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“As ciéncias naturais pressupdem um mundo vivo, mas 0 mundo

vivo ndo é o mundo das ciéncias naturais”

Kurt Goldstein

“A fronteira entre a salude e a doenca é determinada por um
equilibrio delicado entre os processos de reparo e o potencial destrutivo do
corpo, do qual as doencas autoimunes, alérgicas e a inflamacdo sdo apenas
aspectos particulares.”

Ohad Parnes



RESUMO

Pacientes alérgicos mantém niveis elevados de IgE especifica para o
alérgeno, além de titulos mais elevados de IgE total que a média da populacéo
normal. Em contraste, modelos experimentais para a inducdo de IgE em roedores,
geralmente, resultam em uma sintese transitéria de IgE que ndo consegue ser
estimulada secundariamente. Nos anos 1970, Vaz e Levine mostraram que uma
formacgdo persistente e reestimulavel de IgE que pode ser obtida por imunizacao
intermitente de camundongos de linhagens alto-respondedoras com baixas doses de
antigeno. O mecanismo desta sintese persistente de IgE que mimetiza a situacao
clinica humana é desconhecido.

Recentemente, avangou-se uma hipdtese de que a sintese persistente de
IgE deriva de uma expansdo oligoclonal de linfocitos T-CD4. Essa expansao
oligoclonal poderia ser minimizada pelo tratamento com doses elevadas de
imunoglobulinas policlonais, um tratamento conhecido como IVIg, ja utilizado na
asma humana e experimental.

NoOs estudamos camundongos de trés diferentes linhagens alto-
respondedoras a ovalbumina (OVA) imunizados intermitentemente com baixas doses
desse antigeno com hidréxido de aluminio como adjuvante. Como esperado esses
animais desenvolveram a sintese persistente de IgE com diferentes niveis. Também
foi testada a sua sensibilidade alérgica pulmonar testada por aeroséis de OVA e
avaliada pela medida do infiltrado celular nos brénquios. O tratamento com 1VIg néo
teve efetos significativos na sintese de IgE, no entanto, teve um nitido efeito inibidor
sobre a infiltracdo celular (total e eosinofilica) resultantes dos desafios pelos aerosois

com OVA assim como sobre o nivel de IL-5 no tecido pulmonar.

Palavras Chave: Alergia, IgE, IVIg, Asma, Eosinofilia pulmonar, Oligoclonal.



ABSTRACT

Allergic patients maintain high levels of allergen specific IgE, and higher
titers of total IgE than the average of the normal population. In contrast,
experimental models for induction of IgE in rodents usually results in a transient
synthesis of IgE that cannot be secondary stimuli. In the year 1970, Vaz and Levine
showed that a persistent formation of IgE can be obtained by intermittent
immunization of high-responders mice strains with low doses of antigen. The
mechanism of this persistent IgE synthesis that mimics the human clinical situation
IS unknown.

Recently, it was hypothesized that persistent IgE synthesis is derived
from an oligoclonal expansion of CD4+ T lymphocytes. This oligoclonal expansion
could be minimized by treatment with high doses of polyclonal immunoglobulins, a
treatment known as 1V1g, as used in human and experimental asthma.

We studied three different strains of mice high responders to ovalbumin
(OVA) intermittently immunized with low doses of antigen with aluminum
hydroxide as adjuvant. As expected these animals developed persistent synthesis of
IgE with different levels. It was also tested for sensitivity tested by allergic
pulmonary aerosol OVA assessed by the cellular infiltration in the bronchi.
Treatment with 1VIg had no significant effect on the synthesis of IgE however, had a
clear inhibitory effect on the cellular infiltrate (total and eosinophilic) resulting from

the aerosol challenges with OVA as well as on the level of IL-5 in lung tissue.

Keywords: Allergy, IgE, IVIg, Asthma, Pulmonary eosinophilia, Oligoclonal
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1. Introducéo

A reacdo alérgica comecou a ser definida na literatura no inicio do século XX e sua
caracteristica principal é a inflamacdo em resposta a substancias que de outra forma seriam
indcuas. Também chamada de hiper-reatividade, ou hipersensibilidade, foi logo reconhecida
como um fendmeno de descontrole, e € o principal elemento patogénico em uma serie de
doencas. E se na primeira metade do século XX o estudo da alergia estava no inicio, a partir
da segunda metade é registrado um aumento epidémico das doencas alérgicas, principalmente
em populagGes urbanas (VON MUTIUS, 2007).

As doencas alérgicas geralmente se desenvolvem na infancia e podem durar a vida
inteira. A inflamacéo recorrente ou crénica resulta em danos teciduais, declinio de funcéo do
6rgdo afetado ou mesmo a morte. Os tipos mais comuns de doenca alérgica sdo 0 eczema
(dermatite atdpica), a rinite alérgica, a asma alérgica e as alergias alimentares. O aspecto
clinico dessas doencas é amplamente variado: em alguns casos apenas um 6rgdo € afetado,
como o pulmdo na asma, e em outros as reacdes sdo sistémicas, como na alergia alimentar e
no choque anafilatico. Também podem ser agudas ou crénicas. Como exemplo pode ser
citado o evento agudo desencadeado pela ingestdo de um alimento na alergia alimentar e a
inflamacéo cronica comum na asma. Nao se pratica nenhum tratamento preventivo para a
alergia, e a terapia convencional mais adotada é apenas sintomatica, baseada em esteroides

que visam diminuir a gravidade das crises depois que elas tém inicio.

O termo “alergia” foi criado em 1906 por Von Pirquet, descrevendo pacientes que
eram hipersensiveis a soroterapia, reagdo conhecida também por “doenca do soro” (VON
PIRQUET, 1906). E como a soroterapia era um procedimento profilatico, as reacfes alérgicas
também ficaram conhecidas como reagdes anafilaticas (RICHET, 1902). A alergia foi
compreendida como uma reacdo inadequada do sistema imune e nas primeiras décadas do
século XX quase todo tipo de hipersensibilidade ou inflamacdo exagerada era entendida como
alergia ou atopia (que deriva do grego atopos, fora do lugar). Na década de sessenta, foi
proposto uma classificacao de quatro tipos de hipersensibilidade, e a alergia foi relacionada ao
tipo I, a hipersensibilidade imediata (GELL; COOMBS, 1963). Apesar de o proprio Von
Pirquet ter indicado a participacdo de anticorpos na alergia, e em 1921 ter sido demonstrado

que as reagdes de hipersensibilidade imediata eram transferidas com o soro, somente no fim



da década de 1960 esse anticorpo anafilatico foi identificado como sendo um quinto isotipo de
imunoglobulina, denominado IgE (ISHIZAKA,; ISHIZAKA; HORNBROOK, 1967).

Ha um componente genético importante na alergia, sendo uma doenca familiar, onde
progenitores alérgicos tém maior probabilidade de ter uma prole alérgica, estima-se que
gémeos idénticos possuam 70% de chance de compartilharem a mesma doenca alérgica
(CRONER, 1992). Mas os elementos genéticos ja caracterizados geralmente sdo muito
heterogéneos e de baixa penetrancia (VERCELLI, 2008). O principal fator de risco
relacionado ao desenvolvimento da alergia sdo altos niveis de IgE. E comum que um
individuo alérgico mantenha altos niveis de IgE total e especifica durante toda a vida,
enguanto na maioria das pessoas essa producdo de IgE é apenas transitéria (KEMENY;
DIAZ-SANCHEZ, 1990). Atualmente é feita a distin¢do clinica entre um individuo atopico e
um individuo que tem uma doenca alérgica, sendo que o individuo atépico é aquele que
mantém persistentemente altos niveis de IgE e geralmente apresenta um conjunto de doencas
alérgicas, principalmente rinite, asma e dermatite (POWE; BONNIN; JONES, 2010). Os
niveis e a temporalidade da IgE total e especifica variam muito entre os individuos que sao
alérgicos mas ndo atdpicos, e nem sempre sdo diretamente associados com 0s aspectos
clinicos (WILDER et al., 1999; WEIDINGER et al., 2010). llustrando a complexidade
genética da alergia, diferentes estudos gendmicos mostraram grande sobreposi¢do dos genes
associados a atopia e a alergia (VERCELLI, 2008).

O aumento contemporaneo das doencas alérgicas atingiu proporgdes epidémicas,
principalmente apds a segunda metade do século XX, um crescimento tal que inviabiliza a
genética como principal fator causal da alergia. Dados epidemioldgicos apontam o papel do
ambiente no desenvolvimento da doenca alérgica, visto sua alta prevaléncia no meio urbano e
industrial. Mas uma regra geral para o desenvolvimento da alergia parece distante dos padroes
encontrados até agora. A hipotese da higiene é provavelmente a principal proposta explicativa
para 0 padrdo epidemiologico das doencas alérgicas (YAZDANBAKHSH, 2002). O
fundamento dessa hipotese é que a diminui¢do da carga de micrébios e patdgenos atingida
pela civilizagdo moderna, e nunca antes na historia evolutiva, seria a principal causa do
aumento das doencas alérgicas. Essa hipdtese, apesar de ainda comportar muitas contradicoes,
representa um quadro que inclui coeréncia bioldgica e evolutiva. Seu principal respaldo é
epidemiolégico, e os mecanismos fisioldgicos vém sendo estudados e incorporados ao quadro
geral da teoria (VERCELLI, 2006; FALLON; MANGAN, 2007). Além dessa imunizagédo



antiinfecciosa comum nos grandes centros urbanos, varios poluentes derivados da atividade
industrial sdo indutores de alergia (GILMOUR, 2012). Se por um lado a causa priméria da
alergia permanece obscura, por outro, muitos de seus mecanismos fisiopatoldgicos, por
exemplo as células e moléculas sdo bem conhecidos (GALLI; TSAI; PILIPONSKY, 2008;
GOULD; SUTTON, 2008).

Os anticorpos como mediadores da imunidade anti-infecciosa foram demonstrados a
primeira vez por Von Behring e Kitasato em 1890 como o principal componente do soro
sanguineo capaz de neutralizar potentes toxinas microbianas, como a diftérica e a tetéanica
(KITASATO, 1892). Os anticorpos sdo proteinas que pertencem a superfamilia das
imunoglobulinas, e em poucas décadas a aparente infinidade de ligacbes das quais podem
participar se tornou uma das principais questbes da imunologia. O plasmadcito, que € um
linfocito B diferenciado, foi descrito como o tipo celular produtor de anticorpos
(FAGRAEUS, 1948), enquanto o linfocito T também possui um receptor de antigeno de
altissima variabilidade estrutural (TCR) que ndo € secretado (KAPPLER et al., 1983;
MARRACK et al., 1983). A geracao de diversidade estrutural dessas duas moléculas ocorre
pela recombinacdo somatica, uma alteracdo genética em uma regido especifica do
cromossomo, onde s&o recombinados segmentos génicos (TONEGAWA et al., 1978). Esse
mecanismo de recombinacéo € exclusivo dos linfécitos na geracéo de anticorpos e do TCR, e
a diversidade de proteinas geradas nesse processo € uma das maiores do reino animal. Desde
sua caracterizacdo, os anticorpos tém sido relacionados a mediacdo de imunidade humoral que
confere protecdo contra agentes especificos. Esse conceito torna-se questiondvel com a
compreenséo da alergia.

A IgE é a mediadora da maioria das reacdes alérgicas agudas, e é ela que confere a
especificidade relacionada ao antigeno (alérgeno). Os receptores FceRI possuem alta
afinidade por IgE e estdo presentes na superficie de basofilos e mastocitos (KINET, 1999).
Quando a IgE esta ligada a esses receptores, diz-se que as células estdo sensibilizadas. E na
ocorréncia da ligacdo do alérgeno a essa IgE e a subsequente ativagdo dos receptores FceRI,
essas células secretam citocinas, quimiocinas e sofrem degranulagdo (TURNER; KINET,
1999). Ou seja, liberam o contetdo de seus granulos, dentre os quais varios mediadores
inflamatdrios, como a histamina, um potente vasodilatador. Esses eventos determinam a fase

imediata da alergia.



