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RESUMO

A asma alérgica é uma doenca inflamatoéria crénica das vias aéreas, caracterizada
por uma resposta de hipersensibilidade imediata, obstrucdo brénquica, inflamacéo
pulmonar e niveis elevados de IgE. A doenca é mediada principalmente por uma
resposta imunoldgica alérgeno-especifica tipo Th2. Nas Ultimas décadas, a
prevaléncia da asma alérgica tem aumentado significativamente, sobretudo nos
paises desenvolvidos. A Hipotese da Higiene atribui este aumento a uma menor
exposicdo a determinados microrganismos durante a infancia, quando o
amadurecimento adequado do sistema imunoldgico requer estimulos que induzam
respostas imunoldgicas de perfil Thl, fundamentais para o equilibrio de respostas
Th2 exacerbadas. Diversos trabalhos epidemiolégicos parecem comprovar esta
hipétese, evidenciando a existéncia de uma relacdo inversa entre o contato com
microrganismos indutores de uma resposta Thl e o desenvolvimento de asma
alérgica. Paralelamente, estudos em modelos murinos constataram que o
tratamento com Mycobacterium bovis BCG (BCG) reduz respostas Th2 alérgeno-
especificas. No entanto, os mecanismos pelos quais a micobactéria inibe o
desenvolvimento da resposta alérgica sdo ainda pouco conhecidos. Este estudo
avaliou o efeito da administracdo do BCG sobre a resposta imunoldgica ocorrida na
alergia pulmonar em camundongos BALB/c previamente sensibilizados e
desafiados com OVA. Vinte e quatro horas apds o ultimo desafio, 0 sangue e o
lavado broncoalveolar foram coletados para analises de imunoglobulinas e
contagem de células, respectivamente. Adicionalmente, os pulmdes foram
submetidos a andlise histoldgica, avaliacdo da atividade de EPO e dosagens de
citocinas e quimiocinas, assim como avaliacdo da expressao de CTLA-4, Foxp3 e
IL-10 por citometria de fluxo. Os resultados obtidos indicam que o tratamento com
BCG melhorou o processo alérgico através da reducdo dos principais parametros
relacionados a resposta Th2, como o infiltrado eosinofilico pulmonar, a atividade de
EPO, IL-4, IL-13, CCL11, além de IgE e IgG1 especificas anti-OVA. Por outro lado,
a administracao da micobactéria aumentou os niveis de IFN-y, IL-10 e TGF-B, além
das expressdes de Foxp3 e CTLA-4 pelos linfocitos T CD4". Paralelamente, houve
um aumento na producéo de IL-10 pelos linfocitos T CD8". Esses dados sugerem
que, além da inducdo de uma resposta imune Thl, a acdo imunomoduladora do
BCG esta relacionada também a inducdo de mecanismos reguladores.

Palavras-chave: asma; inflamacao pulmonar alérgica; Mycobacterium bovis BCG;

IgE; citocinas Th1/ Th2; linfocitos T reguladores.



ABSTRACT

Atopic asthma is a chronic respiratory disease characterized by airway
hyperresponsiveness, reversible airway obstruction, lung inflammation, and high
levels of allergen-specific IgE, driven by allergen-specific Th2 cells. The increasing
prevalence of allergic diseases, particularly in industrialized countries, has led to the
hygiene hypothesis, which states that the newborn infant’'s immune system is
skewed toward Th2 responses and needs timely and appropriate environmental
stimulus to create a balanced immune response. Supporting this hypothesis,
epidemiological and experimental evidence has shown an inverse correlation
between Thl-induced microbial infections and atopic asthma. Similarly, some
animal studies have demonstrated that exposure to Mycobacterium tuberculosis or
to environmental mycobacteria is able to protect against the development of allergic
responses. However the exact mechanism underlying this inhibition still remains
poorly understood. This study aimed to evaluate the ability of BCG to suppress an
established allergic response in a mouse model of OVA-induced airway
inflammation. To achieve this, OVA sensitized and challenged BALB/c mice were
twice treated with BCG via nasal and 21 days after the first treatment, mice were re-
challenged with OVA. Twenty-four hours after the last challenge, blood samples
were collected to detect anti-OVA immunoglobulin isotypes, and bronchoalveolar
lavage (BAL) was harvested for cell count. Additionally, lungs were collected for
histological analysis, detection of EPO activity and measurement of cytokines and
chemokines. The expression of CTLA-4, Foxp3 and IL-10 was also determined in
lung tissue by flow cytometry. The data indicated that BCG treatment was able to
inhibit an established allergic Th2-response by decreasing the allergen-induced
eosinophilic inflammation, EPO activity, levels of IL-4, IL-13, CCL11 and serum
levels of IgE and IgG1. Mycobacteria treatment increased lung levels of IFN-y, IL-10
and TGF-B, and expressions of Foxp3 and CTLA-4 in CD4'T cells. Additionally, an
increased production of IL-10 by CD8" T cells was observed, even though no
detectable changes in CD4*IL-10" was noticed. Altogether, these results suggest
that the mechanism underlying the down-regulatory effects of BCG on OVA-induced
airway inflammation appear to be associated with the induction of both Thl and T
regulatory immune responses.

Key words: asthma; allergic airway inflammation; Mycobacterium bovis BCG; IgE;
Th1/Th2 cytokines; regulatory T cells.
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Introducao

1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a asma alérgica € uma doenca
que afeta cerca de 300 milhdes de pessoas de todas as idades, em todo 0 mundo,
sendo responsavel por aproximadamente 250 mil mortes anualmente. A
prevaléncia de asma estd crescendo nas regides economicamente avancadas do
mundo, onde a exposicdo reduzida a agentes infecciosos esta entre os fatores
ambientais que podem modificar o sistema imunolégico dos seres humanos e
contribuir para o aumento desta prevaléncia. Atualmente, os principais mecanismos
celulares e moleculares descritos como responsaveis por este fenébmeno incluem
mudancas no equilibrio entre respostas imunolégicas induzidas por linfocitos Thi,
Th2 e Treg.

A utilizacdo de micobactérias na modulacdo da resposta imune no modelo
murino de alergia pulmonar tem sido avaliada por alguns autores. O interesse pelo
uso desses microrganismos nesses estudos justifica-se pelo fato destes induzirem
um perfil de resposta Thl, com alta producdo de IFN-y, e essa produgcao pode ser
mantida por longos periodos, uma vez que o bacilo pode ser administrado vivo.
Existem evidéncias de que o tratamento com Mycobacterium bovis BCG é capaz
de inibir uma resposta Th2 alérgeno-especifica previamente estabelecida, sendo
que alguns estudos sugerem o envolvimento de células Treg na diminuicdo da
inflamacéo do trato respiratorio, via producdo das citocinas regulatérias IL-10 e
TGF-B. Entretanto, os mecanismos que levam a supressao dos parametros ligados
a inflamacédo alérgica pulmonar ndo estdo bem elucidados. Além deste fato,
existem diferencas metodolégicas, como a cepa micobacteriana pesquisada, o
preparo das bactérias, tempo e as vias de inoculagdo, que interferem na
modulacdo da resposta inflamatéria pulmonar alérgica pelas micobactérias. Ja foi
demonstrado que a administracdo intranasal € efetiva em prevenir e reverter
reacOes alérgicas pulmonares.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito do
tratamento intranasal com M. bovis BCG sobre o desenvolvimento da resposta
alérgica, utilizando-se o modelo murino de alergia pulmonar induzido por

ovalbumina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Asma

2.1.1 Definicdo

A asma € uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas caracterizada
por broncoconstricao intermitente, reversivel espontaneamente ou apés tratamento
e que se manifesta clinicamente por episédios recorrentes de sibilancia, dispnéia,
aperto no peito e tosse (BOULET et al., 2012). A obstrucdo ao fluxo aéreo ocorre
principalmente devido a hiperresponsividade brénquica a diferentes estimulos,
resultando em uma inflamacéo continua das vias aéreas, com hipersecrecédo de
muco, infiltrado eosinofilico e remodelamento do trato respiratorio (GINA, 2011).

Considerada uma doenca complexa, a asma apresenta diferentes fenotipos
de gravidade variavel, decorrentes da combinacdo de fatores ambientais e
genéticos (COOKSON, 2004; SIMPSON et al., 2010). Neste contexto, de acordo
com o fator desencadeante dos sintomas, a doenca pode ser de origem nao
alérgica ou alérgica. A asma de origem néo alérgica, denominada nao atopica ou
intrinseca, é definida por um teste cutaneo de hipersensibilidade negativo e pela
nao deteccdo de imunoglobulina (Ig) E especifica no soro, sendo desencadeada
por diversos fatores ndo alérgenos, como exercicios fisicos e inalagdo de produtos
quimicos (WENZEL, 2006;2012). Embora este fenoétipo esteja associado a
manifestacdo de sintomas mais graves, esta é a forma menos comum de asma,
afetando apenas 10% dos pacientes (BARNES, 2009). Por outro lado, a maioria
dos individuos asmaticos apresenta a doenca de origem alérgica, denominada
asma extrinseca ou atbpica, que se caracteriza pelo aumento sérico de IgE
especifica e/ou teste cutdneo de hipersensibilidade positivo (TAKHAR et al., 2007).
Apesar de os mecanismos desencadeantes dos sintomas serem distintos, as
manifesta¢des clinicas da asma alérgica e ndo alérgica sao similares, caracterizada
principalmente por uma hiperresponsividade bronquica, com a presenca de
infiltrado celular nas vias aéreas (KIM; DEKRUYFF; UMETSU, 2010).

Com relacdo aos fatores genéticos, evidéncias sugerem que os diversos
fendtipos da doenca sdo secundarios a interferéncia de varios genes, relacionados

BN

principalmente a producdo de IgE alérgeno-especifica e/ou mediadores
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inflamato6rios e ao desenvolvimento de hiperresponsividade brénquica (GINA,
2011). Nesse sentido, pesquisas indicam varias regides cromossdmicas como
associadas a uma maior predisposicdo ao desenvolvimento da asma, destacando-
se 0 gene ADAMS33 (A disintegrin and metalloprotease 33). Embora nao se
conheca totalmente a funcdo deste gene, o fato do mesmo ser expresso
seletivamente nas células mesenquimais sugere que sua fungéo esteja relacionada
ao remodelamento brénquico caracteristico da doenca (HOLGATE et al., 2007).

Até o momento, ndo ha cura para a asma e o principal objetivo do
tratamento é alcangar e obter o controle clinico dos sintomas. De acordo com o
nivel de controle do paciente, pode ser administrado desde um beta-2 agonista
inalatorio de curta duracéo, para alivio de sintomas ocasionais, até corticosteroides
orais. Estes devem ser utilizados apenas em pacientes com asma nao controlada,
administrando-se a menor dose possivel, em decorréncia dos potenciais efeitos
adversos desses medicamentos, como o0 desenvolvimento de catarata e
osteoporose. Ao lado do tratamento farmacoldgico, a educacdo do paciente e/ou
familiares é também fundamental no manejo da asma, visando identificar e reduzir
a exposicdo a alérgenos e irritantes, controlando desta forma os fatores capazes de
intensificar os sintomas ou precipitar exacerbacbes da doenca. Essas medidas
podem prevenir a perda da funcdo pulmonar, reduzindo hospitalizacbes e

melhorando a qualidade de vida do paciente asmatico (BALDI et al., 2012).
2.1.2 Epidemiologia

A asma é uma doenca muito comum, acometendo aproximadamente 7 a
10% da populacdo mundial (Figura 1), o que corresponde aproximadamente a 300
milhdes de pessoas asmaticas. Estima-se que, nos proximos 15 a 20 anos, este
namero podera alcancar 400 milhdes de individuos, sendo que 0S nNovos casos
deverdo ocorrer, sobretudo, em criancas. Este € um dado preocupante, uma vez
que a persistencia dos sintomas da doenca por longo tempo esta diretamente
relacionada a um declinio progressivo da fung¢do pulmonar (DENLINGER et al.,
2007).
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Populagdo (%)

W =101 M 2550
M 7.6-100 W 0-25
5.1-75 [[] pados nao disponiveis

Figura 1. Prevaléncia mundial da asma (MASOLI et al., 2004).

No Brasil, a asma também representa um grave problema de saude publica.
Segundo dados do The International Study of Asthma and Allergy in Childhood
(ISSAC) Steering Committee, a estimativa de prevaléncia situa-se em torno de 20%
(PEARCE et al., 2007), sendo que a doenca é responsavel por cerca de 160.000
internacdes hospitalares no Sistema Unico de Satde (SUS) por ano. Com relagéo
a prevaléncia da doenca em criancas, 0 pais possui poucos estudos de base
populacional sobre o assunto. Nas cidades brasileiras envolvidas no estudo ISAAC,
a prevaléncia cumulativa de diagnéstico médico de asma em criancas de 6 a 7
anos de idade variou de 4,5% a 20,4% (DE BRITTO et al., 2000; SOLE et al.,
2007). Em um estudo realizado na regido Sul do Brasil, verificou-se que a
prevaléncia de atendimentos de emergéncia por asma € alta entre pré-escolares
(31%) e que a gravidade da doenca é um dos preditores dessas consultas
(CHATKIN et al., 2000).

Considerando-se os atendimentos de emergéncia e as hospitalizacdes, a
asma exerce um forte impacto financeiro nos sistemas de saude em todo o mundo,
sendo responsavel por cerca de 250 mil mortes anualmente (BOULET et al., 2012).
Por ser uma doencga cronica, esta enfermidade tem um importante custo financeiro

e social, com um efeito negativo nas familias e na sociedade. Além disso, a asma
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tem um custo indireto elevado, j& que os doentes podem ter limitada sua disposi¢ao
para o trabalho. Desta forma, o individuo pode apresentar uma perda de
produtividade, que ira se refletir em menor ganho financeiro e pior qualidade de
vida para seus dependentes. Esta doenca é também uma importante causa de
auséncia na escola e pode influenciar significativamente no desenvolvimento
psicossocial e intelectual da crianca portadora (DENLINGER et al., 2007).

Embora ndo exista cura para a doenca até o momento, a maioria das
pessoas acometidas pela asma responde bem a terapia convencional. Entretanto,
cerca de 5 a 10 % dos pacientes n&o respondem aos medicamentos tradicionais e
podem apresentar a forma grave da doenca, caracterizada por uma limitac&o
permanente ao fluxo aéreo, cujas crises agudas podem levar a morte (ADCOCK;
CARAMORI; CHUNG, 2008). No Brasil, os gastos com o tratamento desses
individuos correspondem a mais de 50% dos custos de saude associados a doenca
(BALDI et al., 2012).

2.1.3 Resposta Imunoldégica na Asma Alérgica

A reacao inflamatoéria alérgica ocorre em decorréncia de uma resposta
imunolégica exacerbada e inadequada a antigenos ambientais indcuos,
denominados alérgenos. A resposta asmatica alérgica inicia-se quando o alérgeno
inalado é fagocitado e processado pelas células dendriticas presentes nas vias
aéreas. O alérgeno é entdo apresentado aos linfécitos T “naive”, que séo ativados
e direcionados a desenvolver uma resposta imunolégica de perfil Th2,
caracterizado pela secrecao preferencial de citocinas do tipo 2, como interleucina-
(IL)-4, que induz a sintese de IgE especifica pelos linfécitos B (HOLGATE, 2012). A
IgE produzida liga-se entéo aos receptores de alta afinidade para a por¢ao Fc de
IgE (FceRI), presentes na superficie de mastocitos e basofilos (GALLI; TSAI, 2012).
Esta fase inicial da resposta alérgica é denominada de sensibilizagao (Figura 2).

