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especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apos inicio do tratamento). Culturas de
72 h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
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Figura 7 - Andlise semi-quantitativa da expressdao génica de H2. Granulécitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do tratamento). Culturas de

72 h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)

Figura 8 — Analise semi-quantitativa da expressado génica de H4. Granulécitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apos inicio do tratamento). Culturas de

72 h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)

Figura 9 - Efeitos da imunoterapia especifica sobre a relacao entre os receptores
de histamina de granulécitos isolados de individuos sadios ndo alérgicos (controle;
n=5) e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do tratamento). Culturas

de 72 h sem estimulo (SE) adicional ou estimuladas com veneno de abelha
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As reaclOes alérgicas a ferroada de inseto resultam de resposta exacerbada do
sistema imune, com produgdo de elevados niveis de anticorpos IgE alérgeno-
especificos e padrdo de citocinas Th2, envolvidas na diferenciagcao de linfocitos B
especificos para aquele antigeno em células produtoras de IgE e recrutamento de
células efetoras da resposta alérgica. Neste contexto, granul6citos sao células
efetoras importantes na fase tardia da resposta alérgica e estdo envolvidos na
patogénese de diferentes doencgas. Eosindéfilos e neutréfilos, especificamente,
modulam a resposta imune por meio de diferentes mecanismos, como a secrecao
de citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos. A IgE desempenha papel central
na patogénese das doengas alérgicas, interagindo com dois receptores de
membranas: alta afinidade FceRI e baixa afinidade FceRIl (CD23). A ligagéo da IgE
ao seu receptor em mastécitos e baséfilos promove a liberacdo de mediadores
inflamatérios, dentre eles, a histamina. A histamina além de induzir os sintomas
agudos da reacao alérgica, sustenta a reacdo inflamatéria até a fase crdnica,
sendo estes efeitos mediados através da ativacdo de diferentes receptores (H1,
H2, H3 e H4). Os fatores liberadores de histamina (HRF), particularmente, HRF-
dependentes de IgE, induzem a liberagdo de histamina na fase tardia da resposta
alérgica, permitindo a perpetuagdo dos eventos inflamatérios crénicos. Muitos
estudos demonstram a eficacia da imunoterapia especifica na dessensibilizacao e
no desenvolvimento de tolerancia em individuos com quadros graves de
hipersensibilidade a ferroada de insetos, sobretudo da classe Hymenoptera. Com
base nestas informacdes, foram objetivos do presente trabalho avaliar os efeitos
modulatérios da imunoterapia sobre a expressdo génica dos receptores de
histamina (H1, H2 e H4), HRF- IgE dependente e de fatores apoptéticos (Bcl-2 e
BID) por RT-PCR, além da expressdo génica, através da técnica de PCR em
tempo real de fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacdo de granuldcitos
como PU.1, C/EBPa, C/EBPB e GATA-1, receptores de alta (FceRla e FceRly) e
baixa afinidade de IgE (CD23), cuja detecgdo protéica foi realizada por
imunofluorescéncia e citometria de fluxo, respectivamente. Além disso, foram

avaliados os niveis séricos de IgE especifica, secrecdo de RANTES e IL-8 nos
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sobrenadantes das culturas celulares e quantificacao de granulécitos apoptéticos
através da técnica de TUNEL. Os granuldcitos foram isolados de pacientes
submetidos a imunoterapia especifica ao veneno de abelha, em diferentes
periodos do tratamento (Pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses), apds injecao
subcutanea, e submetidas a cultura por 72 horas, com estimulo de 1 ng/mL
veneno de abelha. Individuos ndo alérgicos foram estudados como grupo controle.
De maneira geral, a imunoterapia especifica ao veneno de abelha foi capaz de
modular os elementos analisados, reduzindo significativamente a expressédo dos
mesmos ao final de 24 meses de tratamento. Nao verificamos, apenas, modulacéo
no numero de granulécitos apoptoéticos ao longo da imunoterapia. Nossos
resultados inéditos fornecem informagdes adicionais sobre os efeitos da
imunoterapia sobre granul6citos, reforcando as propriedades supressoras e
tolerogénicas desta forma de tratamento.
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Allergic reactions to insect stings results from a exacerbated response of the
immune system, resulting in the production of high levels of allergen-specific IgE
antibodies and Th2 cytokine pattern, which are involved in the differentiation
process of B lymphocytes, specific for that antigen, into IgE producing cells and the
recruitment of effector cells of allergic response. Eosinophils and neutrophils,
specifically, modulate the immune response through different mechanisms, such
as the secretion of cytokines, chemokines and lipid mediators. IgE plays a central
role on allergic diseases pathogenesis, interacting with two membrane receptors:
high affinity FceRI and low affinity FceRIl (CD23). Biding of IgE with receptors on
mast cells and eosinophils promotes the release of inflammatory mediators, among
them, histamine. Histamine, besides inducing acute symptoms of allergic reaction,
supports inflammatory response until its chronic stage; these effects are mediated
through the activation of distinct receptors (H1, H2, H3 and H4). Histamine
releasing factors (HRF), particularly, IgE dependent HRF, induce histamine release
during the late phase of allergic response, allowing the perpetuation of chronic
inflammatory events. In this context, many studies have demonstrated the efficacy
of specific immunotherapy on desensitization and tolerance development in
subjects with severe hypersensivity to insect stings, especially Hymenoptera.
Based on all these information, the aim of the present study were to evaluate the
modulating effects of immunotherapy on gene expression of histamine receptors
(H1, H2 and H4), IgE dependent HRF and apoptotic factors (Bcl-2 and BID),
through RT-PCR; in addition to gene expression, through real time PCR,
transcriptional factors involved at granulocytes differentiation as of PU.1,
C/EBPa, C/EBPB and GATA-1, and protein expression of high (FceRla e
FceRly) and low affinity (CD23) IgE receptors, assessed by immunofluorescence
and flow cytometry, respectively. Serum levels of specific IgE were also assessed,
along with RANTES and IL-8 secretion in cell culture supernatant and
quantification of apoptotic granulocytes through TUNEL technique. Granulocytes
were isolated from patients undergoing bee venom specific immunotherapy in
different periods of treatment (Pre, 1, 3, 6, 12, 18 and 24 months), after
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subcutaneous injection, and cultured for 72 hours, with bee venom 1ng/mL. Non
allergic subjects were studied as control group. Overall, bee venom specific
immunotherapy was able to modulate the analyzed elements, significantly reducing
their expression at the end of 24 months of treatment. Modulation on the number of
apoptotic granulocytes were not observed during immunotherapy. Our results
provide additional information about the effects of immunotherapy over
granulocytes, reinforcing the suppressor and tolerogenic properties of this

treatment.
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1.1. Resposta Alérgica
A fisiopatologia da resposta alérgica € complexa e influenciada por
diferentes fatores, incluindo susceptibilidade genética, rota de exposi¢do, dose
do alérgeno e, em alguns casos, caracteristicas estruturais do alérgeno [1]. A
resposta imune alérgica requer sensibilizagdo e o desenvolvimento de uma
resposta imune especifica contra um alérgeno. Durante a fase de sensibilizac¢ao,
o alérgeno estimula a diferenciacéo de linfécitos CD4" para linfécitos efetores
Th2, com subsequente producao de citocinas Th2, como a interleucina 3 (IL-3),
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e fator estimulador de colénia de macréfagos/granulécitos
(GM-CSF). Estas citocinas estdo envolvidas na diferenciacdo de linfocitos B
especificos para aquele antigeno em células produtoras de IgE (IL-4 e IL-13),
rescrutamento de mastécitos (IL-4, IL-9 e IL-13) e maturacao de eosinéfilos (IL-3,
IL-5 e GM-CSF), que sédo as principais células efetoras da resposta alérgica;
além de producao de muco e ativacao de células endoteliais para a migracao de
linfécitos Th2 e eosindfilos para os tecidos [2, 3].
A IgE produzida sensibiliza mastocitos e baséfilos ligando-se a receptores
Fc especificos para IgE expressos na superficie destas células. Exposicoes
subseqlientes ao alérgeno ocasionam o recrutamento e ativagdo de células
inflamatérias, bem como a liberagdo de mediadores farmacolégicos, que
caracterizam as fases imediata e tardia das respostas alérgicas. Na fase imediata
da resposta alérgica, dentro de poucos minutos apds o contato com o alérgeno,
os mastdcitos IgE-sensibilizados degranulam, liberando mediadores pré-

formados como a histamina, leucotrienos e citocinas, que promovem
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permeabilidade vascular, contragdo da musculatura lisa e produ¢do de muco. Os
mastdcitos também secretam quimiocinas, que direcionam o recrutamento de
células inflamatérias que contribuem para o estabelecimento da fase tardia da
resposta alérgica, caracterizada pela infiltragdo de eosindfilos, basdfilos,

mastdcitos, linfécitos Th2 e neutrdfilos [4, 5] (Figura 1, pagina 33).
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Figura 1 - Apresentacdao do alérgeno pelas células apresentadoras de antigeno
(APCs), favorecendo a diferenciacéo e ativacao dos linfocitos Th2. A producao de
citocinas por estas células induz a producdo de anticorpos IgE alérgeno-
especificos pelos linfocitos B e recrutamento e ativacdo de células efetoras como
mastocitos e eosindéfilos, que por sua vez secretam uma série de citocinas e

mediadores inflamatérios, sendo o principal deles a histamina.
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1.2. Granulécitos

1.2.1. Eosindfilos

Eosindfilos sdo leucocitos multifuncionais implicados na patogénese de
numerosos processos inflamatérios, incluindo infecgbes por helmintos e doencas
alérgicas [6, 7]. Em resposta a diferentes estimulos, eosinofilos sdo recrutados da
circulagédo para o local inflamatério, onde modulam a resposta imune por meio de
diferentes mecanismos. Respostas desencadeadas pela ativacdo de receptores
para citocinas, imunoglobulinas e complemento podem levar a secre¢cdo de um
arranjo de citocinas pré-inflamatoérias (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-
18 e TGF-transforming growth factor - o/p), quimiocinas (RANTES e eotaxina-1) e
mediadores lipidicos (PAF- fator ativados de plaquetas e leucotrieno C4) [8]. Estas
moléculas possuem efeitos pré-inflamatérios, incluindo a regulacdo positiva de
sistemas de adesdo, migracdao celular, permeabilidade vascular, secrecao de
muco e constricdo da musculatura lisa.

Eosindfilos podem ainda atuar como células efetoras principais induzindo
dano tecidual devido a acao de seus granulos citotdéxicos: proteina basica principal
(MBP), proteina catiénica eosinofilica (ECP), peroxidase eosinofilica (EPO) e
neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN) [9]. MBP, EPO e ECP sao toxicos a
uma grande variedade de tecidos, incluindo coragao, cérebro e epitélio brénquico
[10-12]. MBP altera diretamente a contracdo muscular e induz a degranulacéao de
mastocitos e baséfilos [13-16]. ECP e EDN sao ribonucleases com atividade
antiviral. Particularmente, ECP promove a formacao de poros ions-seletivos nas

membranas de células-alvo, facilitando a entrada de outras moléculas citotéxicas
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[9, 17-19]. EPO, que constitui aproximadamente 25% da massa de proteinas dos
granulos eosinofilicos especificos, catalisa a oxidacdo de pseudohalides
(tiocianato — SCN), halides (cloreto — CI), brometo (Br’), iodetos (I') e 6xido nitrico
para formar espécies reativas de oxigénio e metabdlitos reativos de nitrogénio.
Estas moléculas oxidam alvos protéicos, promovendo estresse oxidativo e
subsequente morte celular por apoptose e necrose [20-22].

Eosindfilos sdo produzidos na medula éssea a partir de células
pluripotentes, que primeiramente se diferenciam em um precursor hibrido que
compartilha propriedades de basdfilos e eosindfilos para entdo desenvolver uma
linhagem eosindfilica. A especificagdo desta linhagem eosinofilica envolve ao
menos trés fatores de transcri¢do, incluindo GATA-1 (pertencente a familia GATA
cujos membros compartilham um dominio conservado do tipo zinc finger, o qual
apresenta ions de zinco para estabilizacdo estrutural e que se liga ao DNA na
sequéncia consenso WGATAR, (onde W pode ser uma adenina ou timina e R uma
adenina ou guanina), PU.1 (membro da familia ETS; liga-se a sequéncia do DNA
rica em purina) e C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein family; classe de
proteinas que foram originariamente identificadas por sua habilidade em ligar-se a
sequéncia de CCAAT do DNA. A proteina intensificadora de ligagdo a CCAAT
tipica forma dimeros e consiste de um dominio de ativagdo, uma regido basica de
ligacdo a DNA, e um dominio de dimerizagdo rico em leucina). Dentre estes
fatores de transcricido, GATA-1 é o fator regulador essencial para o
desenvolvimento de eosindfilos ja que promove seu comprometimento de células

progenitoras mieldides e permite a diferenciacdo terminal em eosindfilos [23, 24].
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1.2.2. Neutréfilos

Neutréfilos séo leucécitos polimorfonucleares circulantes mais abundantes
em humanos e possuem papel fundamental na resposta imune inata. S&o
recrutados rapidamente ao local inflamatério, onde sua fungdo primordial &
eliminar bactérias invasoras e algumas espécies de fungos através de fagocitose,
liberacdo de enzimas e proteinas granulares pré-formadas e pela producédo de
espécies reativas intermediarias de oxigénio (ROls). Entretanto, a grande
capacidade destrutiva destas células também aumenta potencialmente os danos a
tecidos saudaveis, que ocorre em muitas doencas inflamatérias, como por
exemplo, artrite reumatdide e doencgas inflamatorias intestinais [25].

Grande parte das fungbes exercidas pelos neutréfilos, como por exemplo,
adesdo e fagocitose, requerem a mobilizacdo de granulos citoplasmaticos e
vesiculas secretorias, que contém proteinas microbicidas, enzimas, componentes
e espécies reativas de oxigénio e diversos receptores ligados a membrana [26].
Especificamente, neutrofilos apresentam quatro tipos de granulos denominados,
azurofilicos ou primarios, especificos ou secundarios, granulos de gelatinase e

vesiculas secretérias (Tabela 1, pagina 37).
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Tabela 1 — Conteudo dos granulos de neutréfilos

Granulos Componentes Funcao
Mieloperoxidase (MPO);
Azurofilicos proteases serinas Fagocitose

;proteinas microbicidas

Especificos

Catelicidinas

Atividade antimicrobiana
(fusédo com fagossomo ou

exocitose)

Gelatinase

Enzimas especificas a
matriz e receptores de

membrana

Transmigragao

Vesiculas secretorias

CD11b/CD18; receptor |
de complemento;
receptor CD14; receptor
CD16; leucolisina

Resposta inflamatoria

mediada por neutréfilos
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Neutrdfilos se diferenciam a partir de precursores mieldides (mieloblastos -
MBs) em um processo denominado granulopoiese, que compreende os estagios
de promieldcito (PMs), quando granulos primarios tornam-se aparentes, mielécito
(MCs), quando ndo ha mais divisdo celular e os granulos secundarios ou
especificos comegam a aparecer, metamielécito (MMs), células em banda (BCs) e
finalmente neutrofilo maduro, com ndcleo trilobulado e granulos terciarios [27].
Este processo garante a producdo continua de um grande numero de neutréfilos
maduros a partir de um pequeno numero de células progenitoras hematopoiéticas
[28].

A granulopoiese € um processo complexo regulado por diversas citocinas e
fatores de transcricdo mieldides intrinsecos. Borregaard e colaboradores (2003)
[26] investigaram a distribuicdo dos fatores de transcricdo mieldides durante a
granulopoiese em trés populacbes de neutrofilos humanos da medula 6ssea:
células imaturas (MBs e PMs); células intermediarias (MCs e MMs); células
neutrofilicas maduras (BCs) e neutréfilos segmentados (SCs). A expressdo de
GATA-1 e C/EBPy foi verificada primariamente no estdgio MBs/PMs e uma baixa
expressao foi encontrada em células mais maduras. Os niveis de C/EBPa foram
constantes em células derivadas da medula éssea; entretanto sua expressao €
reduzida em células mais maduras. A expressao de C/EBPB, C/EBPs e PU.1 foi
observada no estagio MC/MM, alcangando seu pico maximo em células mais

maduras (Figura 2, pagina 40).
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O principal regulador fisiol6gico da granulopoiese é o fator estimulador de
colénias de granulécitos (G-CSF) cujos efeitos incluem o comprometimento de
células progenitoras para linhagem mieldide, proliferacdo de precursores

granulociticos e liberacdo de células maduras da medula éssea [25].

Achados recentes demonstram que linfécitos Th17 amplificam a resposta
de neutréfilos contra patdégenos [29]. Além disso, IL-17, citocina secretada por
linfécitos Th17, pode induzir mediadores que promovem a granulopoise ,
proliferacdo e acumulo de neutrdéfilos. Outras citocinas derivadas de células Th17,
como IL-17, IL-8, IFN-y, TNF e GM-CSF, favorecem o recrutamento, ativagao e
sobrevivéncia prolongada de neutréfilos no local inflamatério [30].

Neutréfilos produzem grandes quantidades de LTB4, potente quimioatrativo
para outros neutréfilos, eosinéfilos, mondcitos e fibroblastos [31]. LTB4 também
ativa o fator nuclear (NF) kB [32], promove a sintese de IL-5, IL-6 e IL-8 [33] e
aumenta a sintese de IgE [34]. Além disso, neutréfilos ativados s&o as principais
fontes de PAF, que juntamente com a histamina, desempenha papel central nas

reacdes anafilaticas [35, 36].
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Figura 2 — Esquema dos fatores de transcricdo envolvidos na granulopoiese de

neutréfilos. Adaptado de Borregaard et al, 2003.



1.2.3. Basdfilos

Baséfilos sdo os granulécitos com menor abundancia na populagéao,
abrangendo menos de 1% dos leucdécitos presentes no sangue e bagco. Embora
originalmente descritos por Paul Erlich, em 1879, suas fungbes efetoras foram
elucidadas somente um século apds sua descoberta.

Assim, como mastdcitos, basofilos podem produzir quantidades abundantes
de mediadores secretados que contribuem para as reagdes de hipersensibilidade
imediata. As respostas de baséfilos, em humanos, sdo primariamente associadas
com desordens alérgicas [37].

Basofilos se desenvolvem a partir de células progenitoras hematopoiéticas,
na medula éssea. Entretanto, a caracterizacdo dos eventos moleculares e das vias
de sinalizacdo que determinam o comprometimento da linhagem de basoéfilos
permanece incompleta. Sabe-se que basoéfilos desenvolvem-se a partir de um
precursor granuldcito-monaocito comum na medula éssea, com capacidade para se
desenvolver em precursor eosinofilico (EoP), precursor baséfilo-mastocito
(BMCP), precursor de mastécito (MCP) e precursor de baséfilo (BaP), in vitro [38].
Embora, o comprometimento de BaPs e BMCPs para baséfilos maduros ndo seja
totalmente compreendido, a expressdo dos fatores de transcricdo GATA-2 e
C/EBPa parece ser um ponto critico para o desenvolvimento destas células [39].
Adicionalmente a expressao dos fatores de transcri¢cdo, eosindéfilos, mastocitos e
basoéfilos expressam RNAm de IL-4 e IL-3 durante o processo de maturacao.
Entretanto o estagio do desenvolvimento em que isto ocorre, e os estimulos e vias

de sinalizacao que regulam esta expressao, ainda ndo foram determinados [40].
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Basofilos podem ser ativados por uma grande variedade de sinais, incluindo
citocinas (IL-3, IL-18 e IL-33), imunoglobulinas (IgE, IgG1 e IgD) proteases,
ligantes de receptores do tipo toll-like (TLR; TLR2) e fatores do sistema
complemento (C5a) [41].

IL-3 é capaz de assegurar in vitro a expansdao de basoéfilos maduros de
células precursoras na medula éssea e, a administracao de IL-3 in vivo induz a
geracao de basofilos em camundongos [42, 43]. Além disso, IL-3 pode aumentar a
liberacdo de mediadores e outras funcoes efetoras das populagdes de basofilos;
IL-3 aumenta a producédo de IL-4 e IL-13 por baséfilos em resposta a ativacao
mediada por IgE [44]. Coletivamente, estes dados suportam a hipotese de que as
respostas de basofilos sdo dependentes da sinalizacdo IL-3 — IL-3R. Entretanto, o
desenvolvimento de basofilos € normal na auséncia de sinalizagdo IL-3 — IL-3R,
sugerindo que outras citocinas ou fatores de crescimento podem ser capazes de
regular o desenvolvimento e as fungdes dos baséfilos [42]. Adicionalmente a IL-3,
0os membros da familia IL-1, IL-18 e IL-33, também podem ativar baséfilos. IL-18 é
produzida por macréfagos e mastocitos e estd associada com doengas alérgicas e
imunidade contra parasitas [45, 46]. Consistente com seu papel na imunidade
mediada por citocinas Th2 e inflamacao, a administracdo de IL-18 a camundongos
aumentou a producgéo de IL-4 e histamina em baséfilos [47]. A IL-33 € expressa
por fibroblastos dérmicos, células epiteliais das vias aéreas e células de musculo
liso nos brénquios e esta associada com a producao de IL-4, IL-13 e producao de
IgE [48]. A sinalizagdo de IL-33 pode aumentar a producédo de IL-4 e IL-13 em

basofilos derivados da medula 6ssea em camundongos. A IL-33 também pode
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induzir a produgéo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 em basofilos periféricos humanos
[49]. Coletivamente, estes dados demonstram que IL-18 e IL-33 podem ativar
diretamente ou induzir a ativacao de basofilos [50].