A producdo de IgE é induzida na presenca das citocinas IL-4 e IL-13 (FINKELMAN
et al., 1988; MINTY et al., 1993), cuja principal fonte sdo os linfocitos T, mais
especificamente o linfocito T “helper” tipo 2 (Th2) . Essas células T CD4" secretam diversos
mediadores fisioldgicos, como as citocinas, e sdo capazes de influenciar diretamente no perfil
da resposta inflamatdria (LLOYD; HESSEL, 2010). Por exemplo, o linfocito Thl produz
principalmente IFN-y e ¢ um potente ativador da atividade celular de macréfagos, enquanto o
Treg CD4"CD25" secreta IL-10 e induz regulagio e supressio da inflamagc&o. O linfocito Th2
estd envolvido na defesa contra helmintos, porém é também o principal agente patogénico da

maioria dos tipos de alergia.

As imunoglobulinas sdo produzidas por linfécitos B, e a troca da IgM-monomérica
original a outros isotipos é induzida na sua interacdo com linfdcitos T e citocinas disponiveis.
A producéo de IgE ocorre na interacdo do linfocito B com o Th2 na presenca de 1L-4 e 1L-13.
Como a inducdo do Th2 também depende de IL-4, a “fonte inicial” dessa citocina para esse
perfil de resposta na alergia ainda é controverso. Toda a dindmica celular, como
diferenciacdo, duracdo e localizacdo, do linfocito B produtor de IgE é ainda motivo de
discussdo (LUGER et al., 2009).

Entdo o individuo sensibilizado é aquele que possui IgE especifica ao alérgeno e
ligada aos receptores FceRI de mastdcitos e basofilos. E os eventos vasculares desencadeados
pela ligacdo do alérgeno a essa IgE, resultando na degranulacdo dessas células, induzem a
migracdo de diversos tipos celulares ao local. A chamada fase tardia da doenca alérgica é
marcada pela migracéo de células inflamatorias, principalmente eosinofilos (MACFARLANE
et al., 2000). O linfécito Th2 volta a ter um papel fundamental nessa fase tardia da inflamacéo
alérgica, secretando ainda mais citocinas tipicas dessa resposta, como IL-4, IL-5 e IL-13. A
IL-4 e IL-13, além de estarem envolvidas na producédo de IgE, induzem a formacao excessiva
de muco (ROMAGNANI, 2000; LLOYD; HESSEL, 2010). A IL-5 é um dos principais
fatores de diferenciacdo e ativacdo de eosinofilos (CIESLEWICZ et al., 1999). Além dessas
citocinas, varias outras moléculas sdo associadas ao perfil tipo 2 (Th2), como quimiocinas
(eotaxina 1,2 e 3, RANTES e outras) e moléculas de adesdo (VLA-1, VLA-4, ICAM-1,
VCAM-1). A eosinofilia € um dos principais aspectos desse quadro patoldgico, e as
substancias secretadas pelos eosinofilos contribuem ainda mais para a inflamacdo e
derstruicdo tecidual (ROTHENBERG, 1998). Dentre essas moléculas estdo, a proteina
catidnica eosinofilica (ECP), a proteina basica principal (MBP), espécies reativas de oxigénio



(por exemplo, superdxido e o peroxido), leucotrienos e citocinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-
4, 1L-5, IL-6, IL-13 e TNF-a).

Mesmo que a lista de componentes envolvidos na alergia esteja aumentando
continuamente, permanece a pergunta sobre o que determina o desenvolvimento da doenca
alérgica, ja que a producgdo de altos niveis de IgE é transitoria na maioria dos individuos e
persistente no alérgico e no atopico, e a genética é insuficiente para explicar essa diferenca.
Em um individuo sensibilizado, essa IgE é produzida persistentemente mesmo na auséncia do
alérgeno, uma patofisiologia que também ndo é muito bem compreendida (MARTH et al.,
2010). E provavel que muitas das dificuldades de entendimento dessa doenca derivem da
nocdo dominante sobre o sistema imune e seu papel no organismo. Isso porque o sistema
imune é tido principalmente como um sistema de defesa contra agentes infecciosos, sendo a
diversidade dos anticorpos e dos TCR voltada para fora do organismo. Historicamente a
imunologia teve inicio em um contexto envolvendo infec¢des, porém sempre existiram fatos
contraditérios a um papel exclusivo de defesa contra materiais estranhos ao corpo,
principalmente agentes infecciosos. Importante nesse contexto € o caso dos chamados
anticorpos naturais, que sao produzidos durante toda a vida do individuo saudavel,
independentemente de imunizagfes, sendo que sua vasta maioria possui especificidade
voltada para um ou mais componente do préprio organismo, antigenos proprios (LACROIX-
DESMAZES et al., 1998). O papel fisiologico desses anticorpos naturais ainda ndo € muito
claro, e junto a patologia dos autoanticorpos presentes nas doencas autoimunes, representam
um sério desafio conceitual para a imunologia atual (COHEN, 2000b). Dessa forma, a alergia
também é um evento imunopatolégico que ocorre na auséncia de agentes infecciosos e em um

contexto no qual os anticorpos se tornam patogénicos.

Além da alergia existem diversos aspectos do sistema imune que também ndo possuem
um entendimento coeso. A “memoria imunoldgica”, relacionada as respostas secundarias
imediatas de anticorpos de alta afinidade para antigenos usados anteriormente em uma
imunizagdo, ndo possui um mecanismo fisioldgico muito claro e a busca pela “célula de
memoria” de longa vida provavelmente ndo trouxe ainda muita clareza ao quadro
(KLARENBEEK et al., 2010; MCHEYZER-WILLIAMS et al., 2011). A especificidade dos
receptores de antigenos € um dos parametros do sistema imune adaptativo mais analisados
pelos imunologistas, enquanto todo o contexto biologico dessas moléculas, como sua geracao,

diversidade e degeneracdo de ligacdo ainda requer esclarecimentos (SERCARZ;



MAVERAKIS, 2004). Mesmo com uma fisiologia ainda ndo compreendida, a “memaria” do
sistema imune e a especificidade de anticorpos sdo as principais ferramentas imunoldgicas na
medicina e na tecnologia (SILVERSTEIN, 1982; 2004).

O estudo da doenca no mundo ocidental pode remontar & Grécia antiga, com
Hipdcrates propondo a origem das doengas no desequilibrio dos humores corporais. A nogéo
de reatividade do corpo comecou a ser relacionada com a inflamacéo, que no fim do século
XIX foi descrita em termos fisioldgicos e celulares principalmente por Julius Cohnhein.
Inicialmente ndo se atribuia um papel defensivo a inflamacdo, somente depois do
estabelecimento da fagocitose por Metchnikoff que tal relagdo foi concebida, ponto
considerado como o nascimento da imunologia (TAUBER; CHERNYAK, 1991). No inicio
do século XX passou a existir a ideia da inflamacdo como uma reacao resolutiva em relacdo
aos diferentes tipos de lesbes, e que os efeitos exagerados dessa inflamacdo seriam as
principais causas das doencas. E foi nesse contexto que a anafilaxia e a alergia foram descritas
inicialmente, como uma reatividade inadequada. Assim, muitas complicac6es clinicas foram
relacionadas a uma inflamacao alérgica ou a sensibiliza¢do bacteriana. Na segunda metade do
século XX o conceito de doenca autoimune comegou a ser estabelecido como o evento no
qual o sistema imune ataca o proprio corpo. Existem varios autores que discordam dessa
determinacdo conceitual. Ohad Parnes afirma que as doengas autoimunes, alérgicas e
inflamatdrias fazem parte de um mesmo quadro de processos autodestrutivos e ndo deveriam
ser discutidos como entidades nosoldgicas completamente separadas (PARNES, 2003). Irun
Cohen propde que o papel do sistema imune € a regulacdo da inflamacdo, e 0s processos
patoldgicos sdo associados a falhas nessa regulacdo (COHEN, 2000a; QUINTANA; COHEN,
2006).

A Teoria da Selecdo Clonal formulada por Burnet inclui uma explicacdo do problema
relacionado ao chamado horror autotoxicus (i.e. a auséncia da formacéo de resposta humoral
contra componentes proprios). Essa teoria propds um mecanismo onde os linfocitos
produtores de anticorpos que possuissem afinidade para componentes do proprio corpo seriam
eliminados (BURNET, 1960). O problema €& que o0s receptores de antigeno sdo
fundamentalmente degenerados e uma selecéo clonal em si mesma néo explica uma resposta
imune especifica ou mesmo como ocorreria essa discriminacao proprio/ndo-proprio (do inglés
self/non-self). Além disso, como a maioria dos anticorpos naturais sdo autoanticorpos, o

mecanismo de auséncia de reatividade aos componentes proprios proposto por essa teoria nao



pode estar correto. Mesmo que na época existissem outras teorias de carater “seletivo”
(JERNE, 1955), o termo clonal teve uma grande aceitacdo entre os imunologistas, pois esse €

0 modelo que até hoje predomina.

Através desse paradigma passou a existir uma nogdo que o sistema imune é composto
de clones especificos que ndo interagem entre si ou com 0 corpo, e que permanecem inativos,
como que aguardando o contato com o antigeno externo. E assim os ramos mais tradicionais
da imunologia e da pesquisa biomédica terminam por ignorar aspectos fundamentais e
reconhecidos por todos, como a autoimunidade fisiologica dos anticorpos naturais e a
degeneracdo dos receptores de antigenos.

A teoria da selecdo clonal ndo propde mecanismos ou explicacBes para a alergia. Por
outro lado, a teoria da Rede Idiotipica proposta por Niels Jerne embora também néo explique
a alergia, é uma abordagem mais sistémica, que interliga os anticorpos e os linfocitos através
de determinantes denominados idiotipicos (JERNE, 1974). Neste contexto, ela esta, talvez,
mais proxima de uma explicacdo. O idiotipo é a estrutura molecular exclusiva da regido
variavel de cada anticorpo e para a qual existe outro anticorpo, o anticorpo anti-idiotipico.
Esses anticorpos podem ser vistos como parte importante da fisiologia do sistema imune, e
podem fornecer um quadro fisiolégico coerente para 0s autoanticorpos naturais. O préprio
Jerne ja havia proposto que uma especificidade mantida na auséncia do antigeno pode ser
sustentada por uma “imagem interna” do antigeno que é derivada das relages idiotipicas, e
existem evidéncias experimentais para tal, inclusive em relacdo a materiais alergénicos
(HANTUSCH et al., 2006).

O paradigma adotado por Jerne aproxima o sistema imune da homeostasia do
organismo, em vez de considerar somente reacGes a agentes infecciosos. A fisiologia
imunoldgica é conservadora e se mantém robustamente estavel em um viver sadio, sendo essa
estabilidade fundamental em varios aspectos da operacao do organismo (VAZ et al., 2003). O
intestino dos animais vertebrados abriga 0 maior complexo de 6rgéos linféides associado a
mucosa (MALT) juntamente com a microbiota, uma comunidade bacteriana cujo nimero de
células ultrapassa o do hospedeiro em ordens de grandeza. E € no intestino que as proteinas da
dieta induzem o fenbmeno conhecido por toleréncia oral, que pode ser definido como um
estado fortemente refratario a formagdo dos padrdes de anticorpos e linfocitos tipicos das

imunizacbes parenterais (FARIA; WEINER, 2005). A absorcdo adequada de proteinas e



nutrientes é fundamental em um viver sadio, e a tolerancia oral demonstra como a fisiologia

conservadora do sistema imune atua na homeostasia do organismo.

