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RESUMO

A asma alérgica é uma doenca inflamatoria crénica das vias aéreas, caracterizada por
sintomas como tosse, broncoespasmo, e hiperreatividade das vias aéreas associada
a inflamacao eosinofilica. A doenca atinge cerca de 300 milhdes de pessoas no
mundo, exercendo um forte impacto financeiro e social, e sua prevaléncia em paises
desenvolvidos vem aumentando consideravelmente. Tal fato esta associado a
“Hipotese da Higiene”, a qual preconiza que uma menor exposicado dos individuos a
micro-organismos durante a infancia pode predisp6-los ao desenvolvimento de
doencas alérgicas. Considerando o efeito modulador exercido pelo BCG, e visto que
a modulacéo da resposta imune se d& principalmente nos primeiros anos de vida do
individuo, infere-se que a relacéo entre a idade do individuo e o contato com certos
antigenos bacterianos, virais e fangicos pode reduzir a incidéncia de doencas
respiratorias na populacéo. O presente estudo investigou o efeito modulador exercido
pelo BCG na resposta imune inata em camundongos neonatos sensibilizados com
OVA. Observou-se uma reducéo de caracteristicas ligadas a asma alérgica, tais como
producdo de citocinas de perfil Th2 e inflamacao eosinofilica. Tal fato foi atribuido a
modulacdo da resposta imune, induzida por um aumento de citocinas reguladoras,
além da ativacdo de ceélulas dendriticas CD103*CD8a*, presentes na mucosa
pulmonar. Estas células sao responsaveis pela apresentacéo do alérgeno e do BCG,
através da ativacao de receptores tipo Toll 2, 4 e 9, ativando-os e culminando na
producado de citocinas. Além disso, atuaram aumentando o percentual de expressao
da molécula co-estimuladora PD-L1 ap6s o tratamento, agindo de maneira antagbnica
na expressao da molécula PD-L2, a qual apresentou uma tendéncia de reducéo apos
o tratamento. Ja foi observado que tais moléculas possuem efeitos opostos, sendo
gue a primeira esta relacionada a diminuicao da inflacdo alérgica pulmonar, enquanto
a segunda esta associada a hiperreatividade das vias aéreas. Os resultados indicam
gue o BCG é um potente modulador da resposta imune alérgica, e que sua regulacao

€ mais eficaz no periodo neonatal.

Palavras-chave: asma alérgica, BCG, modulagéo, células dendriticas



ABSTRACT

Allergic asthma is a chronic inflammatory disease of the airways, characterized by
symptoms such as cough, bronchoconstriction and airway hyperreactivity, associated
with eosinophilic inflammation. This disease affects about 300 million people
worldwide, and have a huge financial and social impact, and its prevalence has
increased considerably in developed countries. This fact is associated to "Hygiene
Hypothesis", which proposes that a reduced exposure of individuals to micro-
organisms during childhood may predispose them to the development of allergic
diseases. Considering the modulatory effect exerted by BCG, and since the modulation
of immune response is major in the first years of age, implied that relationship between
the age of individual and the contact with certain bacterial, viral and fungal antigens,
can reduce the incidence of respiratory diseases in population. The present study
investigated the modulating effect exerted by BCG in the innate immune response in
neonates mice sensitized with OVA. There was a reduction of allergic asthma features,
such as the production of Th2 cytokine profile and eosinophilic inflammation. This was
attributed to modulation of immune response induced by an increase in regulatory
cytokines, as well as activation of dendritic cells CD103*CD8a* belonging to the lung
mucosa. These cells are responsible for allergens and BCG presentation through
activation of Toll-like receptors 2, 4 and 9, triggering activation and cytokines
production. Furthermore, they acted by increasing the percentage of costimulatory
molecule PD-L1 expression after treatment, acting antagonistically in PD-L2 molecule
expression, which showed a tendency to decrease after treatment. These molecules
have opposite effects, which the first is associated to decrease in allergic lung
inflammation, while the second is associated to airway hyperreactivity. The results
indicate that BCG is a potent modulator of allergic immune response, and this

regulation is more effective in the neonatal period.

Keywords: allergic asthma, BCG, modulation, dendritic cells
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1 INTRODUCAO

A asma alérgica € uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas, influenciada
por fatores genéticos e ambientais, caracterizada por sintomas como tosse,
broncoespasmo, obstrucdo das vias aéreas associada a elevada produgédo de muco.
Frequentemente estes sintomas sédo desencadeados por um infiltrado inflamatorio,
composto principalmente por eosindfilos e linfécitos TCD4*, de perfil Th2, produtores
de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, que juntamente com outros mediadores
inflamatorios, séo responséaveis pelo processo patolégico da doenca. Segundo dados
da Organizacdo Mundial da Saude, a asma afeta cerca de 300 milhGes de pessoas
no mundo, sendo que destas, 250 mil morrem por ano em decorréncia da doenca.
Estudos epidemioldgicos indicam um aumento da prevaléncia da asma em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, e acredita-se que um dos possiveis fatores
esteja associado a “Hipétese da Higiene”, a qual preconiza que a exposi¢ao reduzida
a determinados microorganismos durante a infancia predispbe os individuos ao
desenvolvimento de doencas alérgicas, como por exemplo, a asma. Nesse sentido,
na Ultima década, pesquisas em modelos experimentais evidenciam um papel protetor
da utilizacdo de micobactérias, especificamente, alguns resultados indicam que o
Mycobacterium bovis-BCG € capaz de prevenir uma resposta imune de perfil Th2
alérgeno-especifica através da inducdo de um perfil Thl, com alta producdo da
citocina IFN-y, além de citocinas reguladoras como IL-10 e TGF-B. Esses dados
confirmam um potencial terapéutico do BCG, no entanto os mecanismos que levam a
supressao dos parametros ligados a inflamacéo alérgica ndo estdo completamente
esclarecidos. Considerando-se o papel crucial da imunidade inata no direcionamento
da resposta imune adaptativa, principalmente através da sinalizacéo de receptores de
padrdo, como os TLRs expressos em células dendriticas, o presente estudo avaliou o
papel do BCG sobre o desenvolvimento da resposta imune inata em modelo de alergia

pulmonar em camundongos Balb/c neonatos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Asma

2.1.1 Aspectos Gerais

Asma é uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas, que pode ser
desencadeada por multiplos fatores, estando intrinsecamente relacionada a
condi¢cdes ambientais e a predisposicdo genética dos individuos. Clinicamente, a
doenca é definida por sintomas recorrentes, com hiperresponsividade (AHR) das vias
aéreas associada a episodios de tosse, broncoespasmo, dificuldade para respirar e
hipersecrecdo de muco (GINA, 2015).

Segundo dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS), nas ultimas décadas
a prevaléncia da asma aumentou significativamente, sobretudo em paises
desenvolvidos (BROZEK et al., 2015; RYAN-IBARRA et al., 2015), atingindo cerca de
300 milhdes de pessoas em todo o mundo, e estima-se que até 2025 este numero
terd aumentado para cerca de 400 milhdes (Fig 1). Tal patologia gera uma taxa de
mortalidade muito alta, ocasionando em torno de 250 mil mortes por ano, atingindo
tanto criancas quanto adultos, e exercendo um forte impacto financeiro e social (GINA,
2015).

No Brasil, a asma também representa um grave problema de saude publica,
afetando aproximadamente 20 milhdes de pessoas e sendo responsavel por 5-10%
das mortes por doencas respiratorias (Diretrizes da sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia para 0 manejo da asma, 2012), sendo que no ano de 2014,
foram registradas cerca de 115.916 hospitalizacdes devidas a essa patologia,
segundo o banco de dados do Sistema Unico de Saude (BRASIL, 2014). Esta alta
prevaléncia em diferentes regifes do pais pode ser atribuida a diversos fatores, tais
como condicbes ambientais, econdmicas e sociais, no entanto, a determinacao
precisa dos fatores e da magnitude da doenca nessas regioes ainda é dificil de ser
determinada (ASHER, 2010).
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Mapa Mundial de Prevaléncia da Asma

Proporgdo da Populagdo (%)

R 75100 — 025
5175 Dados nido disponiveis

Figura 1: Mapa de distribuicdo mundial da asma (adaptado de Bousquet et al., 2005)

Alguns autores atribuem o0 aumento da prevaléncia a mudancas no estilo de vida
da populacdo, como a reducéo do numero das familias, aumento no nimero de partos
por cesariana (ALMQVIST et al., 2012), antibioticoterapia (RISNES et al., 2011,
STENSBALLE et al., 2013) e vacinacao, os quais podem causar um desequilibrio no
sistema imunoldgico, resultando no aumento do risco de desenvolvimento de doencgas
alérgicas (SCHRODER; MAURER, 2007). Além destes fatores, em 1989, foi proposta
por Strachan a “Hipétese da Higiene”, sugerindo que a exposi¢ao reduzida a certos
microrganismos durante 0s primeiros anos de vida pode predispor individuos
geneticamente susceptiveis ao desenvolvimento de alergias (STRACHAN, 1989).
Segundo alguns estudos, esse fato seria decorrente de um menor estimulo de
respostas imunes de perfil T helper 1 (Thl) (FRIEDLANDER et al., 2005; MARKS,

2006), e desta forma, ha indicios de que a reducéo do contato com microorganismos
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durante a primeira infancia pode direcionar o sistema imune para o desenvolvimento
de respostas alérgicas de perfil Th2 (GARN; HENZ, 2007; EGE et al, 2010). No
entanto, concomitante ao aumento da incidéncia de doencas alérgicas, observou-se
também um aumento de doencas com perfil Thl, tais como diabetes melitus tipo | e
esclerose multipla, sugerindo assim que, independentemente do balango entre as
respostas Th1/Th2, outros mecanismos estariam envolvidos na regulagéao da resposta
imune (BACH, 2002). Estudos atribuem a este fato a baixa regulacdo do sistema
imune exercida pela acao de células T reguladoras (Treg), uma vez que essas células
sdo capazes de suprimir respostas Thl e Th2 através da secrecdo de citocinas
imunossupressoras, como IL-10 e TGF- (KUO et al., 2013). Outro dado que contradiz
a “Hipotese da Higiene” classica se baseia no fato de que infecgdes com alguns virus,
tais como o rinovirus provocam danos no tecido pulmonar, podendo assim exacerbar
0s sintomas da asma em individuos geneticamente predispostos (KIENINGER et al.,
2013; TOVEY et al., 2015).

2.1.2 Fenotipos

De acordo com o Global Initiative for Asthma (GINA, 2015) a asma é uma doenga
heterogénea, e pode ser classificada de acordo com a forma como se manifesta, ou
seja, corresponde a um conjunto de sintomas, de diferentes etiologias e efeitos
diversos, sendo que a prevaléncia destes por longos periodos pode ocasionar um
declinio progressivo da funcdo pulmonar (DENLINGER et al., 2007). Apesar da
diversidade de fendétipos clinicos, os que possuem caracteristicas mais bem definidas
e distintas sdo a asma alérgica e ndo-alérgica (GREEN; BRADDING, 2010).

A asma ndo-alérgica, que nao apresenta perfil de resposta do tipo Th2,
geralmente tem inicio na fase adulta, com inflamacdo caracterizada
predominantemente por um infiltrado de neutréfilos (HASTIE et al., 2010; BROOKS
et al., 2013) e macrofagos (FIGUEIREDO et al., 2012), associada a niveis elevados
de citocinas como a IL-8, IL-17 e IFN-y, sem elevagé&o dos niveis de IgE no soro (ZHAO
et al., 2010; FIGUEIREDO et al., 2012; WOOD et al., 2012). Os pacientes com esse
tipo de asma geralmente apresentam a forma grave da doencga, com sintomas em
resposta a estimulos como virus, fumaca de cigarro e particulas poluentes, além de
exercicios fisicos ou ar frio, os quais podem agir como fatores estimulantes ou

capazes de exacerbar a doenca (WENZEL, 2012). O tratamento para esta forma da
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doenca €& pouco responsivo a broncodilatadores, ocasionando frequentes
hospitaliza¢gBes, e levando o individuo a utilizacdo prolongada de corticosteroides
(BAINES et al., 2010; FU et al., 2014; SIMPSON et al., 2014)

Outra classificacdo corresponde a asma alérgica, que é o tipo mais frequente
observado na populacgéo, e pode se manifestar predominantemente de forma leve a
moderada (revisado por FROIDURE et al., 2016). Frequentemente, este tipo se inicia
na infancia, em individuos atopicos, com histérico familiar de alergia, apresentando
niveis elevados de IgE através da sensibilizacdo por alérgenos, tais como acaros da
poeira domeéstica, baratas, pélos de animais, fungos, pdlen, entre outros, e
corresponde a um processo multicelular envolvendo principalmente eosinofilos,
mastocitos, neutrdfilos e linfocitos T CD4*, os quais parecem ser 0s mais relacionados
ao desenvolvimento da doenca (WENZEL, 2012).