A fase efetora da reacdo alérgica ocorre a partir do contato posterior do
individuo com o alérgeno, que se liga ao complexo IgE- FceRI, promovendo a
ativacdo e a degranulacdo de mastocitos e basofilos, que liberam mediadores
inflamatorios, como histamina e leucotrienos, além de citocinas. Essas substancias

promovem o0 aumento da permeabilidade vascular, a contracdo da musculatura
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brénquica e a produgdo de muco. Essa reacdo € denominada hipersensibilidade
imediata e caracteriza os sintomas asméaticos agudos (GALLI; TSAI, 2012).
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Figura 2. Resposta imunoldgica na asma alérgica. O alérgeno é fagocitado pelas células dendriticas
e apresentado aos linfécitos T “naive”, que adquirem um perfil T helper 2 e induzem a producédo de
IgE pelos linfécitos B. Estes anticorpos ligam-se aos receptores FceRI presentes na superficie de
mastécitos. Em um segundo contato do individuo com o alérgeno, este se liga a molécula de IgE,
promovendo a degranulacdo dos mastdcitos,que liberam mediadores inflamatérios responséaveis
pelos sintomas asmaticos agudos. (Adaptado: COOKSON, 2004; HOLGATE; POLOSA, 2008)

Seguindo essas alteragfes, a exposi¢do ao alérgeno resulta em um infiltrado
de células inflamatdrias, incluindo os linfocitos Th2 que, ativados, produzem
citocinas que acentuam o processo inflamatorio alérgico. Essas substancias atuam
induzindo, principalmente, a sintese de IgE pelos linfécitos B (IL-4 e IL-13), a
maturacdo de mastocitos (IL-3, IL-9 e IL-13), a maturagdo e sobrevivéncia de
eosinofilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF), o recrutamento de basdfilos (IL-3 e GM-CSF) e 0
aumento no tempo de sobrevivéncia dos préprios linfécitos Th2 (IL-4) (HOLGATE;
POLOSA, 2008).

Atualmente, sabe-se que a patologia da asma reflete as consequéncias de
uma inflamac&o pulmonar persistente em decorréncia da exposicdo repetida e
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prolongada ao alérgeno. Além das alteragfes citadas anteriormente, essa situacéo
leva & producgéo frequente de mediadores inflamatorios pelas células residentes,
como células epiteliais e mastécitos (LAMBRECHT; HAMMAD, 2012). As células
epiteliais liberam quimiocinas como a CCL5 (RANTES) e CCL11(eotaxina), que
recrutam células inflamatérias, principalmente eosinéfilos (BARNES, 2008). No
local, os eosindfilos liberam substancias previamente armazenadas em seus
granulos, capazes de induzir lesédo tecidual. Dentre essas substancias, destaca-se
a peroxidase eosinofilica (EPO) e proteina basica principal (MBP) (BANDEIRA-
MELO; WELLER, 2005). Todas essas reacfes levam a uma alteragéo na fisiologia
dos pulmdes, com aumento na producdo de muco pelas células caliciformes,
hiperplasia de células epiteliais, fibrose pulmonar devido ao depdsito de colageno e
metaplasia bronquica, podendo resultar no remodelamento pulmonar, que
caracteriza o processo inflamatério crénico da asma (BENAYOUN et al., 2003)
(Figura 3).
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Figura 3. Alteracdes ocorridas na fisiologia pulmonar desencadeadas pelo alérgeno. (Adaptado
LLOYD; HESSEL, 2010)

Nos ultimos anos tem ficado claro que o desequilibrio do sistema
imunologico ocorrido nas respostas alérgicas nao pode ser atribuido
exclusivamente ao desenvolvimento de uma resposta Th2 (Figura 4) (LLOYD;
HESSEL, 2010). Desta forma, algumas pesquisas tém sido desenvolvidas com o
objetivo de avaliar a participacdo de outros subtipos de linfécitos no processo
inflamatorio presente na asma, incluindo os linfécitos Thl7 (CORRIGAN et al.,
2011; SCHNYDER-CANDRIAN et al., 2006). Atualmente, sdo conhecidos seis
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membros da familia das citocinas IL-17 (IL-17A a IL-17F), sendo que IL-17A
(conhecida como IL-17) e IL-17F exercem papel crucial na defesa do hospedeiro
contra determinados patdgenos, uma vez que induzem a producdo de citocinas e
quimiocinas proé-inflamatérias (FERRETTI et al., 2003; OUYANG; KOLLS; ZHENG,
2008). Essas duas citocinas sinalizam através do complexo de receptores IL-17RA
e IL-17RC (GAFFEN, 2009). Por outro lado, o receptor IL-17RA interage com o IL-
17RB para regular a sinalizacdo da IL-17E, também denominada IL-25 (RICKEL et
al., 2008).

Estudos em camundongos indicam que ha uma relagéo inversa entre a IL-25
e a IL-17 na regulacdo da resposta alérgica. Em 2006, Schnyder-Candrian e
colaboradores verificaram que a administracdo exdgena de IL-17 resulta em uma
supressdo da resposta alérgica, através da inibicdo de células dendriticas e a
sintese de CCL11. Por outro lado, a neutralizacdo de IL-25 atenua a resposta
inflamatéria induzida pela ovalbumina, reduzindo a IL-13, o infiltrado eosinofilico e a
hiperresponsividade brénquica. Esses efeitos sdo acompanhados de um aumento
na producédo de IL-17A (BARLOW et al., 2011). Em um estudo clinico, Corrigan e
colaboradores (2011) constataram que, ap0s o contato com o alérgeno, as vias
aéreas de pacientes asméaticos expressam quantidades elevadas de IL-25 e seu
receptor, sendo as células epiteliais do trato respiratério e os linfécitos Th2 as
principais células produtoras desta citocina (ANGKASEKWINAI et al., 2007; FORT
et al., 2001).

Ao lado da IL-25, a IL-33 e a TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) séo
também produzidas pelo epitélio do trato respiratorio. Conforme revisto
recentemente por Lambrecht e Hammad (2012), essas citocinas interagem com
células efetoras da resposta alérgica, como mastocitos, basofilos, eosindfilos e
células endoteliais, além de induzir a proliferacdo de linfécitos Th2. Esses dados
sugerem que essas substancias atuem juntas no desenvolvimento da inflamacao
alérgica, promovendo a ligacéo entre as respostas imunoldgicas inata e adquirida.

A complexidade do sistema imunoldgico evidencia que o desenvolvimento
da resposta alérgica envolve outros mecanismos além dos citados acima. Neste
ambito, considerando-se a importancia dos linfocitos T reguladores (Treg) na
manutencdo da homeostase imune, o papel dessas células no controle da resposta
Th2 tem sido avaliado em diversos estudos (FRANCIS; TILL; DURHAM, 2003;
LING et al.,, 2004; MALOY et al., 2003; MARK et al., 1998). Os linfocitos Treg
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podem ser divididos em duas subpopulagbes, sendo que uma € proveniente do
timo e ocorre naturalmente (nTreg) e a outra pode ser induzida através de estimulo
antigénico e € antigeno-especifica (Tgrl ou iTreg). Os linfocitos Treg sao
caracterizados por coexpressarem os marcadores CD4 e CD25, além do fator de
transcricdo Foxp3, fundamental para o seu desenvolvimento e funcionamento.
Essas células expressam também marcadores de superficie como o CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), que, embora ndo seja especifico, auxilia na
identificacdo dos linfocitos Treg (SHALEV et al., 2011).

Estudos em modelos murinos demonstraram que as Treg sao capazes de
inibir respostas de memdéria tanto Thl como Th2 (BELKAID; ROUSE, 2005). A
acdo supressora dessas células pode ser mediada através de diversos
mecanismos, incluindo a inibicdo do amadurecimento e funcionamento das células
dendriticas. Neste caso, o efeito inibidor depende do contato entre a Treg e o
linfocito T CD4" efetor e requer a participagdo de moléculas de superficie, como o
CTLA-4. Esta molécula libera sinais inibidores apés sua ligagcdo aos receptores
CD80 e CD86, expressos por células apresentadoras de antigeno e linfécitos T
ativados. Esta ligacao leva a supressao da resposta celular por impedir a indugéo
dos sinais coestimulatorios desencadeados pela interacdo de CD28 e CD80/CD86
(LLOYD; HAWRYLOWICZ, 2009).

A supressdo da resposta imune pelas células Treg pode ainda envolver a
produgdo e secreg¢do das citocinas inibidoras IL-10 e/ou TGF-B (Transforming
Growth Factor B) (MALOY et al.,, 2003). Com relacdo a supressdo da resposta
alérgica, essas citocinas podem atuar através de diversas vias, como a inibicdo de
mastdcitos, basdfilos, eosindfilos e células dendriticas responsaveis por induzir
respostas Th2 (LLOYD; HAWRYLOWICZ, 2009). Além disso, a IL-10 induz a troca
do isotipo IgE para IgG protetora, que impede a ativacdo e degranulacdo de
mastoécitos e basofilos, uma vez que compete com a IgE para se ligar ao alérgeno
(FISHER et al., 1990).
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Figura 4. Células e citocinas envolvidas na resposta imune da asma alérgica. Os linfécitos Th2
exercem papel crucial no desenvolvimento da resposta inflamatdria alérgica, através principalmente
da producgéo de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Estas citocinas atuam induzindo a produgéo de IgE pelos
linfdcitos B, além de promover a maturacéo de mastdcitos e eosindfilos. Adicionalmente, as células
epiteliais liberam IL-25, IL-33 e TSLP, que contribuem para a resposta alérgica, uma vez que
induzem a proliferagdo de linfécitos Th2. Por outro lado, a resposta Th2 exacerbada pode ser
regulada via producéo de IL-10 e TGF-B pelos linfécitos T reguladores, que podem estar alterados
em pacientes asmaticos. (Adaptado: HOLGATE; POLOSA, 2008)

A participagdo dos linfécitos Treg no controle da inflamacdo alérgica tem
sido confirmada através de algumas pesquisas, como no estudo de Ling e
colaboradores (2004), cujas andlises indicaram que as células Treg de pacientes
alérgicos apresentam uma alteracdo funcional, quando comparados a individuos
nao atopicos. Além disso, ja foi demonstrado que a indugcdo dos mecanismos
imunoldgicos reguladores suprime a ativacdo de linfécitos T desencadeada por
alérgenos, além de regular a resposta Th2 (JOETHAM et al., 2007; LI; SHEN,
2009).

Apesar dos avangos obtidos com relagdo ao conhecimento dos mecanismos

desencadeados pelo alérgeno, muitas questdes envolvendo 0 processo
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inflamatoério alérgico ainda sdo pouco ou nada conhecidas. Neste contexto, 0s
estudos de alergia pulmonar em modelos animais experimentais sdo fundamentais,
visto que fornecem informacbes relevantes acerca das diversas moléculas e
células relacionadas ao desenvolvimento e manutencdo da resposta alérgica.
Desta forma, diferentes protocolos tém sido utilizados para a inducao de alergia
pulmonar em camundongos. Geralmente, o processo inflamatdrio é induzido a
partir de uma sensibilizacdo sistémica com um antigeno soluvel, seguido por um
periodo de desafio, que consiste na exposicdo inalatéria repetida ao mesmo
antigeno. Os modelos podem ser classificados em agudos ou crénicos,
dependendo do tempo de exposicdo dos animais ao alérgeno. A escolha do
modelo animal a ser utilizado depende da hipétese a ser investigada. Os modelos
agudos sao Uteis para o estudo dos mecanismos que desencadeiam a inflamacéo
ocorrida nos primeiros dias do processo alérgico, enquanto os modelos crénicos
sdo os ideais para o estudo do remodelamento pulmonar e das mudancas

fisiolégicas ocorridas tardiamente (KIPS et al., 2003).

2.2 Mycobacterium bovis BCG

A cepa atenuada Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) € a
Gnica vacina disponivel atualmente contra a tuberculose (GRIFFIN et al., 1999),
doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que em 2010, em
todo o mundo, surgiram cerca de 8,8 milhBes novos casos de tuberculose, sendo
gue aproximadamente 1,5 milhdes de mortes foram atribuidos a doenca (GLAZIOU
et al., 2011). Nos paises em desenvolvimento, a tuberculose é a segunda maior
causa de mortes por doenca infecciosa em adultos, perdendo somente para a
infeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana - HIV (ONOZAKI; RAVIGLIONE,
2010).

O contagio na tuberculose se d4 mediante a inalagcdo de ar contaminado por
bacilos vivos, sendo o pulmdo o 6rgdo mais comum de manifestacdo da doenca.
Neste caso, geralmente os sinais e sintomas incluem tosse, febre e suores
noturnos (BATES, 1980). A leséo tipica observada na tuberculose é o granuloma e,
em fungdo da multiplicacdo lenta do M. tuberculosis, o processo inflamatoério é
brando e a doenca tem evolugéo crénica (MAARTENS; WILKINSON, 2007).
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O ressurgimento da tuberculose nos paises desenvolvidos e 0 aumento
mundial no nimero de casos novos, associado a epidemia da SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), reafirmaram a necessidade da adocdo de medidas
visando o combate a doenca (CORBETT et al., 2003). Neste contexto, o controle
da transmissdo do bacilo é fundamental e as principais estratégias envolvidas
compreendem o diagnostico precoce associado a prevencao do adoecimento por
tuberculose nos infectados, por meio de quimioprofilaxia, e nos ndo infectados, por
meio da vacina (VITORIA et al., 2009).

Utilizado desde 1921, o BCG é uma vacina empregada em alguns paises
para a prevencao do desenvolvimento da forma grave da tuberculose em recém-
nascidos, visto que a mesma € ineficaz em conferir protecdo contra a forma
pulmonar da doenca em adultos. O BCG, desenvolvido por Camille Calmett e
Albert Guerin, corresponde a uma cepa atenuada do Mycobacterium bovis, que é o
agente etiolégico da tuberculose bovina (DOHERTY; ANDERSEN, 2005).

A vacinacdo com BCG induz uma resposta imunolégica similar a
desenvolvida pela infeccdo natural com o M. tuberculosis, porém menos intensa
(DOHERTY; ANDERSEN, 2005). O primeiro evento ocorrido apés a entrada do
bacilo no pulméao € a fagocitose pelas células dendriticas e macrofagos alveolares,
sendo que outras células da resposta imune inata participam da resposta inicial,
incluindo as células NK (Natural killer). Estas células também podem estar
envolvidas na producio de IFN-y, ao lado dos linfocitos T CD8* (DHIMAN et al.,
2012). A resposta protetora efetiva contra o M. tuberculosis baseia-se na resposta
imune celular, mediada predominantemente por linfécitos CD4" Thi. A producéo de
IL-12 por macréfagos e células dendriticas é induzida apds a fagocitose do bacilo e
direciona o desenvolvimento da resposta Thl com produgcdo de IFN-y, citocina
importante para o controle da infeccdo (ERNST, 2012). Apesar do perfil de
citocinas Th1l ser caracterizado na infec¢cdo por micobactérias, sabe-se que a IL-4,
IL-10 e outros marcadores de ativacao de linfécitos Th2 podem ser identificados em
pacientes com tuberculose (DOHERTY; ANDERSEN, 2005). Portanto, acredita-se
que a resposta imune observada na infecgdo pelo M. tuberculosis ndo possa ser
interpretada apenas levando-se em conta a regulacdo dos subtipos de linfécitos
Thl e Th2 (Figura 5).
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Figura 5. Resposta imunoldgica na tuberculose. A fagocitose do bacilo por células dendriticas e
macréfagos direciona o desenvolvimento de uma resposta imune de perfil T helper 1, caracterizado
sobretudo pela producdo de IFN-y. Esta citocina é também produzida pelas células NK, que, ao lado
dos linfécitos T CD4" e T CD8", também participam da resposta protetora contra a micobactéria.
Adicionalmente, pode haver o envolvimento de linfocitos Th2 e T reguladores, via producédo das
citocinas IL-4, IL-13 e IL-10 e TGF-B, respectivamente. (Adaptado: SILVERMAN; DRAZEN, 2003)

Como ja demonstrado na resposta imunolégica ao alérgeno e a diversos
patdgenos (BELKAID; ROUSE, 2005), existem evidéncias de que os linfécitos Treg
também desempenham um papel importante na regulacdo da resposta imune do
hospedeiro contra o M. tuberculosis (KURSAR et al.,, 2007). Diversos estudos
anteriores demonstraram que a infeccdo com o M. tuberculosis e a vacinagdo com
BCG induzem um aumento na expressao de RNAmM de Foxp3, concomitante ao
aumento de células Treg CD4'CD25" no sangue periférico humano (GUYOT-
REVOL et al., 2006; HANEKOM, 2005; HOUGARDY et al., 2007; RIBEIRO-
RODRIGUES et al., 2006).

