservada e presente nos acaros de poeira
doméstica como B. tropicalis, D. pteronyssinus, D. farinae, em diversos artropodes e
nematodas. De acordo com Ayuso e cols. (2002), em individuos alérgicos ao Pen a 1
(tropomiosina do camardo Penaeus aztecus) ocorre reconhecimento de IgE a epitopos da
tropomiosina de lagostas, baratas e acaros. Purohit e cols. (2007) estudando pacientes
sensibilizados a acaros de poeira e a barata germanica, concluiram que a ocorréncia de
urticéria, angio-edema e alergia alimentar ap0s a ingestdo de camardo ou caranguejo, se devia
a reacOes cruzadas entre as tropomiosinas destes animais. Johansson e cols. (2001)
encontraram reacdo cruzada entre o nematoda Anisakis simplex e os acaros Acarus Siro,
Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae e Dermatophagoides pteronyssinus. De
acordo com Guarneri e cols. (2007) a reatividade cruzada entre o Anisakis simplex e outros
organismos como B. tropicalis, D. pteronyssinus, Periplaneta americana e outros crustaceos
e moluscos se deve principalmente aos alérgenos Ani s 2 (paramiosina) and Ani s 3
(tropomiosina) Apesar de ndo termos caracterizado os alérgenos constituintes de cada fracéo
obtida por cromatografia de troca idnica do extrato de Bt, sugerimos que a tropomiosina,
principal alérgeno responséavel por reagdes cruzadas entre acaros e outros invertebrados esteja
presente na fracdo 20 e seja responsavel pela reatividade de IgE ocorrida entre os controles
negativos (individuos com teste cutdneo negativo para B. tropicalis). Assim sendo, €

recomendavel a retirada destes antigenos para utilizacdo em diagnostico.

Em nosso modelo experimental de alergia respiratdria ao B. tropicalis a utilizacdo da
fracdo 10 obtida por cromatografia de troca ionica produziu resultados semelhantes ao obtidos
com o extrato bruto. Comparando as duas linhagens testadas, observamos que a linhagem A/J
apresentou maior inflamagéo pulmonar do que a BALB/c quando sensibilizadas com a fragdo
10 de Bt. Observamos também que apesar da inducdo de marcadores de inflamagdo pulmonar
como EPO no BAL e pulmdo, a sensibilizacdo com a fracdo 10 de Bt ndo promoveu aumento
na producdo de IL-4 no BAL e que nem todos os animais sensibilizados produziram IgE

especifica contra esses alérgenos. Assim, a sensibilizacdo com a fragdo 10 de Bt ndo foi tdo
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efetiva quanto o extrato bruto de Bt na inducdo de doenga pulmonar murina semelhante a
asma humana. Pretendemos testar outras fracbes da cromatografia de troca idnica do Bt em
camundongos, no sentido de utilizarmos estas fracdes em conjunto para aprimorar 0 modelo

de alergia a B. tropicalis.
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VI. SUMARIO DE RESULTADOS E CONCLUSOES

1. O modelo murino de alergia experimental ao B. tropicalis, proposto neste trabalho,
simulou a asma atopica humana levando a uma inflamag&o eosinofilica pulmonar e a
uma resposta imune predominantemente Th2, com aumento de IL-4 no BAL e de
IgE especifica no soro, nas linhagens testadas, sendo a linhagem A/J a mais

susceptivel, sequida da linhagem CBA/.

2. Os resultados obtidos com a comparacdo da sensibilizagcdo por OVA ou extrato de B.
tropicalis de camundongos CBA mostraram que o extrato de B. tropicalis foi mais
sensibilizante para este animal. Entretanto este achado ndo pode ser aplicado para
outros modelos, pois se sabe que ovalbumina tem grande capacidade alergizante para

outras linhagens de camundongos.

3. A imunizacdo de camundongos A/J com candidina, tricofitina e BCG irradiada
emulsionados em montanide ISA 720 ndo exerceu papel protetor quanto ao
desenvolvimento de inflamagdo pulmonar ao B. tropicalis. Da mesma forma, a
imunizacdo com BCG viva e montanide ISA 720 ndo protegeu 0s animais da

sensibilizacdo com B. tropicalis ou com OVA.

4. A utilizacdo de saponina em conjunto com candidina, tricofitina e BCG irradiada em
imunizacdo de camundongos A/J estimulou a producdo de citocinas (IFN-y e 1L-4)
em esplendcitos dos animais estimulados com candidina ou BCG, bem como
promoveu uma protecdo de alguns marcadores de inflamacdo pulmonar quando os
camundongos foram sensibilizados com B. tropicalis. Sugerimos entdo o teste de
fracBes menos toxicas da saponina como adjuvantes em formulacdes de vacinas para

alergia respiratdria.

5. O CpG emulsionado em montanide foi a combinacdo de adjuvantes testada que
apresentou melhores resultados na protecdo de inflamacdo pulmonar em
camundongos A/J sensibilizados com B. tropicalis ou com OVA, no entanto apesar
de o CpG ser descrito na literatura como potente indutor de resposta Thl, em nossos

experimentos encontrados elevacdo dos niveis tanto de IFN-y quanto de IL-4 em
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esplendcitos de camundongos imunizados, demonstrando possivelmente uma

resposta imunologica mista, com componentes Thl e Th2.

O fracionamento do extrato de B. tropicalis por cromatografia de troca idnica produziu
fracbes altamente reativas com IgE de individuos alérgicos ao B. tropicalis,
detectamos também uma fracdo com alta reatividade nos individuos nédo alérgicos.
Sugerimos utilizacdo de fragGes mais purificadas em testes de alergia como teste
cutaneo e dosagem de IgE especifica, pois isso minimizaria a ocorréncia de
resultados falso-positivos devido a reacGes cruzadas entre alérgenos de acaros e

outros animais.

A utilizacdo da fracdo 10 obtida por cromatografia de troca idnica do extrato de B.
tropicalis reproduziu parcialmente a inflamacao pulmonar obtida com a utilizagdo do
extrato em camundongos A/J, no entanto ndo foi observada producdo de IL-4 no

BAL e apenas uma parte dos animais produziu IgE especifica.
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VIl. PERSPECTIVAS

1. Caracterizar melhor o modelo experimental de alergia ao Blomia tropicalis
com a contagem diferencial de células no lavado broncoalveolar, dosagem

de histamina e da hiperreatividade aérea.

2. Utilizar o modelo experimental de alergia ao Blomia tropicalis para o estudo de

fracBes e moléculas parasitarias com a¢do imunoregulatorias.

3. Testar em camundongos outras fragdes de Blomia tropicalis obtidas por
cromatografia de troca idnica, no sentido de utilizarmos estas fracdes em

conjunto para aprimorar 0 modelo de alergia a B. tropicalis.

4. Utilizar fracGes de B. tropicalis obtidas por cromatografia de troca i6nica em

estudos de tolerancia.
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