Outras evidéncias que mostram o funcionamento interno estavel e coeso do sistema
imune vém de andlises da reatividade “global” de linfocitos B e T. A reatividade de
imunoglobulinas “naturais” de seres humanos e de camundongos ndo imunizados foi avaliada
em extratos de diversos orgdos autélogos, como cérebro, figado, baco, pele, rim (NOBREGA
et al., 1996). Tanto em humanos quanto em camundongos, o0s resultados mostraram que ha
padrdes de ligacdo das IgM a componentes destes extratos que sdo semelhantes em cada
animal; por sua vez, embora também invariantes em muitos aspectos, os padrGes de
reatividade das IgG mostram alteracGes relacionadas ao envelhecimento. Um padrdo de
reatividade de imunoglobulinas a autoantigenos entre diferentes individuos também foi
verificado em humanos através de um ensaio usando microarranjos (micro-arrays) de
centenas de peptideos em uma lamina (MADI et al., 2009). Os métodos de andlise da
reatividade “global” dos linfocitos T sdo mais variados, e pouco padronizados entre os
diferentes grupos de estudo (CURRIER; ROBINSON, 2001; GORONZY; LEE; WEYAND,
2007; MEMON et al., 2011). O método que tem se tornado mais comum na analise da
diversidade e do repertério dos linfocitos T é o spectratyping (KEPLER et al., 2005). Esse
ensaio € baseado no acumulo de mutacfes nas diferentes familias génicas envolvidas na
geracdo do TCR, que € igualmente distribuido em condicbes fisioldgicas. Quando ocorre
expansdo de um pequeno grupo de linfocitos T, essa alteracdo no repertério é detectada por
esse teste, e frequentemente € associada com estados patoldgicos (YONEKURA et al., 2000;
MAY et al., 2002; PELLKOFER et al., 2009).

Uma questdo se ple. Se existem tantas evidéncias de um sistema imune que funciona
de forma conservadora e esta relacionado & homeostasia fisioldgica do organismo, também
existem evidéncias do desvio patoldgico da integridade desse sistema. Nesse cenario, uma
expansdo oligoclonal de linfocitos representa um desvio de sua fisiologia normal do sistema
imune, que se mantém integrada ao organismo no viver sadio (PORDEUS et al., 2009).
Durante um processo infeccioso ocorrem expansdes oligoclonais que sdo transitérias na
maioria dos individuos, mas, em uma minoria de individuos, ocorrem distor¢6es do repertorio
de linfocitos que, embora derivadas de infecgdes, estdo envolvidas no desenvolvimento de
agressdes autoimunes (CORONELLA et al., 2002; HAREL et al., 2005). Além das infeccGes

e doencas autoimunes, existem diferentes contextos onde a expansdo oligoclonal esta



associada a neoplasias e reagdes inflamatérias (EVEN et al., 1995). Por exemplo, a
aterosclerose € associada com um repertdrio de anticorpos alterado, existindo expansdo
oligoclonal de linfocitos T na propria lesdo aterosclerotica (PAULSSON et al.,, 2000;
CALIGIURI et al., 2003).

Esse tipo de expansdo j& foi descrita na alergia, onde individuos alérgicos
apresentavam uma tendéncia no uso dos genes VH em linfécitos produtores de IgE,
consistente com oligoclonalidade induzida pelo alérgeno (DAVIES; O'HEHIR, 2004).
Existem ainda outros paralelos entre a perturbagdo da integridade do sistema imune, a
oligoclonalidade e o quadro patoldgico presente na producgdo persistente de IgE e na doenca
alérgica. Diversas deficiéncias imunes primarias resultam em titulos elevados de IgE
(OZCAN; NOTARANGELO; GEHA, 2008). Algumas delas ocorrem devido a defeitos em
vias que controlam a producédo de IgE, como no caso da Sindrome da Hiper-IgE que ocorre
devido a defeitos na sinalizacéo de citocinas (GRIMBACHER; HOLLAND; PUCK, 2005). Ja
outras deficiéncias imunes primarias podem levar a uma disfuncdo parcial dos linfocitos T.
Muitos desses casos de deficiéncia parcial resultam em um descontrole sistémico que pode se
desenvolver em autoimunidade e/ou altos niveis de IgE (LISTON; ENDERS; SIGGS, 2008).
As deficiéncias parciais que ocorrem em funcdes regulatérias ou na diferenciacdo e funcao
dos linfécitos T reguladores (Treg), como na Sindrome de Wiskott-Aldrich e IPEX,
freguientemente resultam em producédo elevada de IgE (BENNETT et al., 2001; COTTA-DE-
ALMEIDA et al., 2007) .

A Sindrome de Omenn é uma anomalia congénita em humanos, sendo geralmente
fatal nos primeiros meses de vida. Entre seus aspectos patoldgicos estdo o desenvolvimento
anormal dos linfécitos T, altos niveis de IgE e eosinofilia (KAROL et al., 1983). As mutacdes
que levam a essa doenca afetam as enzimas RAG envolvidas na recombina¢do somatica, mas
ainda assim alguns linfocitos sobrevivem e apresentam um continuo estado de expansdo
oligoclonal (KHIONG et al., 2007).

Existem também modelos murinos que demonstram essa relacdo entre disturbios
inflamatorios e um repertorio alterado de linfocitos. O camundongo timectomizado nos
primeiros dias de vida e o camundongo “RAG nocaute” possuem uma populagédo reduzida de
linfécitos T em continua expansao (expansdo oligoclonal) junto a um quadro de eosinofilia e
altos niveis de IgE (LA GRUTA; DRIEL; GLEESON, 2000; MARRELLA et al., 2007).
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Estudou-se também um camundongo transgénico que possui somente um clone de linfécito T
(com um TCR para um peptideo derivado de OVA) e um clone de linfécito B (formadores de
anticorpos especificos para hemaglutinina do virus influenza, HA). Imunizado com o peptideo
especifico da Ova conjugado com a HA (conjugado HA-OVA), esse camundongo produz
niveis de IgE centenas de vezes maiores queos normais e que podem ser revertidos por
transfusdo de células T CD4+ policlonais (CUROTTO DE LAFAILLE et al., 2001). Portanto,

uma oligoclonalidade extrema, resulta em niveis extremamnente altos de IgE.

A relacdo entre oligoclonalidade e altos niveis de IgE possibilita uma abordagem
terapéutica diferenciada. Como ja mencionado, ndo existem tratamentos que revertam o
quadro de producdo persistente de IgE. Um procedimento mais atual faz uso de anticorpos
monoclonais anti-IgE, cujos beneficios demonstram a importancia dessa imunoglobulina no
desenvolvimento da inflamacdo alérgica. Os resultados clinicos desse tipo de tratamento sdo
complexos, e terminam por demonstrar também falhas na atual compreensao da producédo de
IgE (FAHY, 2006; VICHYANOND, 2011). Ja a “desensibiliza¢do”, consiste de uma forma
de imunoterapia por exposicdo controlada ao alérgeno com o objetivo de reduzir a reatividade
por tolerancia imunoldgica (WACHHOLZ; DURHAM, 2004). Novamente, os resultados
clinicos dessa terapia sdo complexos e heterogéneos. Mas esse tratamento possui poténcial
para um efeito de longa duracdo e vem sendo aperfeicoado, inclusive como tratamento
profilatico em filhos de pais e maes alérgicos (HOLT, 2009). Essas exposi¢fes controladas
impbem altos riscos de reacbes anafilaticas, e a atual disponibilidade do anticorpo monoclnal
anti-IgE possibilita a reducdo desses riscos. Mas ndo existem ainda estudos sobre essa

aplicacao

A Infusdo Intravenosa de Imunoglobulinas (IVIg) € uma imunoterapia inespecifica que
faz uso das IgG de milhares de doadores, e sua aplicacdo vém se tornando cada vez mais
extensa. Historicamente surgiu a partir de procedimentos envolvendo imunizagdo passiva
como tratamentos de imunodeficiéncias até a segunda metade do século XX (EIBL, 2008). A
seguir, quando comegou a ser explorada no tratamento de desordens hematoldgicas, tornou-se
claro que seu efeito ndo era meramente anti-infeccioso. Em pouco tempo ela pasoua a ser
utilizada em estados autoimunes (ou alo-imunes) como no tratamento da hemofilia por
reposicdo dos fatores VIII e IX. Assim, progressivamente, a IVIg passou a ser aplicada
também em um contexto de imunomodulacdo, tornando-se atualmente o tratamento padrdo
para diversas doencas autoimunes e inflamatorias (REWALD; FRANCISCHETTI,
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NYDEGGER, 2001). Além das imunodeficiéncias e doengas autoimunes, a lista de aplicagdes
terapéuticas da IVIg continua aumentando.

Apesar disso, os mecanismos fisioldgicos que resultam nos beneficios terapéuticos ndo
sdo bem definidos para cada caso. De uma forma generalizada, seus efeitos modulatorios sdo
mediados principalmente pela interagdo com os receptores de imunoglobulinas FcR, a
diminuicdo de citocinas inflamatorias e pela alteragdo do repertério de anticorpos e da rede
idiotipica (BAYRY et al., 2003). Existem ainda muitos outros efeitos da IVIg que ndo séo
restritos somente a células hematopoiéticas, sendo de particular interesse o seu efeito sobre o
endotélio, vistas as mudancas envolvendo a migracdo celular. Mas nem sempre 0 mecanismo
desencadeado por essa terapia é claramente supressor (SAPIR; SHOENFELD, 2005). Por
exemplo, em granulécitos, um tipo celular ativo na maioria dos processos inflamatorios, ja
foram relatadas sua ativacdo e producdo de Oxido nitrico (NEMES et al., 2000). Um outro
problema da IV1g, € sua fabricacdo, pois além de muito dispendiosa, existem diferengas nos
resultados terapéuticos que sdo relacionadas a formas de preparo e a populacdo doadora
(SEITE et al.,, 2008). Ainda assim o potencial terapéutico da IVIg continua bastante
promissor, e a analise dos dados que vém se acumulando oferece a possibilidade de melhor
manipulacdo do preparo e, dessa maneira, dos resultados clinicos.

A [VIg entdo exerce amplos efeitos em diferentes tipos celulares contando com
diversos mecanismos. Sendo composta principalmente das IgG policlonais de muitos
individuos, ndo é absurdo relacionar sua versatilidade terapéutica a natureza de sua imensa
diversidade molecular. As imunoglobulinas podem ser enzimanticamente cindidas pela
pepsina em duas partes, um fragmento constante Fc, e um fragmento bivalente de estrutura
variavel F(ab), que se liga ao antigeno (PUTNAM; LIU; LOW, 1979). Estes dois fragmentos
podem mediar mecanismos que sdo diferentes, mas ndo antagonicos, e sim complementares.
A IVIg inclui anticorpos naturais com atividade anti-idiotipica que se ligam a componentes
fisiolégicos (e.g. receptores celulares, quimiocinas, citocinas) e com as proprias
imunoglobulinas (SHOENFELD, 2004). A regido constante Fc € o ligante de alta afinidade
dos receptores FCcR, e existem casos onde a infusdo somente desse fragmento da
imunoglobulina resulta em melhora do quadro clinico (ANTHONY; NIMMERJAHN; et al.,
2008). Um estudo recente descreveu mais um mecanismo modulatorio notavel das
imunoglobulinas. Nesses experimentos foram encontrados epitopos que sdo derivados da

regido Fc e que quando associados ao MHC Il das células apresentadoras de antigeno
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apresentam alta “promiscuidade” na indugdo de células Treg naturais (DE GROOT et al.,
2008), sendo ainda demonstrado que a imunizacdo com esses peptideos suprime respostas aos

imundgenos testados, incluindo um alérgeno.

Essa constelacdo de diferentes efeitos fisioldgicos provavelmente € o que torna a IVIg
uma terapia tdo poderosa e versatil. A restauracdo de um repertorio de anticorpos saudavel,
i.e., de doadores sadios, corresponderia a uma transferéncia de um “estado imunologico

saudavel” aos pacientes, o que explicaria muito do seu potencial benéfico (REWALD;

FRANCISCHETTI; NYDEGGER, 2001; KAVERI et al., 2011).

Um aspecto importante da infusdo com imunoglobulinas policlonais é a duracdo dos
efeitos terapéuticos, que geralmente persistem por longos periodos ou mesmo para o resto da
vida. Esse fato indica uma mudanca profunda das relagdes celulares, e ja foram descritos, de
fato, vérios efeitos da IVIg nas células (THA-IN et al., 2008). Regulacdo da apoptose através
do ligante Fas e inibicdo da ativacdo e maturacao de linfocitos e células dendriticas sdo alguns
exemplos. O efeito terapéutico pode também ser dependente linfécitos T, como mostrado em
um modelo de encefalite autoimune experimental onde o efeito protetor da IVIg foi mediado
pelos linfécitos Treg (EPHREM et al., 2008). Além disso, a 1\VIg pode alterar o repertério de
receptores de antigeno, o que é demonstrado nos casos das doencas autoimunes. Nao somente
o0 repertorio de anticorpos e linfocitos B, mas também o repertorio de linfocitos T e de TCR.
N&o esté esclarecida a maneira pela qual os anticorpos influenciam o repertorio de linfocitos
T, mas em um camundongo transgénico que possui baixa diversidade de imunoglobulinas de
algum modo também ocorre repertério limitado de TCR, e essa situacdo pode ser revertida
pela aplicacdo de imunoglobulinas policlonais (JOAO et al., 2004). A expansao da funcéo e
diversidade celular induzida por essa terapia € um dos principais efeitos benéficos desse

procedimento no tratamento de transplantes de células hematopoiéticas (JOAQO, 2007).