A inibicdo da funcdo dos linfécitos T na tuberculose, evidenciada pela
diminuicdo da produgéo de citocinas Thl frente a estimulos especificos, pode estar
relacionada a um aumento na producédo de citocinas anti-inflamatorias, como IL-10
e TGF-B, pelos linfocitos Treg (DE LA BARRERA et al.,, 2004; HIRSCH et al.,
1997). A producéo destas citocinas pode, entéo, resultar em um efeito supressor,

com um controle da proliferagcéo e diferenciagao celular e a diminuicdo das funcdes
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efetoras das células imunes antigeno-especificas. Adicionalmente, existem
evidéncias de que a funcdo imunossupressora dos linfécitos Treg in vitro seja
dependente de uma sinalizacdo via CTLA-4, que inibe o sinal co-estimulatério nas
células T efetoras (SHAFIANI et al., 2010).

2.3 HipoOtese da Higiene

Nas Ultimas décadas, a prevaléncia da asma tem aumentado
consideravelmente, sobretudo nos paises desenvolvidos, principalmente em
decorréncia de mudancas no estilo de vida da sociedade ocidental (ALFVEN et al.,
2006). Além da predisposicdo genética, a exposicdo a poluentes ambientais e a
alérgenos e outros produtos biolégicos tem sido fortemente associada a um maior
risco de desenvolvimento da asma (GILMOUR et al., 2006). Ultimamente,
especula-se que outros fatores estejam envolvidos no aumento da prevaléncia da
doenca, incluindo o aumento da incidéncia de obesidade (JUEL et al., 2012), a
alimentacdo (NAGEL et al., 2010), o aumento das infec¢cdes respiratérias virais
(JACKSON et al., 2008) e a exposi¢cao diminuida a produtos microbianos durante a
infancia (“Hipdtese da higiene”) (UMETSU et al., 2002; WILLS-KARP; SANTELIZ;
KARP, 2001).

Originalmente proposta por Strachan (1989), a hipétese da higiene sugere
que os cuidados com a saude, como vacinacdo e uso excessivo de antibibticos,
aliados a héabitos de higiene da vida moderna, tém reduzido a incidéncia de
infeccbes durante a infancia, favorecendo consequentemente o desenvolvimento
de alergias. Desde entdo, estudos em diversos paises investigaram a associacao
entre infec¢des durante a infancia e a predisposicdo a doencas alérgicas. Algumas
evidéncias foram encontradas (EGE et al.,, 2011; SCHAUB et al., 2009;
SHIRAKAWA et al., 1997), sugerindo que a exposicdo a microrganismos nao
patogénicos durante a infancia induz a tolerancia a alérgenos, protegendo contra o
desenvolvimento de alergias (EL-ZEIN et al., 2010).

Uma provavel explicagéo para esse fato relaciona-se ao desenvolvimento do
sistema imunoldégico durante a fase neonatal. Durante este periodo ocorre um
predominio de linfécitos Th2 (BARRIOS et al.,, 1996; PRESCOTT et al., 1998),
que, em individuos ndo alérgicos, diminuem gradualmente durante os primeiros
dois anos de vida (PRESCOTT; MACAUBAS; HOLT,; et al.,, 1998). Este periodo
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coincide com o aumento na capacidade da producgé&o da citocina IL-12, relacionada
a respostas imunes de perfil Th1 (CHOUGNET et al., 2000). Em contrapartida,
criancas alérgicas apresentam um aumento crescente nas respostas Th2
(PRESCOTT; MACAUBAS; SMALLACOMBE; et al., 1998). Esses dados sugerem
que o amadurecimento adequado do sistema imunoldgico requer a indugédo de uma
resposta Thl através do contato com determinados microrganismos. Este estimulo
seria mediado principalmente pelo IFN-y, que suprime a atividade dos linfocitos Th2
(ROMAGNANI, 2007) (Figura 6).
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- Carga parasitaria alta - Vida em cidades
. 4 & 4

' !

Protegdo contra o Desenvolvimento

desenvolvimento < — de alergias

de alergias w— Genes —

Figura 6. Hipdtese da higiene. Diversos fatores, incluindo a convivéncia ou ndo em familias
numerosas ef/ou em creches, bem como uma maior ou menor exposicdo a determinados
microrganismos, podem favorer ou proteger contra o desenvolvimento de doencas alérgicas.
(Adaptado: WILLS-KARP; SANTELIZ; KARP, 2001).

Embora existam trabalhos na literatura que oferecam suporte a modulagéo
da resposta alérgica Th2 por determinados patdgenos, alguns dados evidenciam
gue o mecanismo envolvido nesta regulacdo ndo se restringe apenas a indugéo de
uma resposta Thl, demonstrando que a dicotomia Th1/Th2 é insuficiente para
explicar a hipotese da higiene. Neste contexto, um dado importante diz respeito aos
resultados de alguns estudos populacionais, que indicam um aumento

concomitante na prevaléncia de alergias e doengas autoimunes mediadas por
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respostas Thl, como o diabetes tipo | e artrite reumatoide (BACH, 2002; FSADNI
et al.,, 2012; SHEIKH; SMEETH; HUBBARD, 2003). Esses dados ndo podem ser
explicados unicamente através da interpretacdo classica da hipotese da higiene
(STRACHAN, 1989), uma vez gque era de se esperar que 0 aumento na prevaléncia
das doencas alérgicas, em decorréncia de uma menor inducdo de Thl, estivesse
associado a uma reducédo de patologias mediadas por linfécitos Thl. Além deste
fato, estudos recentes demonstraram que nem sempre a producdo de IFN-y por
linfécitos Thl auxilia no controle do desenvolvimento da resposta inflamatoria
alérgica. Ao contrario, em determinadas condi¢des, essa citocina de perfil Thl pode
causar inflamacéo respiratoria grave (HAYASHI et al., 2007).

Outro argumento que contradiz a hipotese da higiene baseia-se na
constatacdo da existéncia de uma relacao inversa entre parasitoses e a incidéncia
de atopias, sugerindo um efeito protetor de determinados helmintos sobre o
desenvolvimento de doencas alérgicas (TRUJILLO-VARGAS et al., 2007).
Considerando-se que ambas as patologias desencadeiam uma resposta imune de
perfil Th2, a relacdo entre estas doengas deve envolver outros mecanismos
diferentes do preconizado pela hipotese de Strachan (1989). Neste contexto, visto
gue uma das formas de evasdo do sistema imunoldgico utilizada pelos parasitas
envolve a modulacdo da resposta imune (MAIZELS et al., 2004), alguns estudos
foram desenvolvidos para avaliar a participacdo de células Treg na inibicdo da
resposta alérgica por esses patdgenos. De fato, os resultados indicam que, apesar
de desencadearem uma resposta Th2, os helmintos protegem contra o
desenvolvimento da resposta alérgica através da inducdo de mecanismos
reguladores, como a producao de IL-10 e/ou TGF- (PACIFICO et al., 2009; PARK
et al.,, 2009), e a expressao da molécula moduladora CTLA-4 (OLIVEIRA et al.,
2009). Diante desses dados, constata-se que, embora a hip6tese da higiene seja
discutivel, existem fortes evidéncias demonstrando a modulacdo da resposta
imunologica alérgica por patdégenos.

Diante dessas informacdes, fica claro que, embora existam fortes evidéncias
indicando a modulagdo da resposta imunologica alérgica por determinados
microrganismos, a explanacgéo inicial da hipotese da higiene é insuficiente para
explicar a base imunolégica desse efeito, enfatizando a necessidade de estudos

que avaliem a participagéo de células e moléculas reguladoras nessa associacéo.
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2.4 Asma alérgica e Micobactérias

A observacdo de que a exposicdo a determinados microrganismos poderia
conferir protecdo contra doencas alérgicas levou ao desenvolvimento de estudos
com o objetivo de esclarecer os mecanismos imunoldgicos envolvidos nessa
associacdo. Varios autores propuseram experimentos utilizando o modelo murino
de alergia pulmonar, juntamente com a administracdo de determinados patdgenos,
visando avaliar o efeito da resposta imune desencadeada pelo microrganismo
sobre o desenvolvimento da inflamacdo alérgica (KUOLEE et al., 2008;
WOHLLEBEN et al., 2003; ZUANY-AMORIM; SAWICKA,; et al., 2002).

Os resultados demonstraram que determinados patdgenos, como S.
mansoni (PACIFICO et al., 2009) e Helycobacter pylori (ARNOLD et al., 2011), sao
capazes de restaurar o balanco natural de células Thl e Th2 no modelo de alergia
pulmonar (BACH, 2002; KUOLEE et al., 2008; WOHLLEBEN et al., 2003). De
acordo com alguns estudos, estes agentes conseguem de alguma forma modificar
o funcionamento das células apresentadoras de antigenos e, assim, induzir a
producédo de citocinas do tipo Thl, bem como induzir popula¢des de linfocitos Treg.
Estes, principalmente através de citocinas de acao imunossupressora, como a IL-
10, sdo capazes de atuar na modulacdo das respostas imunolégicas Th1l/Th2
(FRANCIS et al., 2003; MCGUIRK; MILLS, 2002).

Neste contexto, o beneficio do BCG e de outras micobactérias ambientais na
prevencdo do desenvolvimento da inflamacao alérgica tem sido confirmado em
diversos estudos experimentais. Inicialmente, os trabalhos de Erb e colaboradores
(1998) e Herz e colaboradores (1998) demonstraram que o tratamento com BCG
por via intranasal (i.n.) € capaz de inibir uma resposta Th2 alérgeno-especifica
previamente estabelecida, promovendo uma reducédo significativa na producao de
muco e na inflamagé&o eosinofilica. No trabalho de Nahori e colaboradores (2001),
ficou constatado que a administracdo i.n. de BCG em camundongos recém-
nascidos, com background Th2, €& capaz de suprimir a eosinofiia e a
hiperreatividade brénquica induzidas por alérgeno nos animais quando adultos. Os
autores sugerem o efeito profilatico do BCG, quando administrado em
camundongos recém-nascidos.

Em 2002, Hopfenspirger e Agrawal analisaram o efeito do BCG e do

Mycobacterium vaccae administrados por via i.n. ou intraperitoneal (i.p.) em
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animais pré-sensibilizados com OVA. Estes autores concluiram que o efeito
inibitério promovido pelas micobactérias € IgE independente e enfatizaram o
potencial terapéutico destes  microrganismos. Além disso, verificaram que
imunizacdo i.n. € mais efetiva, demonstrando a importancia do efeito da
administracéo local de antigenos.

A partir de um estudo experimental, Zuany-Amorin, Sawicka e colaboradores
(2002) sugeriram que outros fatores estejam envolvidos na supressdo dos
caracteres patolégicos da asma alérgica. Os autores utilizaram cepas mortas de
Mycobacterium vaccae para induzir células Treg secretoras de IL-10 e TGF-[3, que
promoveram a diminuicdo da inflamacdo do trato respiratorio, independente da
producdo de IFN-y. Também com o objetivo de investigar a inducdo de linfocitos
Treg pelo BCG, Li e Shen (2009) constataram um aumento significativo na
expressao de Foxp3 por células Treg, apds vacinacao subcutanea com BCG.

E importante ressaltar que a maior parte desses estudos avaliou o efeito
profildtico das micobactérias sobre a resposta inflamatéria alérgica, quando o
microrganismo foi administrado antes da sensibilizacdo com o alérgeno (ERB et al.,
1998; HERZ et al., 1998; NAHORI et al., 2001). Poucos trabalhos avaliaram a
capacidade desses agentes em atenuar um estado alérgico pré-existente
(HOPFENSPIRGER; AGRAWAL, 2002; WANG; ROOK, 1998). Neste sentido, Smit
e colaboradores (2003) demonstraram que a administracado de M. vaccae durante o
periodo de desafio com o alérgeno melhora os sintomas asmaticos, como a
hiperresponsividade bronquica e o infiltrado eosinofilico. No estudo de Adams e
colaboradores (2004), a melhora na inflamacéo pulmonar alérgica foi acompanhada
de um aumento na expressao de RNAm de IL-10 e TGF-[3.

Embora existam evidéncias de uma relacdo inversa entre infeccdo
micobacteriana e desenvolvimento de asma alérgica, os mecanismos pelos quais a
micobactéria inibe as respostas inflamatérias ndo estdo ainda completamente
elucidados. A indugéo do perfil de linfécitos Thl na asma € de grande interesse e
diversos esquemas terapéuticos tém como objetivo o desenvolvimento deste tipo
de resposta imunoldgica para reduzir a inflamacdo alérgica (SILVERMAN;
DRAZEN, 2003). Neste sentido, apesar de os produtos micobacterianos serem
utilizados ha algum tempo como potentes indutores do perfil Thl, pesquisas
direcionadas a avaliacdo terapéutica do BCG na asma alérgica séo recentes (CHOI

et al., 2007). Considerando, portanto, que ha uma caréncia de estudos envolvendo

36




Revisdo de Literatura

a acao terapéutica do BCG sobre um processo alérgico, este estudo tem como
proposta avaliar os efeitos do tratamento com Mycobacterium bovis BCG na
modulacdo de diferentes parametros imunoldgicos envolvidos na resposta alérgica
previamente estabelecida em camundongos submetidos a um modelo murino de

alergia pulmonar.
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Obijetivos

3

3.1

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com Mycobacterium bovis BCG sobre a

resposta imunolégica de camundongos submetidos ao modelo de alergia pulmonar

experimental.

3.2

Objetivos Especificos

Administrar Mycobacterium bovis BCG, por via intranasal, a camundongos
BALB/c submetidos ao modelo de alergia pulmonar experimental,

Realizar contagem total e especifica de células no lavado broncoalveolar
(LBA);

Determinar a atividade da peroxidase eosinofilica (EPO) no homogenato
pulmonar através de ensaio enzimatico;

Avaliar a producédo das quimiocinas CCL5 e CCL11, e das citocinas IL-4, IL-
5, IL-13, IFN-y, IL-25, IL-10 e TGF-f no sobrenadante do homogenato
pulmonar, através de ELISA,

Avaliar o infiltrado celular e a producdo de muco no tecido pulmonar nos
cortes histolégicos corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido
Periodico de Schiff (PAS), respectivamente;

Analisar os niveis séricos de IgE, IgGl e 1gG2a especificas anti-OVA,
através de ELISA;

Analisar a expressao dos marcadores celulares, CTLA- 4 e Foxp3 e da
citocina intracelular IL-10 pelas células do pulméo, através de citometria de

fluxo.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com
aproximadamente 6-8 semanas de idade, provenientes do Biotério do Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR-UFJF) e mantidos no setor de manutencdo e
experimentacdo do Laboratorio de Imunologia do ICB-UFJF. Os camundongos
foram mantidos em gaiolas-padrao e estante climatizada, tendo como forma de
alimentacao racao propria e 4gua, exclusivamente.

O protocolo experimental realizado neste trabalho estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-reitoria de Pesquisa da Universidade

Federal de Juiz de Fora, sob o nUmero 027/2008.

4.2  Grupos experimentais

Os animais foram separados de acordo com as solucdes utilizadas para
sensibilizacdo, desafio e tratamento, como especificado a seguir: (i) PBS
(sensibilizacdo, desafio e tratamento com PBS); (ii) BCG (sensibilizacdo e desafio
com PBS, seguido de tratamento com BCG); (iii) OVA (sensibilizacdo e desafio
com OVA); OVA/BCG (sensibilizacdo e desafio com OVA, seguido de tratamento
com BCG) (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos de animais utilizados no protocolo, de acordo com os procedimentos adotados.