2.1.3 Resposta Imunoldgica da asma alérgica

O pulmdo é reconhecido por apresentar uma extensa area de superficie,
delimitada por uma barreira de células epiteliais que entram em contato com o
ambiente, sendo denominadas vias aéreas. Estas células epiteliais atuam tanto na
modulacdo da homeostase pulmonar, assim como na inducdo de uma resposta
inflamatoria a substancias ou microorganismos exdgenos inalados. De fato, estudos
clinicos e em modelos experimentais demonstraram que na asma, a barreira epitelial
apresenta danos em sua integridade, possibilitando a passagem do alérgeno e um
maior contato deste com as células dendriticas (DCs - do termo em inglés dendritic
cells), as quais exercem a funcdo de células apresentadoras de antigenos (APCs)
(WINTER et al., 2006; XIAO et al., 2011).

Adicionalmente, as células epiteliais expressam receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs - do termo em inglés pattern recognition receptors), que irdo atuar
no reconhecimento de diferentes tipos de antigenos, os quais expressam padrbes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs - do termo em inglés phatogen
associated molecular patterns). Tais receptores iniciam respostas imunes através de
sinalizacdes distintas, sendo cruciais para 0 inicio e manutencdo da resposta
inflamatoria alérgica (HAMMAD et al., 2009; CHEN, 2010; O'NEILL, 2006).
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Dentre os PRRs, os receptores do tipo Toll like, ou TLRs (do termo em inglés —
toll like receptors) estdo associados a imunidade inata, sendo expressos por uma
grande variedade de tipos celulares, tais como células epiteliais, células dendriticas,
linfécitos T, macréfagos, mastécitos, eosindfilos e baséfilos (AKIRA et al., 2006;
TROMPETTE et al., 2009), desempenhando um papel crucial no desenvolvimento de
respostas imunes inatas e adaptativas aos organismos invasores (CHEN, 2010;
O’NEILL, 2006). Tais receptores pertencem a uma familia de proteinas
transmembréanicas do tipo I, compostas por um dominio extracelular com repeticdes
ricas em leucinas (LRR) (do termo em inglés — leucine rich repeats), além de um
dominio intracelular contendo proteinas do tipo TIR (MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM)
(McGETTRICK; O’NEILL; 2010). Em humanos ja foram identificados cerca de 10
TLRs, sendo que TLR1, 2, 4, 5 e 6 detectam principalmente produtos bacterianos de
patégenos extracelulares, como lipoproteinas LPS e flagelina, ja os TLR3, 7, 8 e 9
estdo localizados intracelularmente, em endossomos, portanto ndo possuem dominio
extracelular, podendo responder a presenca de patégenos intracelulares via deteccéo
de sequéncias repetidas de citosina-guanina (CpG) (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011,
LEE; AVALOS; PLOEGH, 2012).

Para que a ativacdo dos sinais intracelulares aconteca, apds o reconhecimento
dos PAMPs, é necessaria a presenca de proteinas do dominio TIR, sendo que a
proteina MyD88 esta presente em todos os receptores, com exce¢do do TLR3
(McGETTRICK; O'NEILL; 2010). Estas proteinas irdo recrutar quinases, ativando
determinados fatores que levam a fosforilacdo de complexos, culminando no fator de
transcricdo NF-kB, o qual ira induzir a expressao de citocinas inflamatérias e
moléculas de adesao (O’NEILL, 2010; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2009) (Fig 2).
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Figura 2. Papel dos receptores tipo Toll-like na sinalizagéo celular e ativagéo de cascatas
inflamatérias (adaptado de BOWIE, ANDREW; O'NEILL, 2013).

No pulmao, esses receptores participam da defesa do hospedeiro contra
organismos invasores potencialmente causadores de lesdes no trato respiratorio e
alvéolos, além de regularem a ativacao de linfocitos T CD4* (CHEN, 2010; O'NEILL,
2006). Desta forma, foi observado que além de atuarem na deteccdo e
reconhecimento de patégenos, os TLRs ativam cascatas de sinalizacao, induzindo a
expressdo de moléculas co-estimuladoras em DCs, favorecendo o estabelecimento
de respostas alérgicas (HOLGATE, 2012; DEURLOO et al. 2003).

Considerando que a expressao de TLRs varia de acordo com o curso da doenca,
a atuacdo de alguns desses receptores na alergia parece ser diversa. Assim,
observou-se que polimorfismos em uma proteina ligada ao TLR4 e ao TLR2 podem
estar correlacionados ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas alérgicas
em humanos (MARKS, 2006; SCHRODER; MAURER, 2007; EDER et al. 2004). Foi

demonstrado também que o acaro da poeira doméstica (HDM) (do termo em inglés -
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house dust mite), um dos principais alérgenos agentes da asma, induz uma resposta
de perfil Th2 via TLR4 em camundongos (DAVIDSON et al., 2013; NORIMOTO et al.,
2014). Ja em relacdo ao TLR2, estudos demonstram um papel critico no
desenvolvimento da resposta alérgica (LI et al., 2014), induzindo assim uma resposta
protetora atraves da expanséo de linfocitos T regulatorios (NAWIJN et al., 2013). Com
isso, é importante destacar que também existem diferencas na expresséo de TLRs
em humanos e em camundongos.

Apoés o reconhecimento através dos receptores Toll, células epiteliais liberam
quimiocinas como a CCL5 (RANTES) e CCL11 (eotaxina), as quais atraem linfécitos
T para os locais de inflamacao, além de mondcitos e eosinéfilos (HAMID; TULIC,
2009). Além disso, ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias como a IL-17E,
IL-33 e a linfopoietina estromal timica (TSLP) (do termo em inglés — thimic stromal
lymphopoietin), as quais irdo atuar diretamente em células dendriticas,
desencadeando a maturacdo e ativacdo dessas células (RANK et al., 2009;
BESNARD et al., 2011; FROIDURE et al., 2014), e induzindo indiretamente um grupo
de células identificadas em 06rgaos linfoides, intestino e pulméo, denominadas células
linféides inatas (ILCs). Essa populacdo de células compartilha caracteristicas
funcionais com células T CD4*, e sua atuacdo vem sendo discutida atualmente no
desenvolvimento de respostas imunes, com base no padréo das citocinas liberadas e
em relacdo aos fatores de transcricdo requeridos para a expressdo de marcadores
celulares, podendo ser divididas normalmente em trés populacdes distintas, as quais
desempenham papeis heterogéneos na resposta imune (SPITS, 2013): (I) as ILCs 1,
que incluem células NK e ILCs produtoras de IFN-y, dependentes de diferentes fatores
de transcricdo; (Il) ILCs 2, que estdo relacionadas a inflamacdo alérgica, pois
direcionam células dendriticas a polarizar a resposta imune para o perfil Th2,
produzindo IL-5, IL-9 e IL-13 (SAENZ et al., 2010; HALIM et al., 2016); (lll) além das
ILCs 3, que produzem as citocinas IL-17A e IL-22 (HOYLER, 2012; SONNEMBERG;
ARTIS, 2012). Interessantemente, esses grupos de ILCs podem ser considerados
analogos aos subtipos celulares de células T CD4*Th1, Th2 e Th17, respectivamente
(HALIN, 2012; MONTICELLI, 2011; WONG, 2012).

Distribuidas ao longo do trato respiratdrio e em associacdo com o epitélio das
vias aéreas, encontram-se as DCs, que sdo cruciais para a ativacdo da resposta

imune apdés estimulos derivados do epitélio e/ou pelo reconhecimento direto do
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antigeno através da expressdo de PRRs intra e extracelulares como os TLRs (KOOL
et al. 2011). As DCs capturam e processam 0 alérgeno, ativando a expressao de
moléculas co-estimuladoras tais como 0 CD80 e CD86. Essas DCs migram para 0s
linfonodos de drenagem, apresentando os peptideos antigénicos ligados a molécula
MHCII (do termo em inglés — Major Histocompatibility Complex 1l) aos linfocitos T
virgens (HOLGATE, 2012; DEURLOO et al. 2003). Estes linfocitos irdo se diferenciar
em linfécitos T CD4, que constituem o tipo de células responsaveis por orquestrar a
inflamacédo caracteristica da asma alérgica, atuando na inducédo da liberacdo de
citocinas de perfil Th2, correspondentes a: (I) IL-4, que induz a producéo de IgE por
linfécitos B, além de aumentar a expressao da molécula de adesdo VCAM1 (do termo
em inglés- vascular cell adhesion molecule 1) no endotélio, atraindo eosindfilos e
outras células inflamatérias do sangue para as vias aéreas (GALLI; TSAI, 2012;
HOLGATE, 2012); (ll) IL-5, responsavel pela ativacdo e recrutamento de eosinofilos
para as vias aéreas (LI, HENDRIKS, 2013); (lll) IL-9 e IL-13 que induzem producao
de muco pelas células caliciformes do epitélio pulmonar, e a hiperresponsividade das
vias aéreas (VROMAN et al., 2015). A IgE produzida iré se ligar aos receptores de alta
afinidade para a porgédo Fc da IgE (FceRl), presentes na membrana de mastocitos,
basdfilos e eosindfilos, determinando assim a fase de sensibilizacdo da resposta
alérgica (SAMITAS; LOTVALL; BOSSIOS, 2010; GALLI; TSAI, 2012).

Uma vez que o individuo esteja sensibilizado e entre novamente em contato com
o alérgeno, serda desencadeada a fase efetora da reacdo, classificada como
Hipersensibilidade Imediata Tipo |. Esta se inicia com a ligacdo do alérgeno ao
complexo IgE-FceRI, com a ativagdo e posterior degranulagdo de mastocitos e
basdfilos, os quais liberam mediadores inflamatérios como histamina, leucotrienos e
prostaglandinas. Estas substéncias atuam nas células musculares, promovendo
broncoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular, e em conjunto com as
citocinas IL-9 e IL-13 irdo provocar um aumento excessivo da producdo de muco e
hiperresponsividade das vias aéreas, sintomas caracteristicos da asma (GALLI &
TSAI, 2012; ROMAN et al., 2015) .

Contatos repetidos com o alérgeno geram uma inflamacéo persistente, levando
a doenca a cronicidade, alterando a fisiologia pulmonar em decorréncia do
remodelamento tecidual nas vias aéreas (YASUKAWA et al., 2013). Além disso, o0s

eosinofilos liberam substancias contidas em seus granulos, tais como a peroxidase
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eosinofilica (EPO) e a proteina basica principal (MBP), as quais atuam induzindo leséo
e remodelamento tecidual (SEHMI et al., 2015) (Fig 3).
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Figura 3. Resposta alérgica caracteristica da asma, desde a fase inicial de apresentacéo do
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2.2 Células dendriticas e a modulacéo darespostaimune

Considerando que as DCs exercem um papel crucial na polarizagéo da resposta
imune para os diferentes perfis Thl, Th2, Th17 ou regulatdrio, promovendo assim a
interacdo entre a imunidade inata e adaptativa, estudos tém investigado mais
detalhadamente o papel dessas células na resposta imune alérgica de perfil Th2. O
estudo pioneiro sobre esse tipo celular foi publicado por Steinman e Cohn (1973),
onde eles observaram uma populacao de células de formato estrelado, presentes no
baco de camundongos, que receberam o nome de células dendriticas advindas da
palavra grega “dendron” (que significa arvore), e tal descoberta foi extremamente
importante para a compreensdo dos mecanismos da resposta imunoldgica
(STEINMAN & COHN, 1973).