Significativamente para nosso trabalho, muitos casos de alergia apresentam melhora
clinica sem que ocorra uma reducdo dos niveis de IgE total ou especifica (HAMILTON;
MACGLASHAN; SAINI, 2010). A reacéo alérgica ndo depende somente da especificidade da
IgE, mas também de sua afinidade, repertorio e clonalidade. Esses aspectos irdo influir
diretamente no processo de degranulacdo de baséfilos e mastocitos e também na ativacdo de
linfocitos T (CHRISTENSEN et al.,, 2008). O linfocito B pode atuar como célula
apresentadora de antigeno, e a especificidade de seus anticorpos de membrana lhes confere
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uma sensibilidade singular para a captagdo de antigenos (VAN DER HEIDEN; VAN
NEERVEN; KAPSENBERG, 1995). Ja foi demonstrado que a clonalidade e a afinidade da
IgE possui papel fundamental nessa forma de ativacdo de linfécitos T. Existem ainda as
interacdes entre todo o repertorio de IgE e seus receptores de alta e de baixa afinidade, FceR e
CD23 respectivamente (HIBBERT et al., 2005). A importéncia da afinidade foi demonstrada
em um modelo de camundongo transgénico que possui anticorpos com defeitos na maturagédo
da afinidade e que desenvolvem uma asma alérgica mais branda (KERZEL et al., 2009). A
oligoclonalidade de linfocitos B produtores de IgE ja foi verificada em pacientes alérgicos e
em modelos experimentais com camundongos. E notavel que nos casos de melhora clinica da
aplicacdo de anticorpo anti-IgE e da imunoterapia j& foi descrito uma alteracéo e expanséo do
repertorio de IgE e linfécitos T, enquanto nos pacientes em que o0s tratamentos nao tiveram
sucesso ndo houve essa alteracdo (SADE et al., 2003; CHANG et al., 2007). Como ja
mencionado, nem sempre foi possivel relacionar diminuig¢do dos niveis de IgE com a melhora
no quadro clinico. A formacdo de IgG especifica ao alérgeno também tem um papel
importante na regulacdo da fisiologia da IgE e dos linfdcitos B e T durante a resposta alérgica
(FLICKER et al.,, 2002; VAN NEERVEN et al., 2006). O repertério mostrou ter uma
relevancia maior que a especificidade em um experimento que avaliou a capacidade de
formagdo de complexos IgE/alérgeno/CD23 usando IgE e IgG de diferentes clonalidades e
afinidades ao alérgeno. Esses complexos influenciam diretamente a relagdo do linfécito B
com o alérgeno e também a sua apresentacdo de antigeno para linfocitos T (HOLM et al.,
2011). Os resultados mostraram uma relagdo complexa entre o repertério de IgE e IgG e a

formacdo desses complexos e asubsequente ativacdo de linfdcitos T.

E muito comum que a maioria dos estudos imunolégicos deixem de lado esses
aspectos mais complexos que envolvem o repertorio e diversidade, frequentemente tomando
como parametro apenas a especificidade dos anticorpos (JOHANSSON et al., 2006). Os
modelos animais de estudo da alergia adotam principalmente o camundongo, que apresenta
um quadro bem fiel da doenca, exibindo anticorpos anafilaticos e eosinofilia (TORRES;
PICADO; DEMORA, 2005). Uma grande desvantagem do modelo murino é que a maioria
dos protocolos de sensibilizagdo exige o uso de adjuvantes especificos, enquanto que a
sensibilizagdo é espontédnea no desenvolvimento da alergia humana. Outro ponto fraco
comum a esses protocolos é o tempo de duragdo, geralmente em torno de um més, ao passo

que a doenga alérgica muitas vezes dura a vida inteira do individuo.
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Em um estudo em oito diferentes linhagens de camundongos sobre a formacéo de
anticorpos anafilaticos 1gG1 e foram avaliados 4 tipos de antigenos em alta (100 pg) ou
baixas doses (0,1 ou 1,0 ug) repetidas (LEVINE; VAZ, 1970). Os resultados mostraram que a
formacéo persistente de IgE ocorre apenas nas imunizac@es intermitentes usando baixas doses
de antigeno em linhagens “high-responders” a aquele antigeno as tnicas capazes de responder
as baixas doses. Esse modelo demonstra a importancia tanto do ambiente (modo e frequéncia
de exposicdo ao antigeno) quanto da genética (linhagens alto respondedoras) para o
desenvolvimento da alergia. Além disso, essas linhagens foram capazes de formacéo de altos
niveis de IgE durante um longo prazo (cinco meses nesse estudo), o que torna esse modelo

ideal para o estudo da doenca alérgica ou atopica.

Nossos estudos adotaram a asma alérgica como modelo de doenca alérgica, que é o
tipo de asma mais comum e entre seus elementos patogénicos estdo a IgE e os linfocitos Th2
(GOULD; SUTTON, 2008). Os alérgenos desencadeadores do quadro asméatico em humanos
comumente sdo derivados de acaros, baratas, polens e pelos de animais. A inflamacgéo
recorrente e cronica da asma alérgica induz um conjunto de alteracbes chamado de
remodelamento pulmonar (ELIAS et al., 1999). Fazem parte desse conjunto: um infiltrado
eosinofilico intraepitelial, hipertrofia epitelial e muscular dos brénquios, hiperplasia e
metaplasia de células caliciformes produtoras de muco e a fibrose subepitelial. O excesso de
muco produzido pelas células caliciformes contribui para a hiper-reatividade bréonquica. O
remodelamento esta associado a hiperreatividade das vias aéreas (AHR) que diminui a funcédo
pulmonar e a capacidade respiratria. Esses sintomas sdo e estes danos geralmente s&o
irreversiveis. Para diminuir os quadros agudos sdo usados corticoides e broncodilatadores,

sendo que alguns casos séo refratarios a esses tratamentos.

O animal usado no modelo experimental serd o camundongo, que é o mais adotado,
possuindo diversos procedimentos experimentais padronizados. Apesar de existirem
diferencas entre 0 modelo murino e a asma humana, muitos aspectos patoldgicos
fundamentais sdo reprodutiveis, como a eosinofilia pulmonar e a presenca de anticorpos
anafilaticos, no camundongo a IgG1 além da IgE (OETTGEN et al., 1994; GUEDERS et al.,
2009). Ainda mais, a importancia do linfocito T na patogénese da asma foi descrita primeiro
nesse animal. O camundongo possui menos mastocitos intraepiteliais que o humano, e 0
fendmeno de remodelamento pulmonar também apresenta algumas diferengas anatdmicas na

localizag&o dos eosindfilos. Alem disso a AHR néo € espontanea nos camundongos, podendo
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ser induzida por metacolina. O alérgeno mais usado nos modelos murinos de asma é a
albumina do ovo (OVA), notando novamente que essa sensibilizacdo também depende do uso

de adjuvante especifico (hidroxido de aluminio).

A infusdo com imunoglobulinas ja foi usada no tratamento da asma alérgica,
principalmente nas formas resistentes a esteroides (RABINOVITCH; GELFAND; LEUNG,
1999). E notéavel que mesmo depois de descontinuada esta terapia, o paciente se torna sensivel
ao tratamento com esterdides (GELFAND et al., 1996). Porém o estudo dos mecanismos que
levaram a esse efeito ndo foi aprofundado. Foi demonstrado também a diminuic¢&o dos niveis
de IgE total e especifica pela aplicagdo de 1\VVlg em pacientes alérgicos. Essa inibicdo também
foi verificada in vitro em cultura celular de linfocitos B de pacientes com rinite alérgica, e foi
dependente da dose de IVIg e o mecanismo de inibicdo ndo envolveu apoptose ou o ciclo
celular (ZHUANG, 2001). Além disso, tanto a regido Fc quanto a F(ab), possuiram atividade
inibitoria, e nessa Ultima foi muito mais pronunciada. O papel da diversidade e do repertorio
pode ser indiretamente verificado em um estudo que utilizou apenas um anticorpo monoclonal
especifico e de alta afinidade para a OVA, e outra mistura de mais 12 anticorpos monoclonais
de menor afinidade para OVA no tratamento da asma alérgica em camundongos (MOERCH
et al., 2006). Os resultados mostraram que somente o grupo tratado com o0s 13 anticorpos teve
reducdo da inflamacdo depois do desafio.

Esta claro entdo que a alergia apresenta alta complexidade que vai além de somente a
reacdo entre IgE e alérgeno. A compreensdo dessa complexidade aumenta a possibilidade de
melhora das terapias disponiveis. Cada modelo experimental oferece dados importantes para a
tentativa de delinear tantos aspectos dessa doenca também tdo heterogénea. Por outro lado, e
de forma relativamente analoga, a terapia com infusdo de imunoglobulinas policlonais oferece
uma abordagem que inclui efeitos também complexos e multifatoriais, e sua versatilidade
possibilita uma aplicacdo promissora na reversdo da alergia. Em experimentos prévios
(SILVA, 2009) avaliamos a linhagem B6D2F1 alto respondedora para OVA do modelo
desenvolvido por Vaz e Levine, e também avaliamos a infusdo intraperitoneal de anticorpos
monoclonais purificados a partir do soro de uma grande populagdo de camundongos SWISS.
Os resultados indicaram uma leve melhora da inflamagdo pulmonar nos animais que
receberam a maior dose. Além disso, esses animais apresentaram altos niveis de IgE ap6s um

ano da sensibilizacdo. Esses dados apresentam um modelo experimental de longa duragéo e
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com altos titulos de IgE, além de encorajarem a uma exploracao dos efeitos da 1VIg no animal
alérgico.

2 . Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Reproduzir o modelo desenvolvido por Vaz e Levine, ampliando seu tempo de
duragéo e entdo adequacdo como modelo de alergia enquanto doenca cronica e persistente.
Verificar também o papel da terapia com imunoglobulinas policlonais na supresséo da alergia

nesse modelo murino.

2. 2 Objetivos Especificos

1. Aplicar o protocolo de sensibilizacdo com aplicacGes intermitentes de baixas
doses (1ug) de OVA em trés diferentes linhagens de camundongos (BALB/c, C57BL/6 e
F1D2B6) e verificar:
a. A mudanca nos niveis de IgE total e IgE e 1gG1 anti-OVA
b. A resposta ao desafio por nebulizacgdo com OVA no minimo oito
meses depois da ultima sensibilizacao.

c. O infiltrado inflamatdrio pulmonar

2. Verificar as propriedades terapéuticas de um preparado de imunoglobulinas
policlonais de origem humana na asma alérgica induzida em uma linhagem alto-respondedora

(F1D2B6) usando os mesmos parametros do modelo na definicdo da inflamacdo alérgica.
3. Material e Métodos
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas de seis a oito semanas de idade das linhagem
B6D2F1, C57BL/6 e BALB/c selvagem. Os animais foram provenientes do CEBIO — Centro

de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais —

e foram mantidos no Biotério de Camundongos do Departamento de Morfologia, em gaiolas
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de pléstico, contendo 0 méaximo de 6 animais/gaiola. Quando chegaram ao biotério, 0s
animais foram vermifugados (invermectin 2%).

Os animais receberam, durante todo o experimento, dieta comercial para camundongos
(PURINA) “ad libitum”.

3.2 Sensibilizagdo

A sensibilizacdo com OVA (albumina da clara de ovo, SIGMA Grade V, SIGMA
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi através da injecdo intraperitoneal de 1 pg de OVA
adsorvida em hidréxido de aluminio (1 mg) e salina (0.2 mL). Esse procedimento foi repetido

mais duas vezes a cada 21 dias.