Grupos de animais

(n=5) Sensibilizacao / Desafio Tratamento
PBS PBS PBS
BCG PBS BCG
OVA OVA PBS

OVA/BCG OVA BCG
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4.3 Inducéo do modelo de alergia pulmonar experimental

Conforme protocolo de inducdo de alergia pulmonar experimental
previamente estabelecido no Laboratorio de Imunologia do ICB-UFJF, os animais
foram sensibilizados com OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA)
através de duas injecdes intraperitoneais de 3 pg de OVA com 1 mg de hidroxido
de aluminio (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) nos dias 0 e 14.
Posteriormente, os camundongos foram desafiados com OVA a 1%, através de
nebulizagdo durante 20 minutos/dia (Inalatec Plus, NSR Ind. Com. e Repr. Ltda,
SP, Brasil) nos dias 28 a 30 e 34, 41 e 63 do experimento (Figura 7).

sensibilizacio com OVA ip. Desafio com OVA 1%

A4 A4 v A4 v A

Dias ¢ 14 28,29 ¢ 30 34 35 41 42 63
A A

BCG Bi.‘(,.‘
2x 10°UFC/mL) 2x 10°UFC'mL)

Figura 7. Representacdo esquematica do tempo de sensibilizagdo/desafio com OVA e tratamento
com BCG.

4.4  Tratamento com Mycobacterium bovis BCG

Inicialmente, o Mycobacterium bovis BCG cepa Moreau (Fundacédo Ataupho
de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) foi cultivado por 28 dias em meio Lowenstein-
Jensen. A administracdo de BCG foi realizada nos 35° e 42° dias do experimento,
quando os animais foram imunizados por via intranasal, com uma dose de 2 x10°
CFU de BCG diluido em 0.05 mL de tampao fosfato - PBS (Figura 7).

4.5 Obtencao do material biolégico

Todas as amostras biolégicas foram obtidas 24 h apds o ultimo desafio com
OVA. Os animais foram sacrificados no 64° dia do protocolo, através de dose letal
de solucdo de ketamina (90 mg/Kg, Syntec, Brasil) e xilasina (10 mg/kg, Agener
Unido, Brasil) por via intraperitoneal. Os materiais foram armazenados

individualmente, mantidos sob refrigeracéo até serem realizadas as analises.
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45.1 Coletado soro

O sangue foi coletado a partir de puncdo venosa no plexo braquial. As
amostras foram centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos a TA (Centrifuga 5410,
Eppendorf, Alemanha) para obtencdo do soro, que foi armazenado a -20°C até
andlise de imunoglobulinas pelo método de ELISA.

45.2 Coleta e processamento do lavado broncoalveolar (LBA) para

contagem total e especifica de células

O LBA foi coletado imediatamente apds o sacrificio dos animais, atravées da
insercao de sonda (CPL Medical’s, Sao Paulo, SP, Brasil) na traquéia exposta. Os
pulmdes foram entdo lavados com 1.0 mL de PBS (NEUHAUS-STEINMETZ et al,
2000). O LBA coletado foi utilizado para a contagem total de células e, logo apos,
foi centrifugado a 440 x g, por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron
Corporation, EUA). O sedimento foi utilizado para analise da expressdo de
marcadores celulares através de citometria de fluxo e para contagem diferencial de

células através de cytospin.

45.3 Coleta do pulmédo para dosagem de citocinas, quimiocinas, EPO,

andlise histologica e expressédo de marcadores celulares

Apos a coleta do LBA, a caixa toracica do animal foi recortada
longitudinalmente e o tecido pulmonar foi lavado através de uma perfusdo com 10
mL de PBS gelado. Para a obtencdo do homogenato, 100 mg do lobo esquerdo do
pulméo foi macerado em 1 mL de PBS contendo inibidores de proteases (0,1 mM
fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10 mM EDTA e 2 uL de
aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras foram entdo centrifugadas a 440 x g,
por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron Corporation, EUA). Os
sobrenadantes foram armazenados a -20°C, até serem utilizados para dosagem de
citocinas e quimiocinas atraves de ELISA.

O sedimento do homogenato pulmonar foi processado para determinacéo da
atividade da EPO. Apés lise das hemacias, as amostras foram novamente

centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron
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Corporation, EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido
em 1,9 mL de hexadeciltrimetili brometo de amoénio (HTAB) 0,5% em PBS e
homogeneizado. A seguir, as amostras foram congeladas trés vezes em nitrogénio
liquido e centrifugadas conforme condi¢des descritas acima. O sobrenadante foi
utilizado no ensaio enzimético.

Para analise da expressdo de marcadores celulares, as células do pulméo
foram isoladas conforme descrito a seguir: o pulméo foi cortado em pequenos
pedacos e digerido em 0,5 mL de solugéo salina balanceada de Hank’s (HBSS)
contendo Colagenase Tipo | (Sigma-Aldrich) na concentragcdo de 0,085 g/mL, e
incubados por 50 minutos a 37°C. Em seguida, a amostra digerida foi filtrada (Cell
Strainer 70UM — BD Biosciences) e centrifugada por 250 x g por 10 minutos. O
sedimento foi entdo lavado com uma solucéo de lise contendo cloreto de aménio
0,16 M e Trisbase 0,17 M. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 1 mL
de meio RPMI completo e 10 pL da suspenséo celular foi misturada a 10 pyL de
corante Trypan Blue (Sigma-Aldrich). Logo apdés, as células foram contadas em
microscopio otico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) e a viabilidade celular foi

determinada.

4.6 Contagem total e especifica de células no LBA

A contagem total de células no LBA foi realizada utilizando-se o corante
Trypan Blue (Sigma-Aldrich). As células foram contadas em camara de Neubauer e
os resultados foram expressos como nimero especifico de células x 10°/ mL de
LBA. O sedimento do LBA foi utilizado para a contagem diferencial de leucdcitos,
através de cytospin. Resumidamente, 200 uyL do sedimento do LBA, contendo
aproximadamente 1x10° células, foram citocentrifugados a 20 x g por 5 minutos a
TA (FANEM 248, S&o Paulo, Brasil). Posteriormente, as laminas foram coradas
com hematoxilina/eosina com o corante Instant Prov (Newprov, PR, Brasil), sendo
contadas de 100 a 200 células por lamina, com o auxilio de microscépio 6tico Zeiss

(Hallbergmoos, Alemanha) em aumento de 400X.
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4.7 Determinacdo da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) nas células

do homogenato pulmonar

Para andlise da producdo de EPO, 75 uL do sobrenadante do homogenato
pulmonar foram colocados em uma placa de 96 pocos, juntamente com 75 uL de
substrato contendo 1,5 mM de ortofenileno-diamina (OPD) em tampéao tris-HCI-
0,075 mM (pH = 8,0), acrescido de H,0O, 6,6 mM. As amostras foram incubadas por
30 minutos a TA, no escuro. A reacéo foi interrompida com 50 uL de H,SO, 1 M e a
leitura foi realizada a 492 nm em leitor de microplacas (SpectraMax® 190,

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.8 Dosagem de citocinas e quimiocinas no homogenato pulmonar através
de ELISA

O sobrenadante do homogenato pulmonar foi utilizado para as dosagens de
IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TGF-B, (BD OptEIA - BD Biosciences, EUA); e IL-13, IL-25,
CCL5 e CCL11 (R&D Diagnostics - EUA), seguindo-se as instrugbes dos
fabricantes. Resumidamente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura diluido em tampéo e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas
foram lavadas em PBS Tween 20 0,05 % (PBST), seguindo-se um bloqueio dos
sitios inespecificos da placa por 1 hora. Posteriormente, apds lavagem das placas,
foram adicionados as citocinas recombinantes nas concentracdes indicadas, para
obtencdo das curvas-padrao, assim como as amostras do sobrenadante de tecido
pulmonar de cada animal. Apds incubacdo por 2 horas a TA, as placas foram
lavadas e o segundo anticorpo foi adicionado, seguindo-se uma incubacgéo por 1
hora a TA, quando as placas foram lavadas e foi adicionado o substrato. A reacéo
foi interrompida com H,SO4 1 M e a leitura foi realizada a 450 nm em leitor de
microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA).
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4.9 Dosagem sérica de anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a anti-OVA

A avaliacdo da producdo dos isotipos IgE, 1gG1 e IgG2a especificos anti-
OVA foi analisada através de ELISA. Resumidamente, apds a sensibilizacdo com
10 puL de OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) em 1 mL de
tampé&o carbonato (100 ulL/poco), as placas foram incubadas a 4°C por 18 horas e
lavadas a seguir com PBST. Apds bloqueio com 5% de caseina em PBST (200
uL/poco), as placas foram lavadas e as amostras de soro foram adicionadas, nas
concentracdes de 1:20 (IgE) e 1:100 (lgG1 e 1gG2a), seguindo-se uma incubacao
por 1 hora. A seguir, as placas foram novamente lavadas e os anticorpos anti-IgE,
anti-lgG1 e anti-lgG2a biotinilados (Pharmingen™, Becton Dickinson, San Diego,
CA, USA) foram adicionados. A estreptavidina marcada com peroxidase
(Pharmingen™, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi adicionada ap6s
incubacédo (1 hora a TA) e lavagem das placas. A seguir, a reacao foi revelada pela
adicdo de substrato contendo &cido citrico 0,1 M, citrato de sodio 0,1 M, agua
destilada, cromégeno OPD e H,0, 30%. A reacao foi bloqueada com H,SO4 4 N e
a leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm (SpectraMax® 190,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). A deteccdo do anticorpo especifico foi
quantificada como densidade 6tica (DO) em leitor de microplacas (SpectraMax 190,
Molecular Devices, EUA).

4.10 Anédlise da expressao de marcadores pelas células do pulmao através

de citometria de fluxo

Para a analise da expressdo de marcadores celulares, o sedimento do
pulméo processado foi ressuspendido em 50 uL de PBS. Seguindo-se instrucdes
do fabricante (BD Biosciences), as células foram marcadas em sua superficie com
0s anticorpos anti-CD4 PerCP, anti-CD8 PerCP, anti-CD152 PE. Para marcagao
intracelular, apos incubacdo por 30 minutos a 4°C, as ceélulas foram fixadas
(Cytofix) e permeabilizadas (Cytoperm), conforme indicado no kit (BD Biosciences).
A sequir, as células foram centrifugadas a 250 x g por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células presentes no sedimento foram marcadas

e incubadas por 30 minutos, a TA, com anticorpo anti-Foxp3 Alexa 488 e anti-IL-10
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PE (BD Biosciences). Em seguida, as células foram lavadas com o tampao de
diluicdo, contendo 2% de soro fetal bovino (SFB), 0,1% de azida sddica e PBS.
Apos centrifugacéo a 250 x g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado
e as células foram ressuspendidas em 200 pL de solucédo de paraformaldeido a 1%
em PBS. Os tubos foram armazenados no escuro a 4°C até a analise de citometria
de fluxo de trés cores, utilizando-se 20.000 eventos para cada amostra, no
aparelno FACScalibur® (Becton Dickinson, EUA). Os gates de linfécitos foram
selecionados através de tamanho e granulosidade especificos. O calculo do
namero total de células de cada populacdo foi obtido através da contagem das
porcentagens versus o numero total de linfocitos isolados. As andlises percentuais
das populacdes estudadas foram obtidas através do software CellQuest® (Becton
Dickinson, EUA).

4.11 Avaliacao histoldgica

Para avaliacdo histolégica, o lobo pulmonar direito de cada animal foi fixado
em solucdo de formol tamponado 10% por 24 horas. Apdés os procedimentos
rotineiros de inclusdo em parafina, foram realizados cortes de 4 um de espessura,
semi-seriados e as laminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE), para
andlise do infiltrado celular, e pelo Acido Periédico de Schiff (PAS), para analise da
producdo de muco pelas células caliciformes. ApOs coloracdo, os cortes foram
dispostos sobre laminas e montados em laminulas com Entellan (1.07961, Merck,
Alemanha). As amostras foram observadas em toda sua extensdo em microscépio
optico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha), por dois avaliadores independentes,
calibrados e cegados em relacdo aos grupos. Ap6s observacdo, para captura
fotografica digital, foram selecionados de 3 a 5 campos do lobo pulmonar direito por
lamina, para andlise do infiltrado inflamatério (aumento de 100X e 400X). As areas
peribronquiolares e perivasculares foram avaliadas de acordo com o grau de
infiltrado celular inflamatorio, ao qual foram atribuidos escores de 0 a 5 para cada
campo (LEE et al., 2009) (LEE et al, 2009).

- 0, auséncia de processo inflamatorio;

- 1, células inflamatoérias esparsas;

- 2, uma camada de células inflamatorias ao redor da estrutura avaliada;

- 3, anel de células inflamatérias contendo 2 a 4 camadas;
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- 4, aglomerado focal de células inflamatérias ao redor da estrutura;

- 5, infiltrado inflamatério intenso.

A avaliacdo da producdo de muco pelas células caliciformes foi realizada
nos cortes pulmonares corados com PAS e foi expressa através da contagem do
nimero de células PAS positivas por 100 um? de tecido pulmonar, em aumento de
400X.

412 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad
Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA). Os resultados apresentados sé&o
representativos de pelo menos dois experimentos independentes. As variaveis
numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov para distribuigdo gaussiana dos dados. Posteriormente, foram
utilizados o Teste t ndo pareado para os dados paramétricos e o teste de Mann
Whitney para os dados ndo paramétricos. O nivel de significAncia admitido para os
testes foi de P < 0,05 (5%). Os dados estdo expressos como média + erro padréo

da média.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da administracdo intranasal de BCG sobre a inflamacao alérgica

pulmonar induzida por OVA

5.1.1 Contagem total e especifica de células no LBA

Inicialmente, foi avaliado o efeito da administragéo i.n. do M. bovis BCG
sobre a inflamacao pulmonar alérgica induzida pela OVA. Os animais dos grupos
BCG e OVA/BCG foram tratados com 2 x 10° UFC de M. bovis BCG nos 35° e 42°
dias do protocolo. Para comparacdo, um grupo de animais foi
sensibilizado/desafiado com OVA e tratado com PBS i.n (grupo OVA). Estes
animais desenvolveram inflamacao alérgica pulmonar, demonstrada pelo aumento
no numero total de células (Figura 8a), eosindfilos (Figura 8b), neutrdéfilos (Figura
8c), linfécitos (Figura 8d) e macréfagos (Figura 8e) no LBA, quando comparados
aos animais sensibilizados e desafiados com PBS (grupo PBS). O tratamento com
BCG reduziu consideravelmente o infiltrado celular induzido pela OVA, diminuindo
significativamente o numero total de células, eosindfilos e linfécitos presentes no
LBA dos animais do grupo OVA/BCG. Por outro lado, o LBA dos animais do grupo
BCG apresentou contagem de células similar a apresentada pelos animais do
grupo PBS, excetuando a contagem de macrofagos, cujos nimeros aumentaram

no LBA dos animais tratados com BCG.
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Figura 8. Contagem total e especifica de células no LBA, através de cytospin. Nimero total de
células (a); eosindfilos (b); neutrofilos (c); linfocitos (d) e macrofagos (e). Os resultados sao
representativos de trés experimentos independentes e os dados correspondem a média + EPM.
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5.1.2 Atividade de EPO e niveis de quimiocinas (CCL11 e CCL5) no

homogenato pulmonar

Visto que a EPO estd presente em grande quantidade no interior dos
granulos dos eosindfilos e que esta enzima pode contribuir para a inflamacgéo
alérgica pulmonar, a avaliagdo de sua atividade foi utilizada como medida indireta
da infiltracdo eosinofilica nos pulmbes. Os resultados demonstraram que a
administracdo i.n. de BCG reduziu significativamente a atividade de EPO nos
pulmdes dos animais alérgicos, quando comparados aos animais alérgicos tratados
com PBS (Figura 9a).