Alguns estudos tém demonstrado a expressao de TLRs em populagdes de
baséfilos humanos, incluindo TLR1, TLR2, TLR4, TRL6 e TLR9 [51, 52]. Estes
dados sugerem que basofilos sdo capazes de reconhecer padrbées moleculares
associados a patégenos (PAMPs) expressos por diferentes patégenos. Entretanto,
somente ligantes TLR2 sao capazes de ativar basofilos, induzindo a producéo de
IL-4 e IL-13 [51]. Em adicdo aos TLRs, basoéfilos humanos também expressam
receptores para complemento. Siraganian e colaboradores (1979) [53]
demonstraram que basofilos humanos produzem histamina em resposta ao
componente C5a de maneira independente de IgE. Estes dados ilustram os

mecanismos inatos de ativacao de basdfilos.

1.3. Histamina

A histamina, identificada como mediador biolégico no inicio de 1900 [54], é
uma amina de baixa massa molecular sintetizada a partir da L-histidina, em uma
reacdo de descarboxilagdo catalisada pela enzima histidina descarboxilase
(HDC). E metabolizada pelas enzimas histamina N-metiltransferase e diamina
oxidase. A atividade da HDC e, portanto, a produgédo de histamina é modulada
por citocinas como IL-1, IL-13, IL-12, IL-18 e TNF-a. Ela é produzida por muitas

células, como neurbnios do sistema nervoso central, células da mucosa gastrica,
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mastocitos, basdfilos e linfocitos. A histamina esta envolvida em diversas funcoes
fisioldgicas como a proliferacdo e diferenciacdo celular, hematopoiese,
desenvolvimento embrionario e regeneracdo. No sistema nervoso central, a
histamina afeta as fungdes de cognicdo e memdria, regulacdo do ciclo do sono e
vigilia e homeostasia endécrina. E fundamental ainda para a secregdo do suco
gastrico, atuando nas células parietais do estdmago, nas quais o estimulo de
ATPases leva a secrecdo de ions hidrogénio e a subsequente acidificagcdo para
auxiliar no processo de digestéao [55].

A histamina desempenha papel importante nas patologias alérgicas devido
a sua rapida acao no endotélio vascular e células dos brénquios e musculo liso,
levando ao desenvolvimento de sintomas como rinite aguda, broncoconstri¢ao,
dentre outros. E, portanto, um dos principais mediadores na resposta inflamatéria
[56].

Mastocitos e basdfilos sdo as fontes de histamina estocada mais
importantes. Nessas ceélulas a histamina sintetizada é estocada em granulos
associada a proteoglicanos aniénicos e moléculas de condroitina sulfato. Durante
o processo inflamatério essas células degranulam, isto €, liberam a histamina e
os outros mediadores estocados, promovendo vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e broncoconstricdo. Estes efeitos contribuem para o
desenvolvimento dos sintomas agudos das reagdes alérgicas[54].

Além de sua participacdo na fase aguda, a histamina participa na

progressao da resposta alérgica e inflamatéria através do aumento da secregéo
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de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, RANTES e IL-8 em

diversos tipos celulares e tecidos[55].

1.4. Fatores de Liberacao de Histamina

Os fatores de liberagcéo de histamina (HRFs) pertencem ao grupo de fatores
que liberam histamina e outros mediadores de mastécitos e basofilos, estando,
dessa forma, envolvidos na patogénese de doencas alérgicas. E um termo
coletivo utilizado para caracterizar um grupo heterogéneo de fatores com

diferentes modos de agéao [57].

1.4.1. HRFs IgE-dependentes

Os Fatores de Liberacdo de Histamina dependentes de IgE, por definicao,
requerem a presenca de IgE para induzir a liberagdo de histamina, porém,
apenas alguns tipos de IgE, denominadas IgE", exercem essa funcao [57]. Estes
fatores sdo produzidos por diferentes tipos celulares, como macréfagos, células
mononucleares e plaquetas, e apresentam identidade com a proteina p23,
inicialmente isolada de células tumorais [58]. A liberacao de histamina por HRFs
pertencentes a esta categoria € mais lenta e, por isso, acredita-se que os
mesmos estejam envolvidos na reagdo alérgica de fase tardia. Além disso,
estimulam a produgédo de IL-4 e IL-13 pelos basofilos. Alguns dados sugerem
que os HRFs pertencentes a este grupo possuem via de sinalizacao particular,

ligando-se a um receptor especifico, que difere daquele para a IgE [57].
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1.4.2. HRFs IgE-independentes

O grupo dos HRF-IgE independentes é formado principalmente pelas
quimiocinas, das quais a familia de proteinas quimiotaticas para mondcitos
(MCP) correspondem aos liberadores de histamina mais potentes deste grupo.
Outras quimiocinas como RANTES, MIP-1a (proteina 1a inflamatdria de
macréfagos) e eotaxina também agem como HRF IgE independente, porém, de
maneira menos potente que a familia MCP. A liberagdo de histamina estimulada

por esses HRFs é extremamente rapida [57].

1.5. Receptores de Histamina

Uma vez liberada, a histamina exerce seus efeitos através da interacao com
diferentes receptores celulares, induzindo respostas distintas dependendo do
receptor ativado. Existem quatro receptores de membrana para a histamina, H1,
H2, H3 e H4, todos compostos por sete dominios transmembrana, acoplados a
proteina G [59]. Com excec¢do de alguns residuos envolvidos na ativagdo e na
ligagdo com a histamina, os receptores apresentam baixa homologia de

sequéncia, atingindo apenas 16 a 35% de homologia na molécula de proteina [54].

1.5.1. H1
O receptor 1 (H1) é expresso em muitos tipos celulares, incluindo células
endoteliais, células dendriticas, mondcitos, eosindfilos, neutrdéfilos, linfécitos T e B

e células do musculo liso. Através deste receptor a histamina exerce seus efeitos
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de vasodilatagdo e broncoconstricao [54]. A expressdo de H1 é observada ainda
em células do sistema nervoso, hepatdcitos, condrocitos, neutréfilos, mondcitos,
células dendriticas e linfécitos B e T [56]. A ativacdo de H1 leva a mobilizacao de
ions calcio no interior das células, fosforilacdo da proteina quinase C, levando a
formacao de mediadores como diacilglicerol (DAG) e inositol-3-fosfato (IP3), e
ativacao de ERK e NF-«B [60].

Grande parte dos efeitos estimulatorios da histamina é exercida via ativagao
de H1, o que induz diferentes respostas nas células endoteliais vasculares,
incluindo modificacbes na permeabilidade vascular como resultado da contracao
celular, sintese de prostaciclina, fator ativador de plaquetas (PAF) e 6xido nitrico
[61, 62]. Além disso, H1 estd envolvido em diferentes processos patolégicos,
incluindo rinite alérgica, dermatite atopica, conjuntivites, urticaria asma e anafilaxia
[63].

A ativacdo de H1 aumenta, ainda, a capacidade de apresentacdo de
antigeno e de ligagcdo com células T, em células dendriticas, envolvidas na
imunidade celular, favorecendo, desta maneira, a proliferacao de linfécitos Th1 e

subsequente producao de citocinas por estas células [63].

1.5.2. H2

O receptor 2 de histamina (H2) é expresso em células do sistema nervoso,
musculatura lisa, hepatocitos, condrocitos, células endoteliais, neutrdfilos,
eosindfilos, mondcitos, células dendriticas e linfécitos B e T. O H2 é encontrado

ainda nas células parietais do estémago; onde a histamina estimula a liberagéo do
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suco gastrico [54]. A ativagdo de H2 promove o acumulo de cAMP na célula por
meio da ativacdo da enzima adenilato ciclase, inibicdo da sintese de IL-12 e
ativacao de c-Fos e c-Jun [55, 60].

A ativagdo de H2 pode inibir uma grande variedade de fungbes dentro do
sistema imune. Este receptor regula negativamente a liberacdo de histamina de
basofilos e mastocitos. Além disso, a estimulagcado de H2 leva a secregéo de IL-10
por células dendriticas e linfocitos T, representando um dos mecanismos de
regulacdo exercido pela histamina no controle da reacdo inflamatéria. Pode-se
observar também diminuicdo na producdo de imunoglobulinas, proliferagdo de

linfécitos T e secrecdo de citocinas [64].

1.5.3. H3

O receptor 3 de histamina, H3, € encontrado em neurdnios histaminérgicos,
eosindfilos, células dendriticas e mondcitos. A ativacao deste receptor leva ao
acumulo de calcio intracelular e inibigdo de cAMP. O principal efeito exercido pela
histamina através do H3 €& atuar como neurotransmissor. Esta envolvido nos
processos cognitivos, ciclo de sono-vigilia e barreira hematoencefélica agindo,

portanto, na neuroinflamacéo [54].

1.5.4. H4
O receptor 4 da histamina (H4) € expresso em niveis elevados em células
hematopoiéticas, eosinofilos, neutrofilos, células dendriticas, linfocitos T, basofilos

e mastocitos. Ele pode se encontrado ainda, em menor abundancia, em
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hepatécitos, células do timo, pulmao, intestino delgado, colon e coracao [65]. A
ativacao deste receptor pela histamina leva ao aumento de calcio intracelular e
inibicdo da sinalizacdo de cAMP. Por intermédio do H4, a histamina estimula a
quimiotaxia de mastécitos, eosindfilos e células dendriticas [54]. O receptor 4 esta
envolvido também na transdugéo de sinal e na diferenciagéo de células Th2. Horr
e colaboradores mostraram possivel papel na modulagcdo da sinalizagédo da via
STAT. Utilizando um antagonista de H4, os pesquisadores observaram ativacédo
desta via em individuos nao atdpicos; ou seja, a ligacado da histamina com H4 inibe
a sinalizagdo de STAT-1 a e consequentemente a produgdo de citocinas como
IFN-y [66]. Por outro lado, em individuos atépicos a ligagdo do H4 com a
histamina, leva a inibicaio de STAT-6 [67]. Camundongos submetidos ao
silenciamento génico de H4 ou a administracdo de antagonistas especificos para
este receptor apresentam diminuicdo da resposta inflamatéria e dos niveis de
citocinas Th2 [54, 67].

Além disso, o H4 parece desempenhar papel anti-inflamatério sendo capaz
de inibir a secrecao de CCL2 por monécitos, quimiocina envolvida na migracao de
granuldcitos e leucécitos na presenca de micro-ambiente Th2 [68]. Morgan e
colaboradores, utilizando modelo de asma em camundongos, mostraram que a
histamina é capaz de induzir migracdo de leucécitos por meio de H1 e H4, mas
ndao H2. Entretanto, diferentes subpopulacbes celulares respondem a este
estimulo: o H1 induz preferencialmente migracao de linfécitos Th2, enquanto o H4

estimula o recrutamento de células T reguladoras [69].
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1.6. Receptores de IgE

A imunoglobulina E, IgE, desempenha papel central nas reagbes de
hipersensibilidade. A ligagdo do complexo IgE-alérgeno aos seus receptores
inicia as respostas imunes e inflamatérias. Existem dois receptores para IgE:
receptor de alta afinidade, também conhecido como FceRl, e o receptor de baixa

afinidade, FceRIl ou CD23 [70].

1.6.1. Receptor de alta afinidade - FceRI

O receptor de alta afinidade pode ser encontrado na forma tetramérica,
formado por uma cadeia o, uma cadeia 3 e duas cadeias y (afy2) em mastdcitos e
basofilos humanos e em células de camundongos; ou na forma de trimero,
composto apenas por uma cadeia o e duas y (ay2). Esta forma trimérica é
encontrada apenas em células humanas, como mondcitos, eosindfilos, plaquetas,
células apresentadoras de antigeno (APCs), células musculares lisas, dentre
outras [71].

A cadeia a possui dois dominios extracelulares responsaveis pela ligacao
com a IgE. Pertencente a superfamilia das imunoglobulinas, apresenta por¢éao
intracelular curta e ndo desempenha nenhuma funcao de sinalizacdo. A molécula
de FceRl utiliza dois dominios assimétricos para ligacao com o fragmento dimérico
e simétrico da IgE, o que permite uma relagdo estequiométrica de 1:1 entre ligante

(IgE) e receptor (FceRI) [72].
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A alta afinidade do FceRI é resultado da baixa taxa de dissociacao entre IgE
e receptor, que € conseguida pela capacidade apresentada por cada sitio de
ligacédo para IgE do receptor que se encontra dissociado, em se ligar novamente a
IgE, quando o outro dominio de ligacao esta associado [72].

A presenca dos motivos de ativagdao de imunorreceptores baseados em
tirosina (ITAMs) nas porcdes intracelulares das cadeias p e y permite a interacao
destas com moléculas envolvidas na sinalizagao intracelular. A cadeia y €, de fato,
a subunidade indispensavel para sinalizacdo, enquanto a cadeia 3, em humanos,
atua como amplificadora do sinal. Apds a ativagéo do receptor e fosforilacdo das
tirosinas dos ITAMs, uma cascata de moléculas é ativada na célula: a cadeia B
ativa Lyn e Fyn, e a cadeia y recruta Syk. A inducao destas vias de sinalizacao ira
promover a ativagdo da fosfoliapse C, com consequente producdo de diacil-
glicerol (DAG) e inositol-3-fosfato (IP3), levando a mobilizagdo do caélcio
intracelular [72, 73].

A expressao da cadeia B € indispensavel para a expressado do receptor em
camundongos, mas nao em humanos [72]. A cadeia  pode gerar outra molécula
por splincing alternativo, chamada de FceRIBT. Quando esta molécula se associa
a cadeia B, promove degradacao do complexo via proteassomo [74].

A ligacao da IgE ao receptor promove a associagdo deste com o0s
chamados bolsdes de lipideos (lipid rafts), regides da membrana citoplasmatica
ricas em colesterol e as quais se encontram associadas grande parte das

moléculas de sinalizagéo intracelular. De acordo com este modelo, os receptores
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de alta afinidade de IgE estdo fora desta regido, nas células em repouso. Apds a
ativacdo e agregacdo dos receptores, 0s mesmos sdo translocados para os
bolsbes de lipideos, aproximando-se entdo das moléculas de sinalizagdo e

iniciando a cascata de ativacao celular [74].

1.6.2. Receptor de baixa afinidade - FceRIl ou CD23

O receptor de baixa afinidade FceRIl ou CD23 é uma proteina
transmembrana do tipo Il com trés dominios de lectina calcio-dependente em sua
regido C-terminal extracelular. E encontrado em linfécitos B, mondcitos e
macrofagos, eosindfilos, plaquetas, células de Langerhan’s epidermais, células
dendriticas foliculares e células musculares lisas das vias respiratérias [70].

Algumas regides da molécula deste receptor podem sofrer protedlise
resultando na liberacdo de fragmentos solluveis (sCD23), cujas atividades
dependerdo do estado oligomérico. A principal protease enddgena responsavel
pela clivagem do CD23 é a ADAM10 (desintegrina e metaloprotease 10), gerando
fragmentos pequenos de diversos pesos moleculares [70]. O sCD23, além de
participar na regulacao de sintese de IgE [75], esta envolvido na manifestacao de
doencas alérgicas, visto que, niveis elevados de sCD23 tém sido encontrados em
pacientes atopicos [76]. Outros estudos indicam que, ao menos em humanos,
sCD23 possui propriedades semelhantes a citocinas. Além disso, juntamente com
IL-1, sCD23 pode favorecer o crescimento de precursores mieldides e de

linfocitos T [77].
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A cadeia intracelular do CD23 pode apresentar variagdo de residuos de
aminoacidos, formando duas classes de moléculas: CD23a e CD23b. O Cd23a é
expresso em linfocitos B ativados antes da diferenciacdo em plasmdécitos, isto é,
células secretoras de anticorpos; ja o CD23b tem sua expresséo induzida por IL-4
e é encontrado em uma variedade de células inflamatorias, células B e células
epiteliais [71].

O CD23 participa de diferentes eventos imunoldgicos: estimula a
apresentacao de antigenos, ativa as células apresentadoras de antigeno, estimula
a diferenciacdo e crescimento celular e regula a sintese de IgE [70]. Além da IgE,
uma outra molécula chamada de CD21 pode se ligar ao CD23, com interacéo
mediada por carboidratos. O CD21, principal receptor de fragmentos de C3d do
sistema complemento, € encontrado em linfécitos B, células dendriticas foliculares,
linfécitos T ativados e basofilos. A ligacdo do CD23 ao CD21 esta envolvida na

regulacao da sintese de IgE. [71].

1.7. Hipersensibilidade a veneno de Himenopteros
Os insetos da ordem Hymenoptera responsaveis pelo desenvolvimento de
respostas alérgicas e até mesmo anafilaxia sédo pertencentes as familias Apidae
(abelhas e mamangavas), Vespidae (vespas) e Formicidae (formigas de fogo ou
lavapés) [78].
A familia Apidae é composta por diferentes espécies de abelhas e dentre

elas, as abelhas do mel (Apis mellifera) e mamangavas (género Bombus). Os
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acidentes envolvendo ferroadas de abelha acontecem principalmente na
primavera e verao, porém, como a colméia sobrevive durante o inverno, alguns

casos podem ocorrer nos dias quentes desta estacéo [79].

1.7.1. Componentes do veneno de abelha

Os principais componentes do veneno de abelha sédo fosfolipase Az (Api m
1), hialuronidase (Api m 2), fosfatase acida (Api m 3) e melitina (Api m 4), além do
antigeno Api m 6 descrito por Kettner e colaboradores em 2001 [80].

A fosfolipase Az, uma glicoproteina composta de 134 amino&cidos e com
massa molecular de 16 a 20 kDa, € o alérgeno mais importante do veneno e
corresponde a 12-15% do peso seco do veneno de A. mellifera [81]. A fosfolipase
A pertence ao grupo de enzimas esterases que liberam acido aracdénico dos
fosfolipides de membrana. Este composto ativa vias celulares responsaveis pela
producédo de mediadores como prostaglandinas, leucotrienos e fatores de ativagcéao
plaquetaria, desencadeando parte da resposta alérgica frente a inoculagcdo do
veneno [82].

A hialuronidase € o segundo alérgeno principal do veneno de abelha, esta
enzima apresenta massa molecular de 43 kDa e é responsavel por permitir a
dispersao dos outros componentes do veneno, devido a sua capacidade de degradar
o acido hialurénico, principal componente da matriz extracelular [82, 83].

A melitina € o composto mais abundante do veneno de abelha,
correspondendo a 50% do peso seco, mas apesar disto é pouco alergénica; é

composta por 26 aminoacidos e apresenta massa molecular de 3 kDa. A melitina é
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capaz de inserir-se entre as camadas de fosfolipideos da membrana e, portanto, é

altamente tdxica para as células, promovendo a lise celular [81].

1.7.2. Epidemiologia

Estima-se que a incidéncia de reagdes sistémicas a picadas de
himendpteros na populacdo geral é de 0.8-5% e, para reacdes locais graves,
cerca de 19%. Picadas de himendpteros sdo as causas mais comuns de
anafilaxia em adultos [84].

Testes cutaneos e anticorpos séricos IgE-especificos ao veneno de
himendpteros demonstram que cerca de 25% da populacdo geral apresenta
sensibilizagdo mediada por IgE [85].

Nos Estados Unidos ocorrem cerca de 40 mortes/ano [86] decorrentes de
picadas de abelhas e vespas. Na Europa, este niumero aumenta para 100
mortes/ano [87]. Dados do Centro de Vigilancia Epidemiol6gica do Estado de
Sao Paulo apontam que entre 1993 e 2005 foram registrados 8376 acidentes
causados por abelhas, sendo que 15% das vitimas apresentaram reacoes

moderadas a graves, com 24 o6bitos.

1.7.3. Fatores de risco

As reagbes sistémicas ao veneno de himenépteras podem ocorrer na
populacdo em geral, tanto na zona rural quanto na area urbana. Adultos jovens e
do género masculino (2 homens:1 mulher) sado ferroados mais freqientemente e

por este motivo apresentam risco mais elevado de desenvolver tais reacdes. Este

55



risco aumentado também esta relacionado com o avanco da idade, devido a
presenca de comorbidades, principalmente doengas cardiovasculares. Pacientes
que fazem uso de betabloqueadores e angiotensina também apresentam maior
risco [88].

