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Resumo

O Staphylococcus aureus é um tipo de bactéria gram-positiva que produz e secreta uma
série de enterotoxinas com propriedade imunomoduladoras. Estudos epidemioldgicos mostrou
que S. aureus exacerba doencas respiratérias alérgicas, aumentando também o risco de
manisfestacdo das mesmas. Entretanto, pouco € conhecido sobre os mecanismos envolvidos na
exacerbacdo do influxo celular observado em individuos asmaticos expostos a enterotoxinas
estafilocdcicas. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos responsdveis pela exacerbacdo da resposta inflamatéria pulmonar alérgica em
camundongos pré-expostos a enterotoxinas estafilocdcicas dos tipos A e B (SEA e SEB)
respectivamente. Foram também investigados os efeitos da SEA e SEB na fungao eosinofilica in
vitro (adesdo e quimiotaxia). Utilizamos animais pré- expostos a SEA (4 2 48 h) ou SEB (4 a 24
h) antes do desafio com OVA. A pré-exposicio a SEA (12 h, 24 h e 48 h) aumentou
significativamente o numero de eosindfilos no tecido pulmonar em animais desafiados com
OVA, o qual foi acompanhado por aumento dos niveis de eotaxina no tecido pulmonar. Na
medula 6ssea, observamos aumento do nimero de eosindfilos em (24 h e 48 h) acompanhado de
aumento dos niveis de IL-5 e eotaxina, e uma redugio da expressdo de CCR3 e VLA-4 e reducdo
da adesao de eosindfilos a ICAM-1 e VCAM-1. No sangue periférico observamos eosinofilia em
4 h, 12 h e 24 h, retornando aos niveis basais em 48 h. Em relacdo a SEB observamos um
aumento de eosindfilos no tecido pulmonar de animais pré-expostos a esta enterotoxina (4 h, 12
h e 24 h) e desafiados com OVA. O infiltrado eosinofilico pulmonar foi acompanhado de
aumento dos niveis de eotaxina e IL-8 e diminui¢do de I1L-4 e IL-6. Na medula 6ssea observamos
um aumento do nimero de eosindfilos, o qual ndo foi acompanhado dos niveis de IL-5 e
eotaxina. Concluimos que exposicdo das vias aéreas a SEA potencializa o influxo eosinofilico
pulmonar em animais desafiados com OV A, por mecanismos dependentes de IL-5 e eotaxina. Na
medula 6ssea, observamos ainda diminui¢do da expressio de CCR3 e VLA-4 e prejuizo da
adesdo celular para VCAM-1. A pré-exposicdo a SEB também aumenta o influxo eosinofilico
pulmonar alérgico provavelmente por mecanismos envolvendo a eotaxina. Na medula dssea, se
observou elevagcdao do nimero de eosinéfilos por mecanismos independentes de IL-5 e eotaxina.
Para se estudar o efeito direto das enterotoxinas estafilocécicas (EEs) em eosindfilos humanos,

realizamos ensaios funcionais (quimiotaxia e adesdo), andlise da fosfofrilacdo da p38 MAPK e
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mobilizacdo de cdlcio intracelular. A incubacdo de eosinéfilos com SEA (3 ng/ml) diminuiu a
quimiotaxia de eosinéfilos em resposta a eotaxina (300 ng/ml), PAF (10"5 M) e RANTES (100
ng/ml) em todos os tempos (0,5 h, 2 h e 4 horas), e as concentracdes estudadas (0,5; 1 e 3 ng/ml).
Em relagdo a SEB (30 ng/ml), ndo notamos diferencas na resposta quimiotdtica, exceto para a
concentracdo de 1 ng/ml, que foi capaz de inibir a quimiotaxia em resposta a eotaxina. A
incubacdo com SEA e SEB diminuiu a adesdo de eosindfilos ativados com eotaxina em placas
recobertas com ICAM-1 e VCAM-1. A incubacdo com SEA e SEB diminuiu a fosforilacdo da
p38 MAPK e a mobiliza¢do de cdlcio em resposta a eotaxina. Sendo assim, nds concluimos que

SEA e a SEB modula negativamente a resposta de eosin6filos humanos in vitro.
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Abstract

Gram-positive Staphylococcus aureus releases classical enterotoxins which aggravates
allergic airway diseases. However, little is known about the mechanisms underlying the cell
influx exacerbation in asthmatic individuals under exposure to Staphylococcal enterotoxins.
Recent study in our group showed that SEA pre-exposure in OVA challenge mice increase the
eosinophils influx for lung tissues and broncoalveolar lavage (BAL) and also increase the
eosinophils number in bone marrow. This eosinophils increase in BAL were accompanied for
increase of the TNFa and eotaxin. Therefore, the objective of the study, was deepen the know
about the responsible mechanisms of the SEA and SEB exacerbation in allergy pulmonary
inflammation mice. Were investigated also, the effects of SEA and SEB in eosinophils functions
(chemotaxis and adhesion). Mice were exposed to SEA at 4 h, 12 h,24 h,48 hand SEB 4 h, 12 h
and 24 h prior to OVA challenge or prior PBS instillation. The SEA pre-exposed 12 h, 24 h and
48 h increase the eosinophils number in the lung tissues and in 48 h of the BAL. This increased
was preceded of the high eotaxin levels. In the bone marrow we observed a increased of
eosinophils number in 24 h and 48 h of SEA pre-exposed, accompanied of the IL-5 and eotaxin
increase and the CCR3 and VLA-4 dowregulation and decrease of the eosinophils adhesion
function. In blood, we observed an increase of eosinophils number in 4 h, 12 h and 24 h of the
SEA pre-exposed returned in the basal levels in 48 h. In relation of SEB, we observed of the pre-
exposed of SEB in OV A challenge mice increased of eosinophils number in lung tissues in all the
study time (4 h, 12, and 24 h). In the BAL, we observed of the SEB pre-exposed increased the
eosinophils number only in 4 h in OVA challenge mice. Also in pulmonary ambit, we observed a
high eotaxin (4 h, 12 h) and IL-8 (4 h) levels and a decreased of the IL-4 and IL-6 in all the study
time. In bone marrow, the SEB pre-exposed of the 4 h and 12 h, increase the eosinophils number
in OVA challenge mice, not accompanied of the high IL-5 and eotaxin levels. In the first part,
airways exposure to SEA produces a marked eosinophil recruitment to the lung tissue of allergic
mice that is clearly detected at prolonged times of this enterotoxin exposure (24 and 48 h before
OVA challenge). Eosinophils accumulate in BM at these same time-periods of SEA exposure
through IL-5- and CCR3-dependent mechanisms, along with down-regulation of CCR3 / VL4
and impaired cell adhesion to VCAM-1. On the other hand, eosinophils time-dependently
disappear from circulating blood after SEA exposure. Already the airways exposure to SEB
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produces a marked eosinophil recruitment to the lung tissue of allergic mice that is clearly
detected at early times of this enterotoxin exposure and increase of eosinophils number in BM at
these same time-periods of SEB exposure throught IL-5 and eotaxin-independent mechanisms. It
is likely that alterations of BM function are an early step for the progression of asthmatic disease
and exacerbation by Staphylococcal enterotoxin. Understanding the mechanisms that regulates
bone marrow eosinophil mobilization and its trafficking to the peripheral circulation and airways
in allergic animals may be important for the development of effective asthma therapies in
conditions of Staphylococcal superantigen exposure. To study the direct effects of the SEs in
eosinophils performed the functional assays (chemotaxis and adhesion), p38 MAPK
phosphorylation and calcium mobilization. The number of migrated eosinophils was significantly
decrease in eosinophils incubated with SEA in the times (30 min, 2 h and 4 h) and SEA
concentration (0,5, 1 and 3 ng/ml) to chemotaxis agent, eotaxin, and RANTES, compared with
control eosinophils. In relation of the SEB (30 ng /ml), not differences in chemotaxis was found.
Only in the SEB concentration of the 1 ng/ml observed decrease of chemotaxis in eotaxin
response. In the adhesion, we observed a decreased in eosinophils incubated with SEA and SEB
in response of ICAM-1 and VCAM-1. The p38 MAPK phosphorylation and calcium
mobilization was decrease in eosinophils incubated with SEA and SEB in eotaxin response.
Therefore, we conclude that SEA and SEB was capable of the dowregular of the human

eosinophils response.
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1. Introducao

1.1. Asma brénquica

A asma € uma das doengas crOnicas mais prevalentes, estimando-se que no Brasil a
prevaléncia seja de 10%. De acordo com dados do DATASUS, em 2011 ocorreram 177,8 mil
internagdes por asma no sistema unico de saude com 2,5 mil pessoas morrem por ano pela doenca
(DATASUS, 2011).

A asma € caracterizada por obstrugdo reversivel das vias aéreas devido a liberagdo de uma
variedade de mediadores inflamatérios espamogénicos provenientes de macréfagos alveolares,
mastocitos, eosindfilos, linfécitos e neutréfilos (WENZEL et al., 1999; O'BYRNE et al., 1999).
Pode ser dividida em dois principais tipos: asma intrinseca e extrinseca. A asma intrinseca
caracteriza-se por historia negativa para alergia e niveis séricos normais de IgE. Neste caso, os
pacientes desenvolvem os sintomas tipicos de asma (sibilo e dispnéia) apOs a exposi¢do (ou contato)
das vias respiratdrias a certos estimulos como infec¢des virais e/ou bacterianas, ar frio, inalantes
irritantes, drogas, estresse emocional e exercicio fisico (MILLER, 2001; TILLIE-LEBLON et al.,
2005). A asma extrinseca € o tipo mais comum, sendo desencadeada por antigenos ambientais
presentes na poeira, pélen, pélos de animais, determinados alimentos, dentre outros. E
freqlientemente associada a histérico familiar de atopia. As crises agudas podem ser precedidas por
manifestacdes de doengas alérgicas, como rinite, urticiria ou eczema, reagdes cutaneas positivas a
injecdo intradérmica de extratos de antigenos inalados, niveis elevados de IgE no soro, e/ou
respostas positivas a testes de provocacdo (MILLER, 2001; TILLIE-LEBLON et al., 2005).

Estudos em individuos asmaticos tém mostrado algumas similaridades entre a asma

intrinseca e extrinseca, incluindo a capacidade de células T e de eosindfilos em aumentar a producio

de interleucina (IL)-4 e IL-5 (HERZ et al., 1999).

23



Para o desenvolvimento da asma alérgica, o individuo € primeiramente sensibilizado ao
alérgeno, resposta esta que envolve a habilidade para produzir uma resposta celular do tipo Th2 na
qual citocinas pré-inflamatérias como IL-4 e IL-13 sdo essenciais para a producdo de
imunoglobulina E (IgE) por células B. Esse fenomeno € observado pela entrada do alérgeno nas vias
aéreas, seja pelo rompimento da barreira epitelial das mesmas, ou pela atividade de proteases do
proprio alérgeno, clivando as jun¢des comunicantes das células epiteliais das vias aéreas. Uma vez
presente na submucosa, o alérgeno ativa células apresentadoras de antigenos (APC), como células
dendriticas. Estas, por sua vez, processam o alérgeno e migram para linfonodos regionais (ou sitios
da mucosa local), onde apresentam peptideos derivados do processamento do alérgeno através do
complexo de histocompatibilidade principal Il (MHC-II) para células T naive (Th0O). Na presenca de
IL-4, as células T naive adquirem a caracteristica de células T helper 2 (Th2), produzindo 1L-4 e
IL13. Estas citocinas estimulam a ligacdo de moléculas co-estimulatérias de linfécito T com seus
ligantes em linféfito B, como o CD40 e seu ligante, e CD80 (ou CD86) com seu ligante CD28,
ativando as células B a sintetizarem e liberarem IgE. Esta imunoglobulina se difunde localmente e
em vasos linfaticos e subseqiientemente para a corrente sanguinea. Apds seu acesso ao fluido
intersticial, a IgE especifica e ndo especifica ao alérgeno se liga a receptores de alta afinidade de IgE
(FceRI) presentes em mastdcitos. A re-exposi¢ao ao alérgeno pode provocar os sintomas da asma
como broncoconstricao, hipersecrecdo de muco e migracdo de células inflamatdrias para o foco

inflamatério (GALLI et al., 2008).

Os estudos tém mostrado que outras sub-populacdes de linfécitos T CD4*, como células
Th1, Th17 e células T regulatérias (Treg), participam da modulacdo da inflamacao alérgica das vias
aéreas. Sugere-se que a asma possa ser desenvolvida por diferentes mecanismos imunoldgicos,

dependendo dos seus fatores causadores (KURODA-MORIMOTO et al., 2010).
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Virias espécies animais vém sendo utilizadas para se reproduzir a inflamacdo pulmonar
alérgica, incluindo camundongos, cobaias, ratos, caes, gatos, macacos e cavalos. Entretanto, desde a
primeira demonstracdo de asma alérgica em camundongos, estes t€ém se tornado os animais mais
utilizados para se estudar esta doencga, possivelamente, devido ao baixo custo, disponibilidade e o
bem caracterizado sistema imune dos mesmos (EPSTEIN MM et al., 2006; REDDY et al., 2012).
Entretanto, nenhum deles reproduz completamente a asma humana, existindo apenas modelos de
inflamacdo alérgica que apresentam algumas caracteristicas da doenca humana como
broncoconstri¢do, hipersecrecdo de muco e inflamagdo cronica com infiltracio de leucdcitos
(VARGAFTIG, 1999; ZOSKY et al., 2007). O procedimento experimental mais freqiientemente
utilizado € a indug¢do de um estado alérgico, que é caracterizado por hipersensibilidade do tipo
imediata ou anafildtica a um antigeno conhecido. Isto pode ser obtido através da sensibilizacdo a
ovalbumina (OVA), normalmente associada ao hidréxido de aluminio, que resulta em imunidade
mediada por células e formacdo de anticorpos (principalmente a IgE), dependente de células T (no
caso, células Th2). Apdés aproximadamente 14 dias da sensibilizacdo, a resposta inflamatéria
alérgica pode ser observada nos animais apds a provoca¢do intranasal, intratraqueal ou por aerosol
com o alérgeno. Nos modelos murinos de asma em particular, o recrutamento de eosinéfilos para
o pulmdo estd diretamente relacionado ao desenvolvimento das caracteristicas patogénicas
presentes na asma humana, tais como hiperreatividade bronquica (FOSTER et al., 1996;

HAMELMANN et al., 1999; TOMKINSON et al., 2001).

1.2. Eosinoéfilos e asma alérgica

Eosinéfilos sdo leucdcitos multifuncionais implicados na patogénese de numerosos
processos inflamatorios, infeccdo parasitaria e doengas alérgicas (ROTHENBERG et al., 2006).
Correspondem a 2% de leucdécitos presentes no sangue humano. Possuem nticleo bilobulado com
cromatina altamente condensada e citoplasma contendo dois tipos principais de granulos, o
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especifico (ou secundario) e o primdrio. O granulo especifico tem uma aparéncia ultraestrutural
distinta contendo basicamente duas regides, uma regido elétron-densa que contém proteina basica
principal MBP-1 e (MBP)-2, denominada de cristal central; e outra regido que contém as
proteinas toxicas chamadas de peroxidase de eosinéfilos (EPO), proteina cationica de eosinoéfilos
(ECP) e neurotoxina derivada de eosinéfilos (EDN), denominadas de matriz (GIEMBYCZ &
LINDSAY, 1999; PRUSSIN & METCALFE, 2006). As MBP, EPO e ECP sao téxicas para uma
variedade de tecidos, incluindo coracdo, cérebro e epitélio bronquico (ROTHENBERG et al.,
2006; HOGAN et al., 2007).

O acdmulo de eosinéfilos nas vias aéreas ¢ uma das principais caracteristicas da asma
(GUI-QUAN et al., 1999) e niveis aumentados de suas proteinas toxicas sio relacionados com os
sintomas clinicos da mesma (SEMINARIO et al., 1994). Trabalho prévio mostrou que o nimero
de eosindfilos no sangue periférico e lavado bronquico de sujeitos asmadticos estd associado a
forma mais grave da doenca (BOUSQUET et al., 1998). Esta associacdo entre eosinofilia e
gravidade da asma tem sido confirmada em vdrios outros estudos (GONZALO et al., 1998;
SATO et al., 1998; SHAHABUDDIN, 2000).

Eosinéfilos sdo produzidos a partir de células progenitoras pluripotentes (CD34") sendo
sua diferenciacdo induzida por a¢des coordenadas de fatores de transcricio GATA-1, PU.1 e C/
EBP. Sdo comumente expressos por uma variedade de linhagens hematopoiéticas, e a
participacdo destes trés fatores juntamente com a estimulacdo de citocinas especificas, resultam
em desenvolvimento seletivo de eosinéfilos (MCNAGNY et al., 2002; TRIVEDI et al., 2007).
IL-3, IL-5 e GM-CSF contribuem para o desenvolvimento de eosindfilos na medula Ossea,
adesdo endotelial, ativacdo e sobrevivéncia (SANDERSON et al., 1992). Dessas trés citocinas, a
IL-5 € a mais seletiva para a diferenciacao, proliferacdo e maturacdo de eosindfilos na medula

Ossea, ja que somente eosindfilos e basdfilos expressam o receptor para a mesma, enquanto
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varios tipos celulares expressam receptores para IL-3 e GM-CSF. A diferenciacdo de eosinéfilos
em culturas de células incubadas com IL-3 e GM-CSF ¢ associado com aumento de RNAm para
IL-5, e o bloqueio da produgdo endégena desta citocina inibe a diferenciacdo de eosindfilos na
medula 6ssea (TRIVEDI et al., 2007). Além disso, sabe-se que a IL-5 exerce uma participacao
importante na mobilizagdo de eosindfilos na medula dssea. Animais trangénicos para IL-5
exibem eosinofilia, enquanto que animais nocautes tem reducdo no nimero de eosinéfilos no
sangue periférico e no tecido pulmonar quando desafiados (DENT et al., 1990; FOSTER et al.,
1996). A administracdo sistémica de IL-5 em cobaias reduziu o nimero de eosindfilos na medula
Ossea e aumentou na circulacdo, indicando a participagdo dessa citocina na mobilizacdo de
eosinodfilos (COLLINS et al., 1995).