Estas células se desenvolvem a partir de um progenitor mieldide comum, o qual
se diferenciara em um precursor de DCs e mondcitos. Da mesma forma deve-se
considerar também a origem linfoide dessas células, a qual vem sendo discutida
atualmente. A partir de estudos em tecidos linfoides de camundongos, observou-se
uma heterogeneidade na expressao de determinados marcadores de superficie,
indicando a existéncia de diferentes subtipos de DCs, os quais irdo desenvolver
respostas imunes distintas nos tecidos, dependendo do tipo de marcador e do local
de ativacdo (VREMEC; SHORTMAN, 1997; SHORTMAN; WU; LIU, 2007; HEATH,
2010), sendo o0s principais tipos classificados em células dendriticas
plasmocitoides/linfoides (pDCs), dendriticas classicas/mieldides (cDCs), células de
Langerhans e células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs) (revisado por
SATPATHY et al., 2012).

Neste contexto, alguns autores ainda classificam as DCs pulmonares em duas
familias distintas: cDCs CD11b* e cDCs CD8a*, as quais se distinguem de acordo
com o tipo de integrina expresso em sua superficie, e coordenam a migracdo dessas
células para os linfonodos regionais (HASHIMOTO; MILLER; MERAD, 2011; HEATH,;
CARBONE, 2010). Ja foi visto que as cDCs CD11b* podem ser encontradas abaixo
da membrana basal das vias aéreas e no parénquima pulmonar, atuando também
como um potente reestimulador de células T CD4* efetoras nos pulmdes, as quais
liberam citocinas Th2 e quimiocinas responsaveis por influenciar a inflamacéao alérgica
(DEL RIO et al., 2007; PLANTINGA et al., 2013).
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O outro subtipo de cDCs CD8a*, é caracterizado pela expressao da integrina
CD103, que € uma aE integrina marcadora de um subtipo especifico de DCs
migratérias localizadas na pele, intestino, mucosas e pulmao (POULIN et al., 2007).
Este subtipo esta relacionado ao epitélio respiratério, sendo também conhecido como
subtipo “intraepitelial”, que expressa em sua superficie os receptores do tipo Toll (TLR-
do termo em inglés toll like receptors) 2, 3, 4 e 9 (BHAN et al., 2007). Embora seja
conhecido que DCs CD103* apresentam o antigeno preferencialmente aos linfocitos
TCDS8, elas podem polarizar a resposta imune para o perfil Thl, Th1l7 e regulatorio
(COOMBES et al., 2007; FURUHASHI et al., 2012). De fato, ja foi observado que o
bloqueio ou a dele¢cdo de DCs CD103* pode acarretar um retardo na resolugéo do
processo inflamatorio na asma (BERNATCHEZ et al., 2015). Interessantemente,
estudos recentes também esse subtipo identificaram nos linfonodos drenantes e no
pulm&o, mostrando uma capacidade de maturacédo e migracao distintas em resposta
a diferentes classes de microorganismos (DUNNE et al., 2009; BEAUCHAMP et al.,
2012). cDCs CD8a* representam cerca de 20% a 70% das cDCs presentes no baco
e timo, respectivamente. Sao reconhecidas por sua capacidade de apresentacdo
cruzada de antigenos e inducdo de respostas imunes mediadas por linfécitos T CD8
(SHORTMAN; HEATH, 2010). Somada a essa funcdo, estudos também
demonstraram que cDCs CD8a, tanto no timo quanto em 6rgaos periféricos podem
induzir tolerdncia a antigenos proprios (SCHEINECKER et al., 2002). Em modelo
experimental de asma, foi observado que esse tipo celular também pode influenciar a
reducdo da hiperresponsividade e da inflamacdo eosinofilica das vias aéreas
(GORDON et al., 2005).

Em contraste com a polarizacdo da resposta imune adaptativa, o organismo
normal também conta com a atuacdo das células dendriticas para promover uma
resposta tolerogénica, a qual é extremamente importante para manutencdo da
homeostase do organismo. Desta forma, o papel das DCs pode ser antagonico,
induzindo respostas inflamatérias ou tolerogénicas, sendo que suas funcdes
reguladoras sdo ativadas, principalmente quando se trata de antigenos proprios,
mantendo a tolerancia central e periférica (AKDIS, 2012; LEWKOWICH et al., 2008;
VERMAELEN et al., 2001; HOLGATE, 2012; GORDON et al., 2014). Esse tipo de
resposta se desenvolve a partir da auséncia de PAMPS ou DAMPS, o que leva a uma
falha na regulacdo de moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 e CD86, e na

producdo das citocinas necessarias a completa ativacao de células T virgens pelas
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DCs. Apesar da pouca expressdo de moléculas co-estimuladoras, as DCs
tolerogénicas apresentam uma grande producédo de citocinas imunorreguladoras
como a IL-10 e o TGF- 3, as quais irdo induzir a diferenciacéo de células T virgens em
T reguladoras (Treg), exercendo um efeito modulador na resposta imune, e
consequentemente controlando os diferentes tipos de respostas (STEINMAN, 2003;
BANCHEREAU et al., 2000; LING et al., 2004; MUCIDA et al., 2005; AKDIS, 2004).
Tregs sdo a principal subpopulacdo supressora de respostas efetoras a
antigenos préprios e nao proprios, 0os quais inibem a ativacdo de linfocitos T e a
expresséo de citocinas como a IL-4, IFN-y, TNF-a e IL-17 (GAVIN et al., 2007). Estas
células sao distinguidas pela expressao em sua membrana da molécula CD4*, CD25*
e do fator de transcricdo nuclear Foxp3 (TCD4*CD25*Foxp3) (do termo em inglés —
forkhead box P3) (HOLM; NIELSEN; CLAESSON, 2004; SAKAGUCHI; WING;
MIYARA, 2007), sendo que este fator pode ser expresso em diferentes quantidades
por essas células, dependendo do estado de ativacdo e local em que elas se
desenvolvem (GAVIN et al., 2006; PICCA et al., 2006). Tregs sao divididas em dois
subtipos, naturais (nTreg) e induzidas (iTreg), com base na sua origem e mecanismo
de acédo (SAKAGUCHI et al.,, 2007). As iTreg sédo produzidas na periferia, sendo
identificadas principalmente pela secrecao de citocinas como IL-10 e TGF-B (COOLS
et al., 2007; USTUN et al., 2011). Ja as nTreg sao geradas no timo, e expressam a
molécula CTLA-4 (do termo em inglés- cytotoxic T lymphocyte antigen 4), a qual se
encontra na superficie dessas células (READ; MALMSTROM; POWRIE, 2000).
Sabe-se que as moléculas expressas na superficie de células Treg séo
extremamente importantes no controle da ativagcdo e sobrevivéncia das mesmas,
estando relacionadas em muitos casos a doencas inflamatorias, incluindo a asma
(KEIR et al. 2008). A interacéo da molécula CTLA-4 com o CD80/CD86 leva a inibicao
da ativacdo de linfocitos T pelas DCs (READ; MALMSTROM; POWRIE, 2000),
impedindo o inicio da cascata co-estimulatoria (LLOYD; HAWRYLOWICZ, 2009).
Também merece destaque a molécula PD-1 (CD279) (do termo em inglés -
programmed cell death protein 1) e seus ligantes PD-L1 e PD-L2, pertencentes a
familia B7:CD28. Tais moléculas sdo expressas em varios tecidos, em maiores niveis
nos pulmdes, coracao e figado (SINGH et al., 2011). Quanto a fun¢éo, a molécula PD-
1 age como um regulador negativo da ativacéo de células T, inibindo a proliferacéo
dessas células e a producdo de citocinas, sendo crucial para a manutengcdo da

tolerancia imune (FREEMAN et al., 2000). No entanto, o papel dos ligantes, apesar
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de bastante controverso, pode ser associado a supressdo da resposta imune em
determinados eventos. Desta forma, foi observada a capacidade do PD-L1 em induzir
tolerancia a aloenxertos, além de suprimir doencas autoimunes através da reducéo
da proliferacdo de células T CD8* (KARWACZ et al.,, 2011). J4 o ligante PD-L2
apresentou um efeito duplo, agindo como um regulador positivo ou negativo,
dependendo da situacdo (MATSUMOTO et al., 2004; RADHAKRISHNAN, 2003).

Estudos também mostram diversas associacdes entre esses ligantes e o
desenvolvimento de doencas inflamatdrias das vias aéreas (OKAZAKI; HONJO, 2007,
AKBARI et al., 2010), associado a acdo de determinadas citocinas que podem
influenciar a expressao deles. Desta forma, observou-se que a expresséao de PD-L2
foi fortemente induzida pela citocina IL-4, enquanto PD-L1 foi mais induzido por IFN-y
sugerindo a participacao diferencial dessas moléculas em respostas Th2 e Thl,
respectivamente (AKBARI et al., 2010; LOKE; ALLISON, 2003).

2.3 Asma e tratamentos

O tratamento para a asma visa principalmente o controle dos sintomas
caracteristicos da doenca, sendo que a acdo dos medicamentos ira depender do grau
de inflamagéo, para isto deve-se levar em consideragédo a intensidade dos sintomas e
o tipo de asma (ANDERSON, 2008). Frequentemente, a maioria dos pacientes é
responsiva a medicacdo padrdo, que inclui a prescricdo combinada de
corticosteroides inalatérios e agonistas do receptor Bz-adrenérgicos, 0s quais sdo 0s
mais prescritos, e em curto prazo atuam reduzindo broncoespasmos e a obstrucao
das vias aéreas, garantindo protecdo ao individuo (ABISHEGANADEN; BOUSHEY,
1998; GINA, 2015). No entanto, estudos clinicos comprovaram que o uso prolongado
desses medicamentos, tanto os de curta quanto longa duracdo, gera uma
dessensibilizacdo dos adrenoreceptores B2, levando a perda da broncoprotecéo,
limitando assim sua eficacia terapéutica, além de outros efeitos colaterais (TAYLOR,
2009; JOKIC, et al., 2001).

A acdo desses medicamentos também é reduzida ou anulada em pacientes com
comorbidades relacionadas, tais como obesidade, rinite, sinusite, refluxo esofageal e
apneia obstrutiva do sono, fazendo com que haja uma piora dos sintomas, e que a

doenca dificilmente seja controlada (BOULET, 2009). Dessa maneira, novos
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tratamentos terapéuticos com o intuito de bloquear a a¢do de citocinas inflamatorias
e IgE estdo sendo desenvolvidos, como por exemplo o anticorpo monoclonal
Omalizumab® que é prescrito especialmente para pacientes com asma alérgica
moderada a grave (GRUENBERG; BUSSE, 2010; RODRIGO; NEFFEN; CASTRO-
RODRIGUEZ, 2011), no entanto, seu uso é limitado principalmente devido ao alto
custo do tratamento (BURCH et al., 2012).

Por haver uma variedade de sintomas relacionados a asma que nao sao
responsivos as terapias convencionais, pesquisas clinicas vém avaliando tratamentos
mais adequados as diversas manifestacbes alérgicas. Considerando-se a
complexidade dos mecanismos que envolvem a progressdo da patogénese da
doenca, ainda ha muito a ser pesquisado e, para isso, modelos animais vém sendo
utilizados com a finalidade de elucidar os mecanismos inflamatorios moleculares e
celulares envolvidos na patologia (SHEIKH; STRACHAN, 2004; SHI et al., 2013;
KIRSCHVINK; REINHOALD, 2008). Desta forma, partindo de um estudo
epidemioldgico que indicou a presenca de uma associacao inversa entre a vacinacao
com BCG e o desenvolvimento de asma alérgica, e considerando a acdo de adjuvante
do sistema imune exercida pelas micobactérias (SHIRAKAWA et al. 1997), diversos
outros estudos foram conduzidos com o objetivo de avaliar o efeito modulador do BCG
em modelos murinos de alergia pulmonar (KIPS et al., 2003; OBIHARA et al., 2006;
ZOSKY; SLY, 2007; EL-ZEIN et al., 2010).

2.4 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis € uma bactéria gram-positiva, intracelular
facultativa, que infecta principalmente macréfagos e células dendriticas (KAUFMANN;
DORHOI, 2013). A estrutura celular das micobactérias € composta por uma
membrana plasmatica contendo glicolipideos, lipoglicanas e lipoproteinas (ANGALA
et al., 2014), aléem da presenca de uma parede celular de peptideoglicanos
associados a lipideos, tais como o glicolipidio fosfatidil-mio-inositol, lipomanana e
lipoarabinomanana. Tais estruturas séo cruciais para a fisiologia micobacteriana e
resposta imunolégica do hospedeiro, (MISHRA et al., 2011). O M. tuberculosis

também possui uma capsula composta por glicanas, e esta estrutura pode conferir
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protecdo da bactéria a espécies reativas de oxigénio, além de mediar a adeséo e
penetracdo do bacilo nas células do hospedeiro (DAFEE, 2015).