3.3 Imunoglobulinas Policlonais

As imunoglobulinas policlonais usadas tiveram origem em um preparado comercial da

marca KIOVIG®. Foram diluidas em 0,2 mL de solugéo salina para aplicagéo via i.p.
3.4 Coleta de soro

O sangue foi obtido do plexo orbital ou cauda, e apds coagulacdo foi centrifugado
(3000 rpm) por 10 minutos. O soro foi entdo coletado e estocado em tubos individuais, e
congelado (-20°C) para posterior analise da presenca de anticorpos.

3.5 Desafio e sacrificio

O desafio foi através de nebulizacdo com solucdo OVA 1% por 10 minutos em camara
fechada e quatro dias consecutivos. No dia seguinte os animais sofreram eutanasia com
injecdo intraperitoneal (i.p.) com 200 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg de xilazina seguida da

coleta do sangue, lavado broncoalveolar e 6rgéos.
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3.6 Lavado Broncoalveolar

A traquéia foi canulada e os pulmdes foram lavados 3 vezes com 0,5 mL de solucéo
salina. Contagem de células total e diferencial do lavado broncoalveolar foi determinada por
hemocitdmetro e corados com preparagdo cytospin May-Grunwald/Giemsa (Merck) e as
células foram analisadas de acordo com sua morfologia. Os diferentes tipos de células sob

microscopia de luz foram expressas como um percentual apos a contagem de 200 células.

3.7 Obtencao dos pulmdes

Ao término do lavado broncoalveolar, foi realizado deslocamento cervical com
posterior abertura da cavidade toracica. Os pulmdes dos animais foram extraidos apos
perfusdo de 5 mL de PBS 1X pelo ventriculo direito do coragdo, para remocao de sangue do
leito vascular pulmonar. O lobo esquerdo foi usado para analise histologica e o direito foi

congelado (-80°C) para posterior dosagem de citocinas.

3.8 Dosagem de IgE sérica total

Os anticorpos IgE foram dosados por ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay). Placas
de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram sensibilizadas com anticorpo de rato anti-
IgE de camundongo diluido 1:250 (Rat anti-mouse IgE, BD Pharmingen™), na quantidade de
50 uL/pogo, por no minimo, 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas e
bloqueadas (lhora a temperatura ambiente) com 200 plL/poco de PBS/caseina. Foram
adicionados 50 pL /pogo de soro total das amostras dos camundongos. Foi utilizado como
padrdo a curva obtida da diluicdo seriada de uma solucdo de IgE murina de concentracédo
inicial de 80 pg/mL. Apds incubacéo por 2 horas, as placas foram lavadas com salina-Tween
por seis vezes. Foram adicionados 50 ul de anticorpo biotinilado de rato anti-IgE de
camundongo (Biotin Rat Anti-Mouse IgE, BD Pharmingen™) diluido 1:250 por lhora a
temperatura ambiente. A placa foi novamente lavada com salina-Tween e incubada entdo com
a estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham, AL) em
uma diluigdo de 1:15000 (50 pL/pogo) por mais lhora. Em seguida, foi realizada a etapa de
revelagdo com OPD mais H,0, em tampao citrato (100 uL/pogo). A reagédo foi parada com 20
uL/pogo de &cido sulfarico 2N e as amostras foram lidas em 492 nm em leitor de ELISA
(EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)
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3.9. ELISA IgE anti-OVA

No ELISA para deteccdo de IgE especifica para Ova placas de poliestireno (Nunc, Roskilde,
Denmark) foram sensibilizadas com anticorpo de rato anti-IgE de camundongo diluido 1:250
(Rat anti-mouse IgE, BD Pharmingen™), na quantidade de 50 puL/pogo, por no minimo, 18
horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas e blogueadas (1lhora a temperatura
ambiente) com 200 puL/poco de PBS/caseina. Foram adicionados 50 pL /pogo de soro total
das amostras de camundongos. Apos incubacdo por 2horas, as placas foram lavadas com
salina-Tween por seis vezes. Foram adicionados a cada pogo 50 uL. de uma solucdo de OVA
biotinilada de concentragdo 20 ug/mL, e a placa incubada por 1 hora a temperatura ambiente.
A placa foi novamente lavada com salina-Tween e incubada entdo com a estreptavidina
conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham, AL) em uma diluicao de
1:15000 (50 uL/pogo) por 45 minutos. Em seguida, foi realizada a etapa de revelacdo com
OPD mais H,0, em tampao citrato (100 puL/pogo). A reacdo foi parada com 20 pL/pogo de
acido sulfarico 2N e as amostras foram lidas em 492 nm em leitor de ELISA (EL800, Bio-
Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Os resultados foram computados através das
densidades Opticas e foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo atribuido um
valor de 1000 unidades ao controle positivo e as amostras comparadas a esse valor.

3.10. ELISA 1gG1 anti-OVA

No ELISA para deteccdo de IgE especifica para Ova placas de poliestireno (Nunc, Roskilde,
Denmark) foram sensibilizadas com 100 uL/pogo com uma solucdo de OVA de concentracdo
20 pg/mL, por no minimo, 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas e
bloqueadas (lhora a temperatura ambiente) com 200 pl/pogo de PBS/caseina. Foram
adicionados 200 pL de soro (diluicdo 1:1000) no primeiro poco e feita uma diluigéo seriada a
partir dele. Apds incubacdo por 2 horas, as placas foram lavadas com salina-Tween por seis
vezes. Foram adicionados 50 pL de anticorpo biotinilado de rato anti-lgG1l de camundongo
(Biotin Rat anti-mouse 1gG1, BD Pharmingen™) diluido 1:2500 por lhora a temperatura
ambiente. A placa foi novamente lavada com salina-Tween e incubada entdo com a
estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham, AL) em
uma diluigéo de 1:15000 (50 uL/pog¢o) por mais 1hora. Em seguida, foi realizada a etapa de
revelagdo com OPD mais H,O, em tampao citrato (100 puL/pogo). A reagédo foi parada com

20 uL/pogo de &cido sulfurico 2N e as amostras foram lidas em 492 nm em leitor de ELISA
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(EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Os resultados foram computados
através das densidades opticas e foram expressos como unidades arbitrarias (UA), sendo
atribuido um valor de 1000 unidades ao controle positivo e as amostras comparadas a esse

valor.

3.11. Dosagem de citocinas

As citocinas do extrato do tecido pulmonar foram medidas através de um ensaio com
microesferas fluorescentes empregando citometria de fluxo (do inglés Cytometric bead array
ou CBA) usando um kit especifico para citocinas da resposta do tipo 1 e do tipo 2 (Mouse
Th1/Th2 Cytokine CBA, BD™ Cytometric Bead Array) e seguindo o0s procedimentos
indicados pelo fabricante. De forma resumida, 100 mg de amostras de tecido pulmonar de
animais de cada grupo experimental foram homogeneizadas em 1 mL de PBS (0,4 M NaCl e
10 mM de Na,PO,) contendo inibidores de proteases (0,1 mM de fluor fenilmetilsulfonil, 0,1
mM de cloreto de benzetonio, 10 mM EDTA, e 20 KI aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As
amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos a 3.000 x g. Foi coletado 50 pL do
sobrenadante que foi misturado com 1 mL de uma solugdo contendo as microesferas
fornecidas no kit e incubada por 2 horas em camara escura. Dessa solu¢do foram usados 300
pL para andlise em um aparelho FACSCalibur BD, e as leituras analisadas no software BD
Cytometric Bead Array. Para cada citocina foi feita uma curva padrdo usando os reagentes

fornecidos e segundo o manual do fabricante.

3.12. Histologia

Os lobo esquerdo do pulméo obtido de cada animal foi fixado em solucdo de formalina
(10% formaldeido 37%, 0,65% Na,HPO,, pH 7,2) durante 48 horas. Em seguida, as pecas
foram novamente lavadas em agua corrente, desidratadas em banhos de alcool 70%, 80%,
90% e alcool absoluto; diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de parafina histologica. O
material foi seccionado em micrétomo obtendo-se cortes consecutivos de 3 um, que foram
corados pela técnica da Hematoxilina & Eosina (HE). Resumidamente, esta coloracao
constitui-se da remocéo do residuo de parafina e clarificacdo dos cortes com xilol, seguida por
hidratagdo em solugdes decrescentes de alcool etilico. Feito isso, os cortes sdo corados com
solucBes de hematoxilina e eosina, hidratados com soluc@es crescentes de &lcool e banhados

em xilol até 0 momento da montagem em laminula, com o uso da resina Entellan. As l[aminas
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foram avaliadas qualitativamente usando os pardmetros a seguir: erosdo de epitélio, infiltrado

inflamatorio, hiperemia vascular e edema nos alvéolos.

3.13. Grupos experimentais

O Modelo usando o protocolo descrito no item 3.2 foi aplicado em 3 diferentes
linhagens de camundongos, BALB/c, C57BL/6 e B6D2F1. Foi feito um grupo controle e um

grupo sensibilizado para cada linhagem, totalizando seis grupos.

A: 4 fémeas (nenhum tratamento)

B: 6 fémeas sensibilizadas

Foram feitas duas coletas de sangue nos dias 161 e 317 para separacdo do soro e dosagem de
IgE total antes do desafio e coleta de sangue e 6rgdos, que foi no dia 341. Um esquema

ilustrativos dos procedimentos experimentais € apresentado na figura 1.

OVA + Al(OH);i.p. Dosagem IgE total Aerosol OVA 1% Analises
0 21 42 161 317 337-340 341
A Grupo Controle
B [ ﬂ h Grupo Sensibilizado

Figura 1. Esquema ilustrativo dos procedimentos experimentais aplicados as linhagens BALBI/c,
C57BL/6 E B6D2F1. O grupo A de cada linhagem €é o controle, sem nenhum tratamento, e o0 grupo B

foi sensibilizado como descrito no item 3.2

O tratamento com imunoglobulinas policlonais em animais alto respondedores
(B6D2F1) e sensibilizados de acordo com o item 3.2 foi aplicado vinte e sete dias depois da
ultima sensibilizacdo. A injecdo foi com 0,2 mL via intraperitoneal. O grupo tratado via nasal
foi levemente sedado e 50 pL foi aplicado em cada narina, e o procedimento repetido depois
de 4 semanas. Cada grupo contou com 6 fémeas B6D2F1. As doses e a via foram como se
segue:

A: controle negativo, nenhum tratamento

B: controle positivo, grupo sensibilizado
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C: grupo sensibilizado e tratado com de 50mg de Ig aplicado em duas doses via nasal
D: grupo sensibilizado e tratado com uma dose Unica de 4 mg de Ig via i.p.
E: grupo sensibilizado e tratado com uma dose unica de 10 mg de Ig via i.p.

F: grupo sensibilizado e tratado com 50 mg, de Ig via i.p. e dividido em 5 doses semanais

O desafio por nebulizacdo com OVA foi um més depois do ultimo dia de tratamento. Um

esquema ilustrativos dos procedimentos experimentais é apresentado na figura 2.

Ova + Al(OH)3 ip Tratamento mg Ig aerossol ova 1% analises
0 21 42 69 100-104 105
controle negativo
A 0

controle positivo

0

Nasal

2x 25 mg

P
P
Il TTT]

Figura 2. Esquema ilustrativo dos procedimentos aplicados grupos experimentais do tratamento com

F

HEme— HEme— HEme— HEoe—H=0e—

O
H=me— HEEr— HEEe— Hmme—Hmme—

imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
gue recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo

gue recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.

3.14. Analises Estatisticas

O software utilizado nas andlises estatisticas e geracdo dos graficos foi o Graph Pad
5.0. A comparacéo entre multiplos grupos foi através do teste ANOVA unilateral e pos teste
de Bonferroni.

4. Resultados
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4.1 Modelo de Alergia

Os animais foram sacrificados nove meses depois do desafio. Foram feitas duas
coletas de soro antes disso. Depois do sacrificio foram analisados o infiltrado celular do

lavado broncoalveolar e os niveis de IgE total.