Uma vez ativados, eosinéfilos expressam receptores de citocinas, imunoglobulinas e
moléculas do complemento, e secretam citocinas pro-inflamatérias, como IL-2, IL-4, IL-10, IL-
13, IL-16, IL-18, fatores de crescimento como (TGF) o/B, quimiocinas como CCL5/ RANTES e
mediadores lipidicos como fator de ativacdo plaquetdrio (PAF) leucotrienos (LTB,),
CCLI11/eotaxina-1 (KITA, 1996). Essa udltima, juntamente com IL-5, estd implicada
seletivamente no trafego de eosinéfilos.

Eotaxina foi inicialmente descoberta utilizando-se ensaios bioldgicos designados para se
identificar moléculas induzidas por alérgenos responsdveis para o acimulo de eosindfilos em
pulmdes de cobaias (GRIFFITHS-JOHNSON et al., 1993). A atividade especifica da eotaxina é
mediada pela expressdao seletiva do receptor de eotaxina, o CCR3, um receptor acoplado a
proteina G que possui sete dominios transmembranicos. A eotaxina coopera com IL-5 na indug@o
de eosinofilia tecidual, ou seja, a IL-5 aumenta a resposta celular a eotaxina “primando”
eosindfilos para responder a ligantes de CCR3. Além disso, a administracdo de eotaxina e IL-5

promove aumento da producdo de IL-13 no pulmdo. Adicionalmente, camundongos nocaute
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duplo para IL-5 e para eotaxina ndo exibem hiperreatividade das vias aéreas. Em contrapartida,
camundongos nocautes para eotaxina ou para IL-5 (mas ndo para as duas citocinas) ainda podem
desenvolver hiperreatividade bronquica, sugerindo que € necessdria completa remoc¢do de
eosinéfilos nas vias aéreas para impedir o desenvolvimento da hiperreatividade (UHM et al.,
2012). O mecanismo de acdo da IL-5 e eotaxina em eosindfilos ndo € totalmente entendido. Sabe-
se que a IL-5 ativa vdrias quinases incluindo JAK?2, Lyn e Raf-1, bem como SHP2 fosfatase.
Adicionalmente, para a via da JAK-STAT, a quinase regulada por sinais extracelulares- Ras
(ERK) também participa da via de sinalizacdo da IL-5, e parece ser importante para a sobrevida,
proliferacdo e diferenciacdo de eosindfilos. JAK- 2 e Lyn podem ser importantes para a
proliferacdo e sobrevivéncia celular e Raf-1 pode participar da desgranulacdo de eosinéfilos
provocada pela IL-5 (TAKATSU et al, 2008). Em relacio a eotaxina, a sinalizacdo em
eosinofilos ocorre através da ativagdo de ERK e p38 MAPK via subunidade al da proteina G
acoplada ao receptor CCR3. Além disso, outras vias podem ser incluidas na sinalizacdo desta
quimiocina como a Rho-ROCK ou MAPK-MLCK (YAMAMURA et al., 2009).

A transmigracdo de eosindfilos através do endotélio vascular envolve rolamento,
extravasamento, firme adesdo e migracdo transendotelial. A etapa inicial do rolamento e
extravasamento de eosinéfilos é regulada por selectinas e seus ligantes expressos no endotélio.
Eosinéfilos também expressam CD162 (P-selectina ligante 1-glicoproteina ou PSGL-1) e CD15s,
as quais interagem com E-selectinas e P-selectinas, regulando o extravasamento de eosinéfilos
para o endotélio (SYMON et al., 1996). A firme adesdo de eosindfilos e a transmigracdo do
endotélio sdo reguladas por interacdes coordenadas entre citocinas e quimiocinas, moléculas de
adesdo presentes em eosindfilos (selectinas e integrinas) e receptores de integrinas como
molécula de adesdo em células vasculares (VCAM-1), molécula de adesdo em células da mucosa

(MadCAM-1) e molécula de adesdo intercelular (ICAM)-1, expressas em células endoteliais
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vasculares (KUNKEL et al., 2002; HOGAN et al., 2004). Os eosindfilos também expressam
membros da familia de integrinas B1 (a4p1 e a6B1), B2 (aLP2, aMB2, aXP2 e aDP2) e a7 (04p7)
(GEORAS et al., 1993; GRAYSON et al., 1998, TACHIMOTO et al., 2002). Estas integrinas
interagem seletivamente com receptores de adesdo (VCAM-1, MAdCAM-1, ICAM-1,-2 e-3 ¢
fibrinogénio) facilitando a migracdo de eosindfilos em varios compartimentos teciduais durante a
inflamacao alérgica. O recrutamento de eosinéfilos para o pulmio é regulado por VLA-4 (a4p1
integrina)/) VCAM-1(WEG et al., 1993; ABRAHAM et al., 1994; NAKAJIMA et al., 1994;
PRETOLANTI et al., 1994; GONZALO et al, 1996). Estudos prévios mostram que camundongos
tratados com anticorpos monoclonais contra integrinas o4 ¢ Bl (ou a utilizacdo da técnica de
delecdao genética de VCAM-1) atenua o actimulo de eosindéfilos nos pulmdes durante doencas
respiratorias alérgicas (WEG et al., 1993; ABRAHAM et al, 1994; NAKAJIMA et al., 1994;
PRETOLANT et al., 1994; GONZALO et al., 1996). Entretanto, trabalho prévio mostrou redugao
da expressao de VLA-4 em células progenitoras de eosindfilos na medula dssea apds os desafios
alérgicos acompanhada, de aumento do nimero dessas células no sangue periférico (CATALLI et

al., 2008).

1.3. Enterotoxinas Estafilocécicas

Viérios fatores podem potencializar a resposta alérgica pulmonar (e inflamagdo
eosinofilica), como infec¢des bacterianas (Chlamydia sp, Mycoplasma sp, Moraxella catarrhalis,
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus). A colonizacdo das vias aéreas pelo
Staphylococcus aureus (S. aureus) e a liberacdo de suas enterotoxinas podem, além de induzir
uma resposta infamatoria das vias aéreas, exacerbar doencgas respiratdrias alérgicas, bem como
aumentar o risco de manifestacdes das mesmas (BACHERT et al., 2003, 2008; LEE et al., 2005;

O BRIEN et al., 2006).
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As enterotoxinas estafilocdcicas (EEs) pertencem a uma familia de proteinas produzidas e
excretadas por algumas cepas da bactéria gram-positivas Staphylococcus aureus. Essa bactéria é
uma das trés espécies patogénicas gram-positivas encontradas como parte da microflora da pele,
do trato respiratério (principalmente no vestibulo nasal) e do trato intestinal. E uma bactéria
oportunista que coloniza alguns tecidos humanos e sobrevivem em condi¢cdes varidveis,
facilitando assim a sua invasdo tecidual e escape imune (ULRICH et al., 2000; BACHERT et al.,
2002). Aproximadamente 20% da populacdo € hospedeira permanente dessa bactéria que, na
maioria dos casos, ndo gera doenca. Entretanto, alguns fatores tornam o hospedeiro suscetivel as
infec¢Oes causadas por S. aureus. Estes incluem lesdes na pele ou mucosa, fun¢do anormal de
leucécitos, infecgdes virais, anormalidades metabdlicas (como diabetes mellitus) ou outras
condi¢des como desnutri¢do e envelhecimento (BACHERT et al., 2002).

As EEs s3o uma familia de proteinas estruturalmente relacionadas entre si com peso
molecular de aproximadamente 27 kDa, estdveis em meio dcido, resistentes ao aquecimento e 2
digestdo de enzimas proteoliticas. Sdo classificadas em varios tipos soroldgicos, sendo cinco
tipos denominados A a E e de G a V. Recentemente, uma nova enterotoxina estafilocécica de
peso molecular de 26 kDa foi identificada, o tipo soroldgico Q, a qual possui atividades
bioldgicas semelhantes as outras enterotoxinas, incluindo superantigenicidade, pirogenicidade e
letalidade maior (PASTACALDI et al., 2011). As enterotoxinas estafilococicas mais estudadas
sao as do tipo A (SEA) e B (SEB), provavelmente por serem produzidas em quantidades maiores
do que os outros tipos, facilitando, desse modo, o isolamento das mesmas.

As EEs tém como principal funcio de atuar como “superantigenos” que sao uma classe de
antigenos imuno-estimulatério, capazes de ativar uma grande fragdo da populacdo de células T
(5-20%), estimulando-as a produzir e a secretar mediadores inflamatérios. As EEs tém

despertado grande interesse, pois interagem com o sistema imune de maneira nio convencional
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(KOTOB, 1995). Ou seja, t€ém a habilidade de se ligar a moléculas do complexo de MHC-II fora
do sitio de ligacao de peptideos convencionais, e a ligacdo com o receptor de células T (TCR) em
uma interacdo com a face externa da cadeia VP do mesmo (ZAMOYSKA, 2006). Assim, a
suscetibilidade dos linfécitos Th2 aos superantigenos ¢ dependente da cadeia B especifica que
leva a intensa ativagdo de células T (NEUMANN et al., 1997; BACHERT et al., 2008).

Os antigenos convencionais sdo processados em pequenos peptideos em APC onde sdo
armazenados em vesiculas, formando um complexo com MHC-II. O complexo peptideo-MHC-II
¢ transportado para a superficie celular, onde sdo apresentados a linfécitos T, cada qual
expressando um unico receptor TCR de cadeia a e § especificos para o complexo. A habilidade
das células T em reconhecer combinacdes MHC-peptideo depende de rearranjos tanto da cadeia
Va e VB de células T como da cadeia D, JP e Ja. Diferentemente dos antigenos convencionais, a
interagdo de células T com “superantigenos” ¢ realizada especificamente pelo elemento Vf, com
pequena contribui¢do de outros elementos varidveis do receptor TCR presentes em células T.

Na asma alérgica, os linfocitos Th2 regulam a inflamag¢ao bronquica via secrecao de IL.-4,
IL-5 e IL-13. Assim, cada uma destas citocinas esta relacionada com determinadas caracteristicas
da asma, como a producdo de IgE, eosinopoiese, eosinofilia bronquica, hipersecre¢cdo de muco e
hiperreatividade bronquica (BUSSE & LEMANSKE, 2001). Alternativamente, células Th2
podem ser ativadas por superantigenos via ligacao da cadeia f do TCR ao MHC-II na superficie

das APCs (LI et al., 1999).

Embora 0 mecanismo de acdo das EEs ainda ndo tenha sido completamente entendido, as
manifestacdes enteropatoldgicas destas toxinas parecem envolver a estimulacdo de macréfagos e
de linfécitos, bem como de neur6nios do trato gastrintestinal (MICUSAN & THIBODEAU,
1993). Em humanos, vérios estudos mostraram que os efeitos patoldgicos das EEs envolvem a
liberacdo de mediadores lipidicos (eicosandides e PAF), aminas mastocitdrias (histamina e
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serotonina), interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-o, IFN-y) e o6xido nitrico (NO),
produzidos por uma variedade de células como os mastdcitos, macréfagos e linfocitos
(DINARELLO, 1991; KLUGER, 1991; CUNHA et al., 1992; MICUSAN & THIBODEAU,
1993: FERREIRA, 1993; HASKO et al., 1998; WON et al., 2000). De modo similar, em animais
de experimentacdo, tem se verificado que a administragdo sist€émica da SEB em camundongos
induz a liberacdo de varios mediadores inflamatorios, incluindo o TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-
6, IL-10 e NO (MIETHKE et al, 1992; GONZALO et al, 1994; HASKO et al. 1998;
FLORQUIM et al., 1994).

Estudos sugerem que a SEA e SEB também induzem inflamacdo do tipo neurogénica em
camundongos. O tratamento com capsaicina (substancia capaz de depletar as fibras C sensoriais
do seu conteido de neuropeptideos) é capaz de reduzir a infiltracdo peritoneal de neutréfilos
causada por estas EEs (DESOUZA et al., 1996; DESOUZA & RIBEIRO-DASILVA, 1996,
1997, 1998). O edema inflamatério induzido pela SEB em camundongos envolve a formacdo
local de cininas, ativagdo direta de receptores vanildéides em neurdnios sensoriais e desgranulacao
de mastoécitos (LINARDI et al., 2000).

A migracdo peritoneal de neutréfilos induzida por SEA ou SEB € modulada em parte por
macréfagos residentes (DESOUZA & RIBEIRO-DASILVA, 1996, 1997). Além disto,
demonstrou-se que macréfagos de camundongos estimulados in vitro com SEA ou SEB liberam
componentes protéicos com atividade quimiotdtica in vivo e in vitro para neutr6filos (DESOUZA
et al., 2001, 2002).

Essas toxinas contribuem também para o desenvolvimento de inflamac¢do na pele onde se
sugere que a colonizacdo desse tecido por S. aureus contribui para a exacerbacdo da inflamacao,

principalmente em individuos com dermatite atopica. Camundongos submetidos a administragdo
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intradérmica de SEB desenvolvem inflamacdo alérgica cutanea caracterizada por influxo de

linfécitos Th2 e elevados niveis de IgE (LAOUINI et al., 2003).

1.4. Resposta inflamatéria pulmonar produzida por enterotoxinas estafilococicas

Em humanos, diferentes tecidos e 6rgdos podem abrigar S. aureus, mas as narinas sao o
sitio portador mais frequente. Sabendo-se da predisposicdo do S. aureus em colonizar o trato
respiratério humano, ndo sdo surpreendentes os achados mostrando a correlagdo entre EEs e
inflamacdo de vias aéreas (WERTHEIM et al., 2005; CHOUDHURRY et al., 2006). Pacientes
asmaticos expostos a SEA (ou SEB) apresentam niveis elevados de IgE especificos e,
conseqiientemente, altos niveis séricos de IgE total. Este fendmeno esta relacionado ao quadro de
hiperreatividade bronquica, entre outros sintomas da asma, indicando que estas enterotoxinas
podem exacerbar doencgas respiratérias alérgicas, bem como aumentar o risco de manifestacao
das mesmas (BACHERT et al., 2003; LEE et al., 2005).

E sabido que as EEs exercem grande efeito no sistema imune adaptativo. Entretanto, as
EEs podem influenciar células do sistema imune inato, particularmente células dendriticas e
macréfagos. Estudo prévio mostrou que a exposicao pulmonar a SEA ativa células dendriticas,
através de upregulation de moléculas co-estimulatérias, sendo esta resposta dependente de
células T (MURAILLE et al., 2002). Corroborando com este trabalho, autores observaram
recentemente um aumento da migracdo de células dendriticas para linfonodos mediastinais 24
horas apds a administragdo intratraqueal de SEB (HUVENNE et al., 2010). Além disso, esses
autores observaram também aumento da expressdo dos niveis de marcadores de ativagdo como
CD86 (HUVENNE et al., 2010).

Sado crescentes as evidéncias de que as EEs amplificam a inflamagdo eosinofilica em
pacientes que sofrem de rinosinusites, contribuindo para a gravidade e cronicidade de processos
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inflamatorios alérgicos (BACHERT et al., 2008). Sugere-se que o prévio contato de individuos
atopicos a superantigenos (como a SEA e SEB) contribui para a gravidade da infiltracio
eosinofilica (e da doenca alérgica em geral), através de modificagdes das funcdes das células T e
B, dos eosinéfilos, bem como de outras células inflamatérias. A pré-exposicdo pelos
superantigenos estimula a formagdo de Th2 e a producio de IgE multiclonal. E interessante notar
que o S. aureus pode residir naturalmente nas células epiteliais e na mucosa do trato respiratdrio,
podendo, a partir deste local, liberar superantigenos para o tecido pulmonar. Dessa forma,
“defeitos” imunes de quaisquer natureza (inato ou adaptativo), poderiam desencadear este
fendmeno de exacerbacdo do quadro alérgico nos individuos atépicos (BACHERT et al., 2007).
Entretanto, trabalhos clinicos até agora publicados sdo muitas vezes limitados em alguns
aspectos, e por isso se sabe pouco sobre a natureza da exacerbacdo das doencas alérgicas em
individuos expostos ao S. aureus (ou estafilotoxinas).