Mycobacterium tuberculosis € o0 agente causador da tuberculose, que consiste
em um dos maiores problemas de saude publica, representando a segunda maior
causa de mortalidade em paises em desenvolvimento. Estima-se a morte de cerca de
1,7 milhdes de pessoas por ano no mundo todo (ONOZAKI; RAVIGLIONE, 2010;
LAWN; ZUMLA, 2011) em decorréncia dessa doenca, sendo que no ano de 2014
foram diagnosticados cerca de 9,6 milhdes de novos casos e 1,5 milhdo de mortes
pela doenca (OMS, 2015). No entanto, apenas 12% desses individuos sensibilizados
desenvolvem efetivamente a doenca, ou seja, a maioria das pessoas apresenta a
forma latente da infeccdo, podendo permanecer nesta condicdo por muitos anos
(DHEDA et al., 2015). Tal fato sugere que o sistema imune, na maioria das vezes, €
capaz de controlar a carga bacteriana, de modo a proteger o organismo da progressao
da doenca (DYE, 2005).

Com relagdo a resposta imune do individuo ao M. tuberculosis, os antigenos
bacterianos sdo apresentados as células T virgens, as quais estdo situadas em
linfonodos de drenagem, através de células apresentadoras de antigenos (WOLF,
2007). Primeiramente o bacilo é fagocitado por DCs, neutréfilos, mondcitos e
macrofagos alveolares, dando inicio a resposta imunologica do hospedeiro (KANG et
al.,, 2011; FENNELLY et al., 2012). O reconhecimento dos PAMPs micobacterianos
pelos macrofagos se da através da ligacdo com os receptores TLR2, TLR4 e TLR9
(ELLSON et al., 2001; KLEINNIJENHUIS et al., 2011), os quais contribuem para uma
série de eventos que induzem a imunidade adaptativa (KUMAR et al., 2011). O TLR2
consiste no principal receptor envolvido no reconhecimento de componentes da
parede celular de bactérias gram-positivas, tais como peptideoglicanos e &acido
lipoteicoico (CHEN et al., 2011). Desta forma, durante a infeccdo micobacteriana,
varias células séo ativadas através dos receptores TLR2 associados com o complexo
TLR1/TLR6 e TLR4, sendo estes ultimos, responsaveis pela montagem de uma
resposta celular Th1l/Treg relacionada a doenca (BARLAN et al., 2006; MENDEZ-
SAMPERIO; BELMONT; MIRANDA, 2008). Outros receptores essenciais no
reconhecimento de estruturas micobcaterianas e na resposta ao patdgeno Sao 0s
receptores semelhantes a NOD (NLRs — do termo em inglés NOD like receptors),
como o NOD2 que reconhece peptideoglicanos, culminando na producao de citocinas

pro-inflamatorias via fator de transcricdo NF-kB ( do termo em inglés — factor nuclear
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kappa B) (COOPER et al., 2011), além dos receptores de lectina do tipo C, receptores
de manose, 0s quais reconhecem estruturas de polissacarideos dos patdégenos. Por
fim, outro receptor importante corresponde a dectina-1, que reconhece B-glucanas e
induz a producéo da citocina pro-inflamatoria IL-6 (KLEINNIJENHUIS et al., 2011).

O bacilo reconhecido sera internalizado, sendo que posteriormente ocorrera a
formacdo de uma vesicula contendo a particula englobada, a qual denomina-se
fagossomo (CHAMPION; MITRAGOTRI, 2006). Posteriormente, tal estrutura ird se
associar ao lisossomo, formando a estrutura denominada fagolisossomo, no qual
havera a morte e degradacdo do conteudo fagossomal (VIEIRA et al., 2002) e
posterior apresentacdo de peptideos ligados ao MHCII aos linfocitos T CD4*, os quais
sofrem expansao clonal e sdo recrutados para os locais de infec¢cdo (CHACKERIAN,
2002). Proteinas secretadas que escapam para o citosol de APCs também podem ser
processadas e apresentadas via MHCI para linfocitos T CD8. Estas células atraem e
ativam macrofagos, os quais sao produtores de éxido nitrico (NO) e intermediarios de
oxigénio (ROS) e nitrogénio reativos (NOS), além disso, produzem citocinas como a
IL-1, IL-12, IL-17A, além do IFN-y que é uma das citocinas mais importantes no
combate a infec¢do (FLYNN, 2004; MISHRA, 2013; CHACKERAN, 2002; COOPER;
KHADER, 2008; ERNST, 2012). A partir dai, serdo formados granulomas, compostos
basicamente de macréfagos ativados circundados por linfécitos T. O granuloma é
formado com a finalidade de conter a infec¢éo, eliminando a bactéria através de um
microambiente cuja manutencao requer tanto a acao de citocinas pré-inflamatérias

quanto anti-inflamatérias (ORME et al., 2015).
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2.5 Mycobacterium bovis-BCG e Asma

A cepa atenuada do Mycobacterium bovis-BCG (Bacillus Calmette-Guérin) &
ainda a Unica vacina disponivel contra a tuberculose (GRIFFIN et al., 1999) e foi
desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin, a partir da linhagem virulenta. Tal
resultado foi obtido apds aproximadamente 230 geracdes, culminando na perda de
uma regido génica virulenta (regido diferencial 1 — RD1), fato comprovado em um
estudo que mostrou que a reinsercdo da RD1 em bacilos atenuados foi capaz de
recuperar a viruléncia deles (PYM et al., 2002). A vacinacdo com BCG induz uma
resposta imunoldgica similar a desenvolvida pela infeccdo natural com o M.
tuberculosis, porém mais branda, com alta producéo de IFN-y mediada pela citocina
IL-12 (GARN; RENZ, 2007; DOS SANTOS; LAPA; SILVA, 2009).

A primeira associacdo entre a vacinacdo com BCG e a asma alérgica partiu de
um estudo epidemiolégico que observou um decréscimo na prevaléncia da doenca
em criancgas vacinadas (SHIRAKAWA et al., 1997), e posteriormente, tal associacao
foi sendo encontrada em outros trabalhos realizados tanto em humanos quanto em
modelos animais (ERB et al., 1998; CHOI et al., 2007; KAUFMANN; DORHOI, 2013).
No entanto, essa relagdo BCG/asma em humanos ainda € muito controversa,
podendo envolver diversos fatores que influenciam a eficiéncia da vacina, tais como a
via de administracdo, o tempo de exposicdo ao microrganismo, a cepa bacteriana
utilizada e a idade do individuo, sendo que com relacdo a este ultimo fator foi
constatada uma reducéo dos sintomas respiratérios quando a vacina € administrada
na idade neonatal (revisado por FREYNE; CURTIS, 2014; LINEHAM et al, 2014).
Desta forma, um estudo demonstrou que em relacdo ao efeito modulador do sistema
imune, a via de administracdo intranasal do BCG apresentou maior eficacia em
relacdo ao efeito da via intradérmica, que apesar de tudo, ainda é a mais utilizada
(SARINHO et al. 2010). Estudos clinicos tém confirmado o beneficio do BCG e de
outras micobactérias na prevencédo do desenvolvimento da inflamacéao alérgica ou
atenuacdo dos sintomas observados (LAGRANDERIE et al., 2008; COHON et al.,
2007; HOPFENSPIRGER; AGRAWAL, 2002; ZUANY-AMORIM et al. 2002; WU et al.,
2007).

No Brasil a cepa bacteriana mais utilizada na vacinacéo é a Moreau, pois esta €

efetiva na indugcdo de uma resposta protetora Thl e reguladora, o que



35

consequentemente pode induzir a reducdo de respostas alérgicas (BENEVOLO DE
ANDRADE et al. 2005; WU et al.,, 2007; SAMARY et al., 2013). Em modelo
experimental de asma, a utilizacdo do BCG foi capaz de reduzir a AHR, além de
modular a resposta imune, com supressao da inflamacéo eosinofilica e reducao da
producdo de citocinas Th2 através da inducdo de uma resposta imune do tipo Thil,
concomitante com a acdo de células T reguladoras expressando altos niveis de Foxp3
e CTLA-4, sendo que tais células produziam altos niveis das citocinas IL-10 e TGF-3
(AHRENS et al., 2009; GOUVEIA et al., 2013). Resultados similares também foram
obtidos em camundongos neonatos ap0ds sensibilizagdo com OVA e tratamento com
BCG (KE et al., 2010).

Apesar de muitos estudos ja desenvolvidos na area, ha ainda ha necessidade
de se continuar investigando a respeito da influéncia da resposta imune inata
desencadeada pelo BCG sobre o desenvolvimento da resposta patogénica na asma,
e muitos aspectos ainda necessitam ser elucidados. Desta forma, o presente trabalho
avaliou os fatores relacionados a imunidade inata na modulacdo da resposta imune
no modelo neonatal de APE submetido ao tratamento com BCG, tendo como objetivo
principal a avaliacdo da expressdo dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9, além das
moléculas co-estimuladoras PD-L1 e PD-L2 na populagédo de DCs CD103*CD8a*.

Assim sendo, esse estudo foi desenvolvido na tentativa de avaliar essa
interacdo, visando, sobretudo esclarecer o mecanismo envolvido na modulacdo do

BCG sobre os processos alérgicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do Mycobacterium bovis-BCG na modulacéo da resposta imune

inata no modelo de alergia pulmonar experimental.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar o grau de inflamacdo nos pulmdes dos animais por meio de
analise histolégica por coloracdo de hematoxilina/eosina, e andlise
guantitativa do escore inflamatorio;

e Avaliar o numero de eosinéfilos no tecido pulmonar por coloracdo de
Sirius Red,;

¢ Quantificar os niveis do anticorpo IgE no soro por meio da técnica de
ELISA;

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

e Avaliar a producédo da quimiocina CCL11 e das citocinas TSLP, IL-33, IL-
25, IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-B no sobrenadante do homogenato pulmonar
por meio da técnica de ELISA;

e Avaliar a expressao de receptores do tipo Toll (TLR2; TLR4; TLR9) e dos
ligantes PD-L1 e PD-L2 nas células pulmonares CD103*CD8a+ por meio
de citometria de fluxo;

e Avaliar a expressado intracelular de IL-10, IL-12 e IFN-y em células

pulmonares CD103*CD8a+ por meio de citometria de fluxo;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Camundongos

Foram utilizados camundongos neonatos da linhagem Balb/c, em processo de
amamentag¢ao, com aproximadamente 10 dias de idade. Os animais foram mantidos
em gaiolas-padrdo em estante climatizada do biotério do Laboratério de Imunologia
da Universidade Federal de Juiz de Fora, com livre acesso a agua e racao propria.

O protocolo experimental n°® 099/2012 aplicado esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagéo Animal (COBEA), e foi submetido & avaliacdo pela Comisso de Etica
na Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-reitoria de Pesquisa da Universidade

Federal de Juiz de Fora.

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos, especificados a seguir: PBS
(sensibilizacdo, desafio e tratamento com PBS); BCG (sensibilizacdo e desafio com
PBS, seguido de tratamento com BCG); OVA (sensibilizacdo e desafio com OVA);
OVA/BCG (sensibilizacdo e desafio com OVA, seguido de tratamento com BCG)
(Tabela 1).

Tabela 1. Grupos experimentais, de acordo com os procedimentos adotados.

Grupos de animais  Tratamento Sensibilizagao

Desafio
PBS PBS PBS
BCG BCG PBS
OVA PBS OVA

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

Inicialmente, os animais foram sensibilizados com suspenséo de OVA (Grade
V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA), (60 ul de OVA + 940 pl de PBS 1x), via
intraperitoneal (i.p.) de 50 pl, contendo 25 ul de suspenséo de OVA associada a 25 pl
de Alumen (INVIVOGEN- San Diego, CA- USA), no dia 0 do protocolo.
Posteriormente, os camundongos foram desafiados através de nebulizacdo (Inalatec
Plus, NSR Ind. Com. e Repr. Ltda, SP, Brasil) com OVA a 1%, durante 20 minutos, no
13°, 14°, 20°e 21° dias do protocolo.