Pacientes com mastocitose, mesmo ndo alérgicos, sdo predispostos a
reagcbes graves apos ferroada de himendpteros, com comprometimento
cardiovascular ou risco de morte [89]. Outro fator de risco para o desenvolvimento
de reacgbes alérgicas graves, bem aceito por muitos autores, € a atopia [90].
Golden e colaboradores [91] demonstraram que sensibilizacdo assintomatica a
aeroalérgenos esta associada com sensibilizagdo também assintomatica a veneno
de insetos, embora o histérico de sintomas alérgicos ndo esteja associado com o
histérico de reacdes sistémicas a ferroada de himenédpteros [91].

O tipo de inseto envolvido também eleva as chances de reagdes sistémicas
e, dentro da ordem Hymenoptera, as abelhas sdo os insetos que provocam as

respostas alérgicas de maior gravidade [92].

1.7.4. Manifestacao clinica

As reacdes mais freqlientes ao veneno de himendpteros sao reacdes locais
extensas e reacdes sistémicas. As reacdes locais extensas sdo caracterizadas por
uma reacao inflamatéria cujo didmetro pode variar de 5 a 10 cm podendo
estender-se desde o sitio da ferroada até a articulagdo adjacente e que pode
persistir por 24 horas. Nas reacgdes sistémicas, podem ser envolvidos os sistemas

gastrointestinal, respiratério, cardiovascular e pele [93].
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As reacgoes sistémicas desenvolvidas em resposta a ferroada de inseto sao
usualmente agrupadas pelas classificagbes sugeridas por Mueller [94] e Ring e
colaboradores [95]. Ambos sugerem quatro graus de gravidade, contudo a
classificacdo de Mueller ndo prevé que manifestagcbes cutdneas podem estar
ausentes e que um choque cardiovascular isolado poderia ser o Unico sintoma
apos a ferroada de inseto. Por outro lado, Ring e colaboradores [95] consideram o
comprometimento cardiovascular mais importante que os sintomas respiratérios,
por isso, sua classificagdo € embasada na gravidade do comprometimento
cardiovascular.

A classificagédo de Mueller [94] agrupa as reagdes ao veneno da seguinte

forma:

X/
o

Grau |: sintomas como urticaria, mal estar e ansiedade

% Grau Il: um dos sintomas anteriores e pelo menos dois sintomas como

angioedema, nausea, vomito, diarréia, dor abdominal e tontura

% Grau lll: um dos sintomas anteriores e pelo menos dois sintomas como

dispnéia, espirros, fraqueza, confuséo e rouquidao

% Grau IV: um dos sintomas anteriores e pelo menos dois sintomas como
queda de pressao arterial, colapso, perda de consciéncia, incontinéncia e

cianose.
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1.7.5. Diagnostico

O diagnéstico € baseado no histérico clinico e na pesquisa de anticorpos
IgE especificos ao veneno. Utiliza-se comumente o teste cuténeo (prick teste e/ou
teste intradérmico) ou testes in vitro , apds pelo menos 2 semanas apds o evento
agudo, para reduzir a probabilidade de resultados falso-negativos durante o
periodo refratario. Esses testes ndo apenas confirmam o diagndstico, como
também identificam o veneno adequado ser utilizado na imunoterapia [83].

A historia clinica deve ser valorizada e detalhada quanto a fatores como:

- inseto responsavel pelo acidente

- numero e localizacio das ferroadas

- descricao minuciosa dos sintomas apresentados

- qual tratamento medicamentoso administrado imediatamente ap6s a
reagao

- histdrico de ferroadas anteriores e reacbes desenvolvidas

Os testes cutaneos sao realizados através de prick testes ou por testes
intradérmicos. Realiza-se, primeiramente o prick teste com diluicbes crescentes
(0.01 — 100 pg/mL) e, caso seja negativo, realiza-se o teste intradérmico, que de
acordo com inumeros estudos possui maior sensibilidade, cerca de 90% maior do
que o prick teste para uma concentracdo de 1ug/mL [96-100]. No servico
ambulatorial do Hospital das Clinicas/UNICAMP realiza-se apenas o teste
intradérmico nas concentracdes 10n, 100ng e 1 ug/mL. Testes cutaneos positivos
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indicam apenas sensibilizagédo prévia, sendo incapaz de predizer se havera reacéo
na proxima exposicéo e a possivel gravidade da mesma.

Para determinagéo de anticorpos IgE séricos especificos ao veneno podem
ser utilizados testes radioalergosorventes (RAST) e uma variedade de métodos
derivados deste teste [101].

Nos primeiros dias apds uma ferroada, a IgE especifica ao veneno pode ser
muito baixa ou mesmo indetectavel; apds alguns dias ou mesmo semanas, estes
niveis aumentam. Em seguida a esta fase inicial, a IgE declina vagarosamente,
com grande variacdo entre os individuos [13, 102]. Em pacientes com IgE
especifica indetectavel, os testes devem ser repetidos apdés algumas semanas
[13]. Nao h& uma relagdo muito clara entre a concentracdo de IgE especifica ao

veneno e o estado de reatividade de cada paciente [83].

1.8. Imunoterapia especifica

O procedimento definido como imunoterapia data do comego do século XX,
com a proposta de Noon e Freeman para prevencéo da febre do feno com inoculagéao
de ragweed (erva daninha do género Ambrosia) [103]; desde entdo a imunoterapia
passou por inumeras modificacbes e avangos. A imunoterapia consiste na
administracdo repetida de alérgenos especificos a pacientes com reagdes de
hipersensibilidade mediada por IgE, com o objetivo de prevenir e minimizar a
manifestacdo de sintomas alérgicos e reagdes inflamatorias associadas a exposigao
natural ao alérgeno. Outros termos sao utilizados de maneira menos freqiente para

se referir a imunoterapia, como hiposensitizacdo ou dessensibilizagdo alérgeno
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especifica. A imunoterapia na hipersensibilidade a ferroada de inseto possui eficacia
elevada e, desta forma, € indicada para o controle das reagcbes graves nestes
pacientes [103].

A imunoterapia especifica para veneno de Hymenoptera (VIT) é indicada com
base no histérico de reacao sistémica grave e confirmagdo de reagao alérgica por
meio de testes cutaneos positivos e deteccao de IgE especifica no soro. A dose de
inicio da imunoterapia deve estar entre 0,001 e 0,1 ug e a dose de manutencao
recomendada é de 100 ug de veneno, 0 que equivale a aproximadamente duas
ferroadas de abelha [79].

Existem diferentes protocolos utilizados na imunoterapia, os principais
sendo o método convencional, o rapido e o ultra-rapido [104]. Nos protocolos
rapido e ultra-rapido, o tempo necessario para atingir a dose de manutencao é de
alguns dias ou mesmo horas, respectivamente. Estes protocolos sdo mais
indicados e utilizados em pacientes com alto risco de exposicao a ferroada de
inseto, como apicultores, a fim de conseguir a protecéo para o paciente em menor
periodo de tempo. O protocolo convencional consiste em injecbes semanais
durante a fase de inducdo, com concentracbes crescentes do veneno; 0
tratamento segundo este protocolo dura em média 3 anos. O servigo de Imunologia
ambulatorial do Hospital das Clinicas/UNICAMP inicia a VIT com 10 ng com
concentracao progressiva semanal (convencional) até 100ug, periodo ao redor de 2 a
3 meses (fase de inducéo).

O tempo de imunoterapia para garantir protecdo de longa duragdo ao

paciente € ainda um assunto controverso. Entretanto, alguns fatores de risco que
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poderiam facilitar a ocorréncia de novas reagdes sistémicas foram identificados:
tipo de inseto, idade avangada, gravidade das reacOGes antes do tratamento,
reagdes adversas apos as injegdes da imunoterapia e mastocitose [105].

Apesar de bem estabelecido o fato de a imunoterapia ser o Unico tratamento
eficaz na indugédo de tolerancia a ferroada de inseto, os mecanismos envolvidos na

dessensibilizagao ainda ndo sdo completamente compreendidos.

1.8.1. Supressao imediata de basofilos e mastécitos

Uma observacao inicial importante logo ap6s as primeiras injecdes de
imunoterapia € a diminuicdo significativa na atividade e degranulacdo de
mastocitos e basédfilos. Surpreendentemente, pouco se sabe sobre o0s
mecanismos pelos quais a VIT modifica ou suprime, dentro de poucas horas, as
respostas destas células durante a administracédo repetida de doses crescentes do
alérgeno. Embora possam ser similares a rapida dessensibilizacdo a drogas, 0s
mecanismos exatos que levam a minimizacao dos sintomas alérgicos e reacoes
inflamatérias ainda sao desconhecidos [106].

Alguns fatores imunoldgicos podem contribuir com a supressdao de
mastocitos e baséfilos, como a inducdo de linfécitos T reguladores (Tregs)

alérgeno-especificos e diminuicdo dos niveis de IgE especifica [107].

1.8.2. Inducao de linfocitos T reguladores e tolerancia periférica
A indugédo de tolerancia periférica de linfocitos T representa um passo

essencial na imunoterapia especifica. E caracterizada principalmente pela indugao
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de linfécitos Tregs especificos ao alérgeno que passam a produzir grandes
quantidades de IL-10 e TGF-p, citocinas inibitorias [108, 109].

Ha duas subclasses de linfécitos Tregs, com fendtipos distintos e diferentes
mecanismos de acdo: linfécitos Tregs CD4"CD25", que ocorrem naturalmente,
selecionados no timo e linfécitos Tr1 induziveis [61]. A principal funcdo destas
células é suprimir a acao de linfécitos Th1 e Th2 alérgeno-especificos. Esta
funcdo, no entanto, pode ser parcialmente bloqueada pelo uso de anticorpos
neutralizantes contra as citocinas IL-10 e TGF-p secretadas ou ligadas a
membrana. Em acordo com esta observacdo, o estudo realizado por Ling e
colaboradores (2004) [110] demonstrou que linfécitos Tregs CD4"CD25" de
pacientes atdpicos possuem capacidade reduzida de suprimir a proliferacdo de
linfécitos T CD4*CD25'.

A IL-10 pode ser produzida por células apresentadoras de antigenos
(APCs), como linfécitos B [111] e células dendriticas [112], bem como linfécitos
Tr1 alérgeno-especificos [61]. Esta citocina suprime linfcitos T, bloqueando
sinais coestimulatérios como CD2, CD28 e coestimulador induzivel (ICOS) em
uma rapida cascata de transducéo sinal [113]. A IL-10 também exerce efeitos
inibitérios em mondcitos e macréfagos ativados, suprimindo moléculas
coestimulatérias, reduzindo a expressdo de moléculas MHC classe Il e sua
capacidade de apresentagao de antigeno [114, 115].

TGF-B é essencial para a manutencdo do estado de tolerancia imunolégica
[116]. Esta citocina induz a expressdo de FoxP3 estimulando a conversao de
linfécitos T naive CD4*CD25™ para de linfécitos T CD4*CD25" [117]. Além disso,
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TGF-B favorece a expansao in vivo e capacidade imunosupressora de células T

CD4*CD25* [118].

1.8.3. Modulacao de IgE e IgG alérgeno-especificas

A toleréancia periférica de linfécitos T € rapidamente induzida durante a
imunoterapia especifica; no entanto, ndo ha evidéncias para a tolerancia de
linfécitos B logo apds o inicio do tratamento [119]. A imunoterapia induz um
aumento transitério nos niveis séricos de IgE especifica ao alérgeno, seguido por
uma diminuicdo gradual nestes niveis apés meses ou anos de tratamento [120].
Assim, as modificacbes nos niveis de IgE ndo sao capazes de explicar a
responsividade diminuida ao alérgeno especifico devido a imunoterapia, visto que
a diminuicdo da IgE é relativamente tardia e nao correlacionada com a melhora
clinica apés a imunoterapia [106].

Subclasses de anticorpos IgG, especialmente IgG4, sdo capazes de
capturar o alérgeno antes de este atingir a IgE ligada a membrana de células
efetoras prevenindo, desta maneira, a ativagdo de mastdcitos e basoéfilos [79]. A
lgG alérgeno-especifica pode ser direcionada contra os mesmos epitopos da IgE,
resultando em uma competicdo direta para a ligacdo do alérgeno com efeitos
bloqueadores [106].

E possivel que a diminuicdo na relagdo IgE/IgG4 durante a imunoterapia
especifica seja um efeito da predominancia de linfocitos Tregs sobre linfocitos
Th2. A citocina IL-10 € uma importante supressora de ambas IgE total e especifica

ao alérgeno e , simultaneamente, estimuladora da producao de IgG4 [121]. Desta
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maneira, a IL-10 ndo somente gera tolerancia em linfécitos T, como também
regula a formacdo de um isotipo especifico para a formagédo de um fenédtipo néo-

inflamatorio [106].

1.8.4. Supressao de células efetoras

A imunoterapia especifica modula eficientemente a ativagdo de mastécitos
e baséfilos e diminui a liberagdo de histamina mediada por IgE [122]. Linfécitos
Tregs parecem desempenhar papel importante neste sentido, uma vez que a
producéo e secrecao de IL10 diminui a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias de
mastocitos [123]. Adicionalmente, a IL-10 suprime a atividade e funcao de
eosindfilos, bem como a producao de IL-5 por linfécitos Th2 [124].

Durante imunoterapia especifica para pdélen, ocorre redugdo nos niveis
plasmaticos de proteina catidnica eosinofilica, um importante marcador de
ativacdo de eosindfilos, bem como de fatores quimiotaticos para eosindfilos e
neutrofilos correlacionados com diminuicdo da hiperreatividade brénquica e
melhora clinica [125].

A imunoterapia ndo esta associada somente com a reducdo da resposta
imediata a provocacao do alérgeno, mas também das reacdes de fase tardia na
mucosa nasal e brénquica ou na pele. Os mecanismos das reacdes de fase tardia
sao diferentes das reacdes imediatas mediadas por mastocitos e envolvem o
recrutamento, ativacao e persisténcia de eosinofilos e de células T ativadas nos
locais de exposicdo ao alérgeno [3]. O sucesso da imunoterapia ndo somente

resulta no aumento da concentracao necessaria do alérgeno para induzir resposta
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imediata ou reacdo de fase tardia no tecido-alvo, mas também resulta em

diminuigao da resposta a estimulos inespecificos [106].
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2.1. Objetivo Geral
O presente trabalho apresentou como objetivo avaliar a agdo moduladora
da imunoterapia especifica em granulocitos de pacientes alérgicos ao veneno de

abelha em diferentes periodos de imunoterapia especifica ao veneno.

2.2. Objetivos especificos
A partir de culturas de 72h de granulécitos de sangue periférico de
pacientes submetidos a imunoterapia especifica com veneno de abelha, foram
objetivos especificos:
1- Analisar a expressao génica
- de receptores de histamina (H1, H2 e H4) e fatores de liberacdo de
histamina (HRF)
- PU.1, C/EBP «a, C/EBP B e GATA-1 fatores de transcricdo envolvidos
na diferenciacao de neutrdfilos e eosindfilos
2 - Avaliar a expressao génica e protéica dos seguintes elementos:
- cadeias o e y do receptor de alta afinidade de IgE (FceRl)
- receptor de baixa afinidade de IgE (CD23)
3 — Quantificar a secrecdo de RANTES e IL-8
4 - Verificar a expressao génica de componentes apoptoticos como BCL-2
(fator anti-apoptético) e BID (fator pro-apoptético) bem como a
quantificacao de células apoptoticas por meio da técnica de Tunel
5 - Analisar a expressao destes elementos envolvidos na resposta alérgica
ao longo do processo de imunoterapia em comparacao com a expressao
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observada em individuos sadios (n&o alérgicos) verificando a possivel

modulac&o da imunoterapia sobre os mesmos.
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3.1. Populacao de Estudo

Os individuos participantes do estudo eram provenientes da regiao
metropolitana de Campinas, SP. Onze pacientes alérgicos ao veneno de abelha
(A. mellifera) (Tabela 2, pagina 71), com histdérico de ao menos uma reagao
sistémica anafilatica de grau IlI-IV segundo a classificacdo de Mueller [94], com
inicio de tratamento coincidente foram selecionados para seguimento (estudo
longitudinal) dentre 30 pacientes acompanhados no Ambulatério de Imunologia e
Reacdes Adversas a Venenos de Inseto do Hospital das Clinicas da Unicamp.
Todos os pacientes foram submetidos a imunoterapia especifica conforme as
normas estabelecidas pela European Academy of Allergollogy and Clinical
Immunology (EAACI) [126]. Os periodos de tratamento analisados foram: pré-
imunoterapia, um més, trés meses, seis meses, 12 meses, 18 e 24 meses apos o
inicio do tratamento. Para cada periodo, as células de onze pacientes foram
submetidas a cultura, com amostras em duplicata. Cinco voluntarios sadios, nao
alérgicos, foram utilizados como controle (Tabela 3, pagina 72). O protocolo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Unicamp, n° 187/2006 e os pacientes assinaram termo de consentimento péds

informativo.
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Tabela 2 - Caracterizagao dos pacientes utilizados no estudo, alérgicos ao veneno
de abelha e submetidos a imunoterapia especifica no Ambulatério de Imunologia e

Reacdes Adversas a Venenos de Inseto do Hospital das Clinicas da Unicamp.

Paciente Sexo Idade slgE (kU/L)

2 M 13 17,4

4 M 23 12,38

10 M 56 48,64

slgE — IgE especifica ao veneno de abelha; M-masculino
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Tabela 3 — Caracterizacao dos voluntarios sadios, ndo alérgicos, utilizados como

controle no estudo

Voluntario Sexo Idade sigE (kU/L)

2 M 26 <0.35

4 M 34 <0.35

slgE — IgE especifica ao veneno de abelha; M-masculino; F-feminino



3.2. Protocolo de Imunoterapia

Os pacientes foram submetidos a imunoterapia pelo esquema convencional
de inducgao inicial. O protocolo consiste em injecées subcutaneas semanais do
preparado de veneno estéril em concentragdes crescentes até que seja atingida a
concentragédo de 100 ug do veneno de abelha (dose de manutencéo). A dose
inicial esta definida como 10 ng/mL de veneno aumentando progressivamente até
100ug/mL. Este processo leva entre 2 e 3 meses, com doses semanais (fase de
inducdo) De acordo com orientagbes das normas internacionalmente
estabelecidas, o tempo de tratamento foi definido em 3 anos. No entanto, caso o
paciente apresente qualquer reacdo adversa ao processo de imunoterapia, o
tratamento €, entdo, prolongado por mais dois anos, somando um total de 5 anos

[126].

3.3. Procedéncia e preparo do veneno

O veneno de abelha bruto, A. mellifera, era obtido da Cooperativa Nacional
de Apicultura Ltda — CONAP (Minas Gerais, Brasil). A apitoxina bruta era
reconstituida na proporcdo de 1g em 20 mL de agua destilada estéril. Apds
homogeneizacdo, a mistura era deixada em repouso por 16 horas, a 4°C. A
preparagdo de apitoxina era homogeneizada novamente, submetendo-a em
seguida a centrifiugacédo a 30.000 x g, por 20 minutos, a 4°C (centrifuga Jouan MR
23i, Franca). O sobrenadante era entdo passado por filtro 0,22 um (Millipore,
Massachusetts, EUA). A concentracao de proteinas era determinada por meio do

método de Hartree e a apitoxina aliquotada e armazenada em freezer a -20°C.

73



Para realizacdo do teste cuténeo, o veneno de abelha era preparado em
solugédo de Coca (0.5% NaCl, 0.275% NaHCO3;) nas seguintes concentragdes: 10
ng; 100ng e 1 upg/mL; como controle positivo era utilizado histamina na
concentracdo de 1 mg/mL e como controle negativo, solucdo de Coca. A dose de

manutencao mensal de 100ug era administrada aos pacientes.