Modelos animais t€ém sido empregados na tentativa de se esclarecer os mecanismos pelos
quais as EEs contribuem para a inflamac@o pulmonar. Coelhos submetidos a administracio
sist€émica de SEB desenvolvem inflamac@o pulmonar caracterizada por infiltracdo de leucdcitos,
danos no endotélio e aumento de permeabilidade vascular (NEUMANN et al.,, 1997). Em
camundongos, observou-se o influxo de linfécitos, eosindfilos e neutréfilos apds a administracao
intranasal de SEB (HERZ et al., 1999). Além disso, estudo recente mostrou que a administragio
intranasal de SEB juntamente com a OVA facilita a sensibilizagdo de células T CD4+. A
administracdo de SEB e OVA foi caracterizada pela produgao de IgE especifica para o alérgeno,
aumento de IL-4, IL-5 e IL-13, influxo bronquial de eosinéfilos e desenvolvimento de
hiperreatividade bronquica. Esses achados foram explicados pelo aumento da migracdao e
maturagdo de células dendriticas, as quais ocorrem em paralelo com o aumento da proliferacao de

células T (HUVENNE et al., 2010). Trabalho do nosso grupo mostrou que a pré-exposicao a SEA
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em ratos desafiados com OV A induz aumento do influxo de eosindfilos para o tecido pulmonar e
lavado broncoalveolar, bem como aumento do numero dessas células na medula dssea. Esse
aumento no nimero de eosindfilos no lavado broncoalveolar foi acompanhado de aumento dos
niveis de TNFa e eotaxina (MARIANO et al., 2010).

Sendo assim, o conhecimento dos mecanismos pelos quais as EEs induzem exacerbacdo
da resposta alérgica pode trazer novos conhecimentos de fisiopatologia e novas perspectivas
terap€uticas para o tratamento de doengas alérgicas provocadas pela exposi¢ao das vias aéras com

S. aureus e suas toxinas.
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2.0bjetivo

O objetivo deste estudo foi aprofundar o conhecimento sobre os mecanismos responsdveis
pela exacerbacdo da resposta inflamatéria pulmonar alérgica em camundongos pré-expostos a

SEA e SEB, e investigar os efeitos da SEA e SEB em eosin6filos humanos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/C, pesando de 20 a 25 g,
provenientes do Centro Disciplinar de Investigacdo Bioldgica da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB - UNICAMP). Os animais foram transferidos para o Biotério do
Departamento de Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas), com idade de 4 semanas, onde
foram mantidos a 24°C, com iluminag¢ado didria de 12 h e com dgua e alimentacdo ad libitum. O
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais desta Universidade sob o niimero

de protocolo 16762.

3.2. Grupos experimentais para a SEA
Os animais foram submetidos a instilacdo intranasal com SEA, nos tempos de 4 h, 12 h,
24 h e 48 h antes do desafio com OVA (ou PBS). Dessa forma, configuraram-se os seguintes

grupos experimentais para estes protocolos de pré-exposicao:

1° Sensibilizacdo  2° sensibilizacao SEA (1 Desafios Desafios -
ug/50ul/ PBS Andlise
OVA OVA OVA OVA
| | | | l | | | | R
dias 0 7 48h 24h 12h 4h 14 15 16
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Tempo Pré-exposicao Desafio
PBS PBS
SEA PBS
4 h PBS OVA
SEA OVA
PBS PBS
SEA PBS
12 h PBS PBS
SEA OVA
PBS PBS
24 h SEA PBS
PBS PBS
SEA OVA
PBS PBS
48 h SEA PBS
PBS OVA
SEA OVA

3.3. Grupos Experimentais para a SEB
Os animais foram submetidos a instilagdo intranasal com SEB, nos tempos 4 h, 12 h e 24
h antes do desafio com OVA (ou PBS). Dessa forma, configurou-se os seguintes grupos

experimentais para estes protocolos de pré-exposi¢ao:
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1° Sensibilizacio  2° sensibilizacio SEB (1 Desafios Desafios B
ovA ovA pg/50ul/ PBS ova ova Anilise
| | I N | | | >
dias 0 7 24h 12h 4h 14 15 16
Tempo Pré-exposicao Desafio
PBS PBS
SEB PBS
4h PBS OVA
SEB OVA
PBS PBS
SEB PBS
12h PBS PBS
SEB OVA
PBS PBS
24 h SEB PBS
PBS PBS
SEB OVA

3.4. Sensibilizacao e desafio de camundongos com ovalbumina (OVA)

Cada camundongo recebeu a injecdo subcutinea dorsal de OVA (100 pug de OVA,
dissolvida em 0,4 ml de soro fisiologico contendo 1,6 mg de hidréxido de aluminio) no dia zero e
um reforco no dia 7. No dia 14, os animais foram desafiados por via intranasal com OVA (10 pg
de OVA em 50 pl de soro fisiologico) 2 vezes, com intervalo de 6 horas entre os desafios. No dia
seguinte, os animais foram novamente desafiados por mais 2 vezes (com intervalo de 6 h entre os
desafios), e mortos 48 h apds o primeiro desafio. O grupo controle (sensibilizado) recebeu a

insitilacdo intranasal com PBS da mesma forma como descrito acima.
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3.5. Obtencao do lavado broncoalveolar (LBA)

Os animais foram mortos por inalacdo com halotano, e a regido do pescoco foi aberta para
canulacdo da traquéia com auxilio de um tubo de polietileno (I mm de didmetro). O LBA foi
realizado com 1,5 ml de tampao PBS contendo 20 Ul/ml de heparina, a temperatura ambiente. O
PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado em 5 aliquotas de 300 ul cada. O material recolhido
foi centrifugado a 500 g, por 10 min a 20°C, e o residuo celular ressuspenso em PBS. A
contagem do numero total de leucdcitos foi realizada em cdmara de Neubauer e a contagem
diferencial de leucdcitos realizada em laminas confeccionadas em citocentrifuga e coradas a
seguir com corante Diff-Quick. A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico com
aumento de 1000 vezes (objetiva de imersdo em 6leo). Em cada lamina, foram contadas 300
células, diferenciando-se 4 tipos celulares: neutréfilos, eosinéfilos, mononucleares e mastdcitos.
O ndmero de cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relacdo ao
nimero total de células. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucécitos foram

expressos como niimero de célula por ml de LBA.

3.6. Coleta de sangue e plasma

Amostras de sangue periférico foram obtidas antes da coleta do LBA através de puncdo da
veia cava abdominal. O sangue foi coletado na presenca de heparina (20 UI/mL) e utilizado para
contagem total (em camara de Neubauer) e diferencial (em laminas de esfregaco coradas com
corante Diff Quick) de leucdcitos. A leitura das laminas foi realizada em microscopio optico com
aumento de 1000 vezes (objetiva de imersdo em o6leo). Em cada lamina foram contadas 100
células, diferenciando-se os neutrofilos, eosinéfilos, mononucleares, linfécitos e mastocitos. O
nimero de cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relacdo ao
nimero total de células. Os resultados das contagens total e diferencial dos leucdcitos foram
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expressos como nimero de célula por ml de sangue. Posteriormente, o sangue foi centrifugado a
1000 g, por 10 min a 20°C, sendo o plasma coletado e estocado a -80°C para dosagens de

mediadores inflamatorios.

3.7. Contagem de leucdcitos obtidos na medula ossea

O fémur direito e esquerdo de camundongos foi removido 48 h apds o desafio com OVA.
A epifise e a didfase foram transversalmente cortadas. Em seguida, a medula dssea foi removida
pela lavagem com 5 mL PBS, apdés o qual realizou-se a contagem total e diferencial dos
leucécitos medulares. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em laminas
confeccionadas em citocentrifuga e coradas a seguir com corante Diff Quick. A leitura das
laminas foi feita em microscépio Optico com aumento de 1000 vezes (objetiva de imersdo em
O0leo). Em cada lamina, foram contadas 300 células, diferenciando-se neutréfilos imaturos,
neutréfilos maduros, eosinéfilos imaturos e eosindfilos maduros. Linfécitos e mondcitos foram
classificados como “outras células”. O nimero de cada tipo celular foi calculado a partir da
porcentagem encontrada, em relagdo ao nimero total de células. Os resultados das contagens total

e diferencial dos leucécitos foram expressos como nimero de célula por animal.

3.8. Analise histologica do tecido pulmonar

Para a analise histologica, os pulmdes de animais imunizados pré-expostos a SEA ou SEB
e desafiados ou ndo com a OVA, foram retirados e embebidos em formalina (10%) até que
fossem fixados. Posteriormente, esses pulmdes foram examinados macroscopicamente e
seccionados transversalmente em segmentos de aproximadamente 3 mm. Somente a regido que
compreende o terco médio do aspecto caudal de ambos os pulmdes foi embebida em parafina.

Essas por¢des foram seccionadas, tendo os cortes espessura entre 4 € 5 um os quais foram
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corados com hematoxilina-eosina (H-E). O infiltrado peribronquilar foi avaliado em microscépio
optico (Nikon Eclipse E200 adaptado a camera Nikon Coolpix 995 camera (3Mpixel) sob
objetiva de 40X e 100X de aumento. Para cada animal, as contagens de leucdcitos totais e
diferenciais foram realizadas em 5 campos de grande aumento com o auxilio do software

Imagelab Analysis (versdo 2.4).

3.9. Quantificacao de mediadores inflamatérios no homogenato pulmonar

Para os ensaios de quantificacdo dos niveis de IL-4, TNF-a, IL-6, IL-5, IL-8, IL-10 e
eotaxina, os pulmdes foram retirados e embebidos em uma solucdo de HTAB e homogeneizados
no aparelho Omni-mixer centrifugados a 500 g, por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a -70°C para posterior detec¢do de mediadores inflamatorios. Para esta deteccao
utilizamos kits comerciais de (Pharmingen e R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) especificos
para dosagem destas citocinas. Apds os procedimentos indicados pelos fabricantes, a leitura da
placas foi realizada em leitor de ELISA (SpectrMAX, 340, Molecular Devices), em comprimento

de onda apropriado.

3.10. Quantificacao de eotaxina, IL-5 e GM-CSF na medula éssea

Para os ensaios de quantificacdo de eotaxina e IL-5 e GM-CSF a medula 6ssea foi retirada
como protocolo descrito anteriormente, € as aliquotas contendo as amostras foram centrifugadas a
500g, por 10 min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -70°C para posterior
deteccao destes mediadores. Para esta detec¢do utilizamos kits comerciais (Pharmingen e R&D
Systems, EUA) especificos para dosagem destas citocinas. Apds os procedimentos indicados
pelos fabricantes, a leitura das placas foi realizada em leitor de ELISA (SpectrMAX), em

comprimento apropriado.
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3.11. Adesao de eosinéfilos da medula éssea

Os fémures de animais pré-expostos ou ndo a SEA e desafiados ou ndo com OVA, foram
retirados e o canal medular de cada osso foi lavado com 2,5 ml de RPMI morno. A suspensdo
celular obtida foi homogeneizada, distribuidas em placas de Petri e mantidas em estufa a 37° e
5% CO2 por 30 min. Apés 30 min as células ndo aderentes foram recuperadas, a placa foi lavada
por duas vezes com RPMI morno e transferidos para novo tubo. Parte da suspensdo celular foi
utilizada para confec¢ao de laminas para a contagem diferencial.

O ensaio de adesdo foi realizado como descrito previamente por Hakansson e
colaboradores (1994), com algumas modifica¢des. Os ensaios foram realizados usando-se placas
de 96 pogos (Costar - Corning Inc., EUA), sendo as mesmas previamente recobertas com 50 ul de
ICAM-1 (recombinante ICAM-1/CD54/Fc de camundongo; R&D Systems, Spug/mL), ou VCAM-
1 (recombinante VCAM-1/CD106/Fc de camundongo; R&D Systems, 2,5ug/mL). As placas
recoberta foram deixadas overnight a 4°C. Os pocos foram lavados no dia seguinte com 200 pl de
PBS por 2x, e as ligagdes nao especificas foram bloqueadas com a adicao de 100 ul de PBS/BSA
0,1% por 1 h a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas mais 2 vezes com 200 ul de PBS e
deixadas secar a 37°C. Apos este periodo, 50 ul da suspensdo celular (4x10° células/mL) obtida
da medula dssea foram adicionados aos pocos. A placa foi entdo incubada por 30 min (37°C; 5%
COy; ar imido), e posteriormente lavada por 2x com 200 puL de PBS para retirar as células nao
aderidas. Os pogos ensaiados receberam 25 pl de RPMI; logo apds, foi acrescido a todos os pocos
ensaiados 25 pL do substrato da EPO (1 mM H202, 1 mM fenilenediamina, 0,1% triton X-100
em tampao Tris pH 8,0). Sob leve agitacdo, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 30
min, e apds esse periodo, foi adicionado 25 pl de H2SO4 (4 M) por pogo para interromper a
reacdo. A absorbancia foi avaliada no leitor de ELISA (Multiscan MS, Labsystems, EUA), a 490
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nm. A adesdo dos eosindfilos foi medida através da atividade da EPO das células aderidas das
amostras (Nagata et al., 1995). A adesdao foi calculada através da correcdo dos valores da

densidade Optica e do nimero de eosindfilos acrescidos em cada pocgo.

3.12. Expressao de CCR3 e VLA-4

A expressdo de células CCR3+, VLA+ e CCR3+ VLA-4+ foi detectada através da
citometria de fluxo. Para isto, animais pré-expostos a SEA, desafiados ou ndo com a OVA, foram
sacrificados. A medula dssea foi retirada e lavada em MEM, conforme método descrito
anteriormente. Em seguida, as células, na concentragao final de 1 X 10° céls/ml (100 pl da
suspensdo celular/tubo), foram submetidas a técnica de marcagdo celular. Antes da marcagio,
cada tubo contendo as células foi centrifugado (500 g, 4°C) com 500 ul de PBS / BSA 0.5%
/azida 0,2% por 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes foram descartados e a cada tubo
foi adicionado 10 pl de soro humano inativado (para bloqueio de ligacdes inespecificas). Os
tubos foram incubados em geladeira (4°C) por 20 minutos. Os tubos foram novamente
centrifugados (500 g, 4°C) com 500 ul de PBS / BSA 0.5% /azida 0,2% por 10 minutos, e os
sobrenadantes descartados. Em seguida, foi adicionado a cada tubo 5 pl de anticorpo e os
mesmos foram incubados em geladeira (4°C) por 20 minutos. Os tubos foram centrifugados por
10 minutos (500 g, 4°C) com 500 ul de PBS / BSA 0.5% /azida 0,2% e os sobrenadantes foram
descartados. Por fim, a cada tubo foi adicionado 300 pl de paraformaldeido 0,5% em PBS. As
células foram analisadas a 488 nm no FACS (Becton-Dickinson FACScalibur). A intensidade de
fluorescéncia foi comparada as células do grupo controle. Todos os anticorpos utilizados foram
comercializados conjugados com os seguintes fluoréforo: CCR3 (Alexa Fluor 647), VLA-4 (PE-

ficoeritina).
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3.13. Ensaios in vitro com eosinéfilos humanos
3.13.1. Separacio de eosinéfilos humanos

Sangue venoso foi coletado de voluntirios sauddveis de ambos os sexos, através de
consentimento escrito e apds aprovacao pelo comité de ética local (CEP: 472/2008). O Sangue
(60-120 ml) foi colhido na presenga de citrato de sédio (3,13%; 1:10). O sangue foi inicialmente
diluido (1:1; v/v) com PBS (pH 7,2-7,4). Aliquotas de 35 ml de sangue diluido colocadas sobre
15 ml de solucdo isotonica de Percoll (9,5 ml de Percoll, 4,0 ml de dgua e 1,5 ml de HANKS
concentrado 10x; densidade 1,082 + 0,005 g/mL; pH 7.4; 340 mOs/kg H20 de osmolaridade;
Sigma Chem. Co., EUA) em tubos plasticos graduados de 50 ml. Apéds centrifugacdo (20 min;
1200x g; 4°C), a camada de células mononucleares foi delicadamente removida e descartada, e o
pellet contendo eritrécitos, neutréfilos e eosinéfilos foi aspirado e transferido para tubo limpo. Os
eritrocitos foram lisados (13 min; 0°C) por adi¢do de 5 volumes de solugdo isotdonica gelada de
cloridrato de amo6nia (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM e EDTA 0,1 mM) para 1 volume do
pellet. Ap6s a lise, a suspensdo celular foi centrifugada (10 min; 500xg; 4°C) e o pellet resultante
foi lavado 1x (10 min; 500xg; 4°C) em PBS. Utilizamos o sistema magnético de separacio
celular (MACS; Miltenyi Biotec, Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido) para separar
eosinofilos, (HANSEL et al., 1991). Antes do uso, a coluna foi lavada 4x com PBS/BSA 0,5% e,
posteriormente, incubada com PBS/BSA a temperatura ambiente por 1 h. Imediatamente antes do
uso, foi resfriada por meio de 4 lavagens com PBS/BSA gelado. A mistura de
neutréfilos/eosinéfilos foi incubada com microbeads, os quais contém CD16 aderido, por 30 min
(6-12°C; 32 uL microbeads/5x107células). PBS/BSA gelado (g.s.p. 1 mL) foi entdo adicionado a
suspensdo de células, a qual foi transferida para o alto da coluna, sob campo magnético. Apds
aplicarmos a suspensdo celular na coluna, mais 3 volumes (1 mL) de tampao PBS/BSA passaram

pela mesma. As células CD16+ (neutréfilos) ficaram presas a coluna, ao passo que as células
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CD16- (eosindfilos) foram coletadas (volume de eluicio de 30 ml). As CDI16- foram
centrifugadas (10 min; 500 g; 4°C) antes dos testes funcionais. A determinacdo do niimero total
de células foi realizada usando-se a cimara de Neubauer, obtendo o ndmero de células x 10% ml.
As laminas foram preparadas em citocentrifuga (10 min; 2x10° céls/ mL; 100 ul; 1800 x g), e
coradas com May-28 Griinwald-Giemsa para determinacdo diferencial em microscopio optico.