Sensibilizagédo Desafio Desafio
OVAi.p. OVA 1% OVA1%
v vy vy
-3 0 13 14 20 21 22 Dias
A t
BCG Andlises
(2 x 105 UFC/mL)

Fig 4. Esquema representativo referente ao protocolo desenvolvido para tratamento,

sensibilizacéo e desafio dos animais.

4.4 Tratamento com Mycobacterium bovis-BCG

Inicialmente, foi cultivado o Mycobacterium bovis-BCG cepa Moreau (Fundagéao
Ataupho de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) por 28 dias em meio Lowenstein-Jensen e
Middlebrook 7H9, enriquecido com 10% do suplemento Middlebrook OADC. Apés o
crescimento da bactéria, as aliquotas necesséarias para o tratamento dos animais
foram diluidas em aproximadamente 2ml de PBS 1x estéril, em tubos com pérolas de
vidro. Esta solucdo foi deixada em repouso durante 15 minutos, e em seguida o
sobrenadante foi depositado em outro tubo, também contendo pérolas de vidro. A
solucéo foi agitada em vortex durante 30 segundos, e a turbidez do tubo foi comparada
a escala McFarland n°l (correspondente a 2x10°> CFU/ml), e essa suspenséo foi
utilizada para tratamento dos animais por via intranasal (i.n.) no 10° dia de nascimento

(dia -3 do protocolo).
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4.5 Eutanasia e coleta das amostras

As amostras bioldgicas foram obtidas 24 horas apos o ultimo desafio com OVA.
O sacrificio dos animais aconteceu no 15° dia do protocolo, através de dose letal de
solucdo de ketamina (90mg/Kg) (Syntec, Brasil) e xilasina (10mg/kg) (Calmium,
Agener Unido, Brasil) por via intraperitoneal. Os materiais foram armazenados
individualmente. O sangue foi coletado a partir de puncdo cardiaca. As amostras
foram centrifugadas a 7.500 x g, por 2 minutos a temperatura ambiente (TA)
(Centrifuga 5410, Eppendorf, Alemanha) para obten¢éo do soro, que foi armazenado
a -20°C até andlise de imunoglobulinas pelo método de ELISA. Subsequentemente, a
cavidade toracica foi aberta para remover o lobo esquerdo dos pulmdes para analises
posteriores.

4.5.1 Andlise histolégica

A caixa toracica do animal foi recortada longitudinalmente e o tecido pulmonar
foi lavado através de perfusdo com 10 mL de PBS gelado. A analise histoldgica foi
feita a partir do lobo pulmonar superior direito de cada animal, fixado em formol
tamponado a 10%. As amostras foram submetidas ao processamento histolégico de
rotina. O material emblocado em parafina foi submetido a microtomia com 5um de
espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE), para analise do escore
inflamatério, e com Sirius Red (SR) (Sigma Aldrich) para analise do infiltrado
eosinofilico. Apés coloracao, os cortes foram dispostos sobre [aminas e montados em
laminulas. As amostras foram observadas em toda sua extensdo em microscopio
optico (Olympus BX53 American Inc., Center Valley, PA, USA). As laminas foram
cegadas para contagem, e para cada tipo de coloracéo foram analisados 10 campos
dos espacos peribroncovasculares dos pulmdes.

As areas peribronquiolares e perivasculares foram avaliadas de acordo com o
grau de infiltrado celular inflamatério, ao qual foram atribuidos escores de 0 a 5 para
cada campo (LEE et al., 2009):

- 0, auséncia de processo inflamatorio;

- 1, células inflamatérias esparsas;
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- 2, uma camada de células inflamatorias ao redor da estrutura avaliada;
- 3, anel de células inflamatorias contendo 2 a 4 camadas;

- 4, aglomerado focal de células inflamatorias ao redor da estrutura;

- 5, infiltrado inflamatorio intenso.

Posteriormente, foi realizada a contagem das células com morfologia sugestiva
de eosindfilos, os quais apresentavam citoplasma com coloracdo vermelho/rosa,
diferindo-os das outras células presentes no local. Para a analise estatistica foram
utilizadas as médias aritméticas simples de 10 campos pulmonares por lamina, sendo

utilizadas 5 laminas representativas de cada grupo experimental.

4.5.2 Dosagem sérica para analise de IgE especifica anti-OVA

A avaliacdo da producédo do isotipo IgE especifico anti-OVA foi analisada por
meio de ELISA. Resumidamente, apos a sensibilizacdo com 10 uL de OVA (Grade V;
Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA) em 1 mL de tampéao carbonato (100 uL/poc¢o),
as placas foram incubadas a 4°C por 18 horas e lavadas a seguir com PBST. Apés
bloqueio com 5% de leite em pé Molico em PBST (200 uL/poco), as placas foram
lavadas e as amostras de soro foram adicionadas, sem diluicdo, seguindo-se uma
incubacédo por 1 hora. A seguir, a placa foi novamente lavada e o anticorpo anti-IgE
biotinilado (Pharmingen™, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi adicionado. A
estreptavidina marcada com peroxidase (Pharmingen™, Becton Dickinson, San
Diego, CA, USA) foi adicionada ap0s incubacéo de 1 hora a TA, e apés tal etapa foi
feita a lavagem da placa. A seguir, a reacdo foi revelada pela adicdo de substrato
contendo acido citrico 0,1M, citrato de sédio 0,1M, agua destilada, cromdgeno
ortofenileno-diamina (OPD) e H202 30%. A reacao foi bloqueada com H2SO4 1M e a
leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492 nm (SpectraMax® 190, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA). A deteccédo do anticorpo especifico foi quantificada
como densidade otica (DO) em leitor de microplacas (SpectraMax 190, Molecular
Devices, EUA).
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4.5.3 Determinacao da atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) nas células
do homogenato pulmonar

O sedimento do homogenato pulmonar foi processado para determinagéo da
atividade da EPO. Apé6s lise das hemacias, as amostras foram novamente
centrifugadas a 10.000 RPM por 10 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron
Corporation, EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido
em 1,9 mL de hexadeciltrimetil brometo de amoénio (HTAB) 0,5% em PBS, e
homogeneizado. A seguir, as amostras foram congeladas trés vezes em nitrogénio
liquido e centrifugadas conforme condicbes descritas acima. O sobrenadante foi
utilizado no ensaio enziméatico.

Para analise da produgcdo de EPO, 75 pL do sobrenadante do homogenato
pulmonar foram colocados em uma placa de 96 pogos, juntamente com 75 pL de
substrato contendo 1,5mM de OPD em tampéao tris-HCI- 0,075mM (pH = 8,0),
acrescido de H202 (agua oxigenada) 6,6mM. As amostras foram incubadas por 30
minutos a TA, no escuro. A reacao foi interrompida com a adi¢ao de 50 pyL de H2SO4
(acido sulfurico) 1M e a leitura realizada a 490 nm em leitor de microplacas
(SpectraMax® 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.5.4 Coleta do pulméo para dosagem de CCL11 e citocinas

Para a obtencdo do homogenato, 100 mg do lobo esquerdo do pulméao foi
macerado em 1 mL de PBS contendo inibidores de proteases (0,1mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 0,21mM cloreto de benzeténio, 10mM EDTA e 2 pL de aprotinina A) e
0,05% de Tween 20. As amostras foram centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram armazenados a -20° C, até serem utilizados para
dosagem de citocinas e quimiocinas através de ELISA.

O sobrenadante do homogenato pulmonar foi utilizado para as dosagens de
CCL11, TSLP, IL-33, IL-25, IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-B, seguindo-se as instrucdes dos
fabricantes. Resumidamente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura diluido em tampéao e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas
foram lavadas em PBS Tween 20 0,05% (PBST), seguindo-se um blogueio dos sitios

inespecificos da placa por 1 hora. Posteriormente, apés lavagem das placas, foram
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adicionados o0s anticorpos recombinantes nas concentracdes indicadas, para
obtencdo das curvas-padrdo, assim como as amostras do sobrenadante de tecido
pulmonar de cada animal. Apds incubacé&o por 2 horas a temperatura ambiente (TA),
as placas foram lavadas e o segundo anticorpo foi adicionado, seguindo-se uma
incubacéo por 1 hora a TA, quando entdo as placas foram lavadas novamente e foi
adicionado o substrato. A reagéao foi interrompida com H2SO4 1M e a leitura realizada
a 450 nm em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA).

4.5.5 Avaliacado da expresséo de marcadores em células do pulméao

Para andlise da expressdo de marcadores celulares, as células do pulmao
foram isoladas conforme descrito a seguir: o pulméo foi cortado em pequenos pedacos
e digerido em 0,5mL de solucdo salina balanceada de Hank’s (HBSS) contendo
Colagenase Tipo | (Sigma-Aldrich) na concentracao 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 entéo
lavado com uma solucéo de lise contendo cloreto de amonio 0,16M e Trisbase 0,17M.
Em seguida, as células foram ressuspendidas em 1mL de meio RPMI completo e 10
uL da suspenséo celular foi misturada a 10 pL de corante Trypan Blue (Sigma-Aldrich).
Logo apds, as células foram contadas em microscopio 6tico Zeiss (Hallbergmoos,

Alemanha) e a viabilidade celular foi determinada.

Para a analise da expresséo de marcadores celulares, o sedimento do pulmao
processado foi ressuspendido em 50 uL de PBS. Seguindo-se instru¢des do fabricante
(BD Biosciences), as células foram marcadas em sua superficie com os anticorpos
anti- (CD8a, CD11c, CD103, MHCII, TLR2, TLR4, CD273, CD274) (BD Pharmingen™,
Becton Dickinson, EUA) (Tabela 2). Para marcacao intracelular, apés incubacéo por
30 minutos a 4°C, as células foram fixadas (Cytofix) e permeabilizadas (Cytoperm),
conforme indicado no kit (BD Biosciences). A seguir, 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 0s anticorpos
anti-(TLR9, IL-10, IL-12 e IFN-y) (BD Pharmingen™, Becton Dickinson, EUA) (Tabela
1). Em seguida, as células foram lavadas com o tampéao de diluicdo, contendo 2% de

soro fetal bovino (SFB), 0,1% de azida sodica e PBS. Apos centrifugagéo a 250 x g
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por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 200 uL de solucdo 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 aparelho FACSCanto™ (Becton
Dickinson, EUA). Os gates de linfocitos foram selecionados através de tamanho e
granulosidade especificos. O calculo do numero total de células de cada populacdo
foi obtido através da contagem das porcentagens versus o numero total de linfocitos
isolados. As anadlises percentuais das populagfes estudadas foram obtidas através do

software CellQuest® (Becton Dickinson, EUA).

Tabela 2: Fluorocromos utilizados na citometria de fluxo

FITC Pacific Blue PERCP Pe Cy7 PE
CD11c CD103 CD8a MHCII PDL-1
CDllc CD103 CD8a MHCII PDL-2
CDllc CD103 CD8a MHCII TLR2
CD11c CD103 CD8a MHCII TLR4
CDllc CD103 CD8a MHCII TLR9
CDllc CD103 CD8a MHCII IL-12
CDllc CD103 CD8a MHCII IL-10

CD11c CD103 CD8a MHCII IFN-y
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4.5.6 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad
Pism 5.0 (GraphPad Software, EUA). As varidveis nhuméricas foram avaliadas nos
diferentes grupos pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para distribuicao
gaussiana dos dados. Posteriormente, foi utilizado o Teste t ndo pareado para 0s
dados paramétricos e o teste de Mann Whitney para os dados nao paramétricos. O
nivel de significancia admitido para os testes foi de p<0,05 (5%). Os dados serao

expressos como média +/- erro padrdao da média (EPM).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da administracdo do BCG sobre o infiltrado inflamatério pulmonar

5.1.1 Escore inflamatério

Foram realizados cortes histolégicos dos pulmdes dos animais, com o intuito de
verificar o grau de inflamacdo nos espacos peribroncovasculares, o qual foi
determinado através de avaliacdo do escore inflamatorio realizada em laminas
coradas com HE. Todos os grupos analisados (BCG, OVA e OVA/BCG) apresentaram
diferencas significativas em relacao ao grupo PBS (Fig 5A). Observou-se também que
a administracdo de BCG aos animais sensibilizados e desafiados com OVA (grupo
OVA/BCG) (Fig 5E) reduziu o infiltrado inflamatorio quando comparado aos animais
sensibilizados e desafiados com OVA (grupo OVA) (Fig 5D), sendo atribuido escore 3
para o grupo OVA, enquanto o grupo OVA/BCG apresentou escore inferior a 2 (Fig
5A).