Com relacdo as quimiocinas, considerando que CCL11 (eotaxina) e CCL5
sdo mediadoras no recrutamento, respectivamente, de eosindfilos e linfécitos T
principalmente (BARNES, 2008), a expressdo dessas substancias foi avaliada no
tecido pulmonar dos animais estudados.Em comparagdo aos animais nao
alérgicos (grupos PBS e BCG), houve um aumento significativo na expressdo de
CCL11(Figura 9b) e CCL5 (Figura 9c) pelas células pulmonares dos animais
alérgicos (grupos OVA e OVA/BCG). Verificou-se que, em conformidade com a
diminuicdo do infiltrado eosinofilico observada no LBA dos animais alérgicos
tratados, a administracdo com a micobactéria reduziu significativamente os niveis
de CCL11 no pulméo desses animais (grupo OVA/BCG) (Figura 9b). Por outro
lado, embora tenha ocorrido uma reducao nos niveis de CCL5 nos pulmdes dos
animais do grupo OVA/BCG, quando comparados ao grupo OVA, essa diferenca

nao foi estatisticamente significativa (Figura 9c).
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Figura 9. Atividade de EPO (a) e niveis das quimiocinas CCL11 (b) e CCL5 (c) no homogenato
pulmonar. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes e as barras
representam a média +/- EPM. EPO: peroxidase eosinofilica; DO: densidade Optica; n.s.: ndo

significativo.
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5.1.3 Andlise histoldgica

A analise dos cortes histolégicos dos pulmbes dos animais alérgicos néo
tratados (grupo OVA) demonstrou a presenca de intenso infiltrado inflamatoério
perivascular e peribronquiolar, em comparacdo ao grupo PBS. Por outro lado, a
administracdo de BCG aos animais alérgicos (grupo OVA/BCG) reduziu
significativamente o infiltrado inflamatério pulmonar, quando comparados aos
animais do grupo OVA (Figura 10a). Através da avaliacdo semiquantitativa do
infiltrado celular, foi atribuido um escore médio 4 para os pulmdes dos animais do
grupo OVA. Este valor reduziu significativamente, ap0s tratamento com o BCG,
sendo que os pulmdes dos animais do grupo OVA/BCG apresentaram um escore
meédio abaixo de 3 (Figura 10c). Com relacdo aos grupos PBS e BCG, os pulmdes
destes animais apresentaram caracteristicas histolégicas compativeis com a
normalidade (Figuras 10a e 10c).

Outra andlise histologica contemplada neste estudo envolveu a avaliacdo da
producdo de muco pelas células caliciformes, presentes no pulmao. Essas células
estdo envolvidas no processo inflamatério cronico desencadeado por alérgenos.
Em conformidade com a andlise histolégica, a analise morfométrica demonstrou
que os pulmdes dos animais alérgicos (grupo OVA) apresentaram intensa
producdo de muco pelas células caliciformes (Figuras 10b e 10d). Referente aos
animais do grupo OVA/BCG, ambas as analises evidenciaram que o tratamento
com BCG reduziu significativamente a presenca de muco nos pulmdes desses
animais. Ja os pulmdes dos animais dos grupos PBS e BCG apresentaram pouca

ou nenhuma producao de muco.
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Figura 10. Andlise histologica das amostras do parénquima pulmonar dos animais estudados.
Coloracédo com HE (10a); coloragdo com PAS (10b); escore de inflamacdo peribronquiolar (10c) e
ndamero de células caliciformes / 100um2 (10d), nos grupos PBS; BCG; OVA e OVA/BCG. Os
resultados séo representativos de dois experimentos independentes e as barras representam a
média +/- EPM.
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5.2 Efeito da administragdo intranasal de BCG sobre os niveis séricos de
anticorpos especificos anti-OVA

Com o objetivo de avaliar se a administracdo intranasal de BCG poderia
exercer um efeito modulador sistémico sobre a resposta inflamatoria alérgica, os
niveis séricos dos isotipos IgE, 1gG1 e IgG2a especificos anti-OVA foram
analisados através de ELISA. Os animais do grupo OVA apresentaram niveis
séricos elevados de IgE e IgGla anti-OVA, quando comparados aos animais do
grupo PBS (Figuras 1la e 11b). J4 os animais alérgicos tratados com BCG
apresentaram reducao significativa nos niveis séricos desses isotipos, enquanto
houve um aumento na producédo de IgG2a especifica anti-OVA, isotipo que esta

relacionado ao perfil Thl de resposta imune (Figura 11c).

56




Resultados

a p<0.01 b g<001

<001 p<0.07 , B5<00t B2 000
ns p<(rl()’ " L p <005
15 - x %0

250

IgE especifica anti-OVA
(OD 492)

IgG1 especifica anti-OVA
(OD 492)

P8BS BCG ovA OVAIBCG P8S BCG

C p<0O1
» p<001 p<001
ns p<0N

300+
<
9
Ea 200 .
[
22
- Q D
89
o 100
@
e
~
L)
=

QL am—— . a— —_ -
P8S BCG OVA OVABCG

Figura 11. Andlise dos niveis séricos de anticorpos especificos anti-OVA. Os dados correspondem
a média da producdo dos isotipos IgE (a), IgG1 (b) e IgG2a (c) — especificos anti-OVA no soro,
detectados por ELISA. Os resultados sdo representativos de dois experimentos independentes e as
barras representam a média +/- EPM.
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5.3 Efeito da administracdo intranasal de BCG sobre os niveis de citocinas

no homogenato pulmonar

Diversos fatores, como a ac¢do de citocinas e quimiocinas, influenciam o
desenvolvimento de resposta imune de perfil Th2. Para avaliar se a redugcédo da
inflamacéo alérgica pulmonar induzida pela OVA estava associada a um desvio de
resposta imune de perfil Th2 para Thl, e também para estudar o efeito do
tratamento com BCG sobre os niveis de IL-25, as citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y e
IL-25 foram dosadas no sobrenadante do homogenato pulmonar através de ELISA.
Inicialmente, a analise dos resultados confirmou a inducdo de uma resposta
imunoldgica de perfil Th2 no modelo experimental proposto, visto que houve um
aumento significativo nos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 nos pulm&es dos animais
sensibilizados e desafiados com a OVA (Figuras 12a, 12b e 12c). Por outro lado, os
pulmdes dos animais alérgicos tratados com BCG (grupo OVA/BCG) apresentaram
reducdo significativa nos niveis de IL-4 e IL-13 (Figuras 12a e 12c). Houve também
reducdo de IL-5, embora ndo tenha ocorrido uma diferenca estatistica entre os
grupos (Figura 12b).

Com relacao a analise de IFN-y, verificou-se que o tratamento com o BCG
aumentou os niveis desta citocina nos pulmdes dos animais tratados, alérgicos ou
ndo, quando comparados aos animais do grupo PBS. Da mesma forma, os
pulmdes dos animais alérgicos (grupo OVA) também apresentaram niveis elevados
de IFN-y (Figura 12d).

Com relacao a analise de IL-25, verificou-se que, quando comparados aos
animais do grupo PBS, houve um aumento significativo nos niveis desta citocina
nos pulmdes dos animais dos demais grupos avaliados (BCG, OVA e OVA/BCG).
No entanto, entre estes grupos (BCG, OVA e OVA/BCG) nao houve diferenca nos
niveis de IL-25, embora haja uma tendéncia a um aumento nesta citocina nos
animais alérgicos tratados com BCG (Figura 12e).

Visto que as citocinas TGF-B e IL-10 estdo relacionadas a atividade
reguladora da resposta imune, investigou-se se a secrecéo destas citocinas estaria
aumentada nos pulmdes dos animais alérgicos tratados com BCG. Comparando-se
estes animais (grupo OVA/BCG) com o0s animais alérgicos néo tratados (grupo

OVA), constatou-se que a administracdo de BCG induziu um aumento significativo
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nos niveis tanto de IL-10 (Figura 12f), quanto de TGF-B (Figura 12g), sugerindo que
a producdo dessas citocinas esteja envolvida no mecanismo imunomodulador
exercido pela micobactéria. As analises demonstraram ainda que, quando
comparados aos animais dos grupos nao alérgicos, ndo tratados (grupo PBS), os

animais dos demais grupos apresentaram niveis elevados de TGF-£.
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Figura 12. Niveis de citocinas IL-4 (a), IL-5 (b), IL-13 (c), IFN-y (d), IL-25 (e), IL-10 (f) e TGF-B (g) no
homogenato pulmonar dos animais estudados, detectados pelo método de ELISA. Os resultados

sdo representativos de tres experimentos independentes e os dados correspondem a média +/-
EPM. n.s., ndo significativo.
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5.4 Andlise da expressao de marcadores pelas células do pulmao

Para investigar se o0 efeito imunomodulador do BCG sobre o
desenvolvimento da alergia pulmonar envolveu a presenca de linfocitos T
reguladores, a expressdao dos marcadores Foxp3 e CTLA-4 pelas células
provenientes do pulm&o dos animais estudados foi avaliada através de citometria
de fluxo. As analises revelaram que a administracdo de BCG aos animais alérgicos
induziu um aumento significativo no nimero de linfécitos T CD4'Foxp3™ e T
CD4'CTLA-4", quando comparados aos animais do grupo OVA (Figuras 13a e
13b). No entanto, ndo houve diferenca percentual na expressdo dessas moléculas
por esses grupos.

Esses dados sugerem que a inducdo de linfocitos Treg pode ser um dos
mecanismos pelo qual o BCG exerca sua a¢cdo imunomodulatdria. Neste contexto,
visto que um dos principais mecanismos imunorreguladores dos linfocitos Treg
envolve a IL-10, a producédo intracelular desta citocina foi avaliada. Para isto, as
células pulmonares dos animais estudados foram marcadas com 0s anticorpos
anti-CD4, anti-CD8 e anti-IL-10. As andlises demonstraram que, comparados aos
animais do grupo PBS, todos os demais grupos (BCG, OVA, OVA/BCG)
apresentaram maior nimero linfécitos T CD4" expressando IL-10 (Figura 13c). Por
outro lado, ndo houve diferenca entre a porcentagem e o numero de linfécitos T
CD4'IL-10" entre os animais alérgicos e alérgicos ndo tratados (grupos OVA e
OVA/BCG).

Em contrapartida, um resultado interessante foi obtido a partir da avaliacao
da expressdo de IL-10 pelos linfocitos T CD8". Comparados aos animais dos
grupos PBS e OVA, os animais tratados com BCG apresentaram um aumento
significativo na expresséo de IL-10 pelos linfécitos T CD8", independente ou n&o da
inducéo do processo alérgico (Figura 13d). Embora os gréaficos evidenciem que os
nameros dos linfocitos T CD4'IL-10" (Figura 13c) e T CD8'IL-10" (Figura 13d) néo
sejam comparaveis, € importante ressaltar que o tratamento com BCG
praticamente dobrou a expressdo de Foxp3 pelos linfécitos TCD8" dos animais

alérgicos.
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Figura 13. Expressdo de Foxp3, CTLA-4 (CD152) e IL-10 pelos linfécitos pulmonares dos animais
dos grupos estudados. A presenca dos marcadores foi avaliada através de citometria de fluxo, a
partir de células provenientes de uma janela selecionada de acordo com tamanho e granulosidade
especificos dos linfécitos. Porcentagem (dot plots) e frequéncia de linfocitos T CD4" expressando
Foxp3" (a); CD152" (b) e IL-10" (c). Dot plot e frequéncia de linfécitos T CD8" IL-10" (d). Os dados
sdo representativos de dois experimentos independentes e correspondem a média +/- EPM.
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6 DISCUSSAO

Os produtos micobacterianos sédo utilizados ha& muito tempo como
adjuvantes da resposta imunolégica (CHAMBERS et al., 1997) e nos ultimos anos,
0 emprego dessas substancias tem se mostrado promissor como estratégia
terapéutica no controle das doencas alérgicas (HOPFENSPIRGER; AGRAWAL,
2002; HOPFENSPIRGER et al., 2001; MAJOR et al., 2002). O interesse pelo uso
desses microrganismos na modulacdo da inflamacéo alérgica justifica-se pelo fato
de as micobactérias induzirem elevada producdo de IFN-y, sendo que essa
concentracao pode ser mantida elevada por longo tempo, visto que o bacilo pode
ser administrado vivo (CHAMBERS et al., 1997). Apesar disso, a avaliacdo do
potencial terapéutico desses patégenos no tratamento da asma alérgica € ainda
incipiente. Diante desse fato, este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar
os efeitos da administracdo do Mycobacterium bovis BCG em um modelo murino
de alergia pulmonar previamente estabelecida, utilizando a OVA como alérgeno.

E importante ressaltar que os modelos murinos apresentam suas limitacdes,
como a impossibilidade de reconstituir integralmente o fenétipo da asma alérgica
humana. Entretanto, os estudos em modelos animais oferecem informacdes
valiosas sobre inUmeros aspectos da patogénese dessa doenca (WILLS-KARP,
2000). Outro fator importante relaciona-se aos protocolos utilizados para avaliar o
efeito de micobactérias sobre a resposta alérgica. Geralmente, por ndo serem
padronizados, estes podem apresentar diversas variacoes, incluindo a espécie
micobacteriana utilizada, a forma como ela é administrada e o tempo de
inoculagdo. Desta forma, essas variaveis devem ser consideradas, sobretudo na
comparacao dos resultados entre os estudos. Neste trabalho, os animais foram
tratados com BCG por via intranasal, apds o estabelecimento da alergia pulmonar,
induzida a partir de sensibilizacdo intraperitoneal e posteriores desafios com a
OVA, ocorridos através de nebulizacdes nas 42, 52, 62 e 72 semanas do protocolo.
Visto que a resposta imune secundaria mediada pelas células de memoria € mais
efetiva do que a resposta primaria (GRUBER et al., 2001), optou-se por administrar
a micobactéria em dois momentos, 24 horas apos os desafios ocorridos nas 5% e 62
semanas. Embora o protocolo utilizado tenha sido de 63 dias, o periodo de

exposicdo dos animais ao alérgeno foi curto, caracterizando o modelo como agudo.
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A avaliagdo inicial dos dados obtidos neste estudo mostra que os animais
sensibilizados e desafiados com OVA apresentaram um grande influxo celular para
os pulmdes, evidenciado pelos cortes histologicos, que apresentaram intenso
infiltrado celular perivascular e peribronquiolar. Esses dados foram também
confirmados através da infiltracdo celular ocorrida no LBA, composta
predominantemente por eosinoéfilos e neutréfilos. Embora a analise histologica ndo
tenha contemplado uma coloracdo especifica para deteccédo dos eosindfilos, pode-
se sugerir que tenha ocorrido também um infiltrado eosinofilico no tecido pulmonar,
visto que os animais alérgicos apresentaram atividade de EPO elevada, além do
aumento nos niveis das quimiocinas CCL11 e CCL5 no pulm&o. Juntos, esses
dados validam o modelo experimental aplicado, uma vez que, durante o
desenvolvimento da resposta alérgica Th2, principalmente sob acdo da CCL11, os
eosindéfilos migram para o local da inflamag¢do (MOULD et al., 2000), onde liberam
uma grande variedade de mediadores inflamatérios previamente produzidos e
estocados no interior de seus granulos. Dentre esses mediadores, destaca-se a
EPO, que é uma oxidoredutase responsavel por lesdo tecidual oxidativa,
contribuindo para a inflamacgéo, perda de elasticidade e outros efeitos cumulativos
do processo de remodelamento tecidual caracteristico das doencas alérgicas
pulmonares (VAN DALEN; KETTLE, 2001).