As células foram entdo ressuspensas no nimero desejado para os ensaios descritos a seguir.

3.13.2. Ensaios de quimiotaxia

Os ensaios de quimiotaxia foram realizados usando-se cdmara de microquimiotaxia com
48 pocos (RICHARDS & McCULLOUGH, 1984). Aliquotas de 50 ul da suspensdo de
eosindfilos (5x10° células/ ml em MEM) foram colocadas no compartimento superior da cimara
e 28 ul do agente quimiotaxico (eotaxina, RANTES ou PAF) colocados no compartimento
inferior. Os compartimentos foram separados com filtro de policarbonato (5 um; Nuclepore
Pleasanton, EUA). A migracdo espontdnea foi verificada substituindo-se os agentes
quimiotéaxicos por 28 pul de MEM. Apdés incubacdo por 1 h a 37°C com 5% de CO, (ar imido), os
filtros foram fixados em metanol 70%, corados (Diff-Quik®; Baxter Healthcare Corporation,
EUA) e colocados sobre laminas de microscopia. A migracdo dos eosindfilos foi determinada
quantificando-se o nimero de células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatorios,
usando-se objetiva de imersdo. Em cada experimento, as amostras foram aplicadas em triplicata,
e cada protocolo foi realizado ao menos 4 vezes (n=4). De acordo com o protocolo experimental,
os eosindfilos foram tratados ou ndo com a SEA (0,5, 1 e 3 ng/ml) ou SEB (1, 3 e 30 ng/ml) por

30 min, 2 h e 4 h em estufa de CO,, ap6s o qual foram submetidos a quimiotaxia in vitro.
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3.13.3. Ensaio de adesao

O ensaio de adesdo foi realizado como descrito previamente por HAKANSSON et al
(1994), com algumas modificagdes. Os ensaios foram realizados usando-se placas de 96 pocos
(Costar - Corning Inc., EUA), sendo as mesmas previamente tratados com 50 pl de ICAM-1 (100
ng/ml) ou VCAM-1 (100 ng/ml). As placas foram deixadas overnight a 4°C. Os pocos foram
lavados no dia seguinte com 200 ul de PBS por 2x, e as ligacdes ndo especificas foram
bloqueadas com a adi¢cdo de 100 pl de PBS/BSA 0,1% (p/v) por 1 h a 37°C. Em seguida, as
placas foram lavadas mais 2x com 200 pl de PBS e deixadas secar a 37°C. Primeiramente, os
eosinéfilos foram tratados com a SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) e estimulados ou ndo com
eotaxina (300 ng/ml) & 37°C por 30 min. Apds este periodo, 50 ul da suspensdo celular (7x10*
eosinéfilos/mL; MEM) foram adicionados aos pocos. A placa foi entdo incubada por 30 min
(37°C; 5% COgy; ar imido), e posteriormente lavada por 2x com 200 puL. de PBS para que retirar
as células ndo aderidas. Os pogos ensaiados receberam 50 pul de MEM e os pocos controles
receberam 50 pL da curva padrao celular, em triplicata. Foi acrescido a todos os pocos, ensaiados
e controles, 50 pL. do substrato da EPO (1 mM H,0,, 1 mM fenilenediamina, 0,1% triton X-100
em tampao Tris pH 8,0). Sob leve agitacdo, a placa foi incubada a temperatura ambiente por 30
min, apos o qual, 25 pl de HSO4 (4 M) por poco foram adicionados para interromper a reacdo. A
absorbancia foi avaliada no leitor de ELISA (Multiscan MS, Labsystems, EUA) a 490 nm. A
adesdo foi calculada pela medida da atividade da EPO das células aderidas das amostras,

comparando-as com a curva padrao (NAGATA et al., 1995).

3.13.4. Fosforilacao da p38 MAPK por citometria de fluxo
A analise da fosforilagdo da p38 MAPK intracelular foi realizada por citometria de fluxo
em eosindfilos purificados na concentraco final de 3x10° céls/ml (100 ul suspensdo celular em
cada tubo) tratados ou ndo com SEA (3 ng/ml) e SEB (1 ng/ml) e estimulados com eotaxina (3
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pg/ml). Para isso, antes da marcagdo, a concentracao celular foi lavada duas vezes com 500 pl de
PBS com albumina bovina (BSA) a 1%. Em seguida foi adicionado perm III (BD) (1ml- 1-
10x10° céls/ml), ou seja 100 pl/tubo (0,3x10° céls/tubo) por 25 min. Apés a permeabilizacdo, as
células foram lavadas uma vez com 500 pl de PBS/BSA. Finalmente, foi adicionado 10 pl do
anticorpo p38 MAPK (conjugado com ficoeritina). Apds a incubacdo (30 min no escuro) na
geladeira, as células foram novamente lavadas 1 vez com 500 pl de PBS/BSA (1%), ap6s o qual
foram ressuspendidas em 200 pl de paraformaldeido 1%. Por fim, a cada tubo foi adicionado 300
ul de paraformaldeido 0.5% em PBS, realizando-se a leitura no FACS (Becton-Dickinson
FACScalibur, San Jose, California) a 488 nm. A intensidade de fluorescéncia foi comparada a do

grupo controle.

3.13.5. Medida da concentracao de calcio intracelular

A medida da concentracdo de cdlcio intracelular foi realizada em eosinéfilos humanos
purificados na concentragido final 2x10° céls/ml. Apds a purificacdo, os eosindfilos foram
incubados por 45 min com um marcador fluorescente Fluoforte na concentracao final de 3 uM a
37 °C, a 5%, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram centrifugadas por 10 min a 400 g a
4° C e ajustadas para 1x10° céls / ml com MEM. Em seguida, 1 ml da suspensdo celular marcada
com Fluoforte foi colocada em uma cubeta de quartzo do espectrofotdmetro de fluorescéncia. A
suspensdo celular controle (eosindfilos incubados com MEM) foi mantida em agitagdo constante
durante aproximadamente 30 segundos, ap6s o qual foi pipetou-se 10 pl de Triton (10 %). Em
seguida, pipetou-se 10 pl de CaCl. (100 mM), obtendo-se neste momento a fluorescéncia maxima
(F max). Em seguida, pipetou-se 10 pl de Tris (2 M) e 50 ul de EGTA (200 mM), obtendo-se a
fluorescéncia minima (F-min). Apds obter a fluorescéncia méxima e minima, a suspensao celular

foi retirada da cubeta e 1 ml de células incubadas com MEM, SEA ou SEB marcada com
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Fluoforte foram estimuladas com 10 pl de eotaxina (300 ng/ml) ou PAF (10 M). Em seguida, os
valores de fluorescéncia pés-estimulo de mobilizagdo e influxo intracelular de cdlcio foram
calculados pela seguinte férmula: (GRYNKIEWICZ et al., 1985)

[ ] Ca2+ intracelular nM: Kd. (F — F min.) / ( Fmax-F), Kd Fluoforte = 389 nM.

3.14. Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo das médias (E.P.M.).
Diferencas estatisticas foram determinadas por andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste
de Bonferroni para comparacOes multiplas, ou teste ¢ de Student, quando apropriado. Valores de

P < 0,05 foram considerados significativos.
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4. Resultados

4.1. Protocolos experimentais com SEA

Os animais foram submetidos a exposi¢ao intranasal com SEA (1 pg). Ao fim de 4 h, 12,
24 ou 48 h, os animais foram desafiados com OV A (ou instilados com PBS). A andlise do LBA,
medula éssea e sangue venoso foi realizada 48 h apés o primeiro desafio com OVA, conforme

descrito em Métodos.

4.1.1. Efeito da pré-exposicio a SEA no numero de leucécitos na medula 6ssea de animais
desafiados com OVA

A figura 1 mostra os dados de eosindfilos (maduros e imaturos) e neutréfilos (maduros e
imaturos) na medula 6ssea. Podemos observar que nos animais controles desafiados com OVA
(grupo PBS+OVA), houve um aumento significativo no nimero de eosinofilos imaturos (painel
A), maduros (painel B) em relacdo aos animais instilados com PBS. O nimero de neutréfilos
imaturos (painel C) e maduros (painel D) ndo foi modificado de modo significativo.

No grupo de animais pré-expostos a SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS)
observamos um aumento significativo de neutr6filos maduros em todos os tempos estudados e de
neutréfilos imaturos no tempo de 12 h em relagdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais instilados com SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA),
observamos um aumento significativo no nimero de eosinéfilos maduros nos tempos de 24 h e
48 h e de eosindfilos imaturos no tempo de 48 h em relagdo ao grupo PBS+OVA. Para

neutréfilos maduros (painel D), observamos aumento significativo em 12 h de pré-exposicao, e,
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para neutréfilos imaturos (painel C) ndo notamos alteragdes significativas em relagdo aos grupos

PBS + OVA.
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FIGURA 1. Efeito da pré-exposicio das vias aéreas de camundongos a SEA (4 h, 12 h, 24 h e 48 h) sobre o
nimero de células na medula dssea em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) ou
instilacado com PBS. O lavado de medula 6ssea foi obtido 48 h apds o primeiro desafio. Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo controle

(PBS). # p<0,05 em relagdo ao grupo controle (OVA).
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4.1.2. Efeito da pré-exposicao a SEA no niumero de leucdcitos circulantes em animais
desafiados com OVA

A figura 2 mostra o nimero de leucdcitos totais (painel A) e diferenciais (painel B a D) no
sangue circulante para 4 h, 12 h, 24 h e 48 h de pré-exposicdo a SEA. Notamos um aumento
significativo de eosino6filos (painel B) no grupo desafiado com OVA (PBS+OVA) em relacdo aos
animais instilados com PBS ( painel B). O niimero de células totais (painel A), neutréfilos (painel
C) e células mononucleares (painel D) ndo foi modificado de modo significativo no grupo
controle (OVA) em relagdo ao grupo (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS),
observamos um aumento significativo no nimero de neutréfilos em 12 h em relagcdo aos animais
sensibilizados instilados com PBS. O nimero de mononucleares e de eosindfilos ndo foi
modificado.

No grupo de animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA),
notamos aumento significativo de eosindfilos em 4 h, 12 h e 24 h em relagdo ao grupo
PBS+OVA, ao passo que em 48 h esse nimero retorna a valores basais. O nimero de neutréfilos
nio modificou em nenhum tempo neste grupo experimental. Em relacdo as células
mononucleares, a pré-exposi¢do a SEA em 24 h e 48 h elevou o niimero destas células em relacio

ao controle (OVA).
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FIGURA 2. Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de camundongos a SEA sobre o nimero de
leucocitos circulantes em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) ou instilacao com
PBS. A instilacdo nasal de SEA foi realizada 4 h, 12 h, 24 h e 48 h antes da instilacdo de OVA. O sangue
foi obtido 48 h apdés o primeiro desafio. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M.
provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relagdo ao grupo controle (PBS), # p<0,05 em relacao

ao grupo controle (OVA).
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4.1.3. Analise histolégica do tecido pulmonar de camundongos submetidos a pré-exposicao a
SEA e desafiados com OVA

Os dados de histologia pulmonar estdo ilustrados nas figuras 3 e 4. Nos animais
desafiados com OVA (grupo PBS+OVA) notamos um aumento significativo na extensdo do
processo inflamatério em nivel bronquiolar (APICN; painel A), do ndmero de eosinéfilos (painel
B) e, de neutréfilos (painel C) e de células mononucleares no parénquima pulmonar (painel D).

No grupo de animais pré-expostos a SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS),
observamos um aumento no parametro APICN (painel A) e no nimero de eosindfilos (painel B),
de neutrdfilos (painel C) e de células mononucleares (painel D) em relagdo ao grupo controle
(PBS).

Nos animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA), observamos
um aumento significativo no parametro APICN em 4 h e 48 h (painel A), no nimero de
eosindfilos em 12 h, 24 h e 48 h (painel B), e de neutréfilos em 4 h, 12 h, 24 h e 48 h (painel C).
O ntmero de células mononucleares ndo foi modificado no tecido pulmonar em relagdo aos

animais desafiados com OVA (PBS+ OVA).

54



200

150

100

50-

o

i

601

401

20

FIGURA 3. Nimero de leucdcitos no tecido pulmonar de camundongos pré-expostos a SEA e desafiados
com ovalbumina (OVA). A instilacdo intranasal com SEA foi realizada 4 h, 12 h, 24 h ou 48 h antes do desafio
com a OVA. Apéds 48 h do desafio com OVA, os pulmdes foram isolados e processados para histologia. Painel
A: APICN: drea de processo inflamatdrio peribronquiolar em micrémetros quadrados, normalizada pelo
perimetro do bronquiolo (mensurada em micrometros). Painel B: nimero de eosindfilos/ campo no infiltrado
inflamatorio peribronquiolar. C: Numero de neutréfilos/campo de grande aumento no infiltrado inflamatério
peribronquiolar. Painel D. Numero de células mononucleares/campo no infiltrado inflamatdrio peribronquiolar.

Os resultados estdo apresentados como média = E.P.M. de 3 animais por grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo
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FIGURA 4. Imagens ilustrativas de pulmées de camundongos expostos a SEA (12 h) e
desafiados com OVA. A instilacdo intranasal com SEA foi realizada 4 h, 12 h, 24 h ou 48 h
antes do desafio com a OVA. Ap6s 48 h do primeiro desafio, os animais foram sacrificados e os
pulmdes isolados, embebidos em formalina (10%) e posteriormente fixados em parafina. Cortes
histolégicos com espessura entre 4-5 um foram realizados na regido do terco médio do aspecto
caudal de ambos os pulmdes. Os cortes foram corados com H-E. As contagens de leucdcitos

totais e diferenciais foram realizadas em 5 campos de grande aumento.
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4.1.4. Efeito da pré-exposicio a SEA no numero de células inflamatérias no lavado
broncoalveolar (LBA) em animais desafiados com OVA

Os dados de LBA estdo ilustrados na figura 5. Nos animais controles desafiados com
OVA (grupo PBS+OVA notamos um aumento significativo no nimero de leucdcitos totais
(painel A), neutréfilos (painel B), eosinéfilos (painel C) e células mononucleares (painel D) no
LBA em relagdo ao grupo PBS.

No grupo de animais pré-expostos a SEA por 4 h, 12 h, 24 h e 48 h e instilados com PBS
(grupo SEA+PBS), observamos um aumento de células totais (painel A) e neutréfilos (painel B)
no LBA. O infiltrado midximo de neutréfilos ocorreu em 4 h e 24 h de pré-exposicao (painel B).
O numero de células mononucleares no LBA foi significativamente diferente nos tempos de 4 h,
12 h, 24 h e 48 h em relagdo aos grupos controles. Neste grupo experimental (SEA+PBS) ndo se
observou eosinéfilos em nenhum tempo de pré-exposi¢ao (painel C).

No grupo de animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA),
notamos um aumento significativo no nimero de leucdcitos totais (painel A) nos tempos de 4 h e
48 h em relacdo ao grupo controle (OVA). Para os neutréfilos (painel B), notamos um aumento
significativo em 4 h e 12 h em relacdo ao grupo controle (OVA). O nimero de eosinéfilos (painel
C) no grupo SEA+OVA foi significativamente maior apenas no tempo de 48 h em relacdo ao
grupo controle (OVA). Nao observamos diferencas significativas no influxo de células

mononucleares neste grupo experimental.

57



A) Células Totais B) Neutrofilos

(x106 céls/ ml) “ (X10° cels/ml) #
15 6
10 4 «
Controle 4h 12 h 8 h Controle 4h 12 h Controle 4h 12h 24h 48h Controle 4h 12 h 24h
SEA SEA SEA SEA
PBS OVA PBS OVA
e D Mononucleares
C) Eosinéfilos ) X106 cels/ml
Cels,
6 (x108 cels/ml) 6. ( )
. N
4 41 *
0- e — 0
Controle 4h 12h 24h 48h Controle 4 h 12h Controle 4h 12h 24h 48h Controle 4 h 12' h 24h 48h
SEA SEA SEA SEA
PBS OVA PBS OVA

FIGURA 5. Efeito da pré-exposicio das vias aéreas de camundongos a SEA sobre o influxo de
células no lavado broncoalveolar (LBA) em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA)
ou instilacio com PBS. A instilagdo nasal de SEA foi realizada em 4 h, 12 h, 24 h e 48 h antes da
instilacdo de OVA. O LBA foi obtido 48 h apds o primeiro desafio. Os resultados estdo apresentados
como média + E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relacdo respectivo grupo

controle (PBS), # p<0,05 em relacdo ao grupo controle (OVA).
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4.1.5 Efeito da pré-exposicao a SEA sobre os niveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF na medula
Ossea

Os niveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF foram dosados no perfusado de medula dssea de
animais pré-expostos a SEA (12 h) e desafiados com OVA.

Como apresentado na figura 6, nos animais controles desafiados com OVA (grupo PBS+
OVA) observamos um aumento significativo nos niveis de GM-CSF, mas nado de IL-5 e eotaxina
em relacdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEA e instilados com PBS (grupo SEA+ PBS), ndo
observamos diferencas significativas nos niveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF em relacdo ao grupo
controle (PBS).