3.4. Separacao de granulécitos do sangue periférico

O sangue periférico era coletado em tubos com EDTA. Dos individuos
alérgicos eram coletados 20 mL de sangue, dez minutos apds a injecéo
subcutanea de veneno; dos individuos ndo alérgicos, eram coletados cerca de 40
mL. Os granulécitos eram isolados como previamente descrito [127, 128] e
adaptado no Laboratério de Imunologia e Alergia Experimental. Primeiramente, os
eritrécitos eram sedimentados através da adicdo de 1 mL de Dextran 5% em
solucao fisiologica para cada 5 mL de sangue total. Ap6s 45 minutos, o plasma
rico em leucdcitos era coletado e as células linfomononucleares, removidas por
centrifugagdo com o mesmo volume de Ficoll (Ficol-PaqueTM Plus, GE
Healthcare, Reino Unido). Os granulécitos eram entdo lavados com meio RPMI e
centrifugados por 10 minutos a 300 x g. Em seguida, os eritrécitos residuais eram
removidos com solucao hipoténica de lise. Ap6s duas lavagens com meio RPMI
1640 (Cultilab, Campinas, SP) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Hyclone — Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), 2% de Hepes (Hyclone),

0,1% de 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA), 0,2% de fungizol
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(Fungizon, Bristol Mayers Squibb, Nova lorque, EUA) e 0,5% antiobidtico
(Penicillin-Streptomycin, Invitrogen, Califérnia, EUA), o pellet contendo os
granulécitos era submetido a separagcao por meio de gradiente descontinuo de
Percoll isotonico (GE Healthcare), com 2.0 mL das seguintes densidades: 1.100,
1.095, 1.090, 1.085, 1,080 e 1,075 g/mL. As solugdes de Percoll eram preparadas
exatamente como descrito pelo fabricante. Ap6s 30 minutos de centrifugacéo a
600 x g, a 18°C, os granuldcitos da interface entre 1.095 e 1.090 g/mL eram
coletados, lavados duas vezes com meio RPMI e, entdo, contados em camera de
Neubauer. Este método de separagdo de granulécitos assegura 95% de células
vidveis com granulos preservados e uma média de 70% de eosindfilos e 30% de
neutréfilos. Estes procedimentos eram controlados com a realizagdo de laminas e

coloragao especifica (Figura 3, Pagina 76)

75



Figura 3 — Separacdo de granulécitos por meio de gradiente descontinuo de

Percoll
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3.5. Cultura de granuldcitos

Imediatamente apds a separagao, as células eram submetidas a contagem
em camara de Neubauer, com auxilio do corante azul de Tripan (Sigma),
ajustando-se a concentracdo para 5 x 10° células/mL (aproximadamente 3,5 x 10°
eosinodfilos/mL e 1,5 x 10° neutréfilos/mL). As células eram transferidas para
placas de cultura, em duplicata, com volume final de 2 mL/po¢o e eram divididas
em dois grupos:

% SE - sem estimulo adicional

% AB - estimulo com veneno de abelha

Ap6s duas horas em repouso em estufa climatizada, as células eram
estimuladas com veneno de abelha, A. mellifera, na concentragdo de 1ng/mL, a
qual foi estabelecida por determinacdo experimental em nosso laboratorio,
partindo de concentragéo inicial de 1 pg/mL. A cultura de células era realizada em
72 horas em estufa climatizada a 37°C e 5% de COs..

As células retiradas das placas eram destinadas aos seguintes procedimentos:
contagem com azul de Tripan (Sigma) para verificacdo da viabilidade celular,
sendo consideradas viaveis as células que nao absorveram o corante; obtencao
de sobrenadante, células para biologia molecular e laminas para

imunofluorescéncia.
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3.6. Extracao de RNA Total (RNAT)

Para obtencdo de células para expressdo génica, 500 uL do conteudo dos
pocos eram transferidos para tubos plasticos de 1,5 mL livres de RNAse e submetidos
a centrifugacdo a 10450 x g, a 4°C, por 20 minutos. O pellet era diluido em 400 uL de
solugdo 4 M tiocianato de guanidina contendo 2-mercaptoetanol (Sigma) e 0,5%
sarcosil pH 7,0 e destinado a extracao de RNA total.

O RNA total era extraido dos granulécitos através do método de Guanidina
Tiocianato - Fenol - Cloroférmio [129] adaptado no Laboratério de Imunologia e
Alergia Experimental (LIAE) conforme descricao a seguir [130].

Para a separacdo das proteinas dos acidos nucléicos era adicionado
volume igual de solucao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). A seguir,
esta mistura era agitada vigorosamente formando emulsdo e centrifugada por 5
minutos a temperatura ambiente, a 10450 x g recuperando-se a fase aquosa
(superior). Repetia-se, entao, a extragdo com fenol: cloroférmio: alcool Isoamilico.
A retirada do excesso de fenol era realizada pela extragdo com cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). O RNA na fase aquosa era precipitado pela adicao de 3 volumes
de etanol absoluto e 10% acetato de sédio 3 M pH 5,2. Esta preparagao era
mantida a - 80°C por 24 h.

Para a precipitacdo do RNA total a preparacéo era centrifugada a 10450 x g
por 20 minutos a 4°C. Ao precipitado, adicionava-se 40 uL de agua ultrapura
estérii  (DirectQ, Millipore, Massachusetts, EUA) preparada com Dietil

Pirocarbamato (DEPC, Sigma) armazenando-se, finalmente, a - 80°C.
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3.7. Analise do RNA Total Extraido

A qualidade do RNA total extraido foi analisada atraveés da relacdo entre
suas leituras em espectrofotometro (Spectramax 190, Molecular Devices,
Califérnia, EUA) nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm. Eram
consideradas adequadas as amostras com relagao entre 1.6 e 1.8. A quantificacéo
do RNA total era feita através da formula: (densidade éptica a 260nm/0,025) x

diluicdo de leitura/1000 = RNA pug/uL.

3.8. Transcricao Reversa do RNA total Extraido (cDNA)

A sintese do cDNA era realizada a partir de 5uyg de RNA total. Para a
realizacdo da reacdo de transcricdo reversa adicionava-se a amostra 0,5 yL de
Oligo d(pt) (Invitrogen, Califérnia, EUA) e dgua ultrapura em quantidade suficiente
para 28 pL. Os tubos eram aquecidos com as respectivas amostras em
termocilclador (Bio-Rad iCycler, California, EUA) por 10 minutos a 65°C e
posteriormente, resfriados a 4°C por 5 minutos. Para a ligacdo complementar dos
nucleotideos ao RNA, adicionava-se 21 yl de solugédo mae (10 yL de tampéo
Super RT/5 pL de dNTP mix 0,5 mM/5 uL de DTT 0,1 M, Invitrogen) incubando-se
por 2 minutos a 42°C. Ap6s adicao de 1 pyL de enzima Super Transcriptase
reversa (Super Script, Invitrogen) previamente diluida na propor¢cado 1:5 em agua
com DEPC, a reagédo processava-se em termocicladora programada da seguinte
maneira : 42° C por 50 minutos, 70° C por 15 minutos e resfriamento da amostra
até 4°C. Ap6s a ultima etapa, as amostras com volume final de 50 yL eram

armazenadas a -20°C como DNA complementar (cCDNA).
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3.9. Amplificacao de cDNA por Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

Para verificar a expressao dos genes de interesse — receptores de
histamina (H1, H2 e H4), fatores de liberacdo de histamina (HRF), Bcl-2 e Bid —
utilizamos a técnica de Reagcdo em Cadeia de Polimerase (PCR). O procedimento
padréao de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reacao 2uL de amostra
de cDNA, 100ng de primer 5' sense, 100ng de primer 3' anti-sense, 45ul de
solugdo de reacdo (5 pyL de tampédo Taq polimerase (Thermus aquaticus DNA
polimerase — Invitrogen); 5 yL de dNTP mix 0,5 mM; 1,5 yL de MgCI2 50 mM —
Invitrogen, e 33,5 pL de agua ultra pura) e 1 pL de béleo mineral. Em seguida, os
tubos contendo as misturas de cDNA eram transferidos para termocicladora
programada para as seguintes condigdes: Desnaturacdo a 94°C por 2 minutos;
80°C por 5 minutos para aplicacao de 1 yL da enzima Taq polimerase previamente
diluida em agua ultrapura na proporcdo 1:2; anelamento 45 segundos, em
temperatura especifica para cada par de primers; extensao dos primers a 72°C por
90 segundos; desnaturacao dos primers a 95°C por 45 segundos; repeticéo de “n”
ciclos; extensao final 72°C por 10 minutos; temperatura de espera 4°C (GeneAmp
PCR systems 9700, Applied Biosystems Califérnia,EUA). Os produtos das PCR
foram armazenados a -20°C. As sequéncias de RNAm e cDNA foram submetidas
a andlise no programa BLAST, juntamente com os primers, utilizando CLC Main

Workbench software (CLCBio, Aarhus, Dinamarca) (Tabela 4, pagina 81).
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Tabela 4 — Primers utilizados nas reacdes de PCR

Primer Sequéncia (5’ — 3’) Condicoes/Produto
F- GGG TCA GAA GGA TTC CTA TG 56°C/40 ciclos
p-actina
R- GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG 237pb
F- TTT CTC TCT TTT CTG TGG GTT ATT 60°C/35 ciclos
H1
R- CTT GGG GGT TTG GGA TGG TGA C 387pb
F- TTC ATC GTG TCC TTG GCT ATC 60°C/35 ciclos
H2
R- CTG AGA GGC GTT GGA CTT C 804pb
F—AGT CACTTAGTC GCT TAT
50°C/40 ciclos
H4
R- CTG ATT TAG GAC CTG TTG 455pb
F- ATC AGC CAC GAT GAG ATG TTC 60°C/35 ciclos
HRF
R- TCA CGG TAG TCC AAT AGA GCA A 437pb
F- GAT GGC AAA TGA CCA GCA GA 54°C/40 ciclos
BCL-2
R- TGG CAG GAT AGC AGC ACA GG 347pb
F- AGA CCT GCT GGT GTT GCC 56°C/40 ciclos
BID
R- AAG ATG GTG CGT GAC TGG 448pb

F- Forward; R- Reverse; pb- pares de base
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3.10. Analise dos Produtos da Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR) por
Eletroforese em Gel de Agarose

As amplificagdes dos cDNA através de primers especificos eram analisadas
através de eletroforese em gel de agarose 1,5%, e revelados com brometo de
etidio (Research Organics, Ohio, EUA), através de excitagdo em luz ultravioleta e
documentadas em sistema de documentacdo fotografica (ImageQuant 400,
Amersham-GE, Reino Unido). A intensidade das bandas foi analisada com auxilio

do software ImageQuant TL (ImageQuant TL, Amershan-GE).

3.10.1 — Preparo de 50 mL de gel de Agarose 1,5%:

Agarose 1,5% era preparada em tampao TBE (acido bérico/ tris/f EDTA/H.O

ultrapura) e acrescida de 5 pL de brometo de etidio .

3.10.2 — Preparo das amostras:

As amostras eram preparadas misturando-se 8 pL da reagédo de PCR, 1,5
ML tampéo GBX (tampao de amostra de PCR) e 5,5 yL de agua ultrapura. Utilizou-
se como tampao de corrida eletroforética tampao TBE adicionado de 5 pL de
brometo de etidio. O padrdo de DNA (DNA marker @X174 RF Hae Ill Fragments —
Invitrogen) era aplicado em todas as eletroforeses. As condi¢cdes de eletroforese

eram: 50 minutos a 70 volts, 300 mA.
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3.11. Analise Semiquantitativa dos Produtos de PCR

A semi-quantificacdo do RNAm era obtida pela relagdo entre os volumes de
pixel determinados para as bandas correspondentes ao RNA mensageiro em
qguestdo e aqueles observados para a p-actina (gene estrutural). Os valores eram
normalizados e transformados em unidades arbitrarias (pixel index) por meio da
seguinte férmula:
Expressao semiquantitativa (Unidades arbitrarias) = (area de pixel do RNA

mensageiro a ser avaliado/ area de pixel da beta actina) x 100.

3.12. PCR quantitativo em Tempo Real (qPCR)

A expressao de alguns genes listados na tabela 5 (pagina 86) foi analisada

por PCR em tempo real (Real-Time PCR).

Foram feitos testes para padronizacao da concentracao e eficiéncia de cada
conjunto de primers. A eficiéncia de amplificacdo é obtida da férmula 10¢"/sloPe)
onde slope significa o coeficiente de inclinagdo da curva [131, 132]. Os transcritos
testados demonstraram altas taxas de eficiéncia no PCR em tempo real com mais
de 99% para todos os iniciadores utilizados (coeficiente de correlagao de Pearson
r >0.95). A amplificacdo de B-actina foi utilizada como um controle para determinar

a quantidade e qualidade do cDNA produzido.

A deteccao de amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento
Bioneer Exicycler ™ 96 (Daedeok-gu, Daejeon, Korea) utilizando o reagente

SYBRGreen PCR Master Mix® (Fermentas), que além de conter todos os
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reagentes necessarios para a realizacdo de uma reacao de PCR (dNTPs, MgCi2,
Tampé&o, Taq Ampli-Gold) contém também o corante SYBRGreen, componente
intercalante de DNA dupla-fita necessario para a detecgédo da reagéao ciclo a ciclo

pelo equipamento acima citado.

Todas as amostras foram amplificadas sempre em duplicata em placas de
96 pocos (Bioneer Global Genomics Partner) com tampas adesivas plasticas que
permitem a passagem de luz. As reagbes foram realizadas em um volume total de
25 yL contendo 100 ng de cDNA das culturas de eosindéfilos, 12.5 pL de
SYBRGreen Master Mix PCR (Fermentas), e 300 nM dos primers. Os dados séo
coletados na forma de emissdo de fluorescéncia durante os ciclos da reagao e

analisados em forma de curva.

Para certificacdo de que a fluorescéncia emitida ndo estava sendo
gerada por amplificacdes inespecificas, foi feita a analise da curva de dissociagéo,
baseada na Tm (melting temperature) especifica de cada produto, que é
determinada pela sua composicdo de nucleotideos. A cada variagdo da
temperatura, que acontece entre 60°C a 95°C logo apds o término do PCR, séo
coletados dados de fluorescéncia. A curva de dissociagdo ocorre quando em
determinada temperatura ocorre desnaturacéo do produto de PCR e conseqlente
gueda de fluorescéncia gerada pelo SYBRGreen, ja que este se intercala somente

a fita dupla de DNA.

A determinacdo dos valores para quantificacdo da expressédo é feita

com a determinacao do threshold, que representa 0 momento em que o sistema
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detecta luz de maneira “inequivoca” nas amostras, diferenciando o sinal real do
ruido de fundo. O ponto de encontro entre esta linha e a curva de amplificagéo é
denominado threshold cycle, ou Ct. Quanto maior a expressao do gene, mais
precocemente ele sera amplificado e, consequentemente, menor sera o Ct. Os
dados de Ct de cada gene foram exportados para uma planilha de Excell
(Microsoft Corporation, EUA), para andlise. O método de quantificacdo da
expressao génica utilizado é denominado “analise relativa dos dados”, onde a
expressdo dos genes escolhidos € quantificada em relagdo a uma situagcéo

considerada como referéncia, que constitui a amostra calibradora [133].
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Tabela 5 — Primers para PCR em tempo real

Primer Forward (5°-3’) Reverse (5’-3’)
B-actina CTG GCC GGG ACCTGACT GCA GCC GTG GCC ATC TC

CD23 GCT GTG ATT GTG CCC GCT GAG TGC GTG GAC TGG GAT TTC TGC
C/EBPa TCG GTG GAC AAG AAC AG GCA GGC GGT CAT TG
C/EBPp ACA GCG ACG AGT ACA AGA TCC GCA GCT GCTTGAACAAGT T
FCcERla  TGT GGC AGCTGG ACT ATG AGT CT ACT TCT CAC GCG GAG CTTTTAT
FcERly CTG GAT GCCATCCTGTTTCTGTA  CCTTTC GCACTT GGA TCT TCA
GATA-1 AGC CTATTC CTC TCC CAA TCC GCA GTT CAC ACA CTC

PU.1 TGT TAC AGG CGT GCA AAATGG TGC GTT TGG CGT TGG TAT AGA
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3.13. Imunofluorescéncia — GATA-1, FceRla e FceRly

Para marcacao especifica por meio do método de imunofluorescéncia do
fator de transcricdo GATA-1 e cadeias a e y do receptor de alta afinidade de IgE
(FceRI), 100 uL das células provenientes da cultura (aproximadamente 5x10%)
eram submetidos a centrifugacdo a 300 x g por 10 minutos (Hettich Zentrifugen

Rotofix 32A, Tuttlingen, Alemanha).

A fixacdo e permeabilizacdo das células eram realizadas mantendo as
laminas submersas em acetona gelada por 10 minutos. Posteriormente, eram
realizadas trés lavagens com PBS pH 7,4 a temperatura ambiente. Realizava-se
entdo a fase de bloqueio, utilizando-se leite em pd desnatado na concentracao de
2% em PBS pH 7,4. O bloqueio era realizado a temperatura ambiente por duas
horas. Submetia-se as laminas novamente a trés lavagens com PBS pH 7,4,
seguida da incubag¢ao com anticorpo primario anti-GATA-1 (produzido em coelho)
ou anti- FceRla ou anti- FceRly (produzidos em cabra) (Santa Cruz Biotechnology,
Califérnia, EUA) na diluicao de 1:200, overnight a 4°C. As laminas eram, entao,
lavadas trés vezes com PBS pH 7,4 e submetidas a incubacdo com anticorpo
secundario conjugado com Texas Red anti-coelho para GATA-1 e FITC anti
cabra para FceRlo e FceRly (Vector Laboratories Inc., Califérnia, EUA) na
concentragao de 3 ug/mL, por duas horas, a temperatura ambiente e protegido da
luz. O material era lavado novamente com PBS pH 7,4. Finalmente, as laminas

eram montadas em glicerol e analisadas no fotomicroscépio Nikon Eclipse 80i
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(Nikon Instruments Inc., Japao). As imagens eram captadas por camera RSile
processadas com auxilio do software NIS Advanced (Nikon Instruments Inc.).

A intensidade de pixels das imagens foi analisada com auxilio do software
ImageJ (Wayne Rasband, National Institute of Health, EUA. Versdo 1.43q.
Programa computacional de licenga livre). A intensidade de fluorescéncia de cada
tempo de tratamento, de células ndo estimuladas e células estimuladas com
veneno de abelha, foi comparada para verificar possiveis diferengas na expressao

protéica.

3.14. Citometria de Fluxo — Analise de CD23

Para andlise da expressdo de CD23 em granulécitos isolados, 1X10°
células eram ressuspendidas em 100 uL de 5% de soro fetal bovino e PBS e
incubadas com 5 uL de anticorpo anti-CD23 conjugado com FITC (Invitrogen) ou 5
uL de anticorpo utilizado para controle isotipico (Invitrogen) por 45 minutos a 4°C,
ao abrigo de luz. As células eram, entao, lavadas com PBS por 3 vezes sendo
centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. Por fim, os granulécitos eram
ressuspendidos com 300 uL de paraformaldeido 1%.

A andlise foi realizada em citbmetro de fluxo (FACSCalibur -
Becton&Dickson), sendo adquiridos um minimo de 10000 eventos. Os dados
foram analisados em programa especifico, sendo levadas em consideracdo a

porcentagem de células marcadas e a intensidade média de fluorescéncia (IMF).
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3.15. Deteccao de Apoptose in situ — técnica TUNEL

A técnica de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick-
End Labelling) tem sido utilizada na detecgdo e quantificacdo de células
apoptoéticas. Este método baseia-se na ligacdo especifica de desoxiuridina tri-
fosfato biotiilada (dUTP) conjugada com fluoresceina ao terminal 3'-OH do DNA
(sitios de quebra de DNA), catalisada pela enzima terminal desoxinucleotidil
transferase (TdT), com subseqUente sintese de um heterodimero.