4.1.1 IgE total

Nivel de IgE total no quarto (fig. 3) e no oitavo més (fig. 4) apo6s o desafio, além da
dosagem final ap6s o sacrificio (fig. 5). A linhagem com menor nivel de IgE foi a C57BL/6.
Foi também o grupo com o menor aumento nos niveis de IgE menos subiram depois do
desafio com OVA. Enquanto a linhagem B6D2F1 permaneceu com 0s niveis mais altos
durante todo o experimento. Os BALB/c apresentaram niveis intermediarios de IgE até o
desafio com OVA, onde se igualou aos niveis de IgE dos B6D2F1.

80+

0 — ]

A B A B A B

BALB/c C57 B6D2F1

Figura 3. Niveis de IgE total dosado em soro colhido no quarto més apo6s a sensibilizacdo das 3
diferentes linhagens. O grupo A de cada linhagem € o controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B

foi sensibilizado como descrito no item 3.2
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BALB/c C57 B6D2F1
Figura 4. Niveis de IgE total dosado em soro colhido no oitavo més apos a sensibilizacdo das 3

diferentes linhagens. O grupo A de cada linhagem é o controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B
foi sensibilizado como descrito no item 3.2
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Figura 5. Niveis de IgE total dosado em soro colhido apés o sacrificio. O grupo A de cada linhagem é
0 controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B foi sensibilizado como descrito no item 3.2

25
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Figura 6. Razdo entre os niveis de IgE total do grupo sensibilizado pelo grupo controle de cada

linhagem dosado do soro colhido nos dias indicados.
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4.1.2 Lavado Broncoalveolar

Os animais sensibilizados apresentaram infiltrado inflamatorio detectado no lavado
broncoalveolar (fig. 6). Os grupos BALB/c e B6D2F1 apresentaram tipica inflamacéo
eosinofilica da resposta alérgica, e bem mais acentuada nos B6D2F1 (fig. 7). J& a linhagem
C57BL/6 apresentou infiltrado celular com predominancia de mondcitos, linfocitos e

basofilos (fig. 8, 9 e 10 respectivamente).
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Figura 7. Numero de células contadas no lavado broncoalveolar no nono més apos a sensibilizagao.
O grupo A de cada linhagem € o controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B foi sensibilizado como
descrito no item 3.2
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Figura 8. Contagem diferencial de eosino6filos no lavado broncoalveolar no nono més apds a
sensibilizacdo. O grupo A de cada linhagem €é o controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B foi

sensibilizado como descrito no item 3.2
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Figura 9. Contagem diferencial de mondcitos no lavado broncoalveolar no nono més apés a
sensibilizacdo. O grupo A de cada linhagem € o controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B foi

sensibilizado como descrito no item 3.2
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Figura 10. Contagem diferencial de linfocitos no lavado broncoalveolar no nono més ap6s a

sensibilizacdo. O grupo A de cada linhagem é o controle, sem nenhum tratamento, € o grupo B foi

sensibilizado como descrito no item 3.2
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Figura 11. Contagem diferencial de baséfilos no lavado broncoalveolar no nono més apés a

sensibilizacdo. O grupo A de cada linhagem € o controle, sem nenhum tratamento, e o grupo B foi
sensibilizado como descrito no item 3.2
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4.2 Tratamento com imunoglobulinas policlonais

O tratamento com imunoglobulinas policlonais diminuiu o infiltrado pulmonar nos
animas que receberam as maiores doses via i.p.. Ndo houve mudancas nos niveis de IgE total
ou de IgE e IgGl especificas para OVA. Os grupos que receberam as doses via i.p.
apresentaram também diminuicdo nos niveis de IL-5.

4.2.1 IgE total

Os animais sensibilizados apresentaram altos niveis de IgE que ndo foram alterados

pelo tratamento em nenhum grupo (fig. 11 e 12).
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Figura 12. Niveis de IgE sérica total de soro coletado depois do tratamento com imunoglobulinas. A:
controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais sensibilizados e desafiados
sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo que recebeu duas doses de 25
mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo que recebeu 10 mg de Ig via
i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p..
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Figura 13. Niveis de IgE sérica total de soro coletado depois do tratamento com imunoglobulinas. A:
controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais sensibilizados e desafiados
sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo que recebeu duas doses de 25
mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo que recebeu 10 mg de Ig via

i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.
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O tratamento com imunoglobulinas policlonais ndo alterou os niveis de IgE anti-OVA

em nenhum dos grupos(fig. 13).
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Figura 14. Niveis de IgE sérica anti-OVA de soro coletado depois do tratamento com

imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais

sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F.
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p..

gue recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.
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4.2.3 19gG1 anti-OVA

Apenas o0 grupo F apresentou niveis diminuidos de IgG1l anti-OVA em relacdo ao

controle positivo (fig. 14).
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Figura 15. Niveis de IgGl sérica anti-OVA de soro coletado depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo

E: grupo
gue recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p. O asterisco

que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p..

indica diferenca do grupo em relacéo ao controle positivo (p < 0,05).
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4.2 .4 Células do Lavado Broncoalveolar

Os grupos E e F apresentaram diminuicdo de células totais no lavado broncoalveolar
(fig. 15), e todos os grupos tratados apresentaram menor eosinofilia (fig. 16). Apenas 0 grupo
D ndo apresentou diminuicdo de linfécitos (fig. 17). E o nimero de mondcitos ndo foi afetado

pelo tratamento (fig. 18).
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Figura 16. Namero de células contadas no lavado broncoalveolar depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo
que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p. O asterisco
indica diferenga do grupo em relacdo ao controle positivo (p < 0,05).
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Figura 17. Contagem diferencial de eosin6filos no lavado broncoalveolar depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo
que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p. O asterisco
indica diferenga do grupo em relacdo ao controle positivo (p < 0,05).
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Figura 18. Contagem diferencial de linfocitos no lavado broncoalveolar depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo
que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p. O asterisco
indica diferenga do grupo em relacdo ao controle positivo (p < 0,05).
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Figura 19. Contagem diferencial de mondcitos no lavado broncoalveolar depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo

que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.
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Figura 20. Células totais e contagens diferenciais do lavado broncoalveolar depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo

que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.
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4.2.5 Citocinas do Tecido Pulmonar

Os grupos E e F apresentaram menores niveis de TNF-a (fig. 19). O INF-y nao foi
alterado pelo tratamento (fig. 20). Todos os grupos tratados via i.p. apresentaram menores
niveis de IL-5 em relagdo ao controle (fig. 21). N&o foi possivel calcular a detec¢do de
nenhuma citocina no grupo A, e no grupo D somente a IL-5 foi detectada.
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Figura 21. Niveis de TNF-o dosado no extrato de tecido pulmonar obtido depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
gue recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo
gue recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p. O asterisco

indica diferenca do grupo em relacéo ao controle positivo (p < 0,05). N.D.: N&o Detectado.
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Figura 22. Niveis de INF-y dosado no extrato de tecido pulmonar obtido depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo
que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.. N.D.: Nao

Detectado.
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Figura 23. Niveis de IL-5 dosado no extrato de tecido pulmonar obtido depois do tratamento com
imunoglobulinas. A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais
sensibilizados e desafiados sem nenhum tratamento posterior como os grupos C, D, E e F. C: grupo
que recebeu duas doses de 25 mg de Ig via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de Ig via i.p.. E: grupo
que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p. O asterisco

indica diferenca do grupo em relagéo ao controle positivo (p < 0,05). N.D.: N&o Detectado.
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Além da analise no lavado broncoalveolar, amostras de pulméo foram processadas

para analise histoldgica, onde observou-se presencga de infiltrado inflamatério e hiperemia

vascular no parénquima pulmonar adjacente aos bronquios principais e distais (fig. 22). Dos

grupos tratados apenas o E apresentou um infiltrado inflamatério moderado em relagdo ao

controle positivo.

Figura 24. Tabela com analise qualitativa das alteragdes histoldgicas do tecido pulmonar dos animais

tratados com imunoglobulinas.

Grupos Erosdo de Infiltrado Hiperemia Edema nos

epitelio Inflamatdrio vascular alvéolos
A ausente ausente ausente ausente
B ausente acentuado leve ausente
C ausente acentuado leve ausente
D ausente acentuado leve ausente
E ausente moderado leve ausente
F ausente acentuado leve ausente
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Figura 25. Tecido pulmonar corado com HE obtido depois do tratamento com imunoglobulinas, que foi de acordo com os

seguintes grupos experimentais; A: controle negativo, sem tratamento algum. B: controle positivo, animais sensibilizados e
sem nenhum tratamento posterior._C: grupo que recebeu duas doses de 25 mg de g via nasal. D: grupo que recebeu 4 mg de
Ig via i.p.. E: grupo que recebeu 10 mg de Ig via i.p.. F: grupo que recebeu cinco doses de 10 mg de Ig via i.p.. A barra
representa uma medida de 100 pm.
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Figura 26. Sumario dos resultados obtidos com o tratamento com imunoglobulinas. Os asteriscos

indicam parémetros que apresenteram diferenca em relacdo ao controle positivo (grupo B)

2x50mg 4mg 10mg 5x10mg
nasal i.p. i.p. i.p.
C D E F
IgE total
IgE anti-Ova
IgG1 anti-Ova *
células totais * *
eosindfilos * * * *
linfocitos * * *
mondocitos
IL-5 * * *
TNF
IFN
Histologia *
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5.Discussao

O modelo baseado em doses baixas e intermitentes adotado aqui foi capaz de induzir
uma producdo persistente de IgE por pelo menos nove meses em trés diferentes linhagens de
camundongos. Essa producdo persistente de altos niveis de IgE, geralmente por toda a vida, é
uma das fisiopatologias mais marcantes da doenca alérgica em humanos, e esse parametro foi
reproduzido nos nossos experimentos. A maioria dos modelos experimentais encontrados na
literatura tem um periodo bem menor, a sensibilizacdo é feita com uma ou duas doses e em
algumas semanas € realizado o desafio (TORRES; PICADO; DEMORA, 2005). Os
mecanismos fisioldgicos e celulares da producéo persistente de IgE que pudemos reproduzir

aqui ndo sdo bem compreendidos.

Ao longo do experimento a producdo de IgE foi diferente entre as linhagens. A
linhagem C57BL/6 permaneceu com 0s niveis mais baixos durante todo o experimento, e a
linhagem B6D2F1 os mais altos. Somente os animais BALB/c apresentaram aumento
significativo da IgE sérica total depois do desafio com o alérgeno, ficando tdo altos quanto a
da linhagem B6D2F1. O aumento do nivel de IgE total em resposta ao contato com o alérgeno
é tipico da doenca alérgica, enquanto um nivel constantemente alto é relacionado a condicéao
atépica (POWE; BONNIN; JONES, 2010). Portanto esse modo de sensibilizacdo em
diferentes linhagens forneceu modelos experimentais que possibilitam também o estudo da

diferenca entre alergia e atopia.

Os niveis de IgE total dos animais BALB/c ndo sensibilizados foram muito mais altos
gue nos animais sem tratamento das outras linhagens, indicando que esses animais possuem
um nével basal de IgE muito maior que as outras linhagens. A razdo entre a IgE total do grupo
sensibilizado e o grupo controle mostrou que a linhagem BALB/c passa a apresentar a menor
taxa de elevacdo dos niveis de IgE. Entdo mesmo que a linhagem C57BL/6 apresentasse 0s
menores niveis de IgE total em relacdo as outras linhagens, ela apresentou um aumento de IgE
total em relagcdo ao controle que foi maior que na linhagem BALB/c. Isso pode indicar uma
maior tendéncia da linhagemC57BL/6 em manter uma resposta do tipo 2 do que a linhagem
BALBI/c.

Os animais foram desafiados com quase um ano de idade através de OVA em aerosol

e desenvoleram infiltrado inflamatorio pulmonar. Esse infiltrado apresentou eosinofilia tipica
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da resposta alérgica nas linhagens BALB/c e B6D2F1, sendo mais intensa nessa ultima. O que
torna o modelo com essa linhagem ndo somente adequado quanto ao tempo de producéo de
altos niveis de IgE, mas também em relacdo a intensidade da resposta inflamatoria depois de

um prolongado periodo apos a sensibilizagéo.