Em relacdo ao grupo de animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA (grupo
SEA+OVA), observamos um aumento significativo nos niveis de IL-5 (painel A) e eotaxina
(painel B). Em relagdo aos niveis de GM-CSF, ndao observamos diferencas significativas em

relagc@o ao controle (OVA).
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FIGURA 6. Niveis de IL-5, eotaxina ¢ GM-CSF no sobrenadante de medula éssea de animais pré-
expostos a SEA (12 h) e desafiados com OVA. Os resultados estdao apresentados como média + E.P.M.
provenientes de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo controle (PBS); #P<0,05 em relacdo

ao grupo controle (OVA).
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4.1.6. Efeito da pré-exposicio a SEA nos niveis de IL-4, IL-6, IL-8 e eotaxina no
homogenato pulmonar

Como mostrado na figura 7, nos animais controles desafiados com OVA (PBS+ OVA),
verificamos um aumento significativo nos niveis de IL-4 (painel A), IL-6 (painel B), eotaxina
(painel C) e IL-8 no homogenato pulmonar em relacdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEA e instilados com PBS (grupo SEA+PBS)
observamos aumento significativo nos niveis de IL-4 (4 h, 12 h e 24 h), eotaxina (4 he 12 h) e
IL-8 (4 e 12 h) quando comparados ao grupo controle (PBS). Neste grupo experimental, ndo se
observou diferenca significativa nos niveis de IL-6 (painel B) em nenhum dos tempos de pré-
exposicao.

No grupo de animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA) nao
observamos diferencgas significativas nos niveis de IL-4 em 4 h e 12 h (painel A). Entretanto,
notamos diminui¢do nos niveis desta citocina em 24 h e 48 h, comparados ao grupo controle
(OVA). Em relacdao aos niveis de IL-6 (painel B), observamos diminui¢do significativa nos
tempos de 4 h a 48 h. Os niveis de eotaxina e IL-8 foram significativamente maiores em 4 h e 12

h para eotaxina e 4 h para IL-8 em relacdo ao grupo controle (OVA).
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FIGURA 7. Niveis de IL-4, IL-6, eotaxina e IL.-8 no homogenato pulmonar de animais pré-expostos

a SEA e desafiados com OVA. A instilacdo nasal de SEA foi realizada em 4 h, 12 h, 24 h e 48 h antes do

primeiro desafio a

OVA. Os resultados estdo apresentados como média +

E.P.M. provenientes de 5

animais por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo controle (PBS); #P<0,05 em relacdo ao grupo controle

(OVA).
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4.1.7. Efeito da pré-exposicao a SEA (12 e 24 h) na expressao de CCR3 e VLA-4 em células
da medula dssea

A expressdo de CCR3+ (figura 8), VLA-4+ (figura 9), CCR3+ VLA-4+ (Figura 10) em
células da medula 6ssea foi analisada por citometria de fluxo.

No grupo de animais desafiados com OVA (grupo PBS+ OVA), observamos um aumento
significativo da expressao CCR3+, VLA-4+ e CCR3+ VLA-4+ comparado ao grupo controle
(PBS) (Figuras 8, 9 e 10, respectivamente).

No grupo de animais pré-expostos a SEA e ndo desafiados com a OVA (grupo
SEA+PBS), observamos um aumento da expressdao de VLA-4 (Figura 9) em relacdo ao controle
(PBS). Nao observamos diferencas para CCR3 (Figura 8) e CCR3+ VLA-4+ (Figura 10).

Os animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA (grupo SEA+OVA), observamos
uma diminui¢do de células CCR3+, VLA-4 + e CCR3+VLA-4, em relacdo ao grupo controle

(OVA) (Figuras 8, 9 e 10, respectivamente).
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FIGURA 8. Efeito da pré-exposicdo a SEA na expressao de CCR3 na medula de dssea de animais
desafiados com ovalbumina (OVA). A instilacdo nasal de SEA foi realizada 12 h ou 24 h antes do desafio
com a OVA. Apés 48 h do primeiro desafio com a OVA, a medula 6ssea foi coletada e a expressao de
CCR3 foi analisada por citometria de fluxo. .Expressdo de CCR3 em células da medula 6ssea medida pela
intensidade de fluorescéncia média. Os resultados estdo apresentados como média £ E.P.M. de 5 animais

por grupo. *P<0,05 em relagdo ao grupo PBS (controle); *P<0,05 em relacio ao grupo OVA (controle).
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FIGURA 9. Efeito da pré-exposicao a SEA na expressiao de VLLA-4 na medula de éssea de animais
desafiados com ovalbumina (OVA). A instilacdo nasal de SEA foi realizada 12 h ou 24 h antes do
desafio com a OVA. Apés 48 h, a medula éssea foi coletada e a expressdo de VLA-4 foi analisada por
citometria de fluxo. Expressio de VLA-4 em células da medula 6ssea medida pela intensidade de
fluorescéncia média. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de 5 animais por grupo.

*P<0,05 em relacio ao grupo PBS (controle); “P<0,05 em relagio ao grupo OVA (controle).
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FIGURA 10. Efeito da pré-exposicdo a SEA na expressdo de CCR3+e VLA-4 na medula de 6ssea de
animais desafiados com ovalbumina OVA. A instilacido nasal de SEA foi realizada 12 h ou 24 h antes do
desafio com a OVA. Ap06s 48 h do primeiro desafio com a OVA, a medula dssea foi coletada e a expressao
de CCR3+ VLA-4 + foi analisada por citometria de fluxo. Expressdo de células CCR3+ que expressam
VLA -4+ medida pela intensidade de fluorescéncia média. Os resultados estdo apresentados como média +

E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relacio ao grupo PBS (controle); *P<0,05 em relacio ao grupo
OVA (controle).
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4.1.8. Efeito da pré-exposicao a SEA na adesao de eosinéfilos da medula 6ssea

Para se investigar o efeito da pré-exposicdo a SEA sobre a adesdo de eosindfilos da
medula dssea, realizamos ensaios de adesdo ex-vivo em placas revestidas com ICAM-1 e VCAM-
1. Os dados estdo ilustrados na figura 11.

Nos animais desafiados com OVA (grupo PBS+OVA), observamos um aumento da
adesdo de eosinéfilos em ICAM-1 (painel A) e VCAM-1 (painel B), quando comparados ao
grupo controle (PBS) (Figura 11).

No grupo de animais somente pré-expostos a SEA (12 h, 24 h e 48 h) instilados com PBS,
ndo observamos diferencas significativas entre os grupos experimentais.

Nos animais pré-expostos a SEA (12 h, 24 h e 48 h) e desafiados com OV A, observamos
diminuicdo significativa da adesdo de eosinéfilos em ICAM-1 (painel A) e VCAM-1 (painel B)

em relacdo ao grupo controle (OVA).
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FIGURA 11. Efeito da pré-exposicio a SEA na adesao de eosinéfilos na medula éssea de animais
desafiados com ovalbumina (OVA) em ICAM-1 e VCAM-1. A instilacdo nasal de SEA foi realizada 12
h, 24 h ou 48 h antes do desafio com a OVA. Painel A: adesdo de eosindfilos em placas recobertas com
ICAM-1; painel B: adesdo de eosindfilos em placa recobertas a VCAM-1. Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M. de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relacdo ao respectivo controle

(PBS); #P<0,05 em relaga@o ao grupo controle (OVA). EOS, eosindéfilos. DO (densidade 6ptica).
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4.2. Protocolos experimentais com SEB

Os animais foram submetidos a exposi¢d@o intranasal com SEB (1 pg). Ao fimde 4 h, 12 h
ou 24 h, os animais foram desafiados com OVA ou instilados com PBS. A andlise do LBA,
medula éssea e sangue venoso foi realizada 48 h apds o primeiro desafio com OV A, conforme

descrito em Métodos.

4.2.1. Efeito da pré-exposicao a SEB no niimero de leucécitos na medula 6ssea em animais
desafiados com OVA

A figura 12 mostra o ndmero de leucécitos na medula 6ssea em animais pré-expostos a
SEB por 4 h, 12 h e 24 h. Nos animais controles desafiados com OVA (grupo PBS+ OVA),
houve um aumento significativo no ndmero de eosindfilos imaturos (painel A) e maduros (painel
B). Nao observamos diferenca no nimero de neutréfilos imaturos (painel C) e maduros (painel
D) em relagcdo aos animais controles (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS),
observamos um aumento significativo no nimero de eosindfilos imaturos em 12 h e 24 h (painel
A) e maduros em 4 h e 24 h (painel B) em relagdao aos respectivos grupos controles (PBS). O
nimero de neutréfilos maduros foi maior em 12 h e 24 h, ao passo que o nimero de neutréfilos
imaturos ndo diferem entre os grupos (painel C).

No grupo de animais instilados com SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA),
notamos um aumento significativo de eosinéfilos imaturos em 4 h e 12 h (painel A) e maduros
em 4 h e 12 h (painel B). Aumento significativo de neutr6filos maduros (painel C) foi observado

em 12 h em relagdo ao grupo controle (OVA).
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FIGURA 12. Efeito da pré-exposicio das vias aéreas de camundongos a SEB (4 h, 12 h e 24 h) sobre o
namero de células na medula déssea em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) ou
instilacdo com PBS. O lavado de medula 6ssea foi obtido 48 h apds o primeiro desafio. Os resultados estio

apresentados como média + E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relacido ao grupo controle
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(PBS). # p<0,05 em relag@o ao grupo controle (OVA).
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4.2.2. Efeito da pré-exposicio a SEB no nimero de leucdcitos circulantes em animais
desafiados com OVA

A figura 13 mostra o nimero de leucdcitos totais e diferenciais no sangue venoso para 4
h, 12 h e 24 h de pré-exposicao a SEB.

Nos animais controles desafiados com OVA (grupo PBS+OVA) houve um aumento
significativo no nimero de eosindfilos (painel B) em relacdo aos animais instilados com PBS
(grupo controle PBS). O nimero de células totais (painel A), neutréfilos (painel C) e células
mononucleares (painel D) ndo foi modificado de modo significativo.

No grupo de animais pré-expostos a SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS),
observamos um aumento significativo no niimero de eosinéfilos em 4 h, ao passo que o nimero
das demais células nao foi modificado de modo significativo em relagdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA),
notamos um aumento significativo no nimero de eosindfilos em 12 h em relagdo ao grupo
PBS+OVA. Aumento significativo de células totais e de células mononucleares circulantes foi
observado em 12 h e/ou 24 h (grupo SEB+OVA) em relacdo ao grupo controle (OVA). O nimero

de neutréfilos ndo foi modificado de modo significativo neste grupo experimental.
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FIGURA 13. Efeito da pré-exposicio das vias aéreas de camundongos a SEB sobre o niimero de
leucécitos circulantes em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA) ou instilacdo com
PBS. A instilacdo nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h e 24 h antes da instilagdo de OVA. Os resultados
estdo apresentados como média + E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relacdo ao

grupo controle (PBS), # p<0,05 em relacdo ao grupo controle (OVA).
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4.2.3. Analise histologica do tecido pulmonar de camundongos submetidos a pré-exposicao a
SEB e desafiados com OVA

Os animais foram submetidos a exposicdo intranasal com SEB (1 pug). Ao fim de 4 h ou
24 h, os animais foram desafiados com OVA (ou instilados com PBS). A histologia pulmonar foi
realizada 48 h apds o desafio com OVA.

Os dados de histologia pulmonar de animais pré-expostos a SEB estdo ilustrados na figura
14. Nos animais controle desafiados com OVA (grupo PBS+OVA), notamos um aumento
significativo do parametro APICN (painel A) e no nimero de eosindfilos (painel B), de
neutréfilos (painel C) e de células mononucleares (painel D).

Nos animais pré-expostos a SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS), observamos
um aumento significativo no parametro APICN (painel A) e no infiltrado de eosindfilos (painéis
B), de neutrdfilos (painel C) e de células mononucleares (painel D) em 4 h, 12 h e/ou 24 h, em
relacdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA)
observamos um aumento significativo no parametro APICN (painel A), no nimero de eosindéfilos
(painéis B), de neutréfilos (painel D) e de células mononucleares em de 4 h, 12 h e/ou 24 h
quando comparados ao grupo PBS+OVA.

As fotos representativas da histologia pulmonar para 12 h de pré-exposicdo estdo

mostradas na figura 15.

73



4001A) APICN(extensio do 404 B)
processo inflamatorio) Eosindfilos/campo
300 301
200 201
- Ij Ii i N Ij Ij |j i i
0- = 0- =
Controle " 12h 4 h Controle 4h " 12h Controle " 12h 4 h Controle 4h " 12h
SEB SEB SEB SEB
PBS OVA PBS OVA
40, ©) Neutrofilos/campo 40, D) Mononucleares/campo
30+ 30
#
20+ 20
N D ' N - I
. i J O
Controle "12h Controle T12h Controle 4h "12h Controle 4h 12h 24 h
SEB SEB SEB SEB
PBS OVA PBS OVA

FIGURA 14. Numero de leucécitos do tecido pulmonar de camundongos pré-expostos a SEB e
desafiados com OVA. A instilagdo intranasal a SEB foi realizada 4 h, 12 h ou 24 h antes do desafio com a
OVA. Ap6s 48 h do desafio com OV A, os pulmdes foram isolados e processados para histologia. Painel
A: APICN: area de processo inflamatdrio peribronquiolar em micrémetros quadrados, normalizada pelo
perimetro do bronquiolo (mensurada em micrometros). Painel B: nimero de eosindfilos/ campo no
infiltrado inflamatdrio peribronquiolar. C: Numero de neutréfilos/campo de grande aumento no infiltrado
inflamatdrio peribronquiolar. Painel D. Numero de células mononucleares/campo no infiltrado
inflamatério peribronquiolar. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. de 4 animais por

grupo. *P<0,05 em relacio ao grupo controle (PBS); *P<0,05 em relacio ao grupo controle (OVA).
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FIGURA 15. Imagens ilustrativas de pulmdes de camundongos expostos a SEB (12 h) e desafiados
com ovalbumina (OVA). A instilacdo intranasal a SEB foi realizada 4 h, 12 h ou 24 h antes do
desafio com a OVA Apés 48 h do primeiro desafio, os animais foram sacrificados e os pulmdes
isolados, embebidos em formalina (10%) e posteriormente fixados em parafina. Cortes histolégicos com
espessura entre 4-5 um foram realizados na regido do terco médio do aspecto caudal de ambos pulmdes.
Os cortes foram corados com H-E. As contagens de leucdcitos totais e diferenciais foram realizadas em 5

campos de grande aumento.
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4.2.4. Efeito da pré-exposicao a SEB no niimero de células inflamatoérias no LBA

Os dados para LBA estdo ilustrados na figura 16. Nos animais controles desafiados com
OVA (grupo PBS+OVA), notamos um aumento significativo no nimero de leucdcitos totais
(painel A), eosindfilos (painel B) e neutréfilos (painel C) em relagdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS),
notamos um aumento significativo no ndmero de leucécitos totais em 12 h e 24 h (painel A), de
neutréfilos em 4 h, 12 h e 24 h (painel C) e de células mononucleares em 24 h (painel D) em
relacdo ao grupo controle (PBS). Neste grupo experimental, ndo notamos diferencas no nimero
de eosindfilos (painel B).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA),
notamos um aumento significativo no ndmero de leucdcitos totais em 4 h, 12 h e 24 h (painel A),
de eosindfilos em 4 h (painel B), de neutréfilos em 4 h e 12 h (painel C) em relacdo a grupo
controle (OVA). Neste grupo experimental ndo notamos diferencas no ndmero de células

mononucleares (painel D).
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FIGURA 16. Efeito da pré-exposicao das vias aéreas de camundongos a SEB sobre o influxo de
leucocito no lavado broncoalveolar (LBA) em resposta ao desafio intranasal com ovalbumina (OVA)
ou instilacdo com PBS. A instilagdo nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h e 24 h antes da instilacdo de
OVA. O LBA foi obtido 48 h apds o primeiro desafio. Os resultados estdo apresentados como média +
E.P.M. provenientes de 5 animais por grupo. * p<0,05 em relacdo ao grupo controle (PBS), # p<0,05 em

relagdo ao grupo controle (OVA).
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4.2.5. Efeito da pré-exposicio a SEB nos niveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF na medula
Ossea

Como apresentado na figura 17, nos animais controles desafiados com OVA (grupo
PBS+OVA) observamos um aumento significativo nos niveis de GM-CSF, mas, ndo de IL-5 e
eotaxina, em relacdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS) ndo
observamos diferenga significativa nos niveis de IL-5 e eotaxina. Entretanto, em relagdo aos
niveis de GM-CSF, observamos um aumento significativo em todos os tempos estudados (4 h, 12
h e 24 h) em relacdo ao controle (PBS).

Em relacdo ao grupo de animais pré-expostos a SEB e desafiados com OVA (grupo
SEB+OVA) ndo observamos diferenca significativa nos niveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF em

relac@o ao grupo controle (OVA).
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FIGURA 17. Niveis de IL-5, eotaxina e GM-CSF no sobrenadante de medula 6ssea de animais pré-
expostos a SEB e desafiados com OVA. A instilacdo nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h e 24 h antes do
primeiro desafio a OVA. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. provenientes de 5

animais por grupo. ¥*P<0,05 em relacdo ao grupo controle (PBS).
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4.2.6. Efeito da pré-exposicio a SEB nos niveis de IL-4, IL-6, eotaxina e IL-8 no
homogenato pulmonar de animais desafiados com OVA

Como apresentado na figura 18, nos animais controles desafiados com OVA (grupo
PBS+OVA), verificamos um aumento significativo nos niveis de IL-4 (painel A), IL-6 (painel B),
eotaxina (painel C) e IL-8 no homogenato pulmonar em relagdo ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e instilados com PBS (grupo SEB+PBS),
observamos elevacao dos niveis de eotaxina (12 h) e IL-8 (4 h e 12 h). Nao observamos diferenca
significativa nos niveis de IL-4 e IL-6 quando comparados ao grupo controle (PBS).