A reacéo de TUNEL era realizada segundo instru¢des do fabricante ( In Situ
Cell Deth Detection Kit- Roche Diagnostics, Mannhein, Alemanha). As laminas de
granuldcitos eram fixadas em paraformaldeido 4% por 60 minutos em temperatura
ambiente e em seguida lavadas em PBS. Apds a lavagem, os granulocitos eram
permeabilizados por 2 minutos em solugédo 0,1% Triton-X e 0,1% de citrato de
sodio a 4°C. A seguir, as laminas eram novamente lavadas e aproximadamente
50uL da reagdo de TUNEL (solugédo de enzima TdT adicionada a solugéo label —
mistura de nucleotideos em tampao) eram adicionados, por 1 hora, em camara
Uumida e ao abrigo de luz. . As laminas eram entdo montadas em glicerol e
analisadas no fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i (Nikon Instruments Inc.). As
imagens eram captadas por camera RSi1 e processadas com auxilio do software

NIS Advanced (Nikon Instruments Inc.).
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3.16. ELISA — RANTES e IL-8

As placas eram adsorvidas com anticorpo de captura especifico para a
quimiocina RANTES ou IL-8 (Peprotech Inc. NJ, EUA) na concentracdo de
0,5ug/mL, diluido em PBS (pH. 7.4) e incubadas por 18 horas em temperatura
ambiente. A seguir, as placas eram lavadas por 4 ciclos rapidos com PBS e 0,05%
de Tween 20 (Merck - Alemanha). Para bloqueio dos sitios inespecificos utilizava-
se solugdo de soro albumina bovina 1% em PBS (p.H. 7,4), por 1 hora em
temperatura ambiente. Novamente as placas eram lavadas por 4 ciclos rapidos e
100 uL de amostras de sobrenadantes das culturas de granulécitos diluidos 1:2 em
0.05% de Tween 20 e 0.1% BSA em PBS eram adicionados e incubados por 2
horas em temperatura ambiente. ApGs o processo de lavagem, eram adicionados
100 puL de anticorpo de deteccédo biotinilado na concentragdo 0.25 pug/mL e
incubados em camara umida por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida
as lavagens, era adicionada solucao de avidina/peroxidase, diluido 1:2000 em
tampao de ensaio e entdo, mantidas por 30 minutos em temperatura ambiente
protegida de luminosidade. Posterior as lavagens, a reacao de cor era produzida
pela adicao de ABTS (Sigma), sendo bloqueada apds 30 minutos com HoSO4 1N.
Os valores de absorbancia eram obtidos apéds leitura em 405nm utilizando
espectrofotdbmetro Spectra Max 190 (Medical Device, EUA) e os calculos eram
realizados através do software SOFT MAX-PRO 3.0. Para cada experimento, era

utilizada curva de referéncia, para determinacao da concentracao da quimiocina.
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3.17. Analise Estatistica

Os resultados eram expressos em fungdo da mediana * deviopadrdo e os
dados submetidos a analise estatistica ndo paramétrica pelos testes de Kruskal-
Wallis, com post-test Dunn, e Mann-Whitney, com auxilio do software Graphpad
Prism 5.0 (San Diego, California, EUA) licenciado para Faculdade de Ciéncias
Médicas - Unicamp. A comparacao entre grupos com e sem estimulo era realizada
por meio do teste t pareado. Eram considerados estatisticamente significativos

valores de p < 0,05.
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4.1. Determinacao da concentracao de apitoxina

Para estabelecermos a concentracdo ideal de veneno de abelha a ser
utilizada como estimulo nas culturas de 72 horas de granuldcitos, realizamos uma
curva de concentragbes do veneno, analisando-se, posteriormente, a viabilidade
celular ap6s 72 horas. As concentracfes de apitoxina utilizadas foram: 1500
ng/mL, 1000 ng/mL, 500 ng/mL, 300 ng/mL , 100 ng/mL, 50 ng/mL , 20 ng/mL , 10
ng/mL, 5 ng/mL e 1 ng/mL. Ao final de 72 horas, a viabilidade dos granuldcitos foi
analisada com o auxilio do corante azul de Tripan. As células foram consideradas
vivas quando n&o absorveram o corante, e consideradas mortas, quando coradas
em azul.

Os dados estao representados graficamente na Figura 4 (pagina 94). A
partir destes resultados, a concentragédo de veneno de abelha utilizada na cultura

de células ficou definida como 1ng/mL.
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Figura 4 - Grafico representando a viabilidade dos granulécitos submetidos a 72
horas de cultura e estimulados com diferentes concentragdes do veneno de
abelha. O parametro de comparacao utilizado foi a sobrevivéncia de células ndo

estimuladas durante o mesmo periodo em cultura.
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4.2. Determinacao IgE especifica ao veneno de abelha

Com objetivo de estabelecer o perfil de resposta da imunoglobulina do
isotipo E especifica ao veneno de abelha, procedemos a sua quantificacao sérica
durante o periodo de imunoterapia. Podemos observar na Figura 5 (pagina 96) a
diminuicao dos niveis de IgE especifica ja no primeiro més de tratamento (p<0.05;
24.03 + 12.37) e ainda, ap6s 3 (p<0.05; 16.06 £ 11.8), 12 (p<0.05; 8.34 + 3.78),
18 (p<0.05; 11.15 £ 4.21) e 24 meses (p<0.05; 4.38 + 1.74) quando comparado ao

periodo pré-imunoterapia (77.13 £ 23.59).
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Figura 5 - Determinagéo sérica da IgE especifica ao veneno de abelha ao longo
do tempo de imunoterapia. Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo

teste Mann-Whitney, *p < 0.05.
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4.3. Expressao génica de H1

A analise dos resultados obtidos para a expressdo génica de H1 em
granuldcitos submetidos a 72 horas de cultura demonstra que, em células n&o
estimuladas a imunoterapia foi capaz de reduzir significativamente os niveis de
RNAm apéds 1 (p<0.0001; 34.28 £ 9.765), 12 meses (p<0.0001; 39.95 + 17.60) e
24 meses (p<0.05; 54.32 * 26.66) de tratamento quando comparado ao periodo

pré imunoterapia (81.88 + 35.10) (Figura 6A, pagina 98).

Granulécitos estimulados com veneno de abelha mostraram uma
diminuicao significativa na expressao génica de H1 em 1 més (p<0.0001; 29,87 *
17.40) e 24 meses apOs o inicio da dessensibilizagdo (p<0.001; 60.29+25.26).
Entretanto, podemos observar um aumento na expressao deste receptor apds 18
meses de tratamento (p<0.05; 188.8 + 42.26), quando comparados com

granuldcitos pré-imunoterapia (126.8+72.26) (Figura 6B, pagina 98).

Comparando-se células estimuladas com células nédo estimuladas, é
possivel observar diferenga estatistica no periodo pré-imunoterapia (p<0.05), 3
(p<0.05), 6 (p<0.05), 12 (p<0.05) e 18 meses (p<0,001) apds o inicio da

imunoterapia especifica.

Verificamos ainda, que individuos nao alérgicos apresentam expressao
significativamente reduzida (p<0.0001; SE — 27.72 + 9.3; AB- 27.13 = 7.5) em

comparacao a pacientes no periodo pré-imunoterapia.
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Figura 6 — Analise semi-quantitativa da expressdo génica de H1. Granulécitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses ap0os inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney,
onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.4. Expressao génica de H2

Analisando a expressao génica do receptor de histamina 2, representada
graficamente na Figura 7, pode-se observar uma aumento significativo nos niveis
de RNAmM de H2 em 3 meses(p<0.001; SE - 60.91 £ 21.94; AB - 88.46 = 42.78),
6 meses (p<0.0001; SE - 147.9 + 31.93; AB - 288.5+152.1) e 18 meses de
imunoterapia (p<0.0001; SE - 124.5 £ 30.98; AB -113.3 + 45.87 ) tanto em células
estimuladas quanto em células ndo estimuladas com veneno de abelha (Figura

7A, pagina 100).

Por outro lado, apés 12 meses de imunoterapia foi observada uma
diminuicao significativa na expressao deste receptor (p<0.001; SE - 9.842 + 4.188;
AB - 2.739 £ 4.252) quando comparada a granulécitos isolados pré-imunoterapia

(SE - 35.08 £ 12.49; AB - 37.90 + 16.46) (Figura 7B, pagina 100).

Podemos observar, ainda, que granulécitos estimulados com apitoxina
provenientes de individuos nao alérgicos (p<0.0001) e de pacientes que
receberam imunoterapia por 12 meses (p<0.0001), apresentam expressao

reduzida de H2 quando comparado a células nao estimuladas.
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Figura 7 - Analise semi-quantitativa da expressao génica de H2. Granuldcitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apos inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney,
onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.5. Expressao génica de H4

Os granulécitos isolados e submetidos a culturas de 72h mostram que apés
1 (p<0.0001; SE - 63.24 + 17.89; AB - 63.03 £ 16.51), 12 (p<0.0001; SE - 33.02 +
18.43; AB- 28.46 + 8.366) e 24 meses (p<0.0001; SE- 77.60 £ 12.85; AB -111.5 ¢
30.82) ha uma reducéo significativa na expressao génica de H4 em comparacao

ao periodo pré-imunotrapia (SE- 211.7 + 68.38; AB-238.8 £ 71.31) .

Além disso, em células estimuladas com veneno de abelha também é
possivel observar esta reducdo em 3 meses de tratamento (p<0.05;
170.90£79.05). Por outro lado, ap6s 18 meses de imunoterapia, ocorre um

aumento nos niveis de RNAm de H4 (p<0.05; 317.50+75.07).

A analise do comportamento dos granuldcitos frente ao estimulo com
veneno de abelha em cultura revela que a expressdo génica de H4 é
significativamente reduzida com o estimulo apés 3 meses (p<0.001) de
imunoterapia e, apés 6 meses (p<0.0001), observamos o contrario, ou seja,
granuldcitos estimulados apresentam uma maior expressao deste receptor quando

comparados a granulécitos nao estimulados.

Podemos verificar, ainda, que granuldcitos de pacientes pré-imunoterapia
apresentam expressao génica de H4 significativamente maior que individuos nao

alérgicos (p<0.0001; SE — 92.26 + 12.41; AB- 79.52 + 3.59) (Figura 8, pagina 102).
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Figura 8 — Analise semi-quantitativa da expressdo génica de H4. Granulécitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney,
onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.6. Relacao entre os receptores de histamina

Para verificarmos as modificagdes no balanco entre os receptores de
histamina durante o curso da imunoterapia, analisamos as relagdes entre os
receptores estudados (H1/H2; H4/H2; H1/H4), representadas graficamente na
Figura 9 (pagina 104).

Granulécitos ndo estimulados com veneno de abelha em cultura nao
apresentam grandes variagcdes entre H1/H2. Por outro lado, podemos observar
que apds 12 meses de imunoterapia especifica a relacdao H1 versus H2 aumenta,
indicando aumento na expressao génica de H1 neste periodo, tanto em células

estimuladas quanto em células ndo estimuladas (Figura 9A).

O mesmo ocorre na andlise de RNAm H4/H2; verificamos um aumento na
relagao entre estes dois receptores em 12 meses de imunoterapia especifica, com

aumento na expressao de H4 em células estimuladas com apitoxina (Figura 9B).

Com relacdo a H1/H4, é possivel observar que ha um aumento nestes
niveis em 3 e 12 meses de imunoterapia especifica, em granuldcitos estimulados
com apitoxina. Adicionalmente, também pode-se observar este aumento em
células nao estimuladas, ap6s 12 meses de tratamento. Assim, este aumento
indica que ha um aumento na expressao génica de H1 em relacdo a H4 nestes

periodos (Figura 9C).
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Figura 9- Efeitos da imunoterapia especifica sobre a relacao entre os receptores
de histamina de granuldcitos isolados de individuos ndo alérgicos (controle; n=5) e
de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do tratamento). Culturas

de 72h sem estimulo (SE) adicional ou estimuladas com veneno de abelha (AB).

104



4.7. Expressao génica dos Fatores de Liberacao de Histamina (HRF)

A imunoterapia especifica ao veneno de abelha foi capaz de modular a
expressdao génica de HRF em 1 (p<0.0001; SE- 57.78 + 23.47; AB - 63.59 *
47.60), 12 (p<0.0001; SE- 40.58 + 24.63; AB - 10.65 * 2.46), 18 (p<0.05, SE -
157.90 + 79.68; p<0.0001; AB - 29.17 + 6.14) e 24 meses (p<0.0001; SE- 84.29 +
36.65; AB - 106.80 £ 39.97) tanto em células ndo estimuladas quanto em células
estimuladas com veneno de abelha quando comparada a granuldcitos no periodo
pré-tratamento (SE- 291.0 + 146.2; AB - 231.40 + 114.40). Além disso,
granuldcitos estimulados com veneno de abelha apresentaram uma redugéo
significativa na expressdo génica de HRF em 6 meses de tratamento (p<0.05;
130.1 + 73.37) quando comparado com células obtidas de pacientes no periodo

pré-imunoterapia

Pode-se verificar ainda que granul6citos estimulados com apitoxina
apresentam expressao génica reduzida de HRF apds 6 (p<0.0001), 12 (p<0.05) e
18 meses (p<0.0001)de tratamento em comparagéo a células que nao receberam

estimulo adicional de veneno.

Individuos sadios nao alérgicos apresentam niveis de RNAm de HRF
significativamente menores (p<0.0001; SE — 56.12 + 25.72; AB — 73.52 *+ 49.93)

em comparacao a pacientes pré-imunoterapia (Figura 10, pagina 106).
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Figura 10 - Analise semi-quantitativa da expressdao génica de HRF IgE-
dependente. Granulécitos isolados de individuos sadios ndo alérgicos (controle;
n=5) e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do
tratamento). Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com
veneno de abelha (AB) (B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo
teste Mann- Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.8. Expressao de Fatores de Transcricao envolvidos na diferenciacao de
granulécitos

A expressao génica dos fatores de transcricao envolvidos na diferenciagao
de granulécitos foi determinada de forma relativa, ou seja, os valores de
expressao foram normalizados em relagdo a genes chamados de “controles
endogenos”. Neste trabalho foi utilizado o gene da beta actina (B-actina) que é um
gene cuja expressao € dita constitutiva, ou seja, apresenta pouca variagdo entre
diversas condi¢des. Apds a normalizagdo dos dados, foi realizada a calibragdo dos
mesmos utilizando amostras consideradas como referéncias (calibradoras), que

neste estudo foram amostras de granulécitos no periodo pré-imunoterapia.
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4.8.1. Expressao Génica de PU.1

Conforme representado graficamente na Figura 11, a imunoterapia
especifica ao veneno de abelha foi capaz de modular a expressao génica do fator
de transcricdo PU.1 em granuldcitos provenientes de pacientes alérgicos a
apitoxina e nao estimulados em cultura em todos os periodos analisados (1m-
p<0.001, 0.511+ 0.11; 3m-p<0.001, 0.746 + 0.26; 6m- p<0.0001; 0.390 + 0.07;
12m- p<0.0001; 0.333%£0.05; 18m- p<0.0001; 0.544+0.10 e 24m- p<0.01;
0.662+0.06) de imunoterapia, em relagdo ao periodo pré-imunoterapia (Figura

11A, pagina 109).

Esta modulagdo também pode ser observada de maneira significativa apos
1 (AB- p<0.0001; 0.491+ 0.03), 12 (AB- p<0.0001; 0.381 + 0.02), 18 (AB- p<0.001;
0.552+ 0.06) e 24 meses (AB- p<0.001; 0.786 = 0.05) de tratamento em
granulécitos estimulados com apitoxina e mantidos em cultura por 72h (Figura

11B, pagina 109).

Com base na analise da expressdo de PU.1 em granuldcitos frente a um
novo estimulo com veneno de abelha, pode-se verificar que granuldcitos
colocados em cultura no periodo pré-imunoterapia apresentam niveis de RNAm
deste fator de transcricdo significativamente menores em comparagdo a células
nao estimuladas (p<0.05). Entretanto, em 6 meses de imunoterapia esta

ocorréncia se inverte (p<0.0001).
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Figura 11 - Quantificacdo da expressédo génica do fator de transcricdo PU.1 em
granulécitos de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e
submetidos a imunoterapia especifica (1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do
tratamento) em relagdo ao periodo pré-imunoterapia.
estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B).
Anadlise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde

**+520.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.8.2. Expressao Génica de C/EBP a

A partir dos resultados obtidos para a expressao génica de C/EBPa pode-
se observar que a imunoterapia especifica ao veneno de abelha foi capaz de
modular significativamente os niveis de RNAm deste fator de trasncricdo em
granuldcitos que ndo receberam estimulo adicional de apitoxina quando em
cultura somente aos 24 meses de tratamento (p<0.0001; 0.631 + 0.15) (Figura

12A, pagina 111).

Por outro lado, granulécitos estimulados com veneno de abelha
apresentaram diminuicao significativa na expressao relativa de C/EBPa ao periodo
pré-imunoterapia apdés 1 (p<0.001; 0.675 = 0.25) e 3 meses de tratamento (p<

0.001; 0.442 + 0.26) (Figura 12B, pagina 111).

Nao foram observadas diferencas significativas quanto a expressao de

C/EBPa entre células estimuladas e células nao estimuladas.
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Figura 12 - Quantificagdo da expressao génica do fator de transcricdo C/EBP o
em granulécitos de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e
submetidos a imunoterapia especifica (1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do
tratamento) em relacdo ao periodo pré-imunoterapia. Culturas de 72h sem
estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B).
Andlise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde
***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.8.3. Expressao Génica de C/EBP B

Quanto a expressdo génica de C/EBPB em granuldcitos de pacientes
alérgicos ao veneno de abelha e submetidos a imunoterapia especifica, em
relacdo ao periodo pré-tratamento, podemos observar que células néao
estimuladas em cultura apresentam aumento significativo nos niveis deste fator de
transcricdo apés 1 més de tratamento (p<0.0001; 3.290 £ 0.82). Nos outros
periodos analisados ha reducao significativa nos niveis génicos deste fator de
transcricdo a partir do sexto més de tratamento (p<0.05, 6m — 0.789 + 0.44;
p<0.0001, 12m — 0.452 + 0.30; p<0.0001, 24m — 0.519 + 0.25) (Figura 13A, péagina

113).

Entretanto, em células estimuladas, a imunoterapia foi capaz de reduzir
significativamente a expressao génica de C/EBP 3 ap6s 3 meses (p< 0.001; 0.544
+0.31), 6 (p<0.001; 0.552 £ 0.16), 12 (p< 0.001; 0.436 £ 0.07), 18 (p<0.05; 0.709 +

0.25) e 24 meses de tratamento (p< 0.05; 0.543 + 0.20) (Figura 13B, pagina 113).

Comparando-se a expressao deste fator de transcricdo especifico para
neutréfilos em células estimuladas e nao estimuladas, podemos observar que ha
uma diminuicdo nos niveis de RNAmM de C/EBPB em células estimuladas apoés 1

(p<0.0001) e 3 meses (p<0.05) de tratamento.
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Figura 13 - Quantificacdo da expressado génica do fator de transcricado C/EBP
em granulécitos de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e
submetidos a imunoterapia especifica (1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apods inicio do
tratamento) em relacdo ao periodo pré-imunoterapia. Culturas de 72h sem
estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B).
Anadlise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde
“**p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.8.4. Expressao de GATA-1

4.8.4.1. Expressao Génica de GATA-1

Em células ndo estimuladas com veneno de abelha, podemos observar
alteracoes significativas na expressao de GATA-1 a partir do 6° més de tratamento
(6m — p<0.001, 0.830 £ 0.40; 12m — p<0.0001, 0.697 £ 0.36; 18m — p<0.001, 1.022

1+ 0.30; 24m — p<0.05, 0.755 + 0.18) (Figura 14A, pagina115).

Por outro lado, granulécitos que receberam estimulo adicional de apitoxina
em cultura, apresentaram uma diminuicao significativa na expressao relativa de
GATA-1 em 12 (p<0.001; 0.341 + 0.21) e 24 meses (p<0.001; 0.638 + 0.23)

(Figura 14B, pagina115).

Granuldcitos estimulados com veneno de abelha provenientes de pacientes
no periodo pré-imunoterapia e ao final do periodo analisado apresentam reducao
significativa na expressdo de GATA-1 em comparagdo a células néo

estimuladas(p<0.05).
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Figura 14 — Quantificacdo da expressao génica do fator de transcricdo GATA-1
em granulécitos de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e
submetidos a imunoterapia especifica ( 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do
tratamento) em relacdo ao periodo pré-imunoterapia. Culturas de 72h sem
estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B).
Andlise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde
***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.8.4.2. Expressao protéica de GATA-1

A expressado protéica do fator de transcricdo GATA-1 em granulécitos de
pacientes alérgicos ao veneno de abelha e submetidos a imunoterapia especifica,
foi determinada através da técnica de imunofluorescéncia (Prancha I, pagina 117).

Os resultados estao representados graficamente na Figura 15 (pagina 118).

Nossos resultados demonstram que a expressao protéica de GATA-1 é
significativamente reduzida em 6 (SE — p<0.001; 21.06 £ 1.82; AB —20.42 + 0.45),
12 (SE - p<0.001; 21.97 + 3.44; AB — 22.08 + 0.77 ), 18 (SE — p<0.001; 21.63 *
1.59; AB — 21.41 + 0.44 ) e 24 meses (SE — p<0.001; 19.25 + 1.41; AB — 17.89 +
1.23) ap6s o inicio da imunoterapia em comparacdo a granulécitos pré-
imunoterapia( SE — 37.55 + 2.87; AB — 32.29 + 1.01), tanto em células néo
estimuladas quanto em células estimuladas com o veneno de abelha. Além disso,
em células estimuladas com apitoxina, também € possivel observar esta reducao

em 3 meses de imunoterapia ( p<0.05; 28.18 + 0.88).

Podemos observar ainda, que granulécitos de pacientes pré-imunoterapia
apresentam niveis protéicos de GATA-1 significativamente maiores que
granulécitos provenientes de individuos ndo alérgicos (p<0.001; SE — 24.93 + 4.8;

AB — 22.46 + 1.6).

Nao existem diferengas significativas entre células ndo estimuladas e

células estimuladas com veneno de abelha nos diferentes periodos analisados.
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Figura 15 - Intensidade de fluorescéncia, correspondente a expressao protéica do
fator de transcricdo GATA-1 em granulécitos isolados de individuos sadios nédo
alérgicos (controle; n=5) e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera
(n=11) e submetidos a imunoterapia especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses
apés inicio do tratamento). Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou
estimuladas com veneno de abelha (AB) (B). Andlise estatistica baseada no
ANOVA, seguida pelo teste Mann- Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p <
0.05.
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4.9. Expressao de FceRla

4.9.1. Expressao génica de FceRla

Quanto a expressao génica da cadeia o do receptor de alta afinidade de IgE
em granulécitos de pacientes alérgicos ao veneno de abelha relativa ao periodo
pré-imunoterapia, podemos observar que o tratamento foi capaz de modular
significativamente a expressao deste elemento em 3 (p<0.0001; 0.433 + 0.23), 6
(p<0.0001; 0.337 £ 0.27), 12 (p<0.0001; 0.449 + 0.23) e 24 meses (p<0.001; 0.719
+ 0.12) em células que nao receberam estimulo adicional de apitoxina quando em

cultura (Figura 16A, pagina 120).