O infiltrado inflamatério da linhagem C57BL/6 surpreendentemente apresentou
muitos basofilos, que é o granulécito menos abundante e raramente encontrado nos tecidos. O
basofilo possui varias semelhangcas com o mastdcito e o eosindfilo, esta envolvido na defesa
contra helmintos, na doenca alérgica e no choque anafilatico (MACFARLANE et al., 2000;
KELLY; CALMAN; DEAN, 2010). Possui receptores FceR que ativam sua degranulagéo, e
uma quimiotaxia sobreposta a do mastécito e do eosinéfilo relacionada a resposta do tipo 2.
Os mecanismos que levam a sua proliferacdo na medula 6ssea em resposta a lesdes ha mucosa
sdo desconhecidos. Existem evidéncias de um papel importante do basofilo no inicio da
resposta alérgica e no acumulo de citocinas no tecido (SULLIVAN et al., 2011). A escassez
do baséfilo no sangue sempre impds dificuldades em seu estudo e, além disso, existe uma
nocdo de que basdfilo € um tipo celular redundante, muitas vezes visto como uma espécie de
mastécito com localizacdo mais restrita (SULLIVAN; LOCKSLEY, 2009). Provavelmente
isso reflete tanto na relativa escassez de estudos publicados sobre o baséfilo quanto na
auséncia desse tipo celular dentre os parametros analisados na doenca alérgica. De forma que

0 estudo do baséfilo parece um tanto quanto negligenciado.

Muitos fatores podem ter influenciado o nimero de basoéfilos encontrados no lavado
broncoalveolar da linhagem C57BL/6. Posterior analise histoldgica e molecular dos érgéos
conservados devem descartar possivel contaminacdo com parasitas. A linhagem murina mais
usada nos modelos animais de alergia e asma é a BALB/c, sendo que nos protocolos
encontrados na literatura em que foi adotada a linhagem C57BL/6, o infiltrado pulmonar nao
apresentava basofilos, e em alguns modelos a eosinofilia foi mais intensa que na linhagem
BALB/c (MOROKATA; ISHIKAWA; IDA, 1999; WILDER et al., 1999). E fundamental
levar em conta que nesses modelos os animais sdo sacrificados com no maximo quatro meses.
Existem alteragbes importantes com o envelhecimento, ndo s6 sobre o sistema imune
(BUSSE; MATHUR, 2010), mas também sobre a fisiologia pulmonar (SMITH et al., 2009).
Um estudo da asma em animais BALB/c de idades de 6, 12 e 18 meses mostrou que nessa
linhagem, os animais mais velhos apresentaram um infiltrado inflamatério eosinifilico e um

padréo diferenciado de citocinas pulmonar (BUSSE et al., 2007). De qualquer maneira nossos
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resultados podem oferecer um modelo eficiente para o estudo do papel dos basofilos em
animais mais velhos. Existe uma rela¢do entre casos fatais de asma e a presenca de basofilos
no pulmdo (KOSHINO et al., 1993; KEPLEY et al., 2001), o que deixa bem evidente a

importancia desse tipo celular na alergia e a necessidade da compreenséo de sua fisiologia.

O tratamento com imunoglobulinas policlonais ndo alterou os niveis de IgE total ou
especifica para OVA em nenhum dos grupos tratados. Apenas o grupo F tratado com cinco
doses de imunoglobulinas via i.p. apresentou reducdo nos niveis de IgGl anti-OVA. As
relacOes entre os niveis de IgE total e especifica e o desenvolvimento de aspectos patologicos
ndo é tdo esclarecida, existem muitos fatores que se deve levar em conta nessa relagdo. O
repertorio de IgE ndo foi um parametro analisado, e pode ter um papel relevante pois mesmo

com niveis altos de IgE alguns grupos apresentaram diminuicdo da inflamacao pulmonar.

O lavado broncoalveolar apresentou um total de células inflamatérias mais baixo nos
grupos E e F, que receberam as maiores doses de imunoglobulinas policlonais via i.p.. Houve
uma diferenca mais evidente entre 0s grupos tratados nos tipos celulares desse infiltrado.
Apenas o grupo D, que recebeu a menor dose de imunoglobulinas via i.p., ndo apresentou
diminuicéo de linfocitos em relagdo ao controle. N&o foi observado diminui¢do dos mondcitos
em nenhum dos grupos tratados. Os eosindfilos de todos os grupos tratados estavam mais
baixos que o controle positivo. Esse resultado é de extrema relevancia, pois a eosinofilia é um
dos principais quadros patologicos desenvolvidos na asma alérgica. A eosinofilia
peribronquica e perivascular foi confirmada nas laminas histologicas do pulmao, e s6

apresentou uma leve reducéo no grupo F, tratado com a maior dose Unica de imunoglobulinas.

Dentre as citocinas detectadas, apenas o INF-y n3o apresentou nenhuma alteragio
entre os grupos tratados e o grupo controle. O que pode indicar um papel menos relevante
dessa citocina em antagonizar a resposta alérgica nesse tratamento. Foi observada diminuicao
do TNF-a nos grupos tratados com as maiores doses de imunoglobulina via i.p.. Essa citocina
é relacionada a quadros de inflamacéo aguda e sistémica, portanto esse efeito merece mais

estudos.

A IL-5 dos grupos D, E e F, que receberam tratamento com imunoglobulinas via i.p.
estava diminuida em relacdo ao controle. Essa citocina é um fator importante que induz a

diferenciacéo e a maturacdo de eosindfilos, assim como pode aumentar o tempo de vida dessa
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célula (OHNISHI et al., 1993). Portanto, a diminui¢do da eosinofilia pulmonar nos grupos
tratados pode ser relacionada a diminuicdo da IL-5, sendo esse um provavel mecanismo
induzido pela terapia com imunoglobulinas. J& o mecanismo de acdo pelo qual a terapia com

imunoglobulinas reduz niveis de citocinas por longos periodos é desconhecido.

O grupo C tratado via nasal foi o que apresentou menos diferencas em relagcdo ao
controle positivo, mas ainda assim houve diminuicdo da eosinofilia. Esse efeito no grupo
tratado via nasal foi independente da diminuicdo de IL-5, podendo demonstrar que a terapia
com IVIg atua por multiplas vias. A mucosa nasal, assim como a intestinal, é associada a
orgdos linfédes (BALT). E o contato de antigenos com essas mucosas € altamente
tolerogénico, propriedade que possui vastas aplicacdes terapéuticas. Grandes avangos vém
sendo desenvolvidos na imunoterapia que usa a via sublingual no contato controlado com o
antigeno (HOLT, 2009). Existem vérios estudos demonstrando que o contato do alérgeno com
a mucosa nasal é capaz de prevenir a sensibilizacdo e a inflamacéo alérgica (SEDGWICK;
HOLT, 1985). O tratamento da asma com anticorpos policlonais anti-OVA realizado por
Moerch e colaboradores foi aplicado via nasal e reduziu a inflamacéo pulmonar (MOERCH et
al., 2006).

Porém, nosso modelo com altas doses de imunoglobulinas policlonais aplicadas via
nasal ndo foi capaz de induzir a reducdo da inflamacdo com a mesma eficiéncia que 0s
tratamentos via i.p.. Pode-se especular sobre as propriedades da barreira que a mucosa impde.
Sendo a principal area de contato do corpo com 0 meio externo, as mucosas apresentam
grandes quantidades enzimas proteoliticas, IgA e muitos outros fatores que regulam a
captacdo de particulas e moléculas (NEWBERRY; LORENZ, 2005). Pode ser que essa
barreira formada pela mucosa tenha interferido na quantidade disponivel de imunoglobulinas
policlonais necessaria para os efeito mais pronunciado observado nos demais grupos tratados
tratados via intraperitoneal. A via i.p. oferece a vantagem de infusdo direta das
imunoglobulinas e ja foram observadas em praticamente todas as cavidades corporais quando

injetadas por essa via em camundongos (MAGGA et al., 2010).

Os efeitos do tratamento com imunoglobulinas policlonais humanas estdo de acordo
com um artigo publicado por Kaufman e colaboradores (KAUFMAN et al., 2011). Nesse
estudo imunoglobulinas humanas obtidas de preparo comercial e injetadas via i.p. em

concentragOes proximas as adotadas no nosso modelo também foram capazes de diminuir a
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inflamacdo alérgica em um modelo murino de asma. Essa diminuicdo também se deu de
forma independente dos niveis de IgE. Também estavam reduzidos os niveis de TNF-a, IL-4 e
IL-13. Uma diferenca notavel entre esse modelo e 0 nosso € o intervalo entre o tratamento e 0
desafio, que foi de um dia no experimento de Kaufman, e de até um ano nos nossos
experimentos. As imunoglobulinas policlonais j& ndo estavam mais presentes nos
camundongos depois do intervalo minimo de um més entre o tratamento e o desafio. 1sso
garantiu que o contato com a OVA ndo sofresse interferéncia das imunoglobulinas aplicadas
no tratamento. Portanto, esses resultados devem ser relacionados as mudancas celulares que

n&o dependem da presenca das imunoglobulinas usadas no tratamento.

Em resultados anteriores (SILVA, 2009) o tratamento com imunoglobulinas
provenientes de muitos camundongos da linhagem SWISS diminuiu a inflamacdo pulmonar
de forma muito mais branda. Primeiramente pensou-se que a maior eficacia do produto
comercial de imunoglobulinas humanas em suprimir a inflamacgéo alérgica de camundongos
fosse relaciona a uma qualidade na pureza e preparo superior a capacidade dos laboratérios
onde realizamos a purificacdo. Porém, recentemente foi publicado um estudo dos efeitos de
imunoglobulinas purificadas do soro de camundongos e de coelhos no tratamento da asma
alérgica (YAMAMOTO et al., 2010). As imunoglobulinas de coelho tiveram efeitos notaveis,
enquanto as imunoglobulinas provenientes do proprio camundongo exerceram efeitos
inibitdrios praticamente nulos sobre a inflamacéo alérgica. Seus resultados também apontaram
a importancia da apresentacdo de antigenos na inibicdo das citocinas envolvidas na resposta

tipo 2 como principal mediador dos efeitos obtidos nesse tratamento.

Essa diferenca nos efeitos das imunoglobulinas originadas de outra espécie pode ser
explicada pela composicao do repertorio de autoanticorpos. Onde é pertinente citar o conceito
do homunculo imunolégico construido por Irun Cohen (COHEN, 2007) em analogia ao
homunculo cerebral, que é um diagrama representativo das divisGes anatbmicas do cortex
motor e sensorial relacionada a cada parte do corpo. A figura resultante é desproporcional,
com partes como as maos e os labios imensamente maiores que os tornozelos por exemplo. A
analogia feita por Cohen é em relacdo as diferencas na composicdo do repertorio de
autoanticorpos, onde uns autoantigenos estariam mais representados que outros. Dessa forma,
a composicdo dos autoanticorpos presentes nas imunoglobulinas policlonais usadas nos

tratamentos é fundamental e pode ser o elemento crucial desencadeador das principais
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mudancas no sistema imunolégico (VANI et al., 2008). Pode-se especular que o diferencial de

autoanticorpos de outra espécie teria um efeito mais pronunciado sobre a inflamacéo.

Outro efeito observado em experimentos anteriores (SILVA, 2009) e reproduzido aqui
foi em relacdo ao grupo que recebeu multiplas doses de tratamento. A diminui¢do da
inflamag&o nesse grupo foi menor que a do grupo que recebeu uma Unica dose na mesma
concentracdo. Esse efeito € contraditorio com a relacdo entre altas doses de imunoglobulinas e
inibicdo da inflamacdo que é geralmente encontrada na literatura. Pode ser que 0 excesso de
injecdo intraperitoneal tenha tido algum efeito pro-inflamatorio sistémico. Essa, dentre tantas

outras, € uma questdo que fica em aberto.