46

>

Escore Inflamatério
N
|

PBS BCG OVA OVA/IBCG

¥
o
'

- e
,g: e

%

Fig 5. Infiltrado inflamat6rio pulmonar. Escore inflamatério semi-quantitativo (A); Imagem
representativa de cortes histolégicos corados com HE ap6s o ultimo desafio com a OVA nos
grupos PBS (B); BCG (C); OVA (D); OVA/BCG (E); * comparado ao grupo PBS (p<0.05); **
comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados sdo expressos como média +/- EPM.
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5.2 Contagem de eosinoéfilos no tecido pulmonar

O infiltrado eosinofilico pulmonar € uma caracteristica marcante na asma
alérgica. Por isso, 0 numero de eosindfilos foi avaliado no tecido pulmonar através da
coloragéo especifica com Sirius Red, o qual tem afinidade pelos granulos presentes
no citoplasma dessas células, que se coram em vermelho. Foi observado que a
sensibilizacdo e os desafios com OVA aumentaram significativamente o numero de
eosinofilos nos pulmdes dos animais dos grupos OVA e OVA/BCG, quando
comparados ao grupo PBS. No grupo OVA/BCG este numero foi menor quando
comparado ao grupo OVA. Tal fato pdde ser observado no grafico com a contagem
de eosindfilos (Fig 6A) e pela imagem representativa dos cortes histoldégicos dos

diferentes grupos corados com Sirius Red (Fig 6B, 6C, 6D, 6E).
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Fig 6. Infiltrado inflamatorio eosinofilico pulmonar. Nimero de eosindfilos por 100um (A).
Imagem representativa do infiltrado eosinofilico no tecido pulmonar nos grupos PBS (B); BCG
(C); OVA (D); OVA/BCG (E) ap6s o ultimo desafio com a OVA, coloracdo Sirus Red.
*comparado ao grupo PBS (p<0.05); ** comparado ao grupo OVA(p<0.05). Os dados séo
expressos como média +/- EPM.
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5.3 Efeito da administragdo do BCG sobre os niveis da quimiocina CCL11 e

atividade da enzima peroxidase eosinofilica (EPO)

A CCL11 ou eotaxina € um importante fator quimiotatico de eosinéfilos para os
pulmdes, e a enzima EPO, contida em seus granulos citoplasmaticos, exerce um
efeito marcante no remodelamento do epitélio das vias aéreas na asma (WALSH,
2010). Verificou-se um aumento nos niveis de CCL11 (Fig 7A) e da atividade de EPO
(Fig 7B) nos grupos OVA e OVA/BCG em comparacao ao grupo PBS. Enquanto os
niveis de CCL11 (Fig 7A) no grupo OVA/BCG, e a atividade de EPO (Fig 7B) foram

menores quando comparados ao grupo OVA.
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Fig 7. Niveis da quimiocina CCL11 e da atividade de EPO. Niveis da quimiocina CCL11
(A) e da atividade de EPO (B) no homogenato do tecido pulmonar. *comparado ao grupo PBS

(p<0.05); ** comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados séo expressos como média +/-
EPM.
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5.4 Efeito da administracdo do BCG sobre os niveis séricos de IgE especifica
anti-OVA

Com o objetivo de verificar o efeito induzido pela administracdo intranasal de
BCG sobre a resposta inflamatoria sistémica na alergia pulmonar experimental, foram
avaliados os niveis séricos da imunoglobulina IgE especifica anti-OVA. Os animais
dos grupos OVA e OVA/BCG apresentaram um aumento nos niveis de IgE especifica
anti-OVA quando comparados aos do grupo PBS. Enquanto no grupo OVA/BCG,
esses niveis foram significativamente menores quando comparados aos

apresentados pelo grupo OVA (Fig 8).
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Fig 8. Niveis séricos de IgE anti-OVA. *comparagdo com o grupo PBS (p<0.05);
**comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados sao expressos como média +/- EPM.
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5.5 Efeito da administracéo intranasal do BCG sobre 0s niveis de citocinas
epiteliais e de perfil Th2

Posteriormente, com o intuito de avaliar quais citocinas estariam envolvidas na
inflamacé&o alérgica pulmonar e qual seria a acdo do BCG sobre elas, foram analisadas
as citocinas liberadas principalmente pelo epitélio das vias aéreas (IL-25, IL-33 e
TSLP) e citocinas de perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13). Observou-se um aumento
significativo em IL-25 (Fig 9A), TSLP (Fig 9B), IL-4 (Fig 9D), IL-5 (Fig 9E) e IL-13 (Fig
9F) nos animais do grupo OVA em comparagao aos animais do grupo PBS. Enquanto
0 grupo OVA/BCG apresentou uma reducédo nos niveis de IL-25 (Fig 9A), TSLP (Fig
9B), IL-4 (Fig 9D) e IL-5 (Fig 9E) em comparacao ao grupo OVA.
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Fig 9. Niveis de citocinas epiteliais e de perfil Th2. Andlise de IL-25 (A); TSLP (B); IL-33
(C) IL-4 (D); IL-5 (E); IL-13 (F). Os niveis das citocinas foram determinados através de ELISA.

*comparado ao grupo PBS (p<0.05); ** comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados sdo
expressos como média +/- EPM.
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5.6 Efeito da administragéo intranasal do BCG sobre os niveis de IFN-y, IL-10 E
TGF-B

Da mesma forma, foi avaliada a produgé&o das citocinas reguladoras IL-10 e
TGF-B, além da citocina Th1 IFN-y. Houve um aumento consideravel na producao da
citocina IL-10 (Fig 10A) nos grupos BCG, OVA e OVA/BCG em comparagao ao grupo
PBS, e também houve um aumento significativo dessa citocina no grupo OVA/BCG
em comparagao ao grupo OVA. Também observou-se um aumento de TGF- B (Fig
10B) no grupo OVA/BCG em comparagao aos animais alérgicos sem tratamento
(grupo OVA). Entretanto, os niveis de IFN-y (Fig 10C) ndo apresentaram diferenca

significativa entre os grupos.
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Fig 10. Niveis de citocinas regulatérias e de perfil Thl. IL-10 (A); TGF-B (B); e IFN-y (C).
Os niveis das citocinas foram determinados através de ELISA. *comparado ao grupo PBS
(p<0.05); ** comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados séo expressos como média +/-
EPM.
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5.7 Identificacdo e caracterizacdo das células dendriticas no tecido pulmonar

As DCs pulmonares expressam diversos marcadores em sua superficie que
estdo relacionados a ativacdo e diferenciacdo dessas células, atuando no
direcionamento e manutencdo da resposta imune a diversos antigenos, podendo ser
funcionalmente diferentes conforme o fenotipo apresentado (CONDON et al., 2011;
GAURAV; AGRAWAL, 2013).

A partir do gate definido de acordo com tamanho e granulosidade, com o intuito
de selecionar DCs maduras capazes de induzir proliferacao de linfécitos T no pulmao
dos animais estudados, foram selecionadas células com expresséao intermediaria de
CD103 (CD103) e expressdo elevada do marcador CD11c (CD11c") (Fig 11A) e
MHCII (MHCII*) (Fig 11B a 11E).

Diante dessa informacdo, a expressdo do marcador CD8a em DCs
CD103MCD11cMMHCII* provenientes do pulm&o dos animais estudados também foi
avaliada no presente estudo. Assim, as analises iniciais indicaram que DCs CD8a*
sao o subtipo predominante, independente da indu¢cdo do modelo de alergia pulmonar
(Fig 11B e 11D) ou do tratamento com o BCG (Fig 11C e 11E), sendo observados
percentuais de 98,2% para o grupo PBS (Fig 11B), 84,8% para o grupo BCG (Fig
11C), 88,4% para o grupo OVA (Fig 11D) e 85,8% para o grupo OVA/BCG (Fig 11E).
Contudo, vale destacar a proliferacdo de DCs CD8a ap6s o tratamento com BCG,
onde observou-se um percentual de 0,11% no grupo PBS (Fig 11B), 8,08% no grupo
BCG (Fig 11C), 3,99% no grupo OVA (Fig 11D) e 6,32% no grupo OVA/BCG (Fig
11E).
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Fig 11. Dot-plots representativos de um experimento de citometria de fluxo para selecao
de células dendriticas provenientes do pulm&o dos animais estudados. A partir de uma
janela determinada de acordo com tamanho celular (FSC) e granulosidade (SSC) especificos,
foram selecionadas as células CD103™ CD11c" (A). Expressdo de CD8a e MHCII pelas
células CD103™ CD11c" provenientes dos pulmdes dos animais dos grupos PBS (B), BCG
(C), OVA (D) e OVA/BCG (E). Os valores nos quadrantes estdo expressos em porcentagem
e sdo representativos de dois experimentos independentes (n=5) p<0.05. *comparado ao

grupo PBS; ** comparado ao grupo OVA. Os dados sdo expressos como media +/- EPM.
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5.8 Avaliacdo da expressédo dos receptores TLR2, TLR4 e TLR9 pelas células
dendriticas pulmonares CD103*CD8a*

Considerando-se que a participacdo dos receptores TLR, presentes na
superficie de DCs pulmonares, € crucial tanto para a ativacdo e polarizacdo da
resposta imune na presenca do alérgeno, quanto para a apresentacdo do BCG,
direcionamento e modulacdo da resposta, foi avaliada a expressao de TLR2, TLR4 e
TLR9 em células também marcadas por CD103* CD8a*CD11c MHCII.

Os resultados observados na Figura 12B mostram uma redugédo na expressao
de TLR2 pelas DCs nos animais do grupo OVA guando comparados aos grupos PBS
e BCG, enquanto a expressao de TLR4 (Fig 13B) e TLR9 (Fig 14B) nesse mesmo
grupo (grupo OVA) apresentou um aumento em relagdo aos grupos PBS e BCG. O
tratamento com BCG em animais alérgicos (grupo OVA/BCG) levou a um aumento
significativo na expresséo dos receptores TLR2 (Fig 12B) e TLR4 (Fig 13B) quando
comparados ao grupo OVA. E apesar de ndo ter tido diferenca significativa na
expressdo de TLR9 no grupo OVA/BCG comparado aos animais alérgicos sem
tratamento (grupo OVA), uma tendéncia de aumento foi observada (Fig 14B).
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Fig 12. Expressédo do receptor TLR2 em DCs CD103*CD8a*. Dot-plots representativos (A);
expresséo do receptor TLR2 em DCs CD103*CD8a* (B), ambos referentes aos grupos PBS,
BCG, OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS (p<0.05); ** comparado ao grupo OVA
(p<0.05). Os dados sao expressos como média +/- EPM.
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Fig 13. Avaliacdo do percentual de DCs CD103*CD8a* expressando o receptor TLR4.
Dot-plots representativos (A); grafico de colunas (B), ambos referentes aos grupos PBS, BCG,
OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS (p<0.05); ** comparado ao grupo OVA (p<0.05).
Os dados séo expressos como média +/- EPM.
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Fig 14. Avaliagdo do percentual de DCs CD103"CD8a" expressando o receptor TLRO.
Dot-plots representativos (A); grafico de colunas (B), ambos referentes aos grupos PBS, BCG,
OVA e OVA/BCG. p<0.05. *comparado ao grupo PBS (p<0.05); **comparado ao grupo OVA
(p<0.05). Os dados sdo expressos como média +/- EPM.
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5.9 Avaliacdo da expressdao de PD-L1 e PD-L2 em células dendriticas
pulmonares CD103*CD8a*