No grupo de animais pré-expostos a SEB e desafiados com OVA (grupo SEB+OVA),
observamos diminuicdo significativa dos niveis de IL-4 e IL-6 em todos os tempos estudados.Os
niveis de eotaxina e IL-8, neste grupo experimental foi significativamente maior em 4 h para

eotaxina e em 4 h e 12 h para IL-8 em relagdo ao grupo controle (OVA).
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FIGURA 18. Niveis de IL-4, IL-6, eotaxina e IL-8 no homogenato pulmonar de animais pré-
expostos a SEB e desafiados com ovalbumina (OVA). A instilacdo nasal de SEB foi realizada 4 h, 12 h
e 24 h antes do desafio com OVA. Os resultados estido apresentados como média + E.P.M. provenientes

de 5 animais por grupo. *P<0,05 em relacdo ao grupo controle (PBS); #P<0,05 em relagdo ao grupo
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4.3. Ensaios in vitro com eosinofilos humanos

4.3.1. Efeito da SEA e SEB na quimiotaxia de eosinéfilos humanos in vitro

Para investigar o efeito da SEA e SEB sobre a quimiotaxia de eosindfilos humanos,
realizamos ensaios de quimiotaxia in vifro em resposta aos agentes quimiotaticos eotaxina, PAF e
RANTES.

A figura 19 mostra que a migracdo de eosinéfilos aumentou significativamente (P<0.05)
para todos os agentes quimiotdxicos estudados (57,9 + 11,3; 28,3 + 2,0 e 42,3 + 13,0
eosinéfilos/campo para eotaxina, PAF e RANTES, respectivamente) em relacdo a migracdo
espontanea (11,0 £ 1,9 eosindéfilos/campo).

A figura 20 mostra que a pré-incubacdo com a SEA (3 ng/ml) por 30 min, 2 h e 4 h
reduziu significativamente a resposta quimiotdtica a eotaxina (painel B) e RANTES (painel D)

comparados as células controle (MEM). Na quimiotaxia induzida pelo PAF observamos

diminuic¢do significativa nos tempos de 30 min e 2 h de incubagao (painel C).
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FIGURA 19. Resposta quimiotatica da eotaxina, PAF e RANTES em eosinéfilos humanos in vitro.
Eosindfilos (4 x 10° céls/ml) foram colocados em cAmara de microquimiotaxia por 1 h a 37°C. Os agentes
quimiotdticos eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) e RANTES (100 ng/ml) foram colocados no
compartimento inferior. A migracdo dos eosinéfilos foi determinada quantificando-se o niimero de
eosindfilos que migraram através do filtro, em 5 campos aleatérios, usando-se objetiva de imersao. Os
resultados sdo expressos como média do nimero de células que migraram por campo = EPM (n = 4

individuos, cada qual feito em triplicata). * P<0,05 quando comparado ao MEM.
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FIGURA 20. Efeito da SEA na quimiotaxia de eosinéfilos humanos in vitro. Eosinéfilos (4 x 10°
céls/ml) foram incubados por 30 min, 2 h e 4 h na presenca ou auséncia (controle) de SEA (3 ng/ml).
Posteriormente, foram colocados em cadmara de microquimiotaxia por 1 h a 37°C. A quimiotaxia foi
induzida pela eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou RANTES (100 ng/ml) colocados no compartimento
inferior. A migracdo dos eosindfilos foi determinada quantificando-se o nimero de eosindfilos que
migraram através do filtro, em 5 campos aleatérios, usando-se objetiva de imersdo. Os resultados sdo

expressos como média do niimero de células que migraram por campo + EPM (n = 4 individuos, cada
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qual feito em triplicata). * P<0,05 quando comparado com o grupo controle.
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Os resultados mostrados acima mostram que a incubagdo de eosindfilos a SEA por 30
minutos diminui significativamente a migragcao de eosindéfilos em resposta a eotaxina, RANTES e
PAF. Sendo assim, escolhemos esse tempo para realizacido da curva concentracdo-resposta a8 SEA
sobre migracdo de eosindfilos, usando-se concentragdes de 0,5, 1 e 3 ng/ml. Nas trés
concentracdes usadas, nao houve interferéncia na migracio espontanea (Figura 21 A). A reducao
da quimiotaxia pela SEA frente a eotaxina (painel B), PAF (painel C) e RANTES (painel D) foi

da mesma magnitude para as trés concentra¢des usadas, em relacdo ao grupo controle (MEM).
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FIGURA 21. Curva concentracio-resposta da SEA na quimiotaxia de eosinéfilos humanos.
Eosinéfilos (4 x 108 céls/ml) foram incubados por 30 min na presenga ou auséncia (controle) de SEA (0,5, 1
e 3 ng/ml). Posteriormente, foram colocados em cimara de microquimiotaxia por 1 h a 37°C. A quimiotaxia
foi induzida pela eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou RANTES (100 ng/ml) colocados no
compartimento inferior. A migracdo dos eosinéfilos foi determinada quantificando-se o nimero de células
que migraram através do filtro, em 5 campos aleatérios, usando-se objetiva de imersdo. Os resultados sdo
expressos como média do nimero de células que migraram = EPM (n=4 individuos, cada qual feito em

triplicata). * P<0,05 quando comparado com eosinéfilos ndo estimulados.
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Em relacio a SEB, ndo notamos alteracOes significativas para os trés agentes

quimiotdticos estudados (figura 22) em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 22. Efeito da SEB na quimiotaxia de eosinéfilos humanos. Eosinéfilos (4x108 céls/ml- 50 pl

/poco) foram incubados por 30 min, 2 h e 4 h na presenca ou auséncia (controle) de SEB (30 ng/ml).

Posteriormente, foram colocados em camara de microquimiotaxia por 1 h a 37°C. A quimiotaxia foi

induzida pela eotaxina (300 ng/ml), PAF (10-5M) ou RANTES (100 ng/ml), colocados no compartimento

inferior. A migracdo dos eosindfilos foi determinada quantificando-se o nimero de células que migraram

através do filtro, em 5 campos aleatérios, usando-se objetiva de imersdo. Os resultados sdo expressos

como média do nimero de células que migraram =EPM (n= 4). * P<0,05 em rela¢@o ao controle.
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A figura 23 mostra a concentracdo-resposta a SEB (1, 3 e 30 ng/ ml) na migracdo de
eosindfilos. A migracdo espontanea ndo foi modificada por nenhuma concentracdo de SEB
(painel A). Em resposta a eotaxina (painel B), observamos diminuicao na migracdo de eosindfilos
na dose de 1 ng/ml, em relacdo ao controle, ao passo que nas demais doses de SEB ndo
observamos diferencas significativas (painel B).

A resposta quimiotdtica ao PAF (painel C) e RANTES (painel D) ndo foi modificada pela

pré-incubacdo com SEB em nenhuma das doses utilizadas (figura 23).
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FIGURA 23. Curva concentracio- resposta da SEB na quimiotaxia de eosinéfilos. Eosindfilos (4X10°
céls/ml- 50 ul /pogo) foram incubados por 30 min na presenga ou auséncia (controle) de SEB (1, 3 e
30ng/ml). A quimiotaxia foi induzida pelos agentes quimiotaticos eotaxina (300 ng/ml), PAF (10°M) ou
RANTES (100 ng/ml) colocados no compartimento inferior. A migracdo dos eosindfilos foi determinada
quantificando-se o nimero de células que migraram através do filtro, em 5 campos aleatdrios, usando-se
objetiva de imersdo. Os resultados sdo expressos como média do nimero de células que migraram +EPM

(n=4). * P<0,05 quando comparado com eosindfilos ndo estimulados.
88



4.3.2. Efeito da SEA e SEB na adesao de eosinéfilos humanos a ICAM-1 e VCAM-1 in vitro

Para se investigar o efeito da SEA ou SEB sobre a adesdo de eosindéfilos humanos,
realizamos ensaios de adesao in vitro em pogos recobertos com ICAM-1 ou VCAM-1. Placas de
96 pocos foram preparadas com 50 pl de solugdo de ICAM-1 (100 ng/ml em PBS) ou VCAM-1
(100 ng/ml em PBS) e incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte, eosin6filos purificados foram
incubados ou ndo com SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) e estimulados concomitantemente ou
ndo com eotaxina (300 ng/ml) por 30 min. Posteriormente, a suspensio celular (7 x 10" céls/ml)
foi colocada a aderir aos pocos previamente tratados com ICAM-1 e VCAM-1. Eosinéfilos
aderidos foram calculados pela medida da atividade da eosindfilo peroxidase (EPO). A figura 24
mostra a % de eosindfilos aderidos na presenca de SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) em placas
recobertas com ICAM-1 e VCAM-1.

A eotaxina aumentou significativamente a adesio de eosinéfilos para [ICAM-1 e VCAM-1
em relacdo as células ndo ativadas (controle). A pré-incubacdo com SEA ou SEB preveniu o

aumento da adesao induzida pela eotaxina.
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FIGURA 24. Adesiio de eosinéfilos humanos & ICAM-1 e VCAM-1 in vitro: Eosinéfilos (7 x 10*
cél/ml) foram incubados com SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml) por 30 min (37°C, 5% CO2) e
posteriormente colocados a aderir em pogos tratados com ICAM-1 e VCAM-1 por 30 min. Os resultados
foram expressos como porcentagem de células aderentes em relagdo ao nimero total de células + SEM
(n=3). * P< 0,05 comparado ao controle (MEM). # P<0,05 comparados ao grupo controle estimulado com

eotaxina.
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4.3.3. Efeito da SEA e SEB na fosforilacao da p38 MAPK em eosindfilos humanos in vitro

Para investigarmos o efeito da SEA e SEB na fosforilagao da p38 MAPK em eosindfilos
humanos, realizamos ensaios de citometria de fluxo, utilizando anticorpo monoclonal fosfo p38
MAPK conjugado a ficoeritrina. Os eosin6filos humanos foram incubados com a SEA (3 ng/ml),
SEB (1 ng/ml) ou MEM por 30 min, ap6s foram ativados com eotaxina (3 pg/ml).

A figura 25 mostra aumento da fosforilagdo da p38 MAPK aumentou significativamente
em resposta a eotaxina (3 pg /ml) em relagdo aos eosindfilos incubados com MEM (controle).
Em eosinéfilos pré-incubados com a SEA ou SEB, observamos diminui¢do significativa da

fosforilagdo da p38 MAPK induzida pela eotaxina (figura 25).
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FIGURA 25. Efeito da SEA e SEB na fosforilacio da p38 MAPK em eosinéfilos ativados com
eotaxina (3 pg/ml). Eosindfilos (3 x 10° céls/ml) foram incubados por 30 min na auséncia ou presenga de
SEA (3 ng/ml) ou SEB (1 ng/ml). Os resultados sdo expressos como média da intensidade de
fluorescéncia média £ EPM (n = 3 individuos, cada qual feito em triplicata). * P<0,05 quando comparado
aos eosindfilos controles (MEM); # P<0,05 quando comparado aos eosinéfilos controles incubados com

eotaxina (3 pg/ml).
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4.3.4. Efeito da SEA e SEB na mobilizacao de calcio intracelular em eosinéfilos humanos

Para investigarmos se a alteracdo da migracdo de eosindéfilos incubados com a SEA e SEB
¢ dependente de cdlcio intracelular, realizamos ensaios de mobilizacdo de célcio intracelular. Para
isso, eosindfilos foram incubados com SEA (3 ng/ml), SEB (1 ng/ml) ou MEM (eosind6filos
controles) por 30 min. Posteriormente, a suspensio celular (1 x 10° cels/ml) foi lavada com PBS
e adicionados Fluoforte (3 uM) por 45 min, ap6s o qual a suspensdo celular foi transferida para
cubetas do espectrofotometro de fluorescéncia e estimuladas com eotaxina (300 ng/ml) ou PAF
(10° M).

A figura 26 mostra que a mobiliza¢do de cdlcio intracelular aumentou significativamente
em resposta a eotaxina € ao PAF quando comparados com eosinéfilos nao estimulados. Em
eosinéfilos incubados com a SEA ou SEB, observamos diminui¢do do influxo intracelular de

célcio em relagcdo aos eosinéfilos controles.
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FIGURA 26. Efeito da SEA e SEB na mobilizac¢io de calcio intracelular. Eosinéfilos (1 x 108 céls/ml)
foram incubados por 30 min na auséncia (controle) ou na presenga de SEA (3 ng/ml) ou SEB (30 ng /ml).
Posteriormente, as amostras contendo a suspensio celular de eosindfilos, foram lavadas e incubadas com
Fluoforte e o influxo de célcio foi analisado em um fluorimetro. * P<0,05 quando comparado aos
eosindfilos controles (MEM); # P<0,05 quando comparado aos eosinéfilos controles incubados com
eotaxina (300 ng/ml) e PAF (10°M).
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5. Discussao

Crescentes evidéncias tém mostrado que as EEs sdo capazes de agravar doencas cronicas
das vias aéreas como a asma. Individuos asmdticos expostos as enterotoxinas apresentam
elevados niveis de IgE especificos para a EEs, e consequentemente niveis elevados de IgE total,
fendmeno que estd intimamente relacionado ao quadro de hiperreatividade bronquica, entre
outros sintomas da asma (BACHERT et al., 2003; LEE et al., 2005).

Neste estudo, demonstramos que a pré-exposicdo a SEA em camundongos sensibilizados
e desafiados com OVA aumenta gradativamente o nimero de eosindfilos na medula 6ssea ao
longo de 48 h no qual é acompanhado de aumento nos niveis de IL-5 e eotaxina, diminui¢do da
expressdao de CCR3 e VLA-4 e prejuizo na adesdo celular para VCAM-1 e ICAM-1. Eosinéfilos
gradualmente desaparecem da circulacdo sist€mica, sendo recrutados para o tecido pulmonar,
atingindo infiltragio médxima pulmonar no tempo de 24 h de pré-exposicdo, sendo esta
acompanhada dos niveis de eotaxina neste compartimento.

O aumento da produgdo de eosinéfilos na medula dssea e sangue periférico, bem como
sua migracdo para o tecido pulmonar € caracteristica da asma tanto em humanos como em
animais. O nimero de eosinéfilos no sangue periférico e LBA de sujeitos asmdticos estd
associado ao tipo mais grave da doenca (BOUSQUET et al., 1998). Esta associacdo entre
eosinofilia e gravidade da asma tem sido confirmada em vérios estudos (GONZALO et al., 1998;
SATO et al., 1998; SHAHABUDDIN, 2000).

Eosindfilos sdo granuldcitos produzidos por células progenitoras, que primeiro se
diferenciam em um precursor hibrido comum com propriedades celulares de basoéfilos e
eosindfilos e, em seguida, é separado em linhagem eosinofilica. Essas células sdo definidas como

células CD34+ que co-expressam o receptor de IL-5 alfa (IL-5Ra) em sua superficie. A
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diferenciagdo destas células € induzida por acdes coordenadas de fatores de transcricio GATA-1,
PU.1 e C/EBP e estimulacdo de citocinas especificas como IL-3, IL-5 e GM-CSF. Dessas trés
citocinas, a IL-5 é a mais importante em regular o desenvolvimento e a funcdo eosinofilica
(MOLFINO et al., 2011). Na medula 6ssea, a IL-5 estimula a expansdao de precursores de
eosindfilos, sendo um dos fatores para a diferenciacdo e maturacdo dessas células, agindo
diretamente no seu receptor de maneira autécrina (ROBINSON et al., 1999; DORMAN et al.,
2004). Durante a asma alérgica, os niveis de IL-5 estdo elevados, aumentando também a
expressao do seu receptor 10 a 20 vezes em células progenitoras da medula 6ssea, promovendo a
diferenciacdo dessas em eosinéfilos, e consequentemente sua mobilizacio para o sangue
periférico. Além disso, camundongos transgénicos para IL-5 exibem uma marcada eosinofilia
sanguinea e tecidual. Logo, trabalhos t€m mostrado a capacidade de IL-5 em “primar” eosindfilos
induzindo atividade locomotora dessas células (SEHMI et al., 1992). Nossos achados mostram
que a SEA aumenta os niveis de IL-5 na medula 6ssea em camundongos desafiados com OVA,
sugerindo que o aumento de eosindfilos neste compartimento possa ser causado, pelo menos em
parte, pela diferenciacdo de células progenitoras via IL-5. Além do aumento da IL-5 na medula
Ossea, a pré-exposicdo a SEA elevou os niveis de eotaxina nos animais desafiados com OVA. A
eotaxina € uma CC quimiocina seletiva para eosindfilos. Vdrios trabalhos descrevem a
importancia da eotaxina ao nivel de medula dssea. Lamkhioued e colaboradores mostraram que a
eotaxina induz diferenciacdo de eosindfilos através de células progenitoras CD34+, aumentando
também a acdo de citocinas eosinopoiéticas conhecidas (LAMKHIOUED et al., 2002). Além
disso, apds o desafio alérgico hd um aumento do nimero de receptor de eotaxina, CCR3, em
células progenitoras de eosindfilos (CD34+ IL-5R+) (SEHMI et al., 2003). Sendo assim, em

nosso estudo, é plausivel que os niveis aumentados de eotaxina e de IL-5 na medula dssea de
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animais pré-expostos a SEA e desafiados com OVA contribuam para o aumento do nimero de
eosindfilos na medula dssea em animais desafiados com OVA.