Entretanto, em granul6citos estimulados com veneno de abelha, esta
modulacdo ja acontece logo ao primeiro de més (p<0.0001; 0.435 = 0.16) de
tratamento e se mantém até o final do periodo analisado (p<0.001; 3m —-0.380 *
0.10; 6m — p<0.0001, 0.263 + 0.03; 12m — p<0.0001, 0.338 £ 0.11; 18m — p<0.001,

0.610 +0.22; 24m — p<0.001, 0.596 * 0.23) (Figura 16B, pagina 120).

A andlise comparativa entre células estimuladas e células ndo estimuladas
revela que granuldcitos estimulados apresentam redugédo na expressao de FceRla

apos 1 més e 18 meses de tratamento (p<0.0001).
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Figura 16 - Quantificacdo da expressdao génica de FceRla em granuldcitos de

pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a

imunoterapia especifica (1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apoés inicio do tratamento) em

relacao ao periodo pré-imunoterapia. Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional

(A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B). Andlise estatistica baseada
no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p <

0.05.
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4.9.2. Expressao protéica de FceRla

Em granulécitos n&do estimulados com veneno de abelha, podemos
observar que a imunoterapia foi capaz de modular significativamente a expressao
protéica da cadeia o do receptor de alta afinidade de IgE apenas com 18 meses
(p<0.001; 17.92 + 2.42) de tratamento quando comparado ao periodo pré-
tratamento (26.84 * 1.7), embora uma tendéncia a reducdo dos niveis desta

cadeia ja possa ser observada a partir do primeiro més de tratamento

Por outro lado, células estimuladas com veneno de abelha j& demonstram
uma diminuicdo significativa na expressao protéica de FceRla em 1 (p<0.001;
18.55 £ 2.36), 3 (p<0.05; 23.00 + 3.26), 12 (p<0.001; 19.97 + 2.89), 18 (p<0.05
2258 + 1.82) e 24 meses (p<0.001; 21.47 = 1.24) de imunoterapia em

comparagao a culturas pré-imunoterapia (29.48 * 4.87).

Com base no estimulo de apitoxina em cultura, verificamos que granulécitos
estimulados apresentam niveis protéicos mais elevados do que os apresentados
por células ndo estimuladas, apés 18 meses de imunoterapia (p<0.05) (Prancha ll,

paginal22; Figura 17, pagina 123).
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Figura 17 - Intensidade de fluorescéncia, correspondente a expressao protéica de
FceRla em granulécitos isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5)
e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do
tratamento). Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com
veneno de abelha (AB) (B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo
teste Mann- Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.10. Expressao de FceRly

4.10.1. Expressao Génica de FceRly

A imunoterapia especifica ao veneno de abelha foi capaz de modular
negativamente a expressdo génica de FceRly em granul6citos ndo estimulados
apoés 3 meses (p<0.001; 0.325 + 0.02) , 6 (p<0.001; 0.379 £0.17), 12 (p<0.001;
0.424 + 0.14) e 24 (p<0.05; 0.762 = 0.12) meses de tratamento em relacdo a

granulécitos no periodo pré-tratamento (Figura 18A, pagina 125).

Entretanto, granulécitos que receberam estimulo adicional de apitoxina em
cultura tiveram uma reducéao significativa na expressao génica da cadeia y em
todos os periodos analisados: 1 més (p<0.001; 0.289 + 0.13), 3 (p<0.001; 0.488 +
0.14), 6 (p<0.001; 0,662 + 0,21), 12 (p<0.0001; 0.438 £ 0.16), 18 (p<0.001; 0.637 +
0.26) e 24 meses (p<0.001; 0.702 + 0.11) em comparagdo a células preé-

imunoterapia (Figura 18B, pagina 125).

De maneira semelhante aos dados encontrados relativos a expressao
génica de FceRla, observamos que células estimuladas com veneno de abelha
apresentam niveis de RNAm de FceRly significativamente reduzidos ap6s 1 e 18

meses de imunoterapia em comparacao a células nao estimuladas (p<0.05).
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Figura 18 — Quantificagdo da expressdo génica de FceRly em granul6citos de
pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia especifica (1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apoés inicio do tratamento) em
relacdo ao periodo pré-imunoterapia. Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional
(A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B). Andlise estatistica baseada
no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p <
0.05.
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4.10.2. Expressao Protéica de FceRly

A partir da analise dos resultados de imunofluorescéncia de FceRly,
podemos constatar que a imunoterapia especifica foi capaz de modular a
expressao protéica desta cadeia do receptor de alta afinidade de IgE.
Especificamente, em células ndo estimuladas com veneno de abelha, em 1
(p<0.05; 16.83 + 3.59), 3 (p<0.05; 23.43 + 1.94), 12 (p<0.05; 23.58 + 1.12) e 18
meses (p<0.05; 19.66 + 3.05), podemos observar uma reducao significativa nos
niveis protéicos de FceRly com relagdo a granulécitos pré-imunoterapia (25.84 +

1.41).

Ja em granuldcitos que receberam estimulo adicional de veneno de abelha,
esta diminuigc&o significativa na expresséo de cadeia y foi observada logo apés 1
més (p<0.001; 17.96 + 2.16) de tratamento, e em 3 (p<0.001; 20.20 + 2.98), 12
(p<0.001; 26.13 + 2.82), 18 (p<0.001; 17.95 £ 0.93) e 24 meses (p<0.001; 23.32 +
2.03) quando comparados ao periodo pré-imunoterapia (34.29 = 6.92).
Verificamos ainda, que granuldcitos de individuos saudaveis também apresentam
expressao reduzida de FceRly (p<0.001; 23.87 + 3.5) em comparacao a células

pré-imunoterapia

Nao encontramos diferengas significativas entre células nao estimuladas e
células estimuladas nos diferentes periodos analisados (Prancha lll, pagina 127;

Figura 19, pagina 128)
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Figura 19 - Intensidade de fluorescéncia, correspondente a expressao protéica de
FceRly em granulécitos isolados de individuos sadios ndo alérgicos (controle; n=5)
e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do
tratamento). Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com
veneno de abelha (AB) (B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo
teste Mann- Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p < 0.05.
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4.11. Relacao entre FceRla/FceRly

A andlise da relacdo FceRla versus FceRly em nivel génico nos permite
observar que o comportamento de granulécitos estimulados e ndo estimulados
com apitoxina € o0 mesmo ao longo da imunoterapia; entretanto, células néo
estimuladas apresentam maiores niveis de RNAm. Ap6s 6 meses de
imunoterapia, granuldcitos estimulados apresentam reducdo significativa nesta
relacdo, indicando aumento na expressdo génica de FceRly em comparacdo a
FceRla (Figura 20A, pagina 130).

Quanto a expressao protéica das cadeias do receptor de alta afinidade de
IgE, nossos resultados demonstram que em células ndo estimuladas temos
aumento na relagdo FceRla/FceRly apés 1 més de tratamento. Por outro lado, em
granuldcitos estimulados com apitoxina é possivel observar este aumento aos 18
meses de imunoterapia especifica, indicando, desta maneira, uma diminuicao na

expressao protéica de FceRly em relacao a FceRla (Figura 20B, pagina 130).
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Figura 20 - Efeitos da imunoterapia especifica sobre a relagéo entre FceRla e
FceRly de granuldcitos isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5)
e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do tratamento). Culturas
de 72h sem estimulo (SE) adicional ou estimuladas com veneno de abelha (AB).
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4.12. Expressao de FceRIll ou CD23

4.12.1. Expressao Génica de CD23

A andlise dos resultados obtidos para expressdao génica de CD23
demonstra que em granulécitos ndo estimulados com veneno de abelha, a
imunoterapia especifica foi capaz de reduzir os niveis de RNAm deste receptor em
1 (p<0.0001; 0.758 + 0.14), 3 (p<0.0001; 0.334 £ 0.09), 6 (p<0.0001; 0.317 £ 0.08),
12 (p<0.0001; 0.427 + 0.05) e 24 meses (p<0.0001; 0.745 £ 0.09) apds o inicio do

tratamento em relacé@o a granulécitos pré-imunoterapia (Figura 21A, pagina 132).

Por outro lado, granulécitos estimulados com veneno de abelha quando em
cultura, apresentaram reducéao significativa na expressao de CD23 em todos os
periodos analisados (p<0.0001; 1m — 0.614 + 0.134; 3m — 0.151 + 0.05; 6m —
0,202 £ 0.16; 12m — 0.310 £ 0.08; 18m — 0.348 + 0.04; 24m — 0.291 + 0.04) (Figura

21B, pagina 132).

Pode-se observar ainda, que ao compararmos células estimuladas e nao
estimuladas, verificamos uma diminuicdo na expressao génica deste receptor em
3 (p<0.05), 12 (p<0.05), 18 (p<0.0001) e 24 meses (p<0.0001) apds o inicio da

imunoterapia, em células estimuladas com veneno de abelha em cultura.
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Figura 21 - Quantificacdo da expressdo génica de CD23 em granulécitos de
pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a
imunoterapia especifica (1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apoés inicio do tratamento) em
relacao ao periodo pré-imunoterapia. Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional
(A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB) (B). Andlise estatistica baseada
no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001 *p <
0.05.
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4.12.2. Expressao Protéica de CD23

A partir dos resultados representados graficamente na figura 22A (pagina
134), podemos observar que ndao ha diferenca significativa na porcentagem de
células que expressam o receptor de baixa afinidade para IgE ao longo da
imunoterapia quando comparados a granul6citos pré-imunoterapia. Por outro lado,
a o numero de células de individuos nao alérgicos (6.63 = 1.1%) com expressao
de CD23 foi significativamente menor em comparacao a individuos alérgicos a
apitoxina e submetidos a imunoterapia (Pré — 50.77 + 0.2%; 1Tm — 59.81 + 8.7%;
3m —46.23 + 2.9%; 6m — 46.43 + 3.6%; 12m — 42.17 £ 6.1%; 18m — 35.06 + 5.4%;

24m — 58.67 +5.2%).

A intensidade média de fluorescéncia (IMF), que representa a densidade de
receptores presentes na superficie das células, demonstra que a imunoterapia é
capaz de modular significativamente a expressdo do receptor de baixa afinidade
de IgE em 6 meses (p<0.001; 4330 + 608.5), 12 (p<0.05; 5485 + 566.8), 18
(p<0.05;5095 + 469.5) e 24 meses (p<0.001; 3092 = 595.0) em comparacao a

granuldcitos pré-imunoterapia (6527 + 861.2).

Granuldcitos provenientes de individuos ndo alérgicos apresentam
expressao reduzida de CD23 (p<0.0001; 6.63 + 3.3) em comparacao a pacientes

pré-imunoterapia (Figura 22B e 22C, pagina 134).
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Figura 22 — Andlise de CD23 por citometria de fluxo em granuldcitos isolados de
individuos n&o alérgicos (controle; n=5) e de pacientes alérgicos ao veneno de
Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia especifica (pré, 1, 3,6, 12, 18 e
24 meses apos inicio do tratamento). Porcentagem de células marcadas. Dados
expressos como média £ SEM (A). Histogramas representativos da expressao de
CD23 1 (a), 3 (b), 6 (c), 12 (d), 18 (e) e 24 (f) meses apss inicio do tratamento
(traco verde) em overlay com o periodo pré-imunoterapia (preto) (B). Intensidade
média de fluorescéncia(IMF). (C). Andlise estatistica baseada no ANOVA, seguida
pelo teste Mann- Whitney, onde ***p<0.0001; **p<0.001e *p < 0.05.
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4.13. Secrecao de RANTES

Os resultados para a secrec¢ao da quimiocina RANTES avaliada através da
técnica de Elisa, demonstram que a imunoterapia foi capaz de reduzir os niveis
desta quimiocina em sobrenadantes de culturas de granulécitos ndo estimulados
em 1 (p<0.001; 0.08 £ 0.02), 3 (p<0.05; 0,141 £ 0.05) e 24 meses (p<0.0001; 0.06
+ 0.02) apds o inicio do tratamento em comparagdo a células pré-imunoterapia

(0.205 + 006) (Figura 23A, pagina 136).

Ja em granuldcitos que receberam estimulo adicional de apitoxina, além de
1 (p<0.001; 0.135 £ 0.04), 3 (p<0.05; 0.187 + 0.05) e 24 meses (p<0.0001; 0.09 *
0.02), esta modulacédo também pode ser observada em 6 (p<0.001; 0.142 + 0.03)
e 12 meses (p<0.05; 0.172 £ 0.05) de tratamento quando comparados a células
gue ainda néo receberam imunoterapia especifica para o veneno de abelha (0.277
+ 0.04). Verificamos ainda que células de individuos do grupo controle apresentam
niveis de RANTES significativamente reduzidos (p<0.05; 0.21 + 0.08) em

comparacao a células pré-imunoterapia (Figura 23B, pagina 136).

Entre células estimuladas e nao estimuladas, verificamos que ha um
aumento na secrecao de RANTES em células estimuladas com veneno de abelha
no periodo pré-imunoterapia (p<0.001) e em 1 (p<0.05), 3 (p<0.05) e 24 meses

(p<0.001) em comparagao a granuldcitos nao estimulados.
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Figura 23 — Dosagem de RANTES em sobrenadantes de culturas de granulécitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apos inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Andlise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann- Whitney,
onde ***p<0.0001; **p<0.001 e *p < 0.05.
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4.14. Secrecao de IL-8

A secrecao de IL-8 avaliada no sobrenadante de culturas de granuldcitos de
pacientes alérgicos ao veneno de abelha e submetidos a imunoterapia especifica,
foi reduzida significativamente ja no primeiro més de tratamento (SE — p<0.001,
1.115 + 0.26; AB — p<0.0001, 1.237 £ 0.15) assim como em 3 (SE — p<0.0001,
0.507 + 0.07; AB - p<0.0001, 0.580 + 0.05), 12 (SE - p<0.0001, 0.485 + 0.04; AB -
p<0.0001, 0.686 + 0.06), 18 (SE - p<0.0001, 0.495 + 0.07; AB - p<0.0001, 0.841 +
0.15) e 24 meses (SE — p<0.0001, 0.452 + 0.06; AB - p<0.0001, 0.388 £ 0.03),
tanto em células ndo estimuladas quanto em células estimuladas com apitoxina
em culturas de 72h, quando comparadas a granulocitos do periodo pre-

imunoterapia (SE —3.199 + 0.48; AB — 3.818 + 0.69).

Granuldcitos de individuos néo alérgicos apresentam niveis de IL-8
significativamente reduzidos em comparacédo a pacientes pré-imunoterapia, tanto
em células ndo estimuladas (p<0.0001; 1.93 = 0.03) quanto em células

estimuladas (p<0.05; 1.79 £0.2).

Nao observamos diferencgas significativas na secrecao de IL-8 entre células
nao estimuladas e células estimuladas com veneno de abelha, nos diferentes

periodos analisados (Figura 24, pagina 138).
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Figura 24 - Dosagem de IL-8 em sobrenadantes de culturas de granuldcitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apds inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Andlise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann- Whitney,
onde ***p<0.0001; **p<0.001 e *p < 0.05.
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4.15. Expressao Génica de Fatores Pro e Anti — Apoptodticos

Para verificar se a modulagéo decorrente da imunoterapia especifica sobre
os diversos fatores analisados, seria um resultado da apoptose de eosindfilos,
decidimos avaliar fatores pré-apoptéticos (BID) e anti-apoptdticos (BCL-2) bem

como quantificar granulécitos em apoptose por meio da técnica de TUNEL.

4.15.1. Expressao Génica de BID

Conforme representado graficamente na Figura 25 (pagina 141), a
imunoterapia especifica ao veneno de abelha foi capaz de aumentar
significativamente a expressao génica de BID ao longo do tratamento. Em culturas
de granulécitos ndo estimuladas e estimuladas com apitoxina, este aumento é
significativo em 1 (SE — p<0.05; 76.15 + 8.45; AB — 53.11 + 4.14 ), 12 (p<0.0001;
SE -169.1 + 25.85; AB —194.2 +29.64) , 18 (p<0.0001; SE - 208.3 + 23.10; AB —
395.9 +45.49 ) e 24 meses (p<0.0001; SE — 385.7 + 49.28; AB — 886.3 £ 139.2)
apds o inicio da terapia de dessensibilizacdo, em comparacao ao periodo pré-
imunoterapia (SE — 65.79 + 5.63; AB — 44.34 + 4.46). Granulécitos estimulados,
adicionalmente, também apresentam um aumento significativo na expressao deste

fator, com 6 meses de tratamento (p<0.0001; 116.9 £ 5.11).

Entretanto, em culturas ndo estimuladas temos uma redugéo significativa na
expressao génica de BID em 3 (p<0.0001; 38.02 + 2.04) e 6 meses (p<0.05; 49.33

t+ 5.48) de imunoterapia especifica em relagdo a granulécitos pré-imunoterapia.
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Esta diminuicdo em 3 meses, embora nao significativa, também pode ser

observada em células estimuladas com veneno de abelha.

A expressao génica de BID € aumentada em granuldcitos estimulados com
veneno de abelha nos individuos saudaveis e em pacientes submetidos a
imunoterapia especifica apds 6 meses, 18 e 24 meses de tratamento (p<0.001),

em comparacao a células nao estimuladas nos respectivos periodos de anélise.
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Figura 25 - Andlise semi-quantitativa da expressao génica de BID. Granulécitos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses apos inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney,

onde ***p<0.0001; **p<0.001 e *p < 0.05.
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4.15.2. Expressao Génica de Bcl-2

Os resultados de expressado génica de Bcl-2, familia de proteinas com
propriedades anti-apoptéticas, demonstram um aumento significativo nos niveis de
RNAm de Bcl-2 em 3 (p<0.001; SE — 252.2 + 71.5; AB — 253.5 +66.1) e 6 meses
(SE — p<0.05, 204.8 + 89.16; AB — p<0.001, 267.3 + 67.6) tanto em granulécitos

nao estimulados quanto em granuldcitos estimulados com apitoxina.

Por outro lado, pode-se observar que ao final do periodo analisado a
expressao deste fator anti-apoptético é significativamente reduzida em ambas
culturas de granulécitos (p<0.0001; SE — 35.8 + 4.8; AB - 60.4 = 13.4) em
comparacao a granulécitos pré-imunoterapia (SE — 132.0 + 53.1; AB — 137.3 £

22.3).

N&o ha diferencas estatisticas entre células nédo estimulas e células
estimuladas com apitoxina nos diferentes periodos analisados (Figura 26, pagina

143).
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Figura 26 - Analise semi-quantitativa da expressao génica de Bcl-2. Granul6citos
isolados de individuos sadios nao alérgicos (controle; n=5) e de pacientes
alérgicos ao veneno de Apis mellifera (n=11) e submetidos a imunoterapia
especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses ap0os inicio do tratamento). Culturas de
72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou estimuladas com veneno de abelha (AB)
(B). Analise estatistica baseada no ANOVA, seguida pelo teste Mann-Whitney,
onde ***p<0.0001; **p<0.001 e *p < 0.05.
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4.16. Deteccao de Apoptose In Situ
Utilizando a técnica de Tunel, é possivel verificar que apenas em 1 més de
imunoterapia especifica ha um aumento significativo na apoptose de granulécitos

nao estimulados ( Figura 27A, pagina 145).

Por outro lado, como demonstrado graficamente na figura 27B (pagina 145),
culturas estimuladas com apitoxina apresentam aumento no numero de
granulécitos em apoptose apds 1 e 3 meses de imunoterapia especifica quando

comparado a culturas de granulécitos pré-tratamento.
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Figura 27 - Quantificacdo de granulécitos apoptéticos isolados de individuos nao
alérgicos (controle; n=5) e de pacientes alérgicos ao veneno de Apis mellifera

(n=11) e submetidos a imunoterapia especifica (pré, 1, 3, 6, 12, 18 e 24 meses
apoés inicio do tratamento). Culturas de 72h sem estimulo (SE) adicional (A) ou

estimuladas com veneno de abelha (AB) (B).
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Em decorréncia do veneno, ferroadas de himenopteros podem causar
reacOes alérgicas sistémicas graves e, ocasionalmente, reagdes anafilaticas fatais
[93]. Os ultimos dados epidemioldgicos confirmam a importancia e relevancia de
alergias a ferroadas de inseto como causa de anafilaxia. A prevaléncia de reagdes
sistémicas em resposta a picada de himendpteros tem sido o objetivo de
diferentes estudos. Nos Estados Unidos, o desenvolvimento de reacdes
sistémicas frente a ferroada de inseto atinge cerca de 0.5 a 3.3% da populacéo
adulta [134]. Na Europa, estudos epidemioldgicos apontam que 0.3 a 7.5% da

populacao apresentam este tipo de reacao [84].