Considerando-se que as moléculas presentes na superficie das DCs podem
influenciar a resposta imune na asma, foi analisado o percentual de expressdo dos
receptores PD-L1 e PD-L2 por essas células. Desta forma, observou-se uma reducao
do receptor PD-L1 (Fig 15A) no grupo OVA com relacdo aos grupos PBS e BCG, ja o
grupo alérgico tratado com BCG (grupo OVA/BCG) apresentou um aumento
significativo na expressdo desse receptor em comparagdo ao grupo alérgico nao
tratado (grupo OVA). Quanto ao marcador PD-L2 (Fig 16B), os animais do grupo OVA
e OVA/BCG apresentaram um aumento significativo em comparacdo aos do grupo
PBS e BCG. No entanto, nenhuma diferenca significativa com relacao a expressao do
PD-L2 foi observada entre os grupos OVA e OVA/BCG, apesar de ter sido notada uma
tendéncia de reducdo dessa molécula no grupo alérgico tratado com BCG (grupo
OVA/BCG).
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Fig 15. Avaliagcdo da expressdo de células dendriticas pulmonares CD103*CD8a*
expressando a molécula PD-L1. Dot-plots representativos (A) e grafico de colunas (B),
ambos referentes aos grupos PBS, BCG, OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS
(p<0.05); ** comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados s&o expressos como média +/-
EPM.
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Fig 16. Avaliacdo da expressdo células dendriticas pulmonares CD103*CD8a*
expressando a molécula PD-L2. Dot-plots representativos (A) e grafico de colunas (B),
ambos referentes aos grupos PBS, BCG, OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS
(p<0.05); ** comparado ao grupo OVA (p<0.05). Os dados sédo expressos como média +/-
EPM.
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5.10 Avaliagdo da expresséao de IL-10, IL-12 e IFN-y pelas células dendriticas
pulmonares CD103*CD8a*

E irrefutavel o papel das citocinas na inflamacao alérgica, desta forma, analisou-
se o efeito do tratamento com o BCG sobre a expresséo de IL-10, IL-12 e IFN-y pelas
DCs pulmonares CD103*CD8a*. Os animais do grupo OVA e OVA/BCG apresentaram
um aumento na producdo da citocina IL-10 (Fig 17A e 17B) em comparagcdo aos
animais do grupo PBS e BCG, e houve reducéo significativa na porcentagem de DCs
produtoras dessa citocina no grupo OVA/BCG quando comparado ao grupo OVA. Ja
em relacdo a producdo de IL-12 (Fig 18A e18 B), um aumento significativo foi
observado nos grupos OVA e OVA/BCG, quando comparados aos grupos PBS e
BCG. De maneira semelhante, também foi observado um aumento significativo na
porcentagem de DCs produtoras de IFN-y (Fig 19A e 19B) nos grupos OVA e
OVA/BCG em comparagédo aos grupos PBS e BCG. Enquanto a administracdo de
BCG aos animais alérgicos (grupo OVA/BCG) resultou em um aumento significativo
na porcentagem de células produtoras dessa citocina, quando comparados aos

animais do grupo alérgico nao tratado (grupo OVA).
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Fig 17. Quantificagcéo do percentual da citocina IL-10 produzidas por DCs CD103"CD8a".
Dot-plots representativos (A) e grafico de colunas (B), ambos referentes aos grupos PBS,
BCG, OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS (p<0.05); ** comparado ao grupo OVA
(p<0.05). Os dados sao expressos como média +/- EPM.
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Fig 18. Quantificagdo do percentual dacitocinalL-12 produzidas por DCs CD103*CD8a*.
Dot-plots representativos (A) e grafico de colunas (B), ambos referentes aos grupos PBS,
BCG, OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS (p<0.05); ** comparado ao grupo OVA
(p<0.05). Os dados sao expressos como média +/- EPM.
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Fig 19. Quantificagcéo do percentual da citocina IFN-y produzidas por DCs CD103"CD8a".
Dot-plots representativos (A) e grafico de colunas (B), ambos referentes aos grupos PBS,
BCG, OVA e OVA/BCG. *comparado ao grupo PBS (p<0.05); **comparado ao grupo OVA
(p<0.05). Os dados sao expressos como média +/- EPM.



70

6 DISCUSSAO

A asma é uma doenga inflamatdria crbnica das vias aéreas, altamente
prevalente, principalmente em paises desenvolvidos. Partindo do principio da hipétese
da higiene proposta por Strachan (1989), observou-se uma associacdo entre a
exposicao reduzida a determinados antigenos bacterianos, virais e fungicos durante
a primeira infancia e o desequilibrio entre os perfis Th1/Th2, indicando uma
predisposicdo dos individuos ao desenvolvimento de alergias (STRACHAN, 1989;
GARN, HENZ, 2007; EGE et al. 2011; AHRENS et al. 2009; von MUTIUS, 2010).
Desta forma, estudos vém evidenciando uma associacao direta entre o contato com
micro-organismos, tais como micobactérias, e a reducdo das manifestacdes alérgicas
(CHOI et al, 2007; DOS SANTOS et al. 2013). Alguns trabalhos mostraram que tal
associacao poderia ocorrer através da ativacao da resposta imune, com a participacao
principalmente de células Thl, as quais produzem IFN-y mediado pela citocina IL-12,
além da atuacdo concomitante de células Treg, que sao responsaveis por regular a
resposta imune através da producao de citocinas como a IL-10 e TGF- (SHIRAKAWA
et al. 1997; HAN et al. 2010; WU et al. 2007).

Diversos estudos clinicos e epidemiologicos investigaram a prerrogativa de que
o BCG poderia atuar como adjuvante do sistema imune, de maneira a evitar ou
atenuar os sintomas e caracteristicas relacionados a asma, exercendo uma acao
moduladora da resposta imune (LAGRANDERIE et al., 2008; COHON et al. 2007,
HOPFENSPIRGER, M.T., AGRAWAL, 2002). Apesar de todas as evidéncias obtidas
em diversos trabalhos, o potencial terapéutico do BCG na asma ainda é muito
controverso e seu efeito modulador pode sofrer diversas influéncias (GINA, 2015; LlI;
SHEN, 2009; CHOI et al., 2007). Desta forma, para a padronizagdo do modelo animal
de inducao da alergia pulmonar experimental (APE) neste estudo, varios fatores foram
levados em consideragdo. Para isto, foram utilizados camundongos da linhagem
Balb/c, devido a sua susceptibilidade genética a respostas imunes do tipo Th2, com
producéo de niveis elevados de IgE especifica contra o alérgeno OVA, além de uma
maior producao de citocinas de perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) quando comparados a
camundongos da outra linhagem C57BL/7 (KRUG; RABE, 2008; KUMAR; HERBERT,

FOSTER, 2008). Além disso, ja havia sido observado em estudo clinico que quando
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o bacilo é administrado na idade neonatal, h4& uma maior probabilidade de reducéo
dos sintomas respiratorios da asma alérgica (LINEHAM et al, 2014), porém o0s
mecanismos responsaveis pela modulacdo da resposta imune ainda nado foram
totalmente elucidados. Portanto, o intuito do presente estudo foi avaliar o possivel
mecanismo de atuacdo do BCG na reducdo dos sintomas da asma alérgica, através
da avaliacdo da resposta imune inata durante a fase neonatal em camundongos
Balb/c.

A partir das avaliagdes iniciais, verificou-se que as sensibilizag6es e os desafios
com a OVA foram eficazes em induzir o modelo de alergia pulmonar, uma vez que
importantes caracteristicas da asma alérgica estavam presentes, tais como: niveis
elevados de citocinas de perfil Th2 e niveis séricos de IgE especifica anti-OVA,
associados a uma marcante inflamacao eosinofilica no tecido pulmonar. Este tipo de
resposta se inicia a partir de contatos com o alérgeno nas vias aéreas, desencadeando
uma sequéncia de eventos que culminam com o aparecimento dos sintomas clinicos
da asma. Neste sentido, células epiteliais das vias aéreas sdo 0s primeiros tipos
celulares a responderem a presenga do alérgeno, liberando IL-25, IL-33 e TSLP. Estas
citocinas sdo conhecidas por promoverem a resposta imune de perfil Th2 através de
uma atuacdo direta e indireta em células dendriticas (FROIDURE et al., 2014;
HONGUJIA et al., 2014). De fato, o bloqueio ou auséncia destas citocinas reduzem
ativacdo e migracao de DCs, diminuindo a resposta inflamatéria na asma (SHI et al.,
2008). Adicionalmente, um estudo demonstrou que células epiteliais sdo aptas a
reconhecer e internalizar o BCG (CHUQUIMIA et al., 2012), e assim modular
negativamente a resposta imune iniciada por estas células durante a infeccdo (MA et
al., 2014). No presente estudo, nos animais alérgicos tratados com o BCG, observou-
se uma reducao nos niveis de IL-25 e TSLP, sugerindo uma modulacéo da resposta

imune iniciada pelo epitélio das vias aéreas, gerando uma menor ativacéo de DCs.

E bem estabelecido que o reconhecimento e a apresentacéo do alérgeno pelas
DCs, promove a ativacdo e polarizacdo dos linfocitos T CD4* para o perfil Th2
(HAMMAD et al., 2010). Estas células sdo a principal fonte de citocinas como a IL-4,
que induz a producado de IgE em linfocitos B, e a IL-5 que promove a producéo e
ativacao de eosinofilos (LI, HENDRIKS, 2013). A IgE liberada se ligara a superficie de
mastocitos, promovendo a sua ativacao e liberacdo de mediadores associados com a

resposta de hipersensibilidade imediata. O influxo e ativacdo de eosinofilos em
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resposta a IL-5 e CCL11, leva a liberacéo de seus granulos contendo varias enzimas,
entre elas a EPO, que em uma fase mais tardia, exerce um papel central na mediacéo
e persisténcia das reacfes inflamatoérias que culminam com remodelamento das vias
aéreas (ROBINSON et al, 1992; LU et al. 2010; RABE et al, 2011). No presente
estudo, observou-se que o tratamento dos animais alérgicos com o BCG reduziu 0s
niveis de IL-4, IL-5 e CCL11, e este fato provavelmente levou a uma menor produgao
de IgE pelos linfécitos B, assim como um menor recrutamento e ativacdo dos
eosinofilos nos pulmdes, associado a baixa atividade da EPO. Embora a
hiperresponsividade das vias aéreas, que é um sintoma clinico caracteristico da asma,
nao tenha sido avaliada no presente modelo, os dados sugerem que o tratamento com
0 BCG possa ter reduzido os sintomas, uma vez que os niveis tanto de IgE quanto da
atividade da EPO também estavam reduzidos. Estes resultados estdo de acordo com
outros estudos, nos quais foram observados reducéo da IgE (HAMMID; TULIC, 2009;
LEE et al. 2004; COHON et al. 2007; TUKENMEZ et al, 1999; NAHORI et al. 2001;
GOUVEIA et al., 2013) e do infiltrado eosinofilico nas vias aéreas, tanto em modelos
animais quanto em humanos apds tratamento ou imunizacao com o BCG (COHON et
al. 2007; BILENKI et al., 2010).

Sabe-se que a infeccdo com o BCG induz um aumento de IFN-y (TEIXEIRA et
al., 2005), e apesar dos niveis dessa citocina néo ter apresentado alteragcéo entre os
grupos estudados, o tratamento com BCG nos animais alérgicos levou a um aumento
na producao das citocinas reguladoras IL-10 e TGF-3 no sobrenadante. Tal fato indica
uma provavel regulacdo da resposta imune via células Treg, conforme ja foi visto no
trabalho de KIM e colaboradores (2014), que observaram o desenvolvimento de uma
resposta imune protetora exercida pelo BCG, mediada principalmente pela atuacao
de células T reguladoras (KIM et al., 2014).

Considerando que o envolvimento dessas células é crucial para a compreensao
dos diversos mecanismos envolvidos na regulacdo das respostas imunes e
homeostase do organismo (SEROOGY; GERN, 2005; CUROTTO DE LAFAILLE et al.
2008; GAVIN et al. 2007), ja foi demonstrado que elas induzem a supressao da
exacerbacéo de manifestacdes alérgicas e de respostas Th1/Th2 atraveés da producéo
de citocinas reguladoras, atuando de maneira independente de IFN-y (ZUANY-
AMORIM et al. 2002). Foi observado também que a transferéncia adotiva dessas

células para camundongos sensibilizados com alérgenos é capaz de suprimir a
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inflamacéo alérgica, enquanto a deplecao delas exacerba os sintomas em modelos
de asma experimental (KEARLING; ROBINSON; LLOYD, 2008; LEWKOWICH et al.,
2005). Desta forma, diante dos resultados de outros trabalhos e dos observados no
estudo em questédo, pode-se constatar uma minimizacdo do processo inflamatorio,
com reducdo do infiltrado inflamatério pulmonar, da producdo de muco,
remodelamento pulmonar e hiperresponsividade das vias aéreas, sugerindo assim a

participacao de células T reguladoras.