Os resultados obtidos a partir dos animais alérgicos tratados com BCG
confirmam a capacidade deste patbgeno em atenuar o desenvolvimento da
resposta alérgica induzida pela OVA, visto que a administracdo da micobactéria
reduziu o recrutamento de células inflamatdrias, principalmente eosinoéfilos, para as
vias aéreas. Essa acao anti-inflamatdoria da micobactéria foi demonstrada por
diversos autores (ERB et al., 1998; HERZ et al.,, 1998; HOPFENSPIRGER,;
AGRAWAL, 2002; YANG et al., 2002; YANG et al.,, 1999; ZUANY-AMORIM,;
SAWICKA; et al., 2002). Provavelmente, no presente estudo, o efeito do BCG esta
relacionado a reducdo nos niveis de CCL11 no tecido pulmonar dos animais
alérgicos tratados. Esta quimiocina apresenta potente agdo quimioatraente para
eosinofilos, via ligacdo ao receptor CCR3 presente na superficie dessas células
(HEATH et al., 1997).

Outra alteragdo patoldgica importante ocorrida no processo inflamatorio
pulmonar alérgico € o aumento na produgcdo de muco em decorréncia da

metaplasia de células caliciformes, como revisto por Lambrecht e Hammad (2012).
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Embora o muco seja importante para a manutengcdo da homeostase do trato
respiratério, quando produzido e secretado excessivamente este pode representar
uma causa relevante de obstrucdo respiratoria (FAHY; DICKEY, 2010). A
metaplasia de células caliciformes € induzida, sobretudo, por IL-4, IL-13 e IL-9,
provenientes principalmente de eosindfilos, basofilos, mastdcitos e linfécitos Th2
(LAMBRECHT; HAMMAD, 2012; STEENWINCKEL et al., 2007). Desta forma, em
conformidade com os dados discutidos anteriormente, os resultados obtidos a partir
da avaliacdo morfométrica das células caliciformes confirmam indiretamente o
efeito inibitdrio do BCG sobre o infiltrado inflamatério pulmonar.

Além de analisar a acdo local do BCG, o efeito desta micobactéria sobre a
resposta imune sistémica foi avaliado através da analise dos niveis séricos de IgE,
uma vez que, em sua maioria, 0s processos alérgicos resultam de reacdes
mediadas por esta imunoglobulina (BURROWS et al., 1989; SMURTHWAITE et
al.,, 2001). Da mesma forma, assim como a IgE, o isotipo IgGl relaciona-se
também aos sintomas alérgicos, visto que sua ligacdo aos receptores de baixa
afinidade (FcyRIIl), presentes principalmente na superficie de células dendriticas,
promove a diferenciacdo de linfocitos Th2 (BANDUKWALA et al., 2007). Além
disso, recentemente foi demonstrado que a geracao de IgE de alta afinidade ocorre
através de uma sequencia de troca de classes das cadeias das imunoglobulinas
(> y=> ¢€), naqual algGl é uma fase intermediaria (XIONG et al., 2012). Neste
trabalho, a analise dessas imunoglobulinas evidenciou a modulacdo da resposta
imune alérgica pelo BCG, que reduziu os niveis séricos de IgE e IgG1 especificas
anti-OVA. Em contrapartida, ocorreu um aumento na producdo de IgG2a
especifica, sugerindo uma modulacédo sistémica da resposta imune pelo BCG.

O efeito que as micobactérias exercem sobre a producédo de anticorpos IgE,
IgG1 e IgG2a foi avaliado em diversos modelos murinos de alergia pulmonar
(ADAMS et al., 2004; CHRIST et al., 2010; DENG et al., 2011; ERB et al., 1998;
HOPFENSPIRGER; AGRAWAL, 2002; SAYERS et al., 2004; SMIT et al., 2003;
TSAI et al., 2002; ZUANY-AMORIM; SAWICKA; et al., 2002). Nos trabalhos de
Herz e colaboradores (1998) e Yang e colaboradores (1999), a melhora do
processo inflamatério pulmonar foi acompanhada por uma reducéo de IgE sérica.
De forma oposta, em 2002, Hopfenspirger; Agrawal e colaboradores e Zuany-
Amorim; Sawicka e colaboradores constataram que a redugdo da resposta alérgica

ocorreu por uma via independente da inibicdo de producdo de IgE. Conforme
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relatado anteriormente, esses resultados podem ser decorrentes de diferencas
metodoldgicas entre os estudos, associadas principalmente ao processamento da
bactéria, a via, a dose, o0 periodo e o tempo de inoculacdo da mesma.

Ja com relacdo as analises de IgG1l e IgG2a especificas, constatou-se que
apenas os estudos onde o BCG foi administrado antes da sensibilizagdo com o
alérgeno houve reducao de IgG1l e aumento de IgG2a (HERZ et al., 1998; YANG
et al., 1999). E importante ressaltar que, neste estudo, a administracdo da
micobactéria ocorreu apos o estabelecimento da resposta alérgica. Desta forma, o
aumento de IgG2a especifica sugere um provavel papel terapéutico do BCG, visto
que este isotipo esté relacionado a inducao de resposta imune do tipo Thl (SEHRA
et al., 2003), podendo exercer um efeito protetor contra o desenvolvimento da
resposta alérgica.

Ao lado da IgE e dos eosindfilos, as citocinas produzidas e liberadas pelos
linfécitos Th2 tém também papel crucial no inicio e na sustentacdo da resposta
alérgica (GALLI; TSAI; PILIPONSKY, 2008). Nesse sentido, em conformidade com
outros autores (ADAMS et al., 2004; HERZ et al., 1998), a avaliacdo de citocinas
indicou que, neste modelo murino, o tratamento dos animais alérgicos com o BCG
reduziu os niveis de IL-4 e IL-13 no tecido pulmonar, sem alterar significativamente
a producao de IL-5 e IL-25 neste 6rgdo. A analise de trabalhos anteriores indica
gue a acdo da micobactéria sobre alguns parametros envolvidos na resposta Th2 é
variavel. No protocolo experimental utilizado por Hopfenspirger e Agrawal (2002), a
acdo moduladora do BCG ocorreu através de mecanismos que envolvem a
reducdo de IL-5 no lavado broncoalveolar, independentes da alteracéo de IL-4 e
IgE. Contrariamente, ao avaliar o efeito da vacinacdo neonatal de BCG, Deng e
colaboradores (2011) verificaram que a melhora dos sintomas asmaticos néo
envolveu a supressao de citocinas de perfil Th2. Os autores concluiram que a
micobactéria exerce seu efeito protetor através da reversdo da relacéo IL-17/ IFN-y.

Diante desses resultados, na tentativa de esclarecer as vias envolvidas na
modulacdo da inflamacdo alérgica pelos antigenos micobacterianos, alguns
mecanismos tém sido propostos. Evidencias indicam que o efeito modulador da
micobactéria seja em decorréncia da inducdo de uma resposta Thl, visto que
geralmente a reducdo da inflamacgéo alérgica € acompanhada por niveis elevados
de IFN-y (DENG et al., 2011; ERB et al., 1998; HERZ et al., 1998; WANG; ROOK,
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1998). Isso se justifica pelo fato de que ja foi demonstrado que o IFN-y pode inibir o
desenvolvimento da inflamacéo alérgica através de diversos mecanismos, incluindo
a inibicdo da sintese de IgE pelos linfocitos B, a inducao da apoptose em linfocitos
Th2 e eosindfilos, e a supresséao de citocinas de perfil Th2 (TEIXEIRA et al., 2005).
Também neste estudo, a inducdo de resposta Thl pelo BCG foi evidenciada pela
producédo elevada de IFN-y, indicando que esta citocina pode ter contribuido para
reduzir o processo inflamatorio alérgico. Vale ressaltar que, de certa forma, o
aumento na producao de IFN-y era esperado, ja que a producédo elevada de IgG2a
mencionada anteriormente € uma evidéncia direta da sintese aumentada de IFN-y,
uma vez que esta citocina regula a troca de classe para IgG2a in vivo (BOSSIE;
VITETTA, 1991).

Paralelamente, além de serem potentes indutores de uma resposta Thl, as
micobactérias sdo também capazes de aumentar a producdo de IL-10 e TGF-j3,
como demonstrado nos trabalhos de Hirsch e colaboradores (1997) e De La
Barrera e colaboradores (2004). Considerando-se a a¢do anti-inflamatéria destas
citocinas, é provavel que as mesmas estejam envolvidas na reducéo da resposta
inflamatoria alérgica em camundongos tratados com o microrganismo. Neste
sentido, alguns autores demonstraram que o tratamento com cepas mortas de
Mycobacterium vaccae reduz a inflamacéo alérgica pulmonar através da inducéo
de células Treg CD4'CD45RB"", secretoras de IL-10 and TGF-B (ZUANY-
AMORIM; MANLIUS; et al., 2002), sem alterar a producdo de IFN-y (LI; SHEN,
2009). O estudo de Zuany-Amorim; Manlius e colaboradores (2002) mostrou que a
transferéncia desses linfocitos a camundongos alérgicos confere protecdo contra o
desenvolvimento da inflamacédo pulmonar apdés o desafio com o alérgeno. Em
conformidade com esses dados, as analises do presente estudo, indicam que, além
do direcionamento para uma resposta Thl, a administracdo de BCG levou a uma
maior producéo de IL-10 e TGF-B pelas células pulmonares, sugerindo a inducéo
de uma resposta imune reguladora pela micobactéria.

Assim, na expectativa de se obter informacdes acerca da participacdo dos
linfécitos Treg neste modelo, avaliou-se a expressdo de CTLA-4 e Foxp3 pelos
linfécitos T CD4". O envolvimento de CTLA-4 na regulacéo das respostas alérgicas
tem sido pesquisado em alguns estudos. Neste contexto, ja foi constatado que a

administracdo de CTLA-4-Ig (proteina de fusdo que apresenta as mesmas
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caracteristicas de CTLA-4) diminui a inflamacao alérgica induzida por OVA e reduz
IgE, IL-4 e IL-5 (KEANE-MYERS et al., 1997; KRINZMAN et al., 1996), podendo
também induzir a producdo de IFN-y (MARK et al., 1998). Em conformidade com
esses dados, as analises do presente estudo indicaram um aumento na expressao
de Foxp3 e CTLA-4 pelos linfocitos TCD4" dos animais alérgicos tratados,
ratificando a participacdo dos linfocitos Treg na inibicdo da inflamacéo alérgica.

Embora a pesquisa conduzida por Li; Shen (2009) tenha também
demonstrado a inducdo de resposta reguladora por micobactérias, os protocolos
utilizados por estes autores visavam avaliar o efeito preventivo da vacinacéo
neonatal de BCG sobre o desenvolvimento da inflamacéo eosinofilica alérgica em
camundongos de linhagem C57BL/6. No presente estudo, foram utilizados
camundongos de linhagem BALB/c, que s&o geneticamente predispostos a
desenvolver uma resposta imune de perfil Th2. Além disso, o BCG foi administrado
apo0s o estabelecimento de uma resposta alérgica. Considerando-se essas
informagdes, o0s resultados aqui apresentados sdo promissores, visto que a
modulacdo da resposta alérgica previamente estabelecida é mais dificil, quando
comparada a modulacdo da resposta imune inicial, como revisto no trabalho de
Holgate e Polosa em 2008.

Um resultado interessante encontrado neste estudo relaciona-se ao fato de
que o tratamento com o BCG néo alterou a producdo de IL-10 pelos linfécitos
TCD4". Entretanto, foi detectado um aumento na producdo desta citocina pelas
células do tecido pulmonar, podendo-se sugerir que outras células produtoras de
IL-10 estejam envolvidas na regulacdo induzida pelo BCG. Sabe-se que o
desenvolvimento da resposta imunoldgica € influenciado fundamentalmente pela
interacdo entre células da imunidade inata e adaptativa. Neste sentido, as células
dendriticas exercem um papel crucial no direcionamento e na manutencdo da
resposta imune a diversos antigenos (HAMMAD; LAMBRECHT, 2008). Analises
realizadas no baco de camundongos indicaram que essas células podem ser
funcionalmente diferentes, dependendo do fendtipo apresentado, podendo ser
divididas em dois principais subtipos (PULENDRAN; TANG; MANICASSAMY,
2010). No baco, o subtipo CD11¢c"CD8a" se concentra em areas ricas em linfdcitos
T e sua ativacao resulta na producéo de IL-12p70. Ja na zona marginal do 6rgéao,
estdo localizadas células dendriticas com fenétipo CD11c’CD8a” que, quando

ativadas, produzem preferencialmente IL-10. Confirmando esses dados,
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recentemente, ao avaliar o efeito do BCG sobre esses subtipos celulares, Gao e
colaboradores (2012) demonstraram que células dendriticas esplénicas CD8a" and
CD8a’ provenientes de animais infectados com BCG produzem IL-12 e IL-10,
respectivamente. Além disso, através de ensaios in vitro e in vivo, 0s autores
constataram que essas células inibem a resposta alérgica por mecanismos
distintos, dependentes do fendtipo apresentado, podendo haver um desvio de
resposta Th2 para Thl ou a inducéo de vias reguladoras (GAO et al., 2012). Diante
desses dados, pode-se supor que a IL-10 detectada neste estudo seja proveniente
de células dendriticas. No entanto, a confirmacdo dessa suposicdo requer futuras
investigagfes. Considerando-se o papel relevante das células dendriticas tanto no
processo de sensibilizacdo ao alérgeno, quanto durante a fase efetora da resposta
Th2 (WIKSTROM; STUMBLES, 2007), estudos direcionados a avaliar as interacées
entre BCG e estas células podem contribuir significativamente no esclarecimento
dos mecanismos reguladores desencadeados pela micobactéria.

Juntamente com os linfocitos TCD4", o controle imunolégico da infeccéo
micobacteriana envolve a participacido dos linfocitos TCD8". Essas células atuam
controlando o crescimento micobacteriano, sobretudo através da producéo de IFN-y
(SINGHAL et al., 2011). Por outro lado, esse subtipo de linfécitos pode também
participar no controle de respostas inflamatorias ndo infecciosas, atuando
diretamente via inducdo de morte de células imunes efetoras, ou indiretamente,
através da secrecdo de IL-10 e TGF-f (NIEDERKORN, 2008; SMITH; KUMAR,
2008; YAMADA et al., 2009). Diante da possibilidade dos linfocitos TCD8" serem
uma importante fonte da IL-10 detectada no presente estudo, a expressao desta
citocina por estas células foi avaliada. As andlises realizadas constataram um
aumento na secrecdo de IL-10 pelos linfécitos TCD8" dos animais tratados com o
BCG, sugerindo a participacdo dessas células na modulacdo da resposta
inflamatdria alérgica pela micobactéria. Em conformidade com esse resultado, o
envolvimento de linfocitos TCD8" na supresséo de alguns parametros alérgicos foi
relatado em estudos anteriores (RENZ et al.,, 1994; THOMAS et al., 2001). Em
2001, Thomas e colaboradores verificaram que a transferéncia de linfocitos TCD8”
ativados provenientes de camundongos sensibilizados reduz a producgéo de IgE
especifica. O papel regulador dessas células foi também avaliado em um modelo
experimental de diarreia induzida por OVA, quando Yamada e colaboradores

(2009) constataram que a imunizacdo sistémica com o alérgeno induz uma
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populacdo de linfécitos TCD8" capaz de inibir o desenvolvimento de diarréia
alérgica, por um mecanismo que envolve a expressao de IL-10. Ainda com relacéo
a esta citocina, recentemente foi demonstrado que linfécitos T CD8" produtores de
IL-10 reduzem a encefalite aguda induzida por virus (TRANDEM et al., 2011).

Por outro lado, apesar dessas evidéncias, alguns resultados contradizem o
envolvimento dos linfocitos T CD8" na regulacdo do processo inflamatério alérgico
(HAMELMANN et al., 1996; STOCK et al., 2004). No estudo de Hamelmann e
colaboradores (1996), a deplecédo dessas células durante a fase de sensibilizacéo
ao alérgeno reduziu o infiltrado pulmonar eosinofilico e a hiperresponsividade
brébnquica. Além disso, Stock e colaboradores (2004) verificaram que apols a
sensibilizacdo sistémica, a inflamacdo alérgica pode ser agravada devido a
producéo de citocinas Th2 pelos linfocitos TCD8", independente de haver ou ndo
producdo de IL-10 por essas células. Esses dados ratificam a necessidade do
desenvolvimento de estudos direcionados a elucidar o papel dos linfécitos TCD8"
na imunopatogenese da inflamacdo pulmonar alérgica, sobretudo com relacédo a
inducao dessas células pelo BCG.