A imunoterapia especifica € utilizada ha 100 anos como a unica terapia de
dessenbilizacdo a alérgenos nas doencas alérgicas com alto potencial de cura,
sendo considerada como o Unico tratamento capaz de gerar tolerancia a longo
prazo. A especificidade ao alérgeno é crucial para o entendimento dos beneficios
da imunoterapia e de seus mecanismos, os quais estdo sendo lentamente
elucidados [135]. Em 1911, o estudo original de Noon sugeriu que extratos de
pblen, utilizados na imunoterapia para febre do feno, induziriam uma toxina
responsavel pelo aparecimento dos sintomas alérgicos. Os autores sugeriram que
em resposta a injecdo de extrato de polen, o organismo desenvolvia anti-toxinas,
prevenindo, entao, o desenvolvimento da doenca. Mais tarde, estudos de Cooke
[136] e Lichtenstein [137] demonstrariam a geracao de anticorpos neutralizantes,
como IgG e sobretudo, IgG4, durante a imunoterapia. Posteriormente, o
conhecimento de que linfécitos T ativados e seus produtos teriam papéis

importantes na patogénese de doencas alérgicas fez com que linfocitos T
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alérgeno-especificos fossem considerados como o principal alvo da imunoterapia
[138, 139]. O sucesso da imunoterapia foi entdo associado a mudancga no padréo
de citocinas produzido, de Th2 para Th1 [140], e ainda, a indugcao de linfocitos T
reguladores (Tregs), com propriedades imunossupressoras e perfil de citocinas
distinto de linfécitos Th1 e Th2, com aumento na producgéo de IL-10 e TGF-B [141-

143].

Neste contexto, granulécitos sao células efetoras importantes na fase tardia
da resposta alérgica e estdo envolvidos na patogénese de diferentes doencas
[144]. Sabe-se que a atividade destas células pode ser modulada por mediadores

liberados na degranulacao de mastocitos, especialmente a histamina [145].

Em geral, o efeito da histamina sobre granulécitos é complexo, podendo ser
estimulatério ou inibitério. Os receptores H1 sdo geralmente estimulatérios [146],
mediando a producéo de ions superdxido [145], producdo de quimiocinas [147] e
expressdao de receptores C3b [148]. Nossos resultados demonstram que a
imunoterapia especifica € capaz de modular a expressdo de H1 em granulécitos
nédo estimulados ou estimulados com veneno de abelha, reduzindo os niveis de
RNAm deste receptor logo no primeiro més de tratamento e ao final do periodo
analisado. Podemos verificar, ainda, que individuos alérgicos ao veneno de abelha
e ndo submetidos a imunoterapia (pré-imunoterapia) possuem expressao mais
elevada de H1 do que individuos nao alérgicos, sugerindo padrao diferencial de
expressao génica deste receptor nas duas populacées estudadas. Jutel e

colaboradores [135] verificaram que a imunoterapia ultra-rapida, que atinge a dose

148



de manutencdo em poucas horas, é capaz de modular a expressdo de H1 em
células linfomononucleares. Entretanto, ndo ha dados na literatura que relacionem

a expressao deste receptor em granulécitos a imunoterapia especifica.

Por outro lado, os receptores H2 sdo geralmente inibitorios [146], com
participacao na inducdo de tolerancia periférica ou supressao ativa de respostas
inflamatorias [135]. S&o capazes, ainda, de regular negativamente a liberagcéo de
histamina de mastocitos e baséfilos [149]. No presente trabalho, podemos verificar
um aumento na expressao génica deste receptor em 3, 6 e 12 meses de
imunoterapia quando comparados a granuldcitos no periodo pré-imunoterapia.
Podemos observar ainda, com excecdo do periodo de 12 meses, que ao longo da
imunoterapia tem-se um aumento nos niveis de RNAm de H2 em comparacgéo a
individuos ndo alérgicos. Como demonstrado por Ezeamuzie e colaboradores
[150], a histamina, via estimulacao de receptores H2 e consequente elevacdo nos
niveis intracelulares de AMP ciclico, € capaz de inibir a degranulacdo de
eosindfilos, bem como, inibir a liberacdo de enzimas, espécies reativas de
oxigénio e adesao de neutrdfilos [151-154]. Outros trabalhos sugerem ainda, que a
ativacdo de H2 em eosindfilos e neutréfilos, resulta na inibigdo da quimiotaxia
destas células, induzindo dentro deste contexto, a inibicdo da biossintese de
leucotrienos, potentes quimioatrativos e ativadores destas células [147, 155-157].
Porém, nao foram encontrados dados na literatura que demonstrem o

comportamento deste receptor durante a imunoterapia especifica.
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O H4 esta principalmente envolvido no recrutamento e ativagao de células
que participam na resposta inflamatéria, como eosindéfilos, mastécitos, neutrdfilos,
linfécitos T e células dendriticas [158-160]. Além disso. H4 desempenha papel
importante na regulacdo de algumas fungdes do sistema imunoldgico, incluindo a
quimiotaxia e secregao de citocinas [161-163]. A expressao de H4 em eosindfilos,
mastocitos, basdfilos e células dendriticas aponta a participagcéo deste receptor na
resposta alérgica. Durante a fase de sensibilizagédo, células dendriticas capturam
antigenos e migram para o linfonodo drenante para a ativagao de linfocitos T. A
histamina liberada de mastocitos pode afetar as fungdes das células dendriticas
via H4 e influenciar a ativagédo dos linfocitos T. Em encontros subsequientes com o
alérgeno, a exposi¢do de mastoécitos a este antigeno leva a degranulacao destas
células com consequente liberacdo da histamina. A histamina, entdo, ativando
receptores do subtipo 4, pode favorecer o acumulo de mastécitos no local
inflamatoério e recrutamento de eosindfilos e neutréfilos, estabelecendo a fase

tardia da resposta alérgica [160, 164].

Em resposta a histamina, eosinéfilos modificam sua forma celular,
aumentam a expressdao de moléculas de adesdao em sua superficie e,
consequentemente, sua capacidade migratéria. Utilizando um antagonista
especifico para H4, Ling e colaboradores [160] demonstraram definitivamente que
todos estes efeitos da histamina sobre eosinéfilos sdo mediados pelo receptor 4

de histamina.
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Nossos resultados demonstram que a imunoterapia especifica foi capaz de
reduzir significativamente a expressdo génica de H4 em granulécitos nao
estimulados ou estimulados com apitoxina apds 1, 6 e 24 meses de tratamento em
comparagdo a pacientes pré-imunoterapia. Podemos observar, ainda, que os
niveis de RNAm encontrados para estes periodos foram equivalentes aos

encontrados em granulécitos de voluntarios sadios.

Os resultados encontrados para a expressao génica dos receptores de
histamina em granulécitos de pacientes alérgicos ao veneno de abelha e
submetidos a imunoterapia especifica fazem parte do conjunto de alteragdes
encontradas na VIT. Adicionalmente, € possivel que os efeitos desencadeados
pela histamina possam ser conseqiéncia do balango entre as sinalizagbes
estimulatérias e inibitérias, decorrentes da diversidade e abundancia de receptores

expressos na superficie celular e que serdo ativados pelo mediador.

A liberacao da histamina ¢é influenciada por diversos fatores, chamados de
fatores de liberacdo de histamina (HRF). Alguns destes fatores sao
independentes, outros, dependentes de IgE. O primeiro grupo € formado por
quimiocinas como MCP-1, RANTES e MIP-1a, enquanto o segundo € composto
por um conjunto de fatores que promovem a liberacdo de histamina na presenca
de IgE [57]. O grupo de fatores de liberacao de histamina avaliado neste estudo é
dependente de IgE (HRF-IgE) e foi identificado e caracterizado por MacDonald e
colaboradores [165]. Nossos resultados mostraram que, tanto em células nao

estimuladas como naquelas estimuladas com veneno de abelha, pacientes pré-
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imunoterapia apresentam expressao génica de HRF em niveis mais elevados que
individuos nao alérgicos, sugerindo diferentes padrbes de expressao entre esses
dois grupos de individuos. Adicionalmente, os valores observados para pacientes
pré-tratamento foram maiores que aqueles obtidos apds 1, 6, 12, 18 e 24 meses
de tratamento. Estes resultados sdo ainda mais evidentes em granulocitos que
receberam estimulo adicional de apitoxina em cultura. Assim, nossos resultados
indicam que a imunoterapia reduz significativamente os niveis de RNAm dos
fatores de liberagdo de histamina. Além disso, podemos verificar que 0s niveis de
IgE especifica para o veneno de abelha diminuiram no decorrer da imunoterapia.
Uma vez que este HRF analisado pertence ao grupo de fatores dependentes de
IgE, a redugé@o nos niveis de expressao génica encontrada no presente trabalho
poderia estar relacionada com a diminui¢cdo nos niveis de IgE.

O processo que leva ao comprometimento de linhagens celulares a partir de
células progenitoras multipotentes é controlado por diferentes fatores de
transcricdo, capazes de ativar a expressao de genes envolvidos e inativar a
expressao de outros, de maneira a conduzir a diferenciagédo de diferentes tipos
celulares [166]. Células mieldides maduras incluem mondcitos/macrofagos e
granuldcitos que se diferenciam a partir de um progenitor mieldide comum (CMP)
proveniente de células hematopoiéticas pluripotentes, que origina precursores
denominados granulécitos/monécitos (GMP). Diversos modelos de knockouts
murinos revelaram que o desenvolvimento e diferenciagdo destas células séo
controlados por diferentes fatores de transcricao e, dentre eles PU.1, familia

C/EBP e fatores do tipo GATA [27, 167].

152



Os promotores restritos ao GMP sao regulados pelos fatores de transcrigcao
PU.1 e/ou C/EBPa[27]. Estes fatores cooperam na regulacdo de genes
codificantes de receptores de fatores de crescimento mieldides (CSFR), como M-
CSFR, G-CSFR, e GM-CSFR [27, 168]. Estes receptores influenciam a
sobrevivéncia, proliferacdo, maturacao e capacidade funcional das células [169].

Em camundongos PU.1-deficientes, todas as células mielomonociticas séo
ausentes. A delecao condicional de PU.1 na medula 6ssea de adultos leva a perda
completa de CMPs e GMPs [170, 171]. Camundongos deficientes em C/EBPa nao
desenvolvem neutréfilos e eosindfilos; a inativacdo condicional na medula éssea
reduz o numero de CMPs e leva a auséncia especifica de GMPs, fazendo com
que ocorra diminuigdo na formacao das linhagens celulares subsequentes [172].

No presente trabalho, analisamos a expressao génica destes dois fatores
de transcricdo envolvidos no comprometimento de linhagens granulociticas e,
portanto, de neutrofilos e eosindfilos. Os dados de expressao génica de PU.1 em
granuldcitos de pacientes alérgicos ao veneno de abelha e submetidos a
imunoterapia demonstram que o tratamento foi capaz de reduzir os niveis génicos
deste fator de transcricdo, tanto em células estimuladas quanto em células néo
estimuladas com apitoxina em cultura. Entretanto, quanto a expressao génica de
C/EBPa, podemos observar que células que receberam estimulo adicional de
apitoxina em cultura, apresentam uma tendéncia a reducao nos niveis de RNAm
deste fator de transcricao ja no primeiro més de tratamento. Ao final do periodo

analisado, ou seja, aos 24 meses, podemos observar que a expressao de
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C/EBPa torna-se mais homogénea, tanto em granuldcitos nao estimulados, quanto
em granulécitos estimulados com veneno de abelha em cultura.

Dahl e colaboradore [173] demonstraram que a atividade diferencial de
PU.1 pode direcionar a diferenciacédo de células durante a hematopoiese. Assim, o
aumento na expressdo g@énica deste fator de transcricdo permite o
desenvolvimento de progenitores de macréfagos; por outro lado, a diminui¢cdo na
expressao de PU.1 aumenta o desenvolvimento de progenitores de granulécitos.
C/EBPa é capaz de antagonizar a atividade transcricional de PU.1, diminuindo a
expressao deste fator a niveis inferiores ao necessario para induzir a diferenciagdo
de macrofagos. Paradoxalmente, ambos, C/EBPa e PU.1, s&o requeridos para o
desenvolvimento de granulécitos e de muitos outros genes ligados a diferenciacao
mieldide [27]. Citocinas também sao capazes de regular a relagdo entre fatores de
transcricdo e, particularmente, G-CSF pode direcionar a diferenciacao
granulocitica modificando a relacao entre C/EBPa e PU.1. Assim, estes resultados
demonstram que citocinas também participam na determina¢ao do destino celular,
modulando a expresséo de fatores de transcricdo linhagem-especificos.

Eosindfilos se desenvolvem a partir de células progenitoras na medula
O0ssea sob o controle de citocinas como IL-3, GM-CSF e IL-5. Nas doencas
alérgicas, eosindfilos sdo especificamente recrutados para o local inflamatério
através do aumento da expressdo de moléculas de adesdo e de moléculas
quimioatrativas; na medula 6ssea ocorre um aumento na producéo destas células.
Fatores do tipo GATA compreendem uma familia de fatores de transcricdo cujos

membros compartilham um dominio conservado do tipo zinc finger. Dentre os seis
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membros existentes, GATA-1, GATA-2 e GATA-3 desempenham importantes
papéis nos sistemas imunolégico e hematopoiético, especialmente no
desenvolvimento de células eritrbides, células progenitoras e linfécitos Th2,
respectivamente [174-178]. Hirasawa e colaboradores [23] demonstraram que
GATA-1 promove o comprometimento de eosindfilos a partir de células
progenitoras mieldides e ainda suporta sua diferenciagao terminal. Desta maneira,
GATA-1 é um fator regulador essencial para o desenvolvimento de eosindfilos.

A andlise da expressao génica e protéica em granulécitos de pacientes
alérgicos ao veneno de abelha e submetidos a imunoterapia especifica demonstra
que esta ferramenta para dessensibilizagcdo é capaz de reduzir significativamente
a expressao de GATA-1 nestas células, ao final do periodo analisado. Assim, uma
vez que mastdcitos e eosindfilos sdo em grande parte responsaveis pelo
desenvolvimento e progressdo da resposta alérgica, e que GATA-1 ¢
predominantemente expresso nestas células no local inflamatério, Hirasawa
sugere que este fator de transcricdo pode vir a ser um alvo terapéutico para o
tratamento local da alergia [23]. Nossos resultados corroboram esta observacao.

Ja é bem estabelecido que o processo de diferenciacdo de neutréfilos é
regulado por diferentes fatores de transcricdo durante todo o desenvolvimento e
amadurecimento da célula (Figura 1) e, Borregaard e colaboradores [26]
demonstraram que em neutréfilos mais maduros ha grande expressdo de C/EBPS.
Estudos utilizando camundongos deficientes em C/EBPJ demonstram que estes
animais perdem a capacidade de produzir neutréfilos em situacdo de emergéncia
em resposta a citocinas e/ou infeccao [179]. Outra caracteristica marcante
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proveniente desta deficiéncia é a capacidade aumentada destes neutréfilos
sofrerem apoptose [180]. Desta maneira, estes achados sugerem que C/EBPf
esta essencialmente envolvido na producéao e sobrevivéncia de neutroéfilos.

Nés verificamos que a imunoterapia especifica ao veneno de abelha foi
capaz de reduzir significativamente a expressao génica de C/EBPf em culturas de
granuldcitos estimulados com apitoxina. Portanto, estes resultados indicam que
esta forma de tratamento também é capaz de modular este fator de transcri¢céo
envolvido especificamente na diferenciacdo de neutrdfilos, reforcando a
importancia destas células no desenvolvimento de respostas inflamatorias e
alérgicas, aspecto pouco explorado até o momento, principalmente no
desenvolvimento de hipersensibilidade ao veneno de himendpteros.

O receptor de alta afinidade de IgE (FceRIl) pode ser encontrado, em
humanos, na forma de tetramero, formado pela juncdo das cadeias afy2, ou
trimero, composto apenas pela combinagédo ay2 . A cadeia a possui dois dominios
extracelulares imunoglobulina-relacionados que ligam uma unica molécula de IgE,
um dominio transmembrana que contém residuo conservado de aspartato e uma
curta cauda citoplasmatica sem funcao de sinalizacao aparente. A molécula de
FceRlI utiliza dois dominios assimétricos para ligagdo com o fragmento dimérico e
simétrico da IgE, o que permite relacao estequiométrica de 1:1 entre ligante (IgE)
e receptor (FceRI). A alta afinidade do FceRIl é resultado da baixa taxa de
dissociacao entre IgE e receptor, que é conseguida pela capacidade apresentada
por cada sitio de ligagao para IgE do receptor que se encontra dissociado, em se

ligar novamente a IgE, quando o outro dominio de ligacao esta associado [72]. As
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cadeias 3 e y apresentam os motivos de ativacao de imuoreceptores baseados em
tirosina, os ITAMs, que se localizam nas porcoes intracelulares destas cadeias,
que permitem a interagdo destas com moléculas envolvidas na sinalizacdo
intracelular. A cadeia gama é de fato, a subunidade indispensavel para
sinalizacdo, enquanto a cadeia beta, em humanos, atua como amplificadora do
sinal. Estes eventos de sinalizacdao levam a degranulacdo de mastocitos e
basoéfilos, secrecao de mediadores inflamatoérios estocados, como a histamina, e
sintese e liberagcdo de leucotrienos e prostaglandinas, citocinas e quimiocinas
[181].

Nossos resultados demonstram que a expressao génica e protéica das
cadeias a e y do receptor de alta afinidade de IgE em granulécitos é
significativamente reduzida durante a imunoterapia especifica ao veneno de
abelha. Para entender estes resultados vale a pena analisarmos a regulacao da
expressdo de FceRIl na superficie celular. Em humanos, a IL-4 pode induzir a
producdo da cadeia a ainda imatura, no reticulo endoplasmatico (RE). Sinais
desconhecidos levam a producdo das outras cadeias, B e y. A cadeia vy, entdo,
mascara o sinal do motivo de retencdo da cadeia a no RE, fazendo com que a
estrutura tetramérica ou trimérica, dependendo do tipo celular, seja exportada para
o complexo de Golgi, onde sofre glicosilacbes finais para ser finalmente
transportado para a superficie celular [182, 183]. Portanto, a presenca da cadeia y
é fundamental para garantir que a cadeia a, responsavel pela ligacdo com a

imunoglobulina E, atinja a superficie celular, estabelecendo, desta maneira, uma
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relacdo de interdependéncia entre as cadeias para que o complexo seja de fato
expresso na superficie celular.

Como a ligagdo da IgE ao receptor na superficie é o primeiro passo na
cascata de eventos que desencadeia as reacgOes alérgicas, a quantidade de
receptor expressa na superficie €, portanto, regulada pela abundancia de IgE, que
o estabiliza na superficie celular. Esta estabilizacdo impede a degradacao deste
receptor e mantém sua sintese basal [72]. Desta maneira, temos um aumento
progressivo destes receptores na superficie. Assim, a redugdo na expressao
génica e protéica de FceRla e FceRly em granulécitos ao longo da imunoterapia
especifica ao veneno de abelha, pode também estar associada a diminui¢cdo dos
niveis de IgE especifica ao veneno de abelha ocorrida durante o tratamento.

Com base em relatos prévios de que neutréfilos de pacientes portadores de
asma alérgica, mas nao individuos saudaveis, expressam FceRl, Mora e
colaboradores [184] investigaram o papel da IgE sérica sobre a expressédo de
FceRl em neutrofilos provenientes de pacientes asmaticos com diferentes niveis
de gravidade. Estes autores verificaram que a expressao de FceRIl em neutréfilos
permanece constante em pacientes com diferentes niveis de IgE sérica, e que,
somente 8% dos neutréfilos de pacientes asmaticos alérgicos sdo FceRI™ contra
5% de neutréfilos de individuos controles. Baséfilos dos mesmos pacientes
apresentam a correlacdo esperada entre 0s niveis de IgE encontrados e a
expressdao de FceRIl na superficie destas células. Consistente com os baixos
niveis de expressao de FceRI, IgE ligada a superficie de neutrofilos também foi

minimamente detectada.
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Correlacionando niveis de IgE ligada a superficie de células do sangue
periférico provenientes de pacientes pediatricos, com IgE total sérica e receptores
de IgE, Dehlink e colaboradores [185] demonstraram que a expressédo de FceRlI
em neutréfilos nesta populacédo néo é regulada pela IgE sérica ou mesmo pela IgE
ligada a superficie celular.

Assim, visto que a expressao de FceRI em neutréfilos € minima e que néo é
regulada pelos niveis de IgE séricos, podemos inferir que a modulagdo induzida
pela imunoterapia especifica ao veneno de abelha na expressdo de FceRla e
FceRly, encontrada no presente trabalho, reflete a maior participacdo de eosinéfilos
na analise em questao.