A atividade da eotaxina é mediada pela expressao seletiva do receptor CCR3 (POPE et al.,
2005). Varios trabalhos tém mostrado que a IL-5 aumenta a resposta celular a eotaxina e sua
ligacdo com CCR3 (COLLINS et al., 1995; MOULD et al., 2000). A ligacdo da eotaxina com o
CCR3 induz uma série de mudancas bioquimicas incluindo ativacao de proteinas G, aumento da
concentracdo de célcio intracelular, rearranjo do citoesqueleto celular e ativagdo da via das
MAPK (SIMON et al., 1999). Nossos resultados mostram que nos animais desafiados com OVA
ha um aumento da expressao de CCR3 em células da medula éssea. Esses dados corroboram com
trabalho recente mostrando que apds o desafio alérgico, hd um aumento da expressdo de CCR3
em eosindfilos maduros e imaturos na medula dssea apds o desafio alérgico que poderia facilitar
a mobilizacdo dessas células para a circulacio (RADINGER et al., 2010). Entretanto, a pré-
exposicdo a SEA, diminuiu a expressdo desse receptor na medula 6ssea dos animais desafiados
com OVA.
Zimmermann e colaboradores mostraram que apds a ligacdo da eotaxina ao CCR3, o receptor é
rapidamente internalizado sendo esse processo de internalizagdo supostamente importante para a
migracdo celular, pois sinaliza mudangas conformacionais e polimerizacdo de actina em
eosinéfilos humanos (ZIMMERMANN et al., 2003). Em nosso estudo, é possivel que a SEA
promova internalizagio do CCR3, explicando a expressio menor deste receptor. E curioso,
entretanto, que a internalizacdo do CCR3 ndo tenha ocorrido nos animais somente desafiados
com OVA, onde a expressao deste receptor mostrou-se aumentada. Além disso, observamos um
aumento de eosindfilos no sangue circulante, tecido pulmonar e lavado broncoalveolar. Ou seja, a

internalizacao desse receptor, se houve, parece ndo ser um fator limitante para a mobilizacdo de

eosindfilos para o tecido pulmonar. Uma das limitagdes do nosso estudo foi o tempo utilizado de
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pré-exposicoes e também o tempo em que esse animal foi exposto ao desafio antigénico. Talvez,
estejamos avaliando eventos tardios de todo um processo inflamatorio, dificultando nosso
entendimento sobre este fendmeno.

Além da eotaxina e IL-5, dosamos os niveis de GM-CSF na medula éssea de animais pré-
expostos a SEA e desafiados com OVA, ja que é um dos fatores importantes para eosinopoiese.

GM-CSF regula a producdo e a ativacdo funcional de mondcitos/macréfagos e todos os
granuldcitos na medula dssea. Essa citocina também controla as funcdes de células dendriticas e
células T, participando de respostas celulares da imunidade inata e adquirida. Varios trabalhos
tém mostrado que, além de controlar o estado funcional basal de células da medula 6ssea, o GM-
CSF participa da sinalizagdo hematopoiética de emergéncia (predominantemente mielopoiese),
em resposta a infec¢do, incluindo a producdo, manutengdo e sobrevivéncia de granuldcitos e
macréfagos no sitio inflamatério (GUTHRIDGE et al., 1998; MELLMAN & STEINMAN, 2001;
BAROUCH et al., 2002; HANSEN et al., 2008;). Sabe-se que o GM-CSF ¢€ essencial para a
sobrevivéncia e up-regulation de granuldcitos tanto na medula dssea quanto nos tecidos. Em
nosso estudo, a pré-exposicao a SEA, individualmente ou na presenca de desafio com OV A, ndo
induziu aumento dos niveis de GM-CSF na medula 6ssea. E possivel que nesses grupos de
animais a elevacdo dos niveis de GM-CSF tenha acorrido em tempos mais precoces, antes de
termos coletado material para a dosagem desta citocina. Alternativamente, é possivel que essa
citocina ndo participe do acimulo de eosinéfilos na medula dssea provocado por essas EEs em
animais desafiados com OVA.

Uma das caracteristicas da inflamacdo alérgica € o recrutamento de eosinéfilos da medula
Ossea para o sangue e deste para o tecido, fenomeno que requer uma série de interacdes mediadas
por moléculas de adesdo, envolvimento de selectinas, integrinas e moléculas da superfamilia do

gene da imunoglobulina. As P e E- selectina medeiam a adesao inicial de leucécitos, enquanto 2
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integrinas/ICAM-1 e VLA-4/ VCAM-1 medeiam a adesdo firme e a transmigracdo endotelial.
Essas interacdes sdo importantes para regulacdo de uma variedade de funcdes, incluindo
migracdo, crescimento, entre outros (AKIYAMA et al., 1996). O VLA-4 interage com seu ligante
VCAM-1 e fibronectina, e em modelos de inflamacgdo alérgica pulmonar experimentais t€ém sido
alvo de terapias contra os sintomas da asma. Neste ambito, a administracio de bloqueadores
locais (administrac@o intranasal) inibe todos os sinais de inflama¢do pulmonar, como a liberagcao
local de IL-4 e IL-5 e a hiperreatividade a metacolina. Entretanto o bloqueio de VLA-4 inibe
somente o influxo de eosindfilos para as vias aéreas (HENDERSON et al., 1997). Em nosso
estudo, a inflamacdo alérgica provocada pela OVA aumentou a expressdo de VLA-4 em células
da medula 6ssea, aumentando consequentemente a adesdao de eosindfilos em reposta a VCAM-1.
Entretanto, a pré-exposi¢do a SEA diminuiu essa expressdo, levando a uma menor adesdo de
eosin6filos da medula Gssea. E muito controversa ainda, a expressdo do VLA-4 na medula éssea
e sua importancia para a migracdo de eosindéfilos. Varios trabalhos tém mostrado que na resposta
alérgica ha migracdo de células progenitoras de eosinéfilos para o sitio inflamado, podendo essa
regulacdo ocorrer através da interacdo de moléculas de adesdo com o microambiente da medula
ossea (SOUTHAM et al., 2005; PAPAYANNOPOULOU et al., 2000). Em roedores e primatas, a
administracdo de anticorpos anti-VLA-4 usados em camundongos nocautes para essa molécula
promovem um rdpido acimulo de células progenitoras CD34+ na circulacdo
(PAPAYANNOUPOULOU et al., 1993, 2004; CRADDOCK et al., 1997), sugerindo que a
diminui¢do da expressdo de VLA-4 reduz a forca de adesdo dessas células, facilitando o seu
egresso para o sangue (CATALLI et al., 2008). Entretanto, outros trabalhos mostraram um
aumento da expressao dessa molécula, mas em outros compartimentos como no sangue e tecido
pulmonar e isso facilitaria a migracdo de eosinéfilos ao tecido. Nossos resultados mostram que

somente a provocacdo a OVA aumenta a expressdo dessa molécula, bem como a adesdo a
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VCAM-1 que talvez facilite a migracdo de eosinéfilos para o pulmdo, uma vez que o nimero
dessas células é maior tanto no sangue quanto no tecido pulmonar. O que nos intriga é que a pré-
exposicdo a SEA diminui a expressdo dessa molécula, como também a adesdo de eosinodfilos na
medula 6ssea a VCAM-1. Em contrapartida, hd uma queda temporal do nimero de eosinéfilos no
sangue circulante, a0 mesmo tempo em que na medula dssea hd um aumento do ndmero dessas
células. Ou seja, hd um actimulo de eosindfilos no compartimento medular provocado pela SEA.
Sabe-se que essas enterotoxinas podem alterar a expressdao de alguns marcadores de superficies
prejudicando a funcdo imunomodulatéria de células humanas como neutréfilos e mondcitos (WU
et al., 1993; MARRACK et al., 1994; LITTON et al., 1994;). Assim, € possivel que o S. aureus
através da producdo de enterotoxinas, ative vias inibitdrias para conter o influxo de eosindéfilos
para o pulmio. E possivel ainda que essa diminuicdo da expressio de VLA-4 seja apenas um
mecanismo compensatorio do organismo para tentar diminuir o influxo eosinofilico pulmonar em
tempos tardios.

Virios trabalhos t€ém mostrado diferencas na resposta inflamatéria alérgica quando o
individuo € exposto a algum patdgeno, seja virus ou bactérias. Nesse ambito, um trabalho recente
utilizando um modelo de asma alérgica e inflamacdo por Streptococcus pneumoniae mostrou que
pulmdes expostos ao alérgeno podem ndo ser hédbeis para responder a bactéria, devido a
regulacdo positiva de vias inibitérias do toll-like receptors (TLRs) e vias que competem com
moléculas adaptadoras intracelulares (como o MyD88 pelo receptor IL-33). Isto poderia culminar
em uma inabilidade em recrutar células inflamatérias, resultando em invasdo bacteriana e
bacteremia (HABIBZAY et al., 2012).

No tecido pulmonar e LBA, nossos resultados mostraram que a pré-exposi¢cdo a SEA
induziu exacerbagdo da migracdo de eosindfilos para o tecido pulmonar em camundongos

sensibilizados e desafiados com OVA, sendo esta exacerbagdo observada nos tempos de pré-
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exposicdo de 12 h, 24 h e 48 h. Essa potencializacdo foi observada também no LBA em tempo
tardio (48 h de pré-exposicao). Ou seja, a analise morfolégica pulmonar de animais sensibilizados
e desafiados confirma nossa hipétese de que a pré-exposi¢ao das vias aéreas a SEA é capaz de
exacerbar a resposta pulmonar alérgica induzida pela OVA. Além disso, a pré-exposi¢do a SEA
determina um aumento no influxo de neutréfilos (4 h, 12 h, 24 h e 48 h), no tecido pulmonar e no
LBA (4 h e 12 h). Trabalhos prévios mostraram que pacientes com asma grave, apresentam um
grande acimulo de neutréfilos nas vias aéreas, o qual estd intimamente relacionado com a
obstrucdo do fluxo aéreo (FAHY, 2009). E interessante ainda notar que a SEA individualmente
(grupo SEA+PBS) promove infiltrado neutrofilico para o tecido pulmonar em todos os tempos
estudados. Trabalho prévio mostrou que o aumento de neutréfilos provocado pelas EEs € devido
a estimulacdo de macréfagos, liberando proteinas quimiotdticas para neutréfilos como IL-8.
(DeSOUZA et al., 2002). Em nosso estudo, a SEA foi capaz de aumentar a quantidade de células
mononucleares no tecido pulmonar e os niveis de IL-8, o que talvez explique o acimulo
pulmonar de neutréfilos provocado pela SEA. A IL-8 € a citocina mais especifica para recrutar
neutréfilos ao sitio inflamatoério. A inibi¢do da mesma por anticorpos monoclonais inibe em até
84% a mobilizacdo destas células da medula dssea ao foco inflamado (KOBAYASHI et al.,
2008). Além disso, os niveis de IL-8 sdo maiores em pacientes com asma grave, e neutrofilos
estimulados com IL-8 sdo capazes de induzir migracdo de eosindfilos nesses pacientes
(KIKUCHI et al., 2006). Sendo assim, é provavel que a IL.-8 desempenhe um papel importante
no acimulo pulmonar de neutréfilos e eosindfilos em animais expostos a SEA.

A inflamagdo alérgica envolve respostas complexas, nas quais a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias desempenha papel importante. Diante disso, avaliamos os niveis 1L-4, IL-6, IL-

10, TNFa e eotaxina no homogenato pulmonar.
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Sabe-se que a IL-4 € essencial para a regulacdo, crescimento e diferenciacdo de células B.
No vaso sanguineo, a IL-4 aumenta a expressio de VCAM-1 no endotélio, possibilitando o
recrutamento de eosindfilos e outras células inflamatdrias como linfécitos T e mondcitos, do
sangue para o sitio inflamatério (ROSENBERG, et al., 2007). Além disso, a IL-4 potencializa a
producdo de IgE por células B. Sendo assim, varios trabalhos t€ém mostrado uma participacao
importante desta citocina na regulacdo da asma alérgica (DEO et al., 2010; YAMAUCHI et al.,
2010). Em nosso estudo, os niveis de IL-4 no homogenato pulmonar foram significativamente
maiores no grupo PBS+OVA confirmando a eficidcia do modelo de asma alérgica. Nos animais
somente expostos a SEA (sem receber os desafios com a OVA) observamos um aumento de IL.-4
nos tempos de 4 h, 12 h e 24 h, o que poderia justificar o aumento do influxo de eosinéfilos para
o tecido pulmonar observada nesse grupo experimental (SEA+PBS). Entretanto, nos animais pré-
expostos a SEA e desafiados com OVA (24 h e 48 h) notamos uma diminuic¢ao nos niveis de 1L-4
em 24 he 48 h.

Em relacdo a quantificacio das outras citocinas e quimiocinas estudadas (IL-6, eotaxina,
TNFa, IL-10 e IFNy) no homogenato pulmonar, foi possivel detectar apenas a IL-6 e eotaxina.
Os niveis das demais citocinas ficaram abaixo do limite de detec¢io do método. Nossos
resultados mostram reducao dos niveis de IL-6 em animais pré-expostos a SEA (4 h, 12h,24 he
48 h) e desafiados com a OVA.

A IL-6 € uma citocina multifuncional produzida por uma variedade de tipos celulares
como células hematopoiéticas e nao hematopoiéticas em resposta a diversos estimulos. Estudos
prévios tém mostrado que a IL-6 pode influenciar a fun¢do efetora de subpopulagdes de linfécitos
T CD4*. A IL-6 inibe a diferenciacdo de células Thl através de “upregulation” de SOCSI e
promove a diferenciacdo de células Th2 por indu¢do de NFAT e c-Maf durante a ativacdo de

células T CD4" naive (DICHL et al., 2000; DICHL et al., 2002; YANG et al., 2005). Além disso,
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varios trabalhos tém mostrado um aumento de IL-6 nas vias aéreas e na circulacdo sistémica de
pacientes asmaticos (SWAIN et al., 1990; VIRCHOW et al., 1995; YOKOYAMA et al., 1995;).
Recentemente, mostrou-se que camundongos “asmaticos” e nocautes para a IL.-6 apresentaram
diminui¢do da produ¢do de muco, parecendo ser esta citocina essencial para a produ¢do de muco
durante a inflamacdo alérgica (WENDY et al.,, 2009). Entretanto, ainda € controversa a
participacdo de IL-6 na eosinofilia presente na asma. O bloqueio da sinaliza¢do de IL-6 durante a
fase de desafios com a OVA diminui o acimulo de eosinéfilos no pulmiao (DOGANCI et al.,
2005). Entretanto, camundongos nocautes para IL-6 e desafiados com OVA, mostram um
aumento do acimulo de eosinéfilos nos pulmdes (WANG et al., 2000; QIU et al., 2004). Nossos
resultados mostram que o desafio de camundongos com OVA aumentou os niveis de IL-6 no
homogenato pulmonar, confirmando o envolvimento da IL-6 em processos inflamatorios.
Entretanto, a pré-exposicdo a SEA diminui os niveis de IL-6 em animais desafiados com OVA, a
semelhanca da IL-4.

Em relagdo a eotaxina no homogenato pulmonar, observamos que a SEA foi capaz de
aumentar os niveis de eotaxina nos animais desafiados com OVA. Sabe-se que a eotaxina € o
quimioatraente mais seletivo para eosinéfilos relacionada com o influxo de eosindéfilos para o
tecido inflamado (WILLIAMS et al., 2000; COLLEMAN et al., 2012). De fato, a administracao
do anticorpo anti-eotaxina reduz a eosinofilia das vias aéreas em camundongos desafiados com
OVA (SCHEERENS et al., 2002). Em nosso estudo, o aumento de eotaxina em resposta a SEA
ocorreu anteriormente ao acimulo de eosinéfilos (4 h) no tecido pulmonar, o que explicaria o
influxo dessas células para o tecido pulmonar em tempos tardios.

Numa segunda parte deste estudo, avaliamos os efeitos da pré-exposicdo a SEB, cujos
resultados serdo discutidos a seguir. Observamos que a esta enterotoxina aumentou o nimero de

eosindfilos na medula 6ssea em tempos mais precoces de pré-exposicao (4 h e 12 h). Essas
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células sdo recrutadas para o tecido pulmonar, atingindo infiltracdo pulmonar maxima em 4 h e
12 h.

Corroborando com nossos dados, alguns trabalhos tém mostrado que a administracdo
intranasal de SEB agrava a inflamagdo alérgica, aumentando a inflamacdo eosinofilica
(HELLINGS et al., 2006; BACHERT et al., 2007, HUVENNE et al., 2010; MARIANO et al.,
2010). Entretanto, nenhum destes trabalhos mostrou o efeito da SEB sobre o nimero de
eosinéfilos na medula 6ssea. A semelhanca da SEA, a SEB foi capaz de aumentar o nimero de
eosinofilos na medula Gssea, mas nio observamos, nesse caso, aumento dos niveis de IL-5 e
eotaxina. Como o aumento do nimero de eosinéfilos na medula dssea provocado pela SEB
ocorreu em tempos mais precoces, € possivel que o aumento de IL-5 e eotaxina tenham ocorrido
em tempos anteriores as 4 h de pré-exposicdo. Parece que a SEB € capaz de aumentar outros
fatores que contribuem para a eosinopoiese que nao a IL-5. Interessantemente, a pré-exposicao a
SEB nos animais instilados com PBS (SEB+PBS) provocou aumento no nimero de eosindfilos
na medula 6ssea (4 h). Esse aumento pode ser devido aos niveis elevados de GM-CSF nesse
grupo de animais, conforme discutido anteriormente (HANSEN et al., 2008).