Existem varios fatores que nao foram avaliados por nossos estudos e que tem um papel
importante na alergia IVIg. Deve-se levar em consideragdo também que o tratamento com
imunoglobulinas policlonais foi aplicado somente na linhagem B6D2F1. O efeito do
tratamento com imunoglobulinas pode variar de acordo com a linhagem (ANTHONY;
WERMELING,; et al., 2008) e esse € um elemento importante que deve ser levado em conta.
Existem ainda muitos outros parametros fundamentais que devem ser investigados. As
quimiocinas, adesinas, integrinas e demais moléculas envolvidas na dindmica de migracéo
celular e inflamatoria sdo fundamentais no desenvolvimento da doenca alérgica (LUKACS,
2001) e apresentam grande probabilidade de alteracdo pelo tratamento com imunoglobulinas
policlonais (GHIELMETTI et al., 2006; CROW et al., 2007). Um elemento essencial nas
respostas alérgicas e inflamatorias que ndo foi incluido aqui foi o linfécito T. Produtor de
grandes quantidades de citocinas, esse tipo celular possui a capacidade de induzir a
inflamacéo alérgica na auséncia de IgE (HOFSTRA et al., 1998; LLOYD; HESSEL, 2010).
Os resultados do tratamento com 1VIg obtidos por Yamamoto e colaboradores mostraram a
importancia da célula dendritica na alteracdo dos linfécitos T e da resposta alérgica
(YAMAMOTO et al., 2010).

E importante notar que a hiperreatividade das vias aéreas, um dos principais aspectos
patolégicos da asma, ndo foi analisado aqui. A resposta pulmonar ao tratamento com
metacolina difere entre as linhagens murinas (EWART et al., 2000). O tratamento com
imunoglobulinas foi capaz de reduzir a AHR induzida por metacolina em diferentes
protocolos (MOERCH et al., 2006; YAMAMOTO et al., 2010; KAUFMAN et al., 2011).

Essa hiperreatividade ¢ complexa e multiplos fatores estdo envolvidos. Por exemplo, somente
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a presenca de eosinofilos no pulmao ndo é suficiente para a inducdo da hiperreatividade das
vias aéreas (PRETOLANI et al., 1994). De forma que esse é um parametro fundamental que

deve ser diretamente avaliado.

Os avangos nas terapias da doenca alérgica estdo em claro descompasso com seu
aumento epidémico no ultimo século. Sabe-se cada vez mais sobre as partes envolvidas na
alergia, como os eosinofios, a IgE e o linfécito Th2. Porém a compreensdo dos processos em
que essas partes estdo relacionadas ao desenvolvimento da doenca permance fragmentada.
Ainda sdo desconhecidos elementos fundamentais envolvendo a IgE, sua producéo persistente
nos individuos alérgicos e seu exato papel na patogénese da inflamag&o alérgica, que € muito
mais complexo que somente a ocorréncia de altos niveis. A fisiopatologia que mantém a
producdo persistente de IgE por longos periodos mesmo na auséncia do antigeno é essencial
para a compreensdo da dessensibilizacdo e avancos terapéuticos. A idade e o desenvolvimento
tém um papel importante na alergia. As interagdes com o ambiente e o “estado alérgico” da
mée sdo relevantes desde o periodo intra uterino (HOLT, 2008; VERHASSELT, 2010). Os
niveis de IgE, a propensdo a sensibilizacdo, a producdo de citocinas e a inflamacdo séo
diferenciados em populagdes idosas (BUSSE; MATHUR, 2010). Esses aspectos sdo
fundamentais na doenga alérgica em humanos e devem ser levados em conta no modelos

experimentais.

As doencas alérgicas incluem casos clinicos muito variados (asma, rinite, dermatite,
alergia alimentar...), e esses casos em si apresentam bastante variacdes e complicacdes. Nesse
ponto, uma diversidade de modelos experimentais oferece um leque de ferramentas adequado
ao estudo de cada caso. Por outro lado, pode favorecer a fragmentacdo da compreensdo da

doenca alérgica e afastar uma conceitualizacdo adequada a realidade clinica.

O conceito da alergia surgiu da pesquisa sobre reacOes inadequadas e peculiares.
Naquele momento a inflamacéao e a alergia faziam parte de um s6 conceito da doenga como
um desvio dos sistemas de regeneracio (PARNES, 2003). E interessante notar a reunido dos
processos alérgicos e regenerativos no estudo da resposta do tipo 2 contra helmintos (DIAZ;
ALLEN, 2007). Esse tipo de resposta num contexto de infec¢cdes por helmintos vem sendo
chamada de “tipo 2 modificada” e ¢ relacionada a ativacdo da regeneracdo tecidual e
regulagdo da inflamagdo que ndo ocorre na resposta “tipo 2 classica” presente na alergia

(ANTHONY et al., 2006).
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Deve ser levado em consideracdo que os modelos mais comuns de alergia em
camundongos utiliza a ovalbumina em adjuvante (hidroxido de aluminio) via intraperitoneal
como forma de sensibilizacdo. Essa via de sensibilizacdo sistémica acaba por induzir reacdes
celulares que ndo condizem com varios dos aspectos localizados verificados em individuos
alérgicos (KLEINJAN et al., 2000; TAKHAR et al., 2005). Além disso o contato com a OVA
livre de adjuvantes pela mucosa nasal de camundongos desenvolve a tolerancia ao invés da
sensibilizacdo (SEDGWICK; HOLT, 1985; SWIRSKI et al., 2002). Modelos atuais tém tido
sucesso em induzir a sensibilizacdo de camundongos via nasal e usando um alérgeno comum

causador da asma humana e derivado das fezes de acaros (JOHNSON, 2003).

Esses alérgenos presentes nas fezes de acaros e baratas sdo, como muitos outros,
proteinas pequenas e que apresentam atividade proteolitica (CHAPMAN; WUNSCHMANN;
POMES, 2007). A capacidade de romper a barreira epitelial vem sendo verificada em diversos
alérgenos, bem como a propriedade de ativacdo celular mesmo na auséncia de adjuvantes ou
produtos derivados de microorganismos. Cabe notar também que foi demonstrado
experimentalmente o papel de adjuvante por parte dos poluentes urbanos e industriais que sdo
capazes de induzir sensibilizacdo alérgica a antigenos que, em sua auséncia, seriam inécuos
(HAMADA et al., 2000). De forma que quantidades baixas de alérgeno podem apresentar
essa forma particular de ativacdo celular. Estes sdo elementos que favorecem a hipotese do

papel da oligoclonalidade na patologia alérgica (PORDEUS et al., 2009).

Os resultados obtidos no tratamento com imunoglobulinas policlonais demonstraram a
capacidade dessa terapia em alterar a inflamacdo alérgica a longo prazo. Por outro lado
levantou questbes sobre frequéncia e dose aplicadas, bem como a origem das
imunoglobulinas. Essas questdes ndo sdo novas na terapia com IVIg, e ja foi declarado como
lema: “O preparado certo de IVIg para as pessoas certas em tempo e quantidades certos.”
(REWALD; FRANCISCHETTI; NYDEGGER, 2001). Preparados diferenciados de IVIg
contando com acréscimo de anticorpos especificos ja foram aplicados no tratamento do IUpus
(SHOENFELD et al., 2002). Existem diversos elementos moleculares envolvidos na
inflamacéo alérgica que podem ser usados nessa abordagem. Por exemplo, o uso de IgG
acoplada a proteina imunomodulatéria CTLA-4 foi capaz de inibir a inflamacdo alérgica
pulmonar (VAN OOSTERHOUT et al., 1997). Junto aos resultados com anticorpos

policlonais anti-OVA obtidos por Moerch e colaboradores, esses aprimoramentos na terapia
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com imunoglobulinas merecem ser investigados. O principio envolvendo a transferéncia do
“estado imunologico” dos doadores junto a IVIg também oferece possibilidades de aplicagdo
nessa abordagem. Por exemplo, usando-se imunoglobulinas purificadas do soro de animais

nos quais foi induzida a tolerancia oral.

Esté claro que as doengas alérgicas advém de processos complexos que envolvem todo
0 conjunto de fatores genéticos, ambientais e relacionados ao desenvolvimento. Nossos
protocolos levaram em conta esses conceitos e também forneceram ferramentas experimentais
importantes para o estudo da patogénese da alergia em humanos. O contato inicial com o
antigeno é fundamental para o tipo de resposta gerada pelo organismo. Nosso modelo de
sensibilizacdo foi capaz de induzir producéo persistente de altos niveis de IgE por quase toda
a vida de forma diferenciada em trés linhagens isogénicas de camundongos. Isto possibilita
ndo s6 modelos experimentais para a compreensdo da producéo perisitente de IgE por longos
periodos na auséncia de contato com o alérgeno, mas também a genética envolvida nas
diferencas apresentadas entre essas trés linhagens. A longa duracdo da doenca alérgica em
humanos € um dos seus aspectos patoldgicos mais impactantes na vida do individuo. Nossos
resultados demonstraram a adequacdo desse modelo para o estudo desses aspectos
fundamentais da doenca alérgica.

Os mecanismos efetores da terapia com imunoglobulinas policlonais sdo muitos e
agem em sinergia, resultando em efeitos robustos e complexos sobre a fisiologia do
organismo. Os resultados obtidos aqui demonstraram a robustez desse tratamento ao reduzir a
inflamacdo alérgica mesmo quando as imunoglobulinas aplicadas ndo estavam mais presentes
nos animais. Esse efeito a longo prazo sobre a producdo de IL-5 e a eosinofilia pulmonar deve
ser investigado pois suas aplicacdes sdo inumeras. A diminuicdo da inflamacdo alérgica de
forma independente dos niveis de IgE ndo esta em desacordo com a literatura ou com 0s casos
clinicos de melhora dos sintomas apesar dos altos niveis de IgE, e demonstra a complexidade
dessa doenca. Portanto, essa terapia representa uma abordagem promissora no tratamento da
doenca alérgica e a investigacdo seu imenso poténcial terapéutico deve ser investigado e

aprimorado.

A questdo sobre o que leva individuos alérgicos a desenvolverem uma sintese
persistente de IgE permanece sem resposta, mas deve-se acrescentar uma outra, relacionada

ao que exatamente determina que altos niveis de IgE se associem a sintomas alérgicos e
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inflamatorios. Nossos resultados somam-se aos dados presentes na literatura e nos casos
clinicos onde altos niveis de IgE total ou especifica ndo estdo diretamente relacionados a
reacOes alérgicas e inflamatdrias. A IgE € a imunoglobulina de menor concentracéo sérica, e
sua sintese celular e molecular é peculiar de diversas maneiras (KARNOWSKI et al., 2006;
ERAZO et al., 2007). A relacdo entre varios tipos de imunodeficiéncias e altos niveis de IgE
sdo um indicio de que a producdo desse isotipo € fortemente regulada. Na hipdtese sobre o
papel da expansao oligoclonal na alergia (PORDEUS et al., 2009) a sintese persistente de IgE
deriva da auséncia de diversidade celular. Talvez fosse interessante reformular o conceito
onde altos niveis de IgE induzem quadros patoldgicos ao inverso. Onde seria mais correto
afirmar que alguns quadros patol6gicos induzem a producéo persistente de IgE.

6. Conclusao

O protocolo desenvolvido por Vaz e Levine foi reproduzido com sucesso na indugéo
da producéo persistente de IgE caracteristica da alergia. Ao longo do experimento os niveis de
IgE foram diferentes entre as linhagens. A linhagem B6D2F1 teve o maior nivel de IgE
durante todo o experimento, e a linhagem C57BL/6 o nivel mais baixo. A linhagem BALB/c
foi a Unica que apresentou aumento significativo do nivel de IgE apés o desafio. O infiltrado
celular do lavado broncoalveolar obtido das trés linhagens apresentaram sensibilidade alérgica
pulmonar quando foram desafiadas com aeorosois de OVA nove meses ap0s a sensibilizagéo.
Os tipos celulares desse infiltrado também foi diferente entre as linhagens, com a B6D2F1
apresentendando eosinofilia mais intensa que a linhagem BALB/c, e a linhagem C57BL/6 foi
a Unica que apresentou altos numeros de mondcitos, linfécitos e basofilos no lavado
broncoalveolar. O tratamento de animais B6D2F1 com imunoglobulinas policlonais nao
alterou os niveis de IgE total ou especifica. Diminuindo a IgG1 anti-OVA apenas do grupo
que recebeu mdaltiplas doses via i.p.. A inflamacdo pulmonar e a eosinofilia estavam
diminuidas nos grupos tratados. Apenas o grupo tratado via nasal ndo apresentou reducéo de
IL-5.
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