Nishiyama e colaboradores [186] analisaram a expressdo de FceRl em
mastocitos provenientes da medula éssea de camundongos knockout para GATA-
1 com o intuito de elucidar o papel de GATA-1 na expressao de FceRl. A
expressao das cadeias a e 3 foi menor em mastdcitos de camundongos knockout
para GATA-1 em comparacao ao grupo controle de animais selvagens. A resposta
de mastécitos de camundongos que sofreram delecdo de GATA-1 a estimulacao
antigeno/IgE via FceRI também mostrou-se diminuida, dados consistentes com a
reducdo dos genes codificadores das cadeias o e [ deste receptor. Estes
resultados demonstram que a expressao de FceRI é de fato controlada pelo fator
de transcricdo GATA-1, que particularmente neste estudo, foi negativamente

modulado ao longo da imunoterapia especifica ao veneno de abelha.
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O receptor de baixa afinidade para IgE, FceRIl ou CD23 é uma glicoproteina
de cadeia Unica amplamente distribuida pelas células do organismo, incluindo
linfécitos B [187], mondcitos e macrofagos [188], eosindfilos [189, 190], plaquetas
[191], células dendriticas [192] e células do musculo liso de vias aéreas superiores
[193]. Participa de diferentes eventos imunolégicos como estimulacao e ativacao
de APCs, diferenciacado e crescimento celular, além de regular a sintese de IgE
[74]. Eosindfilos uma vez ativados via CD23, liberam diferentes produtos que
amplificam a reacdo inflamatéria, como por exemplo, espécies reativas de
oxigénio e TNF-a [194, 195], ocorrendo também o aumento na expressdao de
receptores e moléculas de adesdo em sua superficie a fim de permitir a migracédo
destas células [190]. Por outro lado, neutrdfilos isolados do sangue periférico e
imediatamente analisados ndo expressam CD23 em suas superficies [196].
Entretanto, Yamaoka e colaboradores [197] verificaram que GM-CSF é capaz de
induzir sinais positivos para a expressao de CD23 em neutrofilos humanos de
doadores saudaveis apos 24h de incubacgéo, o que nao é detectado em neutrofilos

nao estimulados.

Sendo assim, podemos sugerir que a imunoterapia foi capaz de modular os
niveis de RNAm de CD23 nos eosindfilos presentes em nossas culturas, uma vez
qgue neutrofilos ndo expressam este receptor, reduzindo sua expressao logo apés
o primeiro més de tratamento e até o final do periodo analisado em comparacéo a

eosinofilos pré-imunoterapia.
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Estudos prévios descreveram que as diferencas na expressao de CD23
podem nado ser aparentes quando as células sao cultivadas in vitro. Frotscher e
colaboradores [198], apds cultivar células mononucleares sanguineas periféricas
(PBMCs) né&o encontraram diferengas significativas na expressdo de CD23 e
sCD23 entre individuos alérgicos e individuos ndo sensibilizados. Entretanto, outro
estudo que analisou CD23 in vivo em pacientes alérgicos a veneno de vespa
também ndo encontrou alteragbes significativas na expressao protéica deste
receptor. Roever e colaboradores [199] analisaram os mecanismos de regulacéo
do CD23 induzidos pelo alérgeno durante a imunoterapia especifica a pélen. Estes
autores verificaram que apos a injecao de alérgeno in vivo, tem-se uma redugao
na expressdao de CD23 na presenca do alérgeno in vitro em linfécitos B e

mondcitos, que seria mediada pela produgéo das citocinas IL-10 e IFN-y.

Tendo em vista todos estes dados conflitantes, optamos por realizar a
analise da expressao protéica de CD23 in vivo, ou seja, as células isoladas dos
pacientes logo apds a injecao subcutanea do veneno, ndo foram submetidas a
cultura de 72h. Assim, com a andlise por citometria de fluxo, podemos verificar
que nao ha diferenca significativa na porcentagem de células marcadas durante a
imunoterapia quando comparada a células de pacientes que ainda ndo receberam
tratamento. Entretanto, quando analisamos a densidade de receptores na
superficie através da intensidade média de fluorescéncia (IMF), observamos que a
partir de 6 meses de imunoterapia ha diminuicdo significativa na expressao de
CD23 que se mantém até o final do periodo analisado. Adicionalmente, podemos

observar que granulécitos de pacientes pré-imunoterapia possuem expressao
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mais elevada de CD23 quando comparada a granuldcitos de individuos sadios,
tanto em porcentagem de células marcadas quanto em densidade de receptores

presentes na superficie.

Quimiocinas (citocinas quimiotaticas) pertencem a uma familia com cerca
de 40 pequenas moléculas distintas, porém estruturalmente relacionadas, que
regulam principalmente o trafego de leucdcitos por meio de interagdo com uma
subclasse de receptores transmembrana acoplados a proteina G [200]. Sao
importantes n&do somente na regulagdo do recrutamento de leucocitos, mas
também em outras atividades, como a ativacao celular, liberacdo de mediadores
inflamatorios, inducao de respostas do tipo Th2 e regulacdo da sintese de IgE
[201]. Algumas quimiocinas, como RANTES, eotaxina, MCP-1, MCP-2, MCP-3,
MCP-4 e MIP-1a, sdo capazes de ativar basofilos e eosindfilos fazendo com que
estas células degranulem e liberem seus mediadores inflamatérios estocados

[202].

A partir dos resultados obtidos para a expressao protéica de RANTES em
culturas de granuldcitos provenientes de pacientes alérgicos ao veneno de abelha
e submetidos a imunoterapia especifica, podemos observar reducao significativa
desta quimiocina em células submetidas ao tratamento, mais evidente em
granuldcitos estimulados com apitoxina quando em cultura. Além disso, células
estimuladas com veneno de abelha de pacientes pré-imunoterapia apresentam
valores mais elevados do que individuos do grupo controle, evidenciando, mais

uma vez, um padrao diferencial de expressao entre estas duas populacoes.
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Plewako e colaboradores [203] realizaram um estudo com pacientes com
sintomas de rinoconjutivite sazonal, 3 a 5 anos apds o término da imunoterapia
especifica a polen. Estes autores confirmaram que pacientes alérgicos a polen e
submetidos a imunoterapia apresentam redug¢des nos sintomas e na necessidade
de medicacdo durante a primavera (estagdo do pélen). Em decorréncia da
imunoterapia, foi possivel observar uma diminuicdo no numero de eosinofilos e
mastdcitos na mucosa nasal de pacientes tratados. Além disso, a imunoterapia foi
capaz de prevenir 0s aumentos sazonais no numero de células positivas para

RANTES presentes na mucosa nasal.

Outros achados que reforcam os resultados por nés encontrados sao
provenientes do estudo de Akoum e colaboradores [204]. Neste estudo, pacientes
tratados com imunoterapia do tipo ultra-rdpida apresentaram reducdo na
expressao génica e protéica de RANTES em PBMCs em comparagédo a pacientes

alérgicos e nao tratados e também a individuos saudaveis do grupo controle [204].

IL-8, outra importante quimiocina, também possui amplo espectro de
atividades biolégicas em diferentes tipos celulares como neutrdfilos, linfocitos T e
basoéfilos [205]. Suas propriedades bioldgicas incluem quimiotaxia de neutréfilos e
linfécitos T [206], ativacdo de neutréfilos [207], aumento na expressdo de
moléculas de adesao [205] e leucocitose [208], evidenciando desta maneira, sua
importante participagdo na patogénese de doencas inflamatérias [206].
Inicialmente, acreditava-se que a IL-8 era produzida primariamente por mondcitos.

Atualmente, sabe-se que esta proteina de 72-77 aminoacidos € secretada por uma

163



variedade de células, incluindo neutréfilos estimulados com lipopolissacarideos
(LPS), citocinas inflamatorias (IL-1 IL-6, TNF), toxinas microbianas, dentre outras
condicbes que desequilibram a hemostasia [209, 210]. Como o acumulo de
neutrofilos nos tecidos € uma caracteristica da inflamagéo, e, uma vez que séo
capazes de produzir IL-8, estas células podem aumentar o recrutamento de novos
neutréfilos para o local inflamatério. Desta maneira, se faz necessaria uma
regulacdo na migragdo dos neutrofilos para controle das reagdes inflamatdrias

[211].

Hsieh e colaboradores [212] sdo os unicos investigadores até o momento
que analisaram a producéo de IL-8 frente € imunoterapia especifica. Neste estudo,
as concentragdes de IL-8 e outras quimiocinas foram avaliadas no plasma e em
culturas de células mononucleares (através da técnica de ELISA) provenientes de
pacientes pediatricos asmaticos e submetidos a imunoterapia por um periodo
médio de 30 meses. Todos os pacientes analisados apresentaram um aumento na
produgcdo de IL-8, tanto espontaneamente quanto apds estimulo com
fitohemaglutinina (PHA) ou com antigenos especificos para &caros, em

comparacao a individuos controles saudaveis.

No presente trabalho, contrariamente aos achados de Hsieh e
colaboradores [212], verificamos que a imunoterapia especifica ao veneno de
abelha foi capaz de reduzir os niveis protéicos de IL-8 em granulécitos nao

estimulados com apitoxina em cultura. Estes comportamentos conflitantes sao
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provenientes, provavelmente, do tipo celular analisado e do alvo da imunoterapia

especifica.

Para avaliar as reacbes de fase tardia ao alérgeno alguns estudos
empregaram o uso de “camaras cutaneas” a fim de analisar os tipos celulares e os
mediadores liberados na camara durante a resposta de fase tardia [213, 214]. Nish
e colaboradores [214] avaliaram os efeitos de altas doses de imunoterapia nas
reacdes cuténeas de fase tardia em pacientes com rinite alérgica. Estes autores
utilizaram camaras cutaneas antes do inicio do tratamento e apds 3 e 6 meses de
imunoterapia para analisar as modificagées no influxo celular. O numero de
neutrofilos diminuiu apds 3 e 6 meses de imunoterapia em comparagao ao periodo
pré-imunoterapia. Por outro lado, o numero de eosindfilos aumentou em 3 meses
seguido por uma diminuicdo em 6 meses. No presente trabalho ndo avaliamos o
influxo de células diretamente no compartimento cutaneo; porém podemos
correlacionar os dados encontrados por Nish com a modulagdo das principais
quimiocinas envolvidas no recrutamento de neutréfilos e eosindfilos, IL-8 e

RANTES, respectivamente, encontrada em nosso trabalho.

Com o objetivo de verificarmos se os efeitos observados até agora seriam
decorrentes da apoptose de granuldcitos ativados, decidimos analisar a expressao
génica de proteinas envolvidas com a apoptose, como BCL-2, uma proteina anti-

apoptotica, e BID, uma proteina pré-apoptética.

A apoptose é um programa de morte celular extremamente regulado e de

grande eficiéncia, que requer a interagcdo de inumeros fatores. As alteragcdes
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morfolégicas observadas sdo consequéncia de uma cascata de eventos
moleculares e bioquimicos especificos e geneticamente regulados [215]. A
ativacdo da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela via
extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial). A via extrinseca &
desencadeada pela ligagdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de
membrana, como FasL ou TNF-a.. Esta ligagcdo é capaz de ativar a cascata das
caspases. A via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular como
a deprivacao de fatores de crescimento, que ativam um ou mais proteinas pro-
apoptoéticas (BAD, BID, BIK, dentre outros), cujos sinais convergem principalmente
para a mitocéndria, induzindo a oligomerizacao dos membros BAX e/ou BAK na
membrana externa da mitocéndria, permitindo o efluxo de citocromo ¢ e outras
proteinas mitocondriais para o citosol. As proteinas anti-apoptéticas Bcl-2
bloqueiam apoptose, prevenindo a oligomerizacado dos membros pro-apoptéticos
[216].

Os resultados de expressdao génica de Bcl-2 revelaram aumento
significativo nos niveis de RNAm desta proteina em 3 e 6 meses de imunoterapia
com subseqlente reducdo em 12 e 18 meses. Ao final do periodo analisado, ou
seja, em 24 meses, a expressdao génica de Bcl-2 é reduzida a niveis ainda

menores do que 0s encontrados para o grupe controle.

Quanto a expressao génica de BID, verificamos redugéo significativa em 3
meses, mesmo periodo em que temos um aumento nos niveis de RNAm da

proteina anti-apoptética Bcl-2. A partir dai, temos um aumento significativo e
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gradual na expressao génica de BID até 24 meses de tratamento, tanto em células

estimuladas quanto em células ndo estimuladas com veneno de abelha.

Maa e colaboradores [217] demonstraram que eosindéfilos de pacientes
asmaticos possuem uma sobrevivéncia maior do que células de controles
saudaveis e, que este numero aumentado de eosinodfilos esta diretamente
relacionado a clinica e gravidade da doenca. Eles comprovaram que a expressao
de Bcl-2 é aumentada nos individuos asmaticos quando comparada aos controles,
sugerindo que o Bcl-2 desempenha papel importante na manutencdo da

inflamacao eosinofilica persistente na asma.

Outros autores investigaram o papel do BID na apoptose de eosinéfilos nas
vias aéreas. Utilizando camundongos knockout para BID, eles demonstraram que
esta proteina possui papel crucial na apoptose in vitro de eosinofilos e que ainda
limita a ativacao de linfécitos bem como a producao de citocinas Th2. BID também
regula, in vivo, a eosinofilia induzida pelo alérgeno, apoptose de eosindfilos e a
producdo de IL-5, potente fator quimiotatico, ativador e de sobrevivéncia de
eosinofilos. Estes autores mostram ainda que a deficiéncia na proteina BID em
camundongos estimulados com ovalbumina resulta em eosinofilia no lavado
broncoalveolar como conseqléncia da producao aumentada de IL-5 por linfécitos,
migracdo de eosindfilos para o local inflamatério, ativagdo e diminuicado na

apoptose de eosindfilos [218].

Em condigbes homeostaticas, sdo produzidos  diariamente

aproximadamente 10'° neutréfilos que apresentam tempo de vida curto e
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constante apds deixarem a medula 6ssea para ganhar a circulagcado [219]. Sem
ativacdo, estes neutrofilos deixam a circulagdo e sado removidos por células
reticuloendoteliais no bago, figado, pulmbes e medula déssea [220]. Em um
ambiente inflamatério, a sobrevida dos neutréfilos é diretamente afetada pela
ativacdo e exposicdo a reguladores extracelulares [221]. Durante a resposta
imune, neutréfilos podem integrar sinais de sobrevivéncia e de apoptose de
diferentes fontes para regular seu tempo de vida. Neste contexto, Croker e
colaboradores [222] examinaram o papel de vias intrinsecas da apoptose no
controle da cinética de apoptose dos neutrofilos iniciada pela ativagdo de
receptores de morte (vias extrinsecas). Assim, estes autores demonstraram que
BID é capaz de acelerar a apoptose destas células, mas, no entanto, ndo é
essencial para a morte celular. Por outro lado, a expressdao aumentada de Bcl-2
previne a apoptose induzida pela estimulagdo com Fas, indicando que a via de
apoptose regulada pela familia de proteinas Bcl-2 pode interferir diretamente com
a apoptose disparada por Fas. Desta maneira, estes dados demonstram que as
vias intrinsecas da apoptose controlam diretamente a cinética de apoptose

induzida por Fas em neutrofilos.

Em contrapartida, encontramos aumento significativo no numero de
granulécitos apoptéticos, detectados por meio da técnica de TUNEL, apenas no
periodo inicial de imunoterapia, ou seja, apdés 1 més de tratamento. A apoptose in
situ pode ser subestimada devido ao rapido clearance de células inflamatérias
apoptoéticas por meio da fagocitose de macréfagos e células epiteliais [223, 224].

Adicionalmente, foi demonstrado que a fagocitose precede a fragmentacdo do

168



DNA (caracteristica detectada na técnica de TUNEL), e, a digestdo de células
apoptéticas por macrofagos € acompanhada por perda da capacidade de
coloracao da técnica de TUNEL [225, 226]. Alternativamente, a raridade de células
apoptoticas, particularmente eosinofilos, pode refletir a existéncia de outros
mecanismos para a eliminagdo de células inflamatorias nos tecidos, como entrada

luminal, recirculacado sistémica ou drenagem nos linfonodos [227, 228].

O processo da apoptose € necessario, fundamental e altamente organizado
para o desenvolvimento e a manutengéo da integridade do organismo, além de ser
tdo complexo quanto a divisdo e a diferenciagdo celulares. Seu controle é
orquestrado tanto no desenvolvimento embrionario e na renovacgao tecidual como
na resposta patolégica a lesdo celular (ruptura do DNA) ou a infeccao por
patdbgenos, ou seja, situacbes que representam ameacas a integridade do
organismo [229]. Como ja discutimos anteriormente, uma rede complexa de
moléculas regula a apoptose cujos principais componentes sdo as caspases
(enzimas proteoliticas) que podem ser ativadas pela via mitocondrial ou intrinseca
e a familia de receptores para a morte TNF e Fas, que constituem a via extrinseca
da apoptose. No entanto, & preciso lembrar que ainda ha muito por ser
pesquisado. Precisamos elucidar os eventos que regulam a apoptose durante a
imunoterapia especifica, como pode ser reparada ou desencadeada seletivamente
para induzir suicidio de células ativadas Enfim, ha uma série de aspectos, vias e

mecanismos que necessitam ser mais bem compreendidos e esclarecidos.
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Neste contexto, nossos resultados reforcam as propriedades tolerogénicas
e supressivas da imunoterapia especifica, capaz de modificar diferentes aspectos
do sistema imunolégico e dentre eles, as respostas de células efetoras,

particularmente eosindfilos e neutréfilos, células pouco exploradas até o momento.
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GRANULOCITOS (NEUTROFILOS E EOSINOFILOS)

IMUNOTERAPIA

HR1, HR4
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Figura 28 - Efeitos da imunoterapia sobre granulécitos de pacientes alérgicos ao
veneno de abelha. Ap6s 24 meses de imunoterapia, observamos reducao na
expressao génica de receptores de histamina H1 e H4, HRF dependentes de IgE,
fatores de transcricdo Pu.1, C/EBPa, C/EBPS e GATA-1 bem como, modulacao de
proteinas envolvidas com apoptose, especificamente, BCL-2, importante fator
anti-apoptético, e BID, fator pré-apoptoético. A imunoterapia foi capaz de modular
expressao génica e protéica de receptores de baixa e alta afinidade de IgE e a
secregcdo das quimiocinas RANTES e IL-8 envolvidas no recrutamento de

eosinofilos e neutrdfilos, respectivamente.
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Ao final do periodo analisado, ou seja, aos 24 meses, a imunoterapia
especifica ao veneno de abelha mostrou-se capaz de modular os seguintes

elementos em granuldcitos:

1 - Reduzir a expressao génica de receptores de histamina (H1 e H4) e
fatores de liberacdo de histamina (HRF), bem como dos fatores de
transcricao PU.1, C/EBP o, C/EBP
2 - Reduzir a expressao génica e protéica dos seguintes elementos:

e Cadeias a e y do receptor de alta afinidade de IgE (FceRI)

e Receptor de baixa afinidade de IgE (CD23)

e Fator de transcricdo GATA-1
3 - Modular a expressao génica de componentes apoptéticos, diminuindo a
expressdao de BCL-2 (fator anti-apoptético) e aumentando os niveis de
RNAm de BID (fator pr6-apoptético)
4 - Reduzir a secrecao de RANTES e IL-8
5 - Individuos alérgicos ao veneno de abelha apresentam expressao génica
e niveis protéicos destes fatores aqui analisados mais elevados que
individuos nao alérgicos, sugerindo padréao diferencial de expressao entre

individuos alérgicos ao veneno de abelha e individuos nao alérgicos.
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Desde 1911, quando dois cientistas ingleses, Leonard Noon e John
Freeman, criaram a primeira vacina para tratar a rinite alérgica utilizando extrato
de pédlens, inumeros estudos cientificos foram realizados, solidificando o uso da
imunoterapia nestes 100 anos de existéncia. Muitos relatos demonstram a eficcia
clinica e imunologica da imunoterapia especifica, bem como sua capacidade de
prevenir a progressao da doenca e melhorar a qualidade de vida de pacientes
alérgicos. Entretanto, muitos dos seus mecanismos de agdo permanecem

desconhecidos.

Nossos resultados reforcam a importancia dos granul6citos como células
efetoras na patogénese de reacdes alérgicas, especificamente hipersensibilidade
ao veneno de abelha, fornecendo dados inéditos para estudos futuros que visem a
compreensao mais adequada dos mecanismos envolvidos que fazem da
imunoterapia especifica sucesso na pratica clinica. Abrem, ainda, novas linhas
investigativas sobre o desenvolvimento da tolerdncia imunolégica, no que diz
respeito a acao de células efetoras e seus produtos no microambiente e

modulacao de receptores especificos ao alérgeno nestas células.
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