Resumidamente, os resultados obtidos neste estudo demonstram que o
tratamento com BCG melhora o infiltrado inflamatério pulmonar em animais
previamente sensibilizados/desafiados com OVA. Esse efeito foi acompanhado
pela reducdo dos principais parametros relacionados a resposta imunolégica Th2,
tais como IL-4, IL-13, CCL11, EPO e os niveis séricos de IgE e IgG1 especificos
anti-OVA. As analises indicam que a micobactéria exerca esse efeito modulador
através de mecanimos que envolvam um desvio da resposta imunolégica alérgica
Th2 para uma resposta Thl protetora. Este efeito pode também estar relacionado a
inducdo de uma resposta reguladora, evidenciada pelo aumento no numero de
linfocitos T CD4'Foxp3®. Provavelmente, essas células exercem sua funcgéo
através da producdo das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-$, juntamente
com a inducdo da expressdo de CTLA-4. Os resultados sugerem ainda a
participacédo de linfocitos T CD8" produtores de IL-10 na regulacdo do processo
inflamatorio alérgico. Diante do exposto, acredita-se que as informacdes obtidas a
partir deste estudo possam contribuir para esclarecer os mecanismos de acdo do
M. bovis BCG na regulacdo da resposta imunolégica desencadeada durante o
processo alérgico e, assim, favorecer o desenvolvimento de novas estratégias

farmacoldgicas para o tratamento das doencas alérgicas.
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Conclusbes

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

A administracdo intranasal de BCG melhora a inflamag¢do pulmonar em

animais previamente sensibilizados e desafiados com OVA;

O efeito modulatério do BCG envolve a reducédo de CCL11, EPO, IL-4 e IL-

13 induzidos no modelo de alergia pulmonar a OVA;

A reducéo da inflamacéo pulmonar alérgica € acompanhada pela modulacao
da resposta alérgica sistémica, com reducédo de IgE e IgG1 especificas anti-
OVA;

O BCG induz uma resposta imunolégica de perfil Thl,;

O efeito inibidor da micobactéria sobre o desenvolvimento da alergia
pulmonar € acompanhado pela inducdo de uma resposta imunoldgica
reguladora que envolve a producdo das citocinas anti-inflamatérias IL-10 e

TGF-B, bem como um aumento na expressao de CTLA-4;

O tratamento com BCG aumenta a producdo de IL-10 pelos linfocitos T
CDS8".
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Abstract

Objective This study aimed to determine whether Myeohac-
terium bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG) treatment can
reverse an established allergic airway inflammation in a
BALB/c mouse model of ovalbumin (OVA p-induced airway
inflammation.

Methods OVA sensitized BALB/c mice were challenged
with aerosolized OVA on days 28 1o 30, 34, 41 and 63,
Mice were intranasal treated with BCG on days 35 and 42,
Twenty-four hours after the fast challenge, blood samples
were collected to detect anti-OVA immunoglobulin iso-
types, and bronchoalveolar lavage (BAL) was harvested
for cell count. Additionally, lungs were coliected for histo-
logical analysis, detection of the eosinophil peroxidase
(EPQ) activity and measurement of cytokines and CCL11,
The expression of CTLA-4, Foxp3 and IL-10 was also
determined in lung tissue by flow cytometry.

Results BCG treatment was able o inhibit an established
allergic Th2-response, by decreasing the allergen-induced
cosinophilic inflammation, EPO activity, levels of CCL11
and L4, serum levels of IgE and IgGl. Mycobacteria
treatment increased lung levels of IFN-y, IL-10 and TGF-
(3. and expressions of Foxp3 and CTLA-4 in CD4™T cells.
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Additionally, an increased production of IL-10 by CDS' T
cells was observed, even though no detectable changes m
CD47IL-10" was noticed,

Conclusion BCG treatment inhibits features of allergic air-
way inflammation and the results suggest that the mecha-
nism underlying the down-regulatory effects of BCG on
OVA-induced airway inflammation appear to be associated
with the induction of both Thl and T regulatory immune
TESPONSEs.

Keywords Asthma - allergic airway inflammation -
Mycobacterium hovis BCG -+ 1gE - Th1/Th2 eytokines -
regulatory Teells

Introduction

Atopic asthma is a chronic respiratory disease characterized
by airway hyperresponsiveness, reversible airway obstruc-
tion, lung inflammation, and high levels of allergen-specific
IgE [1]. T helper 2 cells are thought to play a pivotal role in
development of allergic response by the cytokines that they
secrete, such as IL-4, 1L-5. IL-9 and IL-13, and chemokines,
including CCL11, which play an important role in inflam-
matory cell recruitment [2]. These mediators contribute to
the clinical features of allergic pathogeneses by triggering
IgE production, eosinophil inflammation. mucus hyperse-
cretion and bronchial hyperreactivity [3],

The increasing prevalence of allergic discases and asthm,
particularly in industrialized countries, has led to the hygiene
hypothesis. which states that the newborn infant’s immune
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system is skewed toward Th2 responses and needs umely and
appropriate environmental stimulus to create a balanced im-
mune response {4, 5], Supporting this hypothesis, epidemio-
logical and experimental evidence has shown an mverse
correlation between Thi-induced microbial infections and
allergic discases [6]. Similarly, some animal swdies have
demonstrated that exposure to Mycohacterium tuberculoyis
or to environmental mycobactena is able to protect against
the development of allergic responses {7, 8], introducing the
concept that the administration of mycobacteria and their
products may therefore be used as vaccines aimed atinhibiting
Th2 responses. However the exact mechanism underlying this
nhibition still remains poorty understood. Induction of Thi
cytokines, such as interferon-y, has been suggested 1o cause o
shift from Th2 to Thi immune responses [9, 10]. thus subse-
quently preventing inflammatory allergic immune response.
Nevertheless some results indicated that the immunological
mechanism behind this inhibition it is much more complex
than 15 predicted by this and additional non-Thi1-Th2 immu-
nological regulatory mechanism may play a much more prom-
inent role [11]. In this context, some clinical and experimental
studies have also highlighted the imporntant role of regulatory
T cells (Treg) in the control of allergic diseases, providing
evidence that it works in a manner that is, in part, dependent
on IL-10 or TGF-f3 or both [ 12-14]. Additionally, it has been
well established that the transcription factor Foxp3, as well as
the Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4), has a key
role i the function of Treg cells [ 15, 16] and would be crucial
to modulate an allergen-induced inflammation [17], Further-
more, it has been demonstrated that treatment of newbom
mice with Mhcobacterium bovis—BCG or Mycobacterium
vaceae hefore ovalbumin-sensitization was effective in reduc-
ing allergen induced-airway cosinophilia by giving rise 1o
Treg cells [18]. On the other hand, some studies failed to
show an effective suppression of allergic features after an
allergen challenge [19], suggesung that the therapeutic
efficacy of BCG treatment in mouse models of allergy
remains controversial, The present study aimed to evaluate
the ability of BCG to suppress an established allergic response
ina BALB/c mouse model of OVA-induced airway inflam-
mation to achieve new insights imto the mechanisms of how
mycabactenia exent their anti-inflammatory effect,

Methods
Animals

Female BALB/¢ mice 6 10 8 weeks old were obtamed from the
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) ammal care
facility and were housed in microisolator cages recciving
chow and water ad ibitum. Animals were grouped according
to treatment as follows (n=5): (a) PBS (sensitizations and
airway challenges with phosphate-buffered saline: (b) BCG
(sensitizations and airway challenges with PBS plus BCG
treatment); (¢) OVA (sensitizations and airway challenges
with OVA), (d) OVA/BCG (sensitizations and airway
challenges with OVA plus BCG treatment), All animal
experimentation was in accordance with the principles of
Brazilian Code for the Use of Laboratory Animals and was
approved by UFJF Ethics Committee on the use of laboratory
animals (CEEA-UFJF No, 027/2008),

Ovalbumin-Induced Airway Inflammation and BCG Treatment

Mice were sensitized mtraperitoneally (i.p.) on days 0 and
14 with 3 ug of OVA (Grade V, Sigma-Aldrich Corp., USA)
n | mg of alum (Sigma-Aldnch Corp., USA), Animals were
challenged for 20 min with aerosolized OVA 1 % or PBS
(Inalatec Plus, Nevoni, Brazil) on days 28 10 30, 34, 41 and
63, Mice were twice intranasal treated on days 35 and 42
with 50 L of 2«10 CFUW/mL of Mycobacterium bovis
bacillus Calmente-Guérin (Moreau substrain, Ataupho de
Paiva Foundation, Rio de Janeiro. Brazil) or PBS (Fig. 1).

Collection of Blood, Bronchoalveolar Lavage and Lung
Samples

Twenty-four hours after the last OVA challenge mice were
anesthetized vp. with a solution of ketamine (90 me/kg, Syn-
tec, Brmzil) mnd xylazine (10 mg/kg, Calmivn, Agener Unido,
Brual) and exsanguinated via the brachial plexus, The blood
samples were centrifuged at 7,500 x ¢ for 2 min (Centrifuge
5410, Eppendorf. Germany ). and the serum was separated and
stored at =20 °C, Subsequently, bronchoalveolur lavage (BAL)
was performed by intratracheal instillation of | mL of PBS

ip. sensitization with OVA 1% OV A aerossol challenge
v v v v v v
Days ¢ 2] 28,29 and 30 M 3% 41 2 63
. .
BCG BCG
(2x 10° CFUmlL) 2x 10°CFUmL)

Fig. 1 Mouse model of OVA-induced airway inflammation and M-
cobacteriam hovis BOG tremtment. Mice were sensitized with OVA on
days O and 14 Sensitized mice were challenged with acrosolized OVA

on days 28 10 30, 34, 41 und 63 and the mtranasal BCG treatment was
achieved on days 35 and 42
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three times and cell pellets were resuspended in 1 mL of PBS
containing 2 % fetal bovine serum. Then the chest cavity was
opened to remove the lung lobes.

Total and Specific Cell Counts in BAL

Total leukocytes count was determined and percentages ol a
differential count of 300 leukocytes in BAL were deter-
mined using standard morphological critena. examining
cytospin slides (Fanem 248, Brazil) by Panoptic staining
(Laborclin Ltda, Pinhais, Brazil).

Eosinophil Peroxidase Activity

For determination of eosinophil peroxidase (EPQ) activity
100 mg of lung tissue was homogenized in 1.9 mL PBS, and
centrifuged at 12,000 x g (Jouan, Thermo Electron Corpo-
ration, LISA) for 10 min at 4 °C, The pellet was suspended
in 1.9 mL of 0.5 % HTAB in PBS, The samples were frozen
three times in liquid nitrogen and centrifuged at 10,000 x g
for 10 min at 4 °C (Thermo Electron CR312, USA). The
supernatant was used in the enzymatic assay. Briefly,
1.5 mL of o-phenyldiamine (OPD) solution was added to
8.5 mL of tris buffer, followed by the addition of 7.5 pL of
H>0;. Using s 96-well plate 100 pl. of substrate solution
was added to 50 pl of each sample. After 30 min, the
reaction was stopped with 50 pL of HaSO, 1 M and the
absorbance measured at 492 nm in a microplate reader
(SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, USA),

Measurement of Cytokines and Chemokine Levels in Lungs

In order to evaluate the levels of cytokines and chemokine
in lung tissues, 100 mg of tissue was homogenized in | mL
of PBS containing protease inhibitors (0.1 mM phenyime-
thylsulphonyl fluoride, 0.1 mM benzethonium chloride,
10 mM EDTA and 2 pL of aprotinin A) and 0.05 % Tween
20. Samples were then centrifuged for 15 min at 300 x g
(Thermo Electron CR312, USA) and the levels of cytokines
(IL-4, IL-3. 1L-13, IFN~y, TGF-§ and IL-10) and the che-
mokine CCL11 in supematants were measured using com-
mercially available ELISA kits (OptElIA, BD Bioscience for
cytokines and R&D Diagnostics for chemokines), in accor-
dance with the manufacturer’s instructions.

Measurement of Anti-OVA-Specific IgE, 1gG1 and 1gG2a
Antibodies

Quantification of anti-OVA-specific 1gE, IgGl and 1gG2a
antibodies was determined by ELISA. Briefly, 96-wells
plates were sensitized with ovalbumin (10 pg/mlL) and
incubated for 18 h at 4 °C. The plates were washed with
(.05 % Tween 20-PBS (PBST) and blocked with 10 % fetal

bovine serum-PBST for 2 h at room temperature. The plates
were washed with PBST and 50 uL of each serum (1:20 for
IgE, and 1:100 dilutions for 1gG1 and 1gG2a) was added per
well, and incubated for 18 h at 4 “C, The plates were then
washed and biotin-conjugated rat anti-mouse 1gE, 1gGl or
IgG2a (1:1,000; Pharmingen, BD Bioscience) was added.
After 1 h of incubation at room temperature a substrate
solution containing (.1 M citric acid. 0.2 M sodium phos-
phate, distilled water, OPD. and 0.03 % hydrogen peroxide
was added. The reaction was stopped with H,SO; 1 M and
the optical density measured at 492 nm n a microplate
reader (Spectramax 190; Molecular Devices).

Cell Staining and Flow Cytometry

The lungs were removed and mashed through a 70 pm cell
strainer. The red blood cells were lysed with ACK buffer
and the cell suspension was washed twice in RPMI 1640
and adjusted 10 1% 10° cells per well. Cells were then stained
with florescence-conjugated antibodies for cell surface
markers, including PerCP-anti-CD4, PerCP-anti-CDS and
PE-anti-CD152 (all BD Bioscience— Pharmingen). For
Foxp3 and IL-10 expression measurement, the cells were
collected and stained for cell surface markers (CD4, CDS)
without stimulation as described by the manufacturer's
instructions. After surfuce marker staining, cells were per-
meabilized and stained with PE-anti-IL-10 and Alexa Fluor
488-anti-Foxp3 (BD Bioscience—Pharmingen). Data acqui-
sition was performed using FACSCalibur (Becton Dickin-
son, San Jose, CA). Data analysis was performed using FCS
Express software (De Novo),

Lung Pathology

The right upper lung lobe of each animal was fixed in 10 %
buffercd formalin and the samples were submitted to routine
histologic processing. Tissue sections were stained with
hematoxylin and eosin (HE), and periodic acid-Schift
(PAS) and examined in blinded fashion on an optical mi-
croscope (Zeiss. Hallbergmoos, Germany) at 50 x, 100 x
and 400 x magnification. The peribronchiolar area was
scored on a scale from 0 to 5: 0, no inflammation; 1, a few
inflammatory cells; 2, a layer of inflammatory cells around
the structure evaluated; 3, ring of inflammatory cells con-
wining 2 10 4 layers: 4, focal inflammatory cells clustered
around the structure: 3, intense inflammatory infiltrate [20].
PAS-positive goblet cells were quantified per 100 um?® of
the PAS stained lungs.

Statistical Analysis

All statistical analysis were performed using Graph Pad
prism 3.0 software (GraphPad Software, San Diego. CA).
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Numenical data were analyzed by the normality test of
Kolmogorov-Smirnov. Subsequently, the unpaired ¢ test
was used for parametrie data and the Mann Whitney test
for nonparametric data. The significance level accepted for
the tests was P <0.05. Data are expressed as mean and
standard error (mean+SE).