A inflamacdo pulmonar provocado pelas EEs vem despertando bastante interesse, ja que
0s mecanismos responsdveis pelo agravamento da inflamacdo pulmonar sdo pobremente
entendidos. As EEs sdo classificadas como superantigenos que se ligam a molécula de MHC-II e
a subunidade B do receptor de células T (TCR), formando um complexo trimolecular. Essa
interacdo envolve a ativagdo de ZAP-70 e p72, proteinas essenciais para as fases iniciais de
sinalizacdo da ativacdo de células T (KANNER et al., 1995). Além disso, promovem expansio
clonal dessas células, resultando em aumento de linfécitos Th2 e um aumento de IL-5 (BARNES

et al., 2009). Em nosso estudo, ndo detectamos niveis mensurdveis de IL-5 no homogenato
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pulmonar nos animais pré-expostos a SEB e desafiados com OVA. Em contrapartida,
observamos alteracdes nos niveis de eotaxina, [L-4, IL-6 e IL-8.

Os niveis de eotaxina encontraram-se aumentados nos animais pré-expostos a SEB e
desafiados com OVA, o que justificaria o aumento do influxo de eosindfilos para o tecido
pulmonar em todos os tempos estudados de pré-exposi¢dao (4 h, 12 h e 24 h). Alguns trabalhos
tém relacionado o “time-course” da eotaxina com o recrutamento de eosinodfilos para o tecido
pulmonar e LBA. Em cobaias, o aumento dos niveis de eotaxina ocorreu 6 h apds o desafio
alérgico, retornando aos valores basais 24 h apds a exposi¢do ao alérgeno, ao passo que o nimero
de eosindfilos aumentou em 6 h, permanecendo elevado até 24 h apds da exposicao (HUMBLES
et al.,, 1997). Em nosso estudo, detectamos um aumento dos niveis de eotaxina em 4 h de pré-
exposicdo a SEB, retornando aos niveis basais em 12 h e 24 h. Nesse periodo de tempo notamos
um actimulo de eosinéfilos no tecido pulmonar, provavelmente por mecanismos dependentes de
eotaxina.

Por outro lado, os niveis de IL-4 e IL-6 nos animais pré-expostos a SEB e desafiados com
OVA encontraram-se diminuidos em relacdo ao controle (grupo PBS+OVA). Alguns trabalhos
tém mostrado que a SEB € capaz de aumentar os niveis de citocinas pré-inflamatdérias em animais
desafiados com OVA (HELLINGS et al., 2006; HUVENNE et al., 2010). Um desses trabalhos
mostrou que o contato da mucosa com SEB em camundongos sensibilizados com OV A aumenta
o nimero de células inflamatdrias para o tecido pulmonar, em especial eosinéfilos. Esse aumento
foi correlacionado com o aumento da expressao de IL-4, e outras citocinas inflamatérias como
IL-5, IFNy, IL-12, eotaxina e TGFp, e aumento de IL-4, IL-5 e IFNy no soro desses animais
(HELLINGS et al., 2006). E provével que essa divergéncia de dados para essas citocinas pré-
inflamatodrias seja devida ao uso de protocolos experimentais diferentes. Em nossos protocolos,

utilizamos uma unica dose de SEB, adquirindo o material 48 h apds o desafio com OVA, que
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embora seja adequado para se detectar eosindfilos no pulmio talvez seja um tempo bastante
prolongado para se detectar citocinas nesse compartimento. Além disso, Hellings e colaboradores
avaliaram a expressdo do RNAm para as citocinas e ndo a dosagem dos niveis por kit ELISA
como realizado por nos.

Além do influxo exacerbado de eosinéfilos para o tecido pulmonar, a pré-exposicdo a
SEB também aumentou o nimero de neutréfilos para o tecido pulmonar, como observado tanto
em animais instilados com PBS, como também em animais desafiados com OVA. E possivel que
o influxo de neutréfilos provocado pela SEB ocorra por mecanismos parecidos aos da SEA, pois
a pré-exposicdo a SEB também aumenta o nimero de macréfago no tecido pulmonar, bem como
os niveis de IL-8. Em cultura de células epiteliais nasais, a incubacdo com a SEB ou SEA
aumenta a producao de IL-8 (O°BRIEN et al., 2006), Esse fenomeno talvez facilite o acimulo de
neutréfilos no tecido pulmonar e LBA observados em nosso estudo.

No conjunto de dados obtidos com a SEA e SEB, verificamos que sdo capazes de
aumentar influxo eosinofilico para o tecido pulmonar. A pré-exposi¢cdo a SEA promove influxo
de eosindfilos para o tecido pulmonar e LBA mais tardiamente (24 h e 48 h), ao passo que a SEB
o faz em tempos mais precoces (4 h e 12 h). Na medula dssea, a pré-exposi¢cdo a SEA promove
um aumento de eosindfilos via mecanismos dependentes de IL-5, CCR3 e VLA-4. Por outro
lado, a pré-exposi¢do a SEB aumenta o nimero de eosinéfilos na medula dssea em tempos mais
precoces (4 h), por mecanismos independentes de IL-5 e eotaxina.

Por fim, decidimos investigar o efeito direto das EEs na fun¢do eosinofilica in vitro,

conduzindo protocolos de quimiotaxia e adesao.

Inicialmente, para avaliar a viabilidade dos eosindfilos em nossas condigdes
experimentais utilizamos o método de MTT, o qual pode ser utlilizado para medir citotoxicidade,
proliferacio e ativacdo celular (MOSMANN et al., 1983). E um ensaio colorimétrico que se
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baseia na redu¢do do MTT pelas desidrogenases mitocondriais de células vivas. Esta reacdo
produz o sal formazan que € insolivel em dgua, porém solivel em solventes organicos. Através
destes ensaios comprovamos que, em todos os tempos de incubacdo testados, os eosinodfilos
humanos mostraram-se vidveis.

Para a quimiotaxia, eosinofilos humanos purificados de individuos saudaveis foram
incubados com SEA ou SEB por 30 min, 2 h e 4 h, ap6s o qual foram colocados em camaras de
microquimiotaxia de 46 pogos (cidmara de Boyden) para migrar frente a eotaxina, PAF e
RANTES. Nossos resultados mostraram que a SEA diminuiu a quimiotaxia de eosinéfilos em
resposta aos trés agentes quimiotdticos em todos os tempos de pré-incubacdo estudados.
Entretanto, diferentemente da SEA, a incubacdo com SEB nao modificou a resposta quimiotatica.
Além disso, quando utilizamos concentracdes de SEA diferentes, esta foi capaz de inibir a
quimiotaxia em resposta a eotaxina, PAF e RANTES em todas as concentracdes estudadas, ao
passo que a SEB induziu inibi¢do somente na concentracdo de 1 ng/ml para a eotaxina.

Os eosindfilos respondem quimiotaticamente a uma variedade de agonistas enddgenos
como eotaxina, PAF, RANTES, LTB4 dentre outros. Estudos t¢ém mostrado que PAF e RANTES
sdo importantes no recrutamento de eosinéfilos em individuos asmaticos (FUJIISAWA et al.,
2000). Entretanto, dentre as principais quimiocinas que regulam o recrutamento de eosindfilos
para o tecido inflamado, a eotaxina parece ser a mais importante. Isso se deve a sua poténcia e
seletividade para o receptor CCR3 que estéd presente principalmente em eosinéfilos (POWELL et
al.,, 2001; KABURAGTI et al., 2001). Por isso, escolhemos esses agentes quimiotdticos para
realizar a quimiotaxia de eosin6filos humanos em nossos protocolos experimentais.

A resposta quimiotdtica de eosindfilos mediada por CCR3, no qual eotaxina e RANTES
se ligam, envolve transdugdo de sinais provocando mobiliza¢ao do influxo de célcio e ativacdo de

MAPKs como quinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs) e proteina ativada por
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mitégenos (p38) (DAUGHERTY et al., 1996; BOEHME et al., 1999; KAMPEN et al., 2000).
Sendo assim, em nosso trabalho, resolvemos investigar possiveis vias de ativa¢io da eotaxina que
poderiam estar alteradas em resposta a SEA e SEB. As MAPK participam das vias de sinalizacdao
que integram e processam Vvarios sinais extracelulares capazes de mediar a expressdo génica,
diferenciacdo, crescimento e apoptose celular. Trés vias distintas da MAPK sdo descritas em
células de mamiferos: quinase regulada por sinais extracelulares (ERKs), quinase c-Jun amino-
terminal (JNK) e a p38 MAPK. A p38 MAPK ¢ ativada tanto pela fosforilagdo da treonina 180,
quanto pela tirosina 182 (ZARUBIN et al., 2005). A ativagao, liberacdo de citocinas, apoptose € a
expressdao do receptor IgE de baixa afinidade em eosinéfilos tém sido associadas a ativagdo da
p38 MAPK (MARSHALL et al., 1998; CHEN et al., 2000). Além disso, a desgranulacdo e
quimiotaxia de eosinéfilos em resposta a eotaxina é dependente da via de sinalizacdo da p38
MAPK (KAMPEN et al., 2000; KATO et al., 2011).

Nossos resultados mostraram que a incubac@o de eosinéfilos humanos estimulados com
eotaxina aumenta a fosforilacdo da p38 MAPK em eosinéfilos controles (incubados com MEM),
confirmando o envolvimento da p38 MAPK na resposta quimiotética de eosinéfilos ativados. A
incubacdo de eosinéfilos com a SEA/ SEB diminuiu a fosforilacdo da p38 MAPK, sugerindo que
esta proteina é alvo importante para a atividade inibitéria da SEA/SEB.

A quimiotaxia de eosindfilos é um dos eventos mais importantes na patogénese da
inflamacdo alérgica. A resposta quimiotdtica de eosindfilos € mais comumente mediada pelo
receptor de eotaxina, o CCR3. E sabido que a sinalizacio intracelular provocada pela eotaxina é
dependente da mobilizacdo de célcio em eosinéfilos, e envolve a ativacdo da miosina quinase de
cadeia leve através do complexo cdlcio-calmodulina, o qual promove o rearranjo de actina no
citoesqueleto (ADACHI et al., 2001. REHER, et al., 2012). Em nosso estudo, a SEA e a SEB

diminuiu a mobiliza¢do de célcio intracelular em resposta a eotaxina e ao PAF, indicando que a
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inibicdo da migracdo de eosindfilos pela SEA e SEB € dependente da mobilizagdo de célcio
intracelular.

Sabe-se que em mondcitos essas EEs podem provocar modificagdes inibitdrias do sistema
imune por abolir a resposta migratéria dessas células. A estimulagdo de mondcitos com SEA ou
SEB inibe tanto a quimiotaxia como também a mobilizacido de cdlcio nessas células, sendo os
mecanismos responsdveis por essa resposta dependente de MHC-II e ativacdo da via de
sinalizacdo da enzima tirosina quinase (RAHIMPOUR et al., 1999). Acreditamos que, a
semelhanca de mondcitos, o efeito inibitério da SEA e a SEB em eosinoéfilos sobre a mobilizacio
de célcio e fosforilacio da p38 MAPK ocorra via MHC-II e ativacdo de proteinas tirosino-
quinase.

Nenhum trabalho até momento mostrou o efeito direto dessas EEs em eosindfilos
humanos. O que se tem na literatura é apenas um trabalho com Staphylococcus aureus e
eosinofilos (HOSOKI et al., 2012) e outro trabalho mostrando o efeito da SEB em células
epiteliais humanas sobre a migracdo de eosindfilos e apoptose (HUVENNE et al., 2010). No
primeiro trabalho, os autores mostraram que o Staphylococcus aureus induz desgranulacdo de
eosinéfilos de maneira dose-dependente sendo esse fendmeno mediado pelo receptor do PAF.
Além disso, o Staphylococcus aureus induz producdo de espécies reativas de oxigénio em
eosinéfilos (HOSOKI et al., 2012). Esse trabalho difere do nosso, pois esses autores utilizaram a
propria bactéria (Staphylococcus aureus) e ndo um dos produtos produzidos e secretados pela
mesma, como utilizado por nés. Além disso, estes autores utilizaram protocolos experimentais
diferentes, como ensaios de desgranulacdo e medida de espécies reativas de oxigénio € nio o
ensaio de quimiotaxia. No segundo trabalho, os autores estimularam células epiteliais obtidas do
epitélio nasal humano com SEB, utilizando-se de mediadores inflamatérios produzidos pela

mesma como fatores quimiotaticos (sobrenadante de células epiteliais incubadas com SEB). Eles
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observaram que os eosinéfilos migraram menos em relagdo ao grupo controle (sobrenadantes de
células epiteliais ndo estimuladas) (HUVENNE et al., 2010).

Como fizemos uso de eosindfilos de sangue periférico incubando-os com produtos
bacterianos, pensamos na possibilidade de esse protocolo experimental mimetizar a presenca da
bactéria e seus produtos na circulacdo podendo causar sepse. Nesse ambito, trabalhos recentes
tém mostrado uma diminui¢@o da fun¢do e do nimero de eosinéfilos em caso de sepse e choque
séptico (ABIDI et al., 2011; MERINO et al., 2012). O nimero reduzido de eosinéfilos na
circulacio vem sendo utilizado desde o século passado como um marcador diagndstico em
infeccoes agudas (ZAPPERT, 1983). Recentemente, mostrou-se que a eosinopenia pode ser um
marcador de gravidade em pacientes que apresentam exacerbacdo da doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) (HOLLAND et al., 2010). Em contrapartida, outros trabalhos relataram que a
expressdao do CCR3 (receptor de eotaxina altamente expresso em eosinéfilos) estd diminuido em
pacientes com sepse. Esses mesmos autores ndo observaram alteragdes no nimero de eosinéfilos
nesses pacientes (VENET et al., 2004). Esses achados poderiam justificar os nossos resultados, ja
que a incubacdo de eosindfilos com essas enterotoxinas parecem provocar uma inibi¢do da
funcdo eosinofilica, tanto na quimiotaxia quanto na adesao.

Sendo assim, para o melhor entendimento de como essas EEs exacerbam a resposta
pulmonar alérgica, os experimentos realizados in vitro com eosindfilos humanos parece nao
explicar as interagdes do organismo quando o individuo é acometido por uma infeccdo por

Staphylococcus aureus e inflamagao pulmonar alérgica.
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1.

6. Conclusao

A exposicao das vias aéreas a SEA em animais desafiados com OVA potencializa o
recrutamento eosinofilico pulmonar (detectado em 24 h e 48 h). No mesmo periodo de
tempo eosindfilos se acumulam na medula éssea, por mecanismos dependentes de IL-
5 e eotaxina. Além disso, a diminui¢do da expressdao de CCR3 e VLA-4 assim como
da adesdo celular para VCAM-1, parece explicar o acimulo de eosindfilos na medula

ossea.

A pré-exposi¢do das vias aéreas a SEB em animais desafiados com OV A potencializa
o influxo eosinofilico (detectado em 4 h e 12 h), provavelmente por mecanismos
dependentes de eotaxina. No mesmo periodo notamos aumento do numero dessas

células na medula 6ssea por mecanismos independentes de IL-5 e eotaxina.

A SEA e SEB exercem efeito inibitério em eosinéfilos humanos, tanto em relagio a
quimiotaxia quanto a adesdo, por mecanismos dependentes da p38 MAPK e redugdo
da mobilizagdo de célcio intracelular. Essa resposta pode ser um mecanismo de evasao
ao sistema imune, no qual a bactéria pode utilizar-se de suas enterotoxinas como

escape e disseminacao.
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111 - SUMARIO

Tem como finalidade dissertagio de mestrado. E deserito na metodologia que serd
coletado sangue venoso de 40 sujeitos adultos sauddveis, de ambos os sexos. O sangue sera
colhido na presenga de ritrato de sodio (3,13%; 1:10). Serfio incluidos sujeitos sadios sem
historia prévia de asma cu outras doengas alérgicas. Serdo excluidos individuos em uso de
corticoide sistémico, antiinflamatérios ndo hormonais, teofilina, antagonistas de leucotrienos e
transfusdio sangiiinea nos dlumos 30 dias. Serfo ainda excluidos individuos com patologias
concomitantes: infec¢des, corpo estranho em vias aéreas, doengas crénicas pulmonares ou
sistémicas como imunodeficiéncias, diabetes, sindrome de discinesia ciliar, fibrose cistica ou
deficiéncia de alfal-antitripsina. S@o descritos os métodos de purificagio dos eosindfilos, de
separacdo imunomagnética de eosinéfilos, de ensaio de quimiotaxia, ensaio de adesdo e ensaio
de desgranulagdo por ensaio de EPO. Apresenta o método estatistico de tratamento dos dados
(ANOVA).

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto encontra-se adequado a Resolucdo CNS/MS 196/96 e suas complementares,
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nido representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Iiem IV.1.1) e deve receber uma cdpia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CE? deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alierem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitiria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo T ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de junho de 2008.

Profa. Dra. Ca{;ge/fgvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DEETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Kua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (819) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (0119) 3521-7187
13084-971 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
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