Para que a resposta imune adaptativa ocorra, a participacédo das DCs é crucial,
pois estas sdo responsaveis pela captura e transporte do antigeno para os 6rgaos
linfoides, onde este sera apresentado para os linfécitos T virgens, 0s quais irdo se
diferenciar, levando a montagem de uma resposta efetora (GUILLIAMS;
LAMBRECHT; HAMMAD, 2013), sendo que a importancia de DCs do pulmao na
inducao da resposta imune alérgica, com diferenciacéo de células T virgens em Th2
ja foi demonstrada (HAMMAD et al., 2010).

Neste contexto, diferentes subtipos de DCs classicas participam da polarizacao
da resposta imune para os diferentes perfis, sendo que sdo conhecidos pelo menos
dois tipos de cDCs nos pulmdes: as cDCs CD11b* que preferencialmente induzem
resposta imune de perfil Th2, e as DCs CD103* que induzem uma resposta imune de
perfil Thl (FURUHASHI et al., 2012). GOLZZWITZER e colaboradores (2014)
observaram uma maior frequéncia e um maior influxo de cDC CD11b* nos pulmdes
de camundongos neonatos ap0s exposi¢cdo ao alérgeno HDM. Enquanto isso, outros
trabalhos observaram que c¢DCs expressando o marcador CD103 eram
predominantes na mucosa pulmonar, com capacidade em apresentar o antigeno tanto
para linfécitos T CD4, assim como para linfocitos T CD8 (SUNG et al., 2006; DEL RIO
et al., 2007), sendo capazes de induzir tolerancia, promovendo a diferenciacdo de
linfécitos virgens para o perfil regulatorio na presenca de TGF-f (COOMBES et al.,
2007). Células dendriticas CD103* expressando o marcador CD8a foram identificadas
nos linfonodos drenantes do pulm&o em resposta a infec¢des por diferentes classes
de microorganismos no trato respiratério (DUNNE et al., 2009; KIM; BRACIALE, 2009;
BEAUCHAMP et al.,, 2012). Ceélulas dendriticas CD103*CD8a* favoreceram o
desenvolvimento de uma resposta Thl, com pouca inflamacao eosinofilica das vias
aéreas (HAMMAD, et al., 2004). Por outro lado, estudos ja observaram que as células

dendriticas CD8a estimuladas com OVA em modelos murinos levaram a um aumento
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da inflamacéo eosinofilica, com producdo de maiores niveis de IL-4, IL-5 e IL-10
durante o desafio com o alérgeno (LUTAY et al., 2014).

Interessantemente, BILENKI e colaboradores (2010) observaram que o BCG
promoveu a expressao do marcador CD8a* em DCs, porém, ainda ndo existe na
literatura estudos descrevendo estas células na resposta imune alérgica, e mediante
tratamento com o BCG. No presente estudo observou-se que o subtipo predominante
de DCs pulmonares nos grupos observados eram as CD103*CD8a*, inferindo-se
assim uma participacédo importante dessas células na montagem de uma resposta
imune protetora do organismo ao alérgeno, uma vez que foi detectado que o
tratamento com BCG nos animais alérgicos induziu a producao de IFN-y, sugerindo
assim um possivel mecanismo pelo qual essas células estariam modulando a resposta
imune alérgica. Outros estudos ja identificaram niveis elevados de IFN-y apés
tratamento com o BCG em camundongos recém-nascidos (SHEN et al., 2008; DENG
et al., 2011; WANG et al., 2011), no entanto, no presente estudo, néo foi observado
esse aumento no sobrenadante de células do pulméo dos animais alérgicos tratados
com o BCG. Essa discrepancia nos resultados provavelmente se deve, em parte, a
curta duragdo do protocolo de tratamento com o BCG, ou também devido a diferenca
no protocolo utilizado para inducéo e tratamento da asma no modelo experimental.

Considerando que a acdo das DCs esta intrinsecamente relacionada a
participacdo dos receptores Toll presentes em sua superficie ou em endossomos, e
que estes receptores Sa0 expressos nas vias aéreas por uma variedade de células, o
papel deles tém se destacado em pesquisas relacionadas ao controle da imunidade e
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas para o tratamento de patologias das
vias aéreas, assim como na patogénese de doencas alérgicas (IWAMURA;
NAKAYAMA, 2008; PANDEY; AGRAWAL, 2006; ROMAGNE, 2007). Apesar da
observacédo de que os TLR2 e TLR4 poderiam estar relacionados ao aumento do risco
de doencas alérgicas (SHRODER; MAURER, 2007), o papel desses receptores ainda
€ muito contraditorio. Visto que o TLR2 é expresso em inumeras células, inclusive
DCs, as quais atuam na iniciacdo e manutencdo da resposta imune, e considerando
gue a expresséao dele pode ser influenciada pela acao da citocina IFN-y (BLANDLER,;
MEDZHITOV, 2006), observou-se no presente estudo um aumento da expressao
desse receptor no grupo de animais alérgicos tratados com BCG. Esse aumento

indicou que essa relacdo provavelmente se deve ao fato do TLR2 ser responsével
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pelo reconhecimento de varios componentes micobacterianos (KLEINNIJENHUIS et
al., 2011). Além disso, outros estudos observaram que a sinalizacéo via TLR2 leva a
uma maior proliferacdo de células Treg, aumentando consequentemente a
capacidade supressora destas células in vivo ao longo do tempo (SUTMULLER et al.,
2006; LIU et al., 2006). O uso de agonistas de Toll vém sendo bastante pesquisado,
pois estes poderdo promover ou inibir a resposta imune. Assim, ja foi visto que
respostas alérgicas foram atenuadas, com reducédo da AHR e da eosinofilia das vias
aéreas em longo prazo, através da aplicacdo de agonistas de TLR2 e TLR4
(CHAUDHURI; WHYTE; SABROE, 2007; FUCHS; BRAUN, 2008; NAWIJN et al.,
2013).

Sabe-se que o reconhecimento do alérgeno pelas DCs ocorre principalmente
através de receptores TLR4, desencadeando uma cascata de ativacdo que culmina
na producao de citocinas de perfil Th2. Embora, o reconhecimento do Mycobacterium
seja dependente principalmente do TLR2 (QUESNIAUX et al., 2004), alguns estudos
indicam também a participacdo dos receptores TLR4 e TLR9 (TJARNLUND et al.,
2006; BILENKI et al., 2010; BAKHRU et al., 2014).

O presente estudo constatou um aumento significativo na expresséao de TLR4
nos animais alérgicos e uma provavel explicacao para tal fato, estaria de acordo com
um estudo que demonstrou que a administracao do alérgeno HDM em quimeras levou
a um aumento na expressao de TLR4, relacionando a uma maior migracdo de DCs
para os linfonodos de drenagem, assim como no aumento da inducao de células Th2
efetoras (HAMMAD et al., 2009). Embora o alérgeno utilizado tenha sido diferente da
OVA, ambos sao de natureza proteica, e podem estar induzindo respostas similares.
Observou-se também que os animais tratados com BCG apresentaram uma maior
expressao desse receptor em comparacdo aos animais alérgicos sem tratamento,
indicando um efeito protetor na asma, corroborando com trabalhos que identificaram
gue o TLR4 aumenta a capacidade supressora de Tregs (CARAMALHO et al., 2003;
CRELLIN et al., 2005).

Outro importante receptor analisado que estd envolvido tanto no processo
alérgico quanto na apresentacdo do BCG, € o TLR9. Ja foi sugerido que o DNA
bacteriano, assim como oligodeoxinucleotideos sintéticos contendo a sequéncia CpG
(CpG-ODN) séo ligantes de TLR9, e podem potencializar a producdo da citocina IL-

12 por macréfagos e outras APCs, induzindo também a producéo de IFN-y e citocinas
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Thl (revisado por FONSECA,; KLINE, 2009). Também foi observado que a ativagcéo
de pDCs mediada pelo TLR9 pode induzir a acdo de células T reguladoras, modulando
assim o sistema imune de maneira a reverter respostas Th2 (ITO et al., 2007). Dessa
maneira, foi observado no presente estudo um aumento da expressao de TLR9 e do
percentual da citocina IFN-y produzida por DC CD103*CD8a* nos grupos alérgicos
tratados com BCG, sugerindo assim um efeito protetor na alergia pulmonar

experimental.

O envolvimento da molécula PD1 expressa na membrana de linfocitos T e B, e
seus ligantes PD-L1 e PD-L2 tém sido enfatizados nos ultimos anos. A relacdo dessas
moléculas na asma € uma descoberta recente e ainda muito controversa, visto que
elas sdo expressas diferencialmente nas células, dessa maneira, estudos vém
mostrando um certo antagonismo na acéo dos ligantes PD-L1 e PD-L2 (AKBARI et
al., 2010). Ja foi demonstrado um papel regulador mediado por esta via (KEIR et al.,
2008), enquanto ja foi evidenciado um efeito pré-asmatico tanto do PD-L1 quanto PD-
L2, ou até mesmo mostrando a acédo deles estimulando respostas imunes opostas
(AKBARI et al., 2010). Somado a este fato, um estudo recente identificou que este tipo
resposta ainda pode variar de acordo com o “background” genético da linhagem
utilizada (McALEES et al., 2015).

Ja foi observado que camundongos neonatos com aproximadamente uma
semana de idade apresentaram um pico de expressao do ligante PD-L1, coincidindo
com um aumento de células Treg, sugerindo uma relacdo entre eles (GOLLWITZER
et al., 2014). Também j& foi visto que o ligante PD-L1 € mais induzido na presenca da
citocina IFN-y, evidenciando uma associagdo com respostas Thl (LOKE, 2003). Da
mesma forma o presente estudo observou um aumento na expressao de PD-L1 nos
grupos de animais que foram tratados com o BCG, assim como no percentual de
células DCs CD103*CD8a* produtoras de IFN-y, indicando uma associacdo direta

entre eles.

Enquanto isso, o efeito exercido pela expressao de PD-L2 nos pulmdes indicou
que sua expressao foi capaz de proteger contra o inicio e progressao da inflamagéo
das vias aéreas, visto que a reducéo de sua expressao através do uso de anticorpos
contra esse ligante, levou ao aumento da AHR e producao de citocinas Th2 (AKBARI
et al.,, 2010; MATSUMOTO et al.,, 2004). Assim, de maneira similar, 0o presente
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trabalho também verificou um aumento de PD-L2 nos grupos de animais
sensibilizados com o alérgeno OVA, corroborando também com outro estudo que
demonstrou uma forte inducéo desse ligante pela citocina IL-4, indicando que sua
acao esta associada a uma resposta Th2, e sugerindo seu envolvimento na resposta
imune alérgica (LOKE, 2003). Estudo recente demonstrou que o aumento da
expresséo de PD-L2 intensifica a gravidade da asma através da redugéo de IL-12 por
DCs, a qual € uma citocina indutora de IFN-y (LEWKOWITCH et al., 2013). No
presente estudo nao foi observada uma reducao significativa do PD-L2, no entanto,
houve uma tendéncia de diminuicdo dessa molécula nas DCs CD103*CD8a* de
animais alérgicos tratados com BCG. Paralelamente essas mesmas células
expressaram niveis elevados de IFN-y intracitoplasmatico, sugerindo assim um efeito

positivo da micobactéria na melhora resposta alérgica.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo ndés identificamos pela primeira vez, no pulméo de
camundongos Balb/c neonatos, uma populacdo de DCs expressando
concomitantemente os marcadores de superficie CD103*CD8a*. Os dados mostram
gue o Mycobacterium bovis-BCG reduziu a resposta alérgica através da modulacéo
da resposta imune inata, por um mecanismo mediado por DCs CD103*CD8a*
expressando os receptores TLR2, TLR4, TLR9. Esse evento promoveu a expressao
da molécula PD-L1, com aumento concomitante de citocinas regulatérias, sugerindo

assim o envolvimento de linfécitos T reguladores.
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