Results

BCG Treatment Modulates OVA-Induced Airway
Inflammation in a BALB/c Mouse Allergy Model

In order to address whether intranasal BCG treatinent was able
1o reduce the airway inflammation, the number of total cells,
eosinophils, neutrophils, lymphocytes and macrophages was

Fig. 3 Samples of lung parenchyma of BALB/c mice teated with p
phosphate-buffered saline (PBS). M. bovis BCG (BCG), ovalbumin
(OVA) or ovalbumin plus BCG (OVA/BCG). Lung tissue analysis
revealed that BCG treatment reduced OVA-induced mirway imflamma-
non (haematoxyhn-cosin— HE) a and reduced mucus hypessecretion
(Penodic Acid Schiff—PAS) b, Penbronchiolar mflammation and PAS
scores are shown in ¢ and d. Five mice per group were analyzed and
one image is representutive per group. Magnification of images (x40)
and scale bar of 20 wm. Bars represent the mean+SE

counted in BAL. EPO activity and CCLI11 levels were ana-
lyzed in the lungs as an indirect measurement of eosiophil
infiltration in this organ. The BCG treatment significantly
reduced the infiltration of total cells in BAL (Fig. 2a) as well
as the eosinophilic inflammation (Fig. 2b), compared with the
OVA group. However, the count of neutrophils did not change
between the OVA and the OVA/BCG group (2¢). The numbers

|
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) c%.“‘ =y

—

|
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e

Total cedls In BAL (x10 */mL)
B & 5§ %
Eosinophils In BAL (x10/mL)
i ¢ 3§ §
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¥ ¢ 3 35 §
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d e
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- — e
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Fig. 2 OVA-induced airway inflammanon s alleviated by BOG tear-
ment, @ Total cells, b cosinophils, ¢ neutrophils, d lymphoeyies and ¢
macrophages in bronchoalveolor lavage were counted according to
stned morphological chaructenstics, £ Eosmophil peroxidase (EPO)
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and g CCL1L measurement i lungs were performed as described in
‘Materials and methods”, Bars represent the mean+SE. OD indicates
optical density



J Clin Immunol

PBS

BCG

OVA

OVA/BCG

5
L
¥

Peribronchiolar
Inflammation Score
4 y I
Mucus Cells / 100 um?

PBS BCcG ova ovABCO Pas BCcG ova ovABCo

@ Springer



J Clin Inmunol

AL

OVA-specific igE
{OD 432)

L
OVA-specific 1gG1
(0D 492)

£

(0D 492)

'...
OVA-specific 1gG2a

s LS o ovamcs ]

L

al

ovasce rss

Fig. 4 Effect of BCG treatment on (OVA)-specific IgE a, 1gG1 band 1gG2a ¢ levels. Serum samples were collected twenty-four hours after the last
OVA challenge, Values represent means of five mice per group, Sars represent the mean£SE, OD indicates optical density

ol total cells and other cell types, except the number of macro-
phages, were comparable among the PBS and BCG groups
(Fig. 2a. b, c. d and ¢). As regards EPO and CCL11, the BCG-
treated allergic mice showed a decrease in EPO activity and
CCLI1 levels compared with the OVA group (Fig. 2f and g).

Cellular Infiltration of Penibronchial Area and Mucus
Production Are Inhibited with BCG Treatment

Lung sections were inspected for an overall semiquantitative
score of inflammation and mucus production, Ovalbumin sen-
sitization and subsequent airway challenge resulted in intense
peribronchial and perivascular inflammatory infiltrates and a
mean score of 4 was assigned to the OVA group. When
compared with the OVA group, the BCG-treated allergic mice
showed reduced inflammatory cell infiltrate (Fig, 32 and ¢) and
mucus production (Fig. 3b). which was confirmed by

morphometry analysis with mucus cell counts (Fig. 3d). BCG
treatment had no cffect on the lung tissue of non-allergic mice,
and a mean score fess than | was assigned to this grooup.

Improvement of Airway Inflammation by BCG Treatment
Correlates with Immunoglobulin Isotype Shift
from OVA-Specific IgE and 1gG1

The serum levels of OVA-spectfic IgE, 1gG1 and 1gG2a were
measured by ELISA. Significantly higher anti-OVA Igk and
IgG1 levels were observed in the OVA group compared with
the PBS group or the BCG group, indicating allergic immu-
nization of these animals. M. bovis BCG treatment of allergic
mice significantly downregulated anti-OVA IgE and [gGl
serum leveis (Fig. 4n and b). Additionally, the OVA-specific
lgG2a levels in the BCG-treated allergic group were higher
than those observed in the OVA group (Fig. 4¢).

a = —S0 - B b - uj'm HAL c - na - - e
T - =
* s = Bl ° - -
i3 3 1 e
od | 1o
d - e — f —— v
RN ) ] ' B i‘
R
I I T
'E "g 35
¥ 5 .'.

Fig. § Effect of BOG on the modulation of Th2, Thl and Treg eytokine responses in the lungs of mice. a L4, b IL-5. ¢ IL-13, d IFN-y, ¢ TGF-p
and £ IL-10 were detected by ELISA. The datn represent the mean of results from five mice per group and hars represent the mean=SE
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BCG Treatment Drives an Established Th2 Inflammatory
Response Towards a Thl and T Regulatory Cytokine
Production

To determine the manner in which BCG treatment could
influence cytokine secretion in the inflammatory site,
ELISA was conducted for 1L-4, IL-5, IL-13, IFN-y, TGF-
B and IL-10. The BCG treatment of allergic mice resulted in

a significant reduction of 1L-4 and [L-13 levels (Fig. 5a and c),
Also, compared with the OVA group, the BCG-treated allergic
group exhibited a significant increase in the levels of IFN-y,
TGF-B and IL-10 (Fig. 5d, ¢ and f). Consistent with these
findings, the BCG group showed increased IFN-y and TGF-§
levels, although the other cytokine levels did not alter. In
additon, BCG-treated allergic mice had a slightly reduced
IL-5 level compared with the OVA group (Fig. 5b).
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Fig. 6 The beneficial effect of BCG wreatmment on OVA-induced air-
way inflammation involves an increased expression of Foxp3, CTLA-4
and IL-10 by lymphocytes. The levels of markers were analyzed by
flow evtometry and dot plots depict cells of the lymphocyte region in
the forward/side scatter plor. Percentage and frequency of CD4” cells

expressing Foxp3 a, CDES2 b, and 1L-10 e. d Representative flow
evtometry plots of the pereentage and frequency of CDS - cells express-
ing IL-10. Data are representative of at keast two independent experi-
ments and hars represent the mean £ SE
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BCG Treatment Induces Increases in Foxp3 and CTLA-4
Expression by CD4” T Cells

In order to determine the role of regulatory T eells ina BCG-
induced inhibitory effect, the expression of Foxp3 and
CTLA-4 by CD4 T cells was evaluated in the lungs of
allergic mice. The BCG-treated mice had a significantly
larger number of cells expressing CD4 Foxp3', compared
with the OVA group (Fig. 6a). Additionally, an increase in
the number of CD4CD152" T cells was also observed in
BCG-trented allergic mice (Fig. 6b), Consistent with these
results, the BCG group showed an increased expression of
Foxp3 and CTLA-4 (CD152) by CD4" T cells, when com-
pared with the PBS group (Fig. 6a and b).

BCG Treatment Induces 1L-10-Producing CD8™ T Celis
in the Lungs

To further investigate whether the reduced allergen-induced
airway inflammation observed in the BCG-treated allergic
mice was associated with 1L-10-producing regulatory T
cells, the intracellular production of this eviokine by lung
cells was analyzed. Intriguingly, although the BCG admin-
istration to allergic mice did not alter the number of
CD4'IL-10" T cells, a significantly greater number of
CDS'IL-10" T cells were observed (Fig, 6¢ and d). Interest-
ingly, BCG treatment of non-allergic mice was able to
induce significantly IL-10 expression in both CD4+ and
CDB" T cells.

Discussion

The recent increase in the prevalence of allergic disorders,
particularty in industrialized countrics, provides support for
the additional role of environmental factors in the pathogenesis
of immune hypersensitivity [21]. Indeed, epidemiological evi-
dence suggests that there is an inverse correlation between the
immune response to viral and bacterial infections and the
development and prevalence of allergic diseases [6]. In this
context, many experimental studies showed that Mycobacteri-
um hovis—Bacille Calmette-Guénn (BCGy—and other myco-
bactenia are effective in preventing allergic and asthmatic
responses, probably through Thl or regulatory T-cell immune
responses [18, 22-24]. However, the therapeutic efficacy of
BCG treatment on atlergic airway inflammation after allergen
challenge remains poorly understood and controversial. In the
current study, the effect of giving BCG to mice with previous
exposure to allergen was evaluated. The results showed that the
mycobactena treatment was able to inhibit the OVA-induced
airway inflammation by reducing the mainly pathogenic aller-
gic features, such as ainvay eosinophilic inflammation, 1gE/
IgG1 production by B cells. type 2 evtokine productions and

) Springer

mucus hypersecretion. The reduction of airway pathogenesis to
allergen was associated with a switch from Th2-type immune
response towards to both Thl and regulatory T immune
responses, Interestingly, the intranasal BCG administration
recrutted CD4™ T cells expressing Foxp3 and CTLA-4 to the
lungs accompanied by an increase in 1L-10-producing CDS™ T
cells. The protective properties of BCG vaccination were
thought to lie mainly m its ability to induce effector CD4 and
CD8 T cell responses which secrete cytokines including 1IFN-y
[25, 26]. In the same way, BCG-driven IFN-y production has
been proposed to shift allergen-specific responses from the Th2
to the Thl phenotype, subsequently inhibiting the airway in-
flammatory immune response [27], In keeping with preview
studies [28-32]. the present results demonstrated that the im-
provement of airway inflammation was correlated with an
increased IFN<y production and this was associated with sup-
pression of IL-4, as well with a relevant [gk and 1gG1 shift
towards to lgG2a protective isotype production. Altogether,
these results suggest that, in this allergy model, IFN-y had an
important role as a master regulator of Th2 immune response
since it has been well established that this eytokine exerts direct
inhibitory effects on Th2 [33] as well as mducing IeG2a nstead
of IgE production by B celis [34]. On the other hand some
studies have demonstrated that treatment with mycobacteria
conferred protection agamst allergen lung mflammation by a
mechanism independent of IFN=y [22, 35]. Probably. this
observed apparent discrepancy is due to differences i study
design, particularly with regard to the temporal relationship
between mycobacteria treatments and allergen exposure,

Besides its Thl inducer effect, it has been extensively
shown that mycobacteria treatment is still able to increase
1L-10 and TGF- production[35-37] and 1t would be another
mechanism by which BCG suppresses the inflammatory pro-
cesses in mouse model of allergy, In this context, it has been
demonstrated that heat-killed M. vaccae treatment improves
the pulmonary inflammation without inducing Th1 response
[ 18, 24]. Instead, the protective effect was associated with an
induction of CD4'CD45RB"™ Treg cells that secrete 1L-10
and TGF-f and upon transter could protect recipient allergic
mice from airway inflammation [11].

In line with these findings, the increased levels of IL-10
and TGF-f3 found in the present study supported the idea that
Treg cells have been involved in the BCG-induced inhibitory
cffect. Therefore, aimed at confirming whether the BCG-
modulator effect was associated with inducing of Treg cells,
the expression of Foxp3 and CTLA-S by CD4" T cells was
investigated. Flow cytometry analysis demonstrated that both
Foxp3 and CTLA-4 expression were up-regulated in allergic
BCG-treated mice, suggesting that cell-cell contact inhibition
may be involved in the regulatory mechanism, in addition to
the action of 1L-10 and TGF-f. These results are similar to
those of an earlier study, although the authors of that study
evaluated the preventive effect of 2 neonatal BCG vaccination
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in inhibiting an allergic eosinophilic inflammation induced in
C57BL/6 mice [18], while the present study assessed the
ability of BCG to ameliorate an established allergic response
in high Th2 responder BALB/c mice, In this respect, the
findings are encouraging becsuse modulation of established
allergic T-cell responses is a challenge and more difficult than
maodulating primary responses [3¥],

Addicionally, an important finding of the current study is
that 1L-10 production by CD4" T cells did not change in
allergic mice after the BCG treatment, suggesting that other
immune cell subsets may be involved in this BCG-induced
regulation.

Given the key role of dendritic cells (DCs) i driving and
maintaining immune responses to inhaled allergen, it may
be possible that mycobacteria interfere with DC-driven Th2-
cell sensitization. Indeed, 1t has recently been demonstrated
that CD8a” and CD8&a™ DCs subsets from BCG-infected
mice produced IL-12 and IL-10 respectively, and the BCG-
modulating effect was mediated by both immune deviation
and regulation [39]. These data suggest that DCs should be
an important coordinator of different BCG-induced allergy
inhibition, raising the possibility that DCs might also be a
prominent source of the IL-10 detected in this present work.
Therefore. further study aimed at evaluating the effect of
intra-nasal BCG treatment on DCs activation would be very
helpful for understanding the mechanisms by which myco-
bacteria inhibits allergic inflammation. Finally, since recent
reports have shown that CD8™ T lymphocytes may play an
important regulatory activity [40], the involvement of these
cells was investigated. Surprisingly, the analysis revealed
that CD8" T cells from allergic mice had their [1.-10 produc-
tion increased afier BCG administration, suggesting that these
cells could be important in dampening down the allergen-
induced lung inflammation. In the fast few years. some studies
have been carried out to shed light on the role of CDR' T cells
in the induction and regulation of inflammatory responses.
Recently, it was demonstrated that CD8™ T cell-derived IL-10
diminished disease severity in mice with coronavirus-induced
acute encephalitis [40]. In parallel, other studics have shown
that the transfer of activated CDS™ T cells from sensitized mice
reduces the production of allergen-specific 1gE and the devel-
opment of airway hyperactivity [41, 42]. These regulatory
CDS’ T cells could exert their inhibitory effects directly by
killing immune cells or indirectly by secreting 1L-10 and TGF-
3 [43. 44]). According to these findings. preview research
provided evidence that systemic immunization with allergen
induces regulatory CD8™ T cells which were able to inhibit the
development of allergic diarrhea by a mechanism that involves
IL-10 expression [45].

In spite of these existing correlations, the contnbution of
CD8" Teells in the development of allergic airway inflamma-
tion remains inconclusive. It was demonstrated that depletion
of CDS" Teells in an early stage of sensitization prevented the

development of eosinophilic airway infiltration and allergen-
induced airway hyperreactivity [46], but once systemic sensi-
tization is established, CD8™ T cells may play a bystander or
pro-inflammatory role in the development of allergic airway
disease, since they exhibited a high capacity to produce Th2
cytokines, even though high amounts of IL-10 have been
detectable [47]. Therefore, further study in this respect will
be helpful for comprehensive elucidation of the role of CDS”
T cell subsets in allergic airway pathogeneses, particularly the
relationship between the BCG modulator effect and the in-
duction of regulatory CD8' T cells.

Conclusions

In conclusion, this study demonstrates that intra-nasal BCG
treatment is capable of enhancing an established allergen-
driven inflammatory response by markedly hindering the
development of the Th2-dependent downstream effector
phase of allergy. The results showed evidence of the coexis-
tence of immune deviation and regulatory mechanisms for the
modulating effect on Th2-airway inflammation by BCG. The
increased production of IFN<y, IL-10 and TGF-j} associated
with a higher Foxp3 and CTLA-4 expression seemed to be
decisive in this inhibitory eftect. Moreover, mycobacteria
treatment induces IL-10 production by CD8™ T cells, suggest-
ing participation of other important regulating mechanisms in
addition to CD4™ T regulatory cells. Although a therapeutic
role for BCG is compatible with the current version of the
hygiene hypothesis; analysis of this hypothesis is in progress
and the exact mechanism of how BCG exerts its effects
remains open. Therefore, further studies should be carried
oult to elucidate whether it will be possible (o use mycobactena
selecuvely to induce allergen-specific T regulatory cells. Fur-
thermore, new insights into the mechanisms of action of BCG
treatment should help to understand the abnormalities of the
immune response resulting in allergic diseases,
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