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RESUMO

Dentre os efeitos moduladores da Propionibacterium acnes (P. acnes),
um de grande importancia, verificado em nosso laboratorio em um modelo
murino de hipersensibilidade imediata a ovoalbumina (OVA), € a sua
capacidade de direcionar a resposta imune para Thl ou Th2, dependendo do
esquema de tratamento dos animais. Efeito semelhante foi induzido pelo
polissacarideo soluvel extraido da bactéria (PS), porém, como apenas a sua
capacidade de modular a resposta Thl havia sido verificada, ndés nos
propusemos a investigar, no presente estudo, se o PS poderia também
potencializar a resposta Th2. De fato, verificamos que o polissacarideo
soluvel extraido da P. acnes foi capaz de potencializar a reacao de
hipersensibilidade imediata na pata de camundongos, como demonstrado
pelo aumento do numero de eosindfilos no infiltrado inflamatério,
predominancia do numero de esplenocitos produtores de IL-4 e aumento da
producao de IgG1l anti-OVA, concomitantemente a diminuicao de IgG2a,
compativel com padrao Th2 de resposta. Além disso, nés também avaliamos
se os efeitos de potencializacao ou supressao da hipersensibilidade imediata
induzidos pela P. acnes ou seu polissacarideo estariam relacionados com
diferencas no numero e grau de ativacdo de células apresentadoras de
antigenos (APCs) e linfocitos B1. Observamos que o aumento da quantidade
de APCs esplénicas positivas para moléculas co-estimuladoras, TLR4 e IL-4
em animais tratados com P. acnes ou PS e a maior expressao de CD80 por
linfocitos Blc peritoneais estava relacionada com exacerbacdo da resposta
Th2. Por outro lado, o aumento do nimero de linfocitos B2 esplénicos TLR2*,
bem como maior expressao de TLRY intracelular por células dendriticas, e
também menor numero de células Bla peritoneais positivas para TLR2 e
TLRY9 intracelular em camundongos tratados com P. acnes ou PS, estava
relacionado com supressao da reacdao. Quanto a sintese de citocinas,
verificou-se um aumento menos pronunciado do numero de APCs IL-4* e
também maior quantidade de células produtoras de IL-12 nos grupos em

que a reacao foi suprimida, em relacao aos submetidos ao protocolo de
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exacerbacao. In vitro, o estimulo concomitante de P. acnes e OVA em co-
culturas de células dendriticas e linfocitos T aumentou a liberacédo de IL-5 e
IL-17, em relacdo as culturas estimuladas apenas com OVA, e o estimulo
concomitante de PS e OVA aumentou a sintese de IL-17. Ja o estimulo com
P. acnes ou PS, seguido do estimulo com OVA no dia seguinte, induziu uma
diminuicao da liberacao de IL-5 e IL-17, em comparacdao com as culturas
estimuladas apenas com OVA, sugerindo que a P. acnes e o polissacarideo

atuam diretamente sobre células apresentadoras de antigenos.

- Xxiii -



Introducao -1-

1. INTRODUCAO

1.1. Propionibacterium acnes e seu componente polissacaridico soluvel

purificado

A Propionibacterium acnes (P. acnes), anteriormente classificada como
Corynebacterium parvum (C. parvum) (WEBSTER, 1990) € um bacilo
anaerobio, Gram-positivo, pertencente a microflora cutanea humana e cujo
habitat € o foliculo sebaceo, estando relacionada a patogenia da acne
(LEYDEN et al., 1974; KLIGMAN et al., 1976; LEYDEN et al., 1998).

Varios estudos experimentais e clinicos utilizando essa bactéria
demonstraram sua capacidade de modular as funcées do sistema imune,
permitindo o seu uso em imunoterapia ativa inespecifica, existindo,
inclusive, suspensoes comerciais de P. acnes morta pelo fenol
(Imunoparvum®, Parvulan®), indicadas no tratamento de pacientes com
patologias associadas a depressao da resposta imune.

Entretanto, por utilizar bactérias inteiras, essas suspensoes contém
diversos componentes protéicos, polissacaridicos, lipidicos e nucléicos.
Alguns desses compostos podem ser os responsaveis pelos efeitos
moduladores da P. acnes, enquanto outros podem exercer efeitos negativos
sobre o sistema imune. Dessa forma, tem sido objeto de estudo de nosso
laboratorio a purificacao e caracterizacao de componentes bacterianos com
atividade imunomoduladora, bem como a investigacdo dos mecanismos
pelos quais a P. acnes e suas fracoes atuam sobre células do sistema imune,
uma vez que pouco se sabe a respeito de tais mecanismos.

Nesse sentido, LONGHINI (2002) purificou um polissacarideo soluvel
extraido da parede da P. acnes, estudando alguns de seus efeitos biologicos
em camundongos. Tal componente apresenta peso molecular entre 45 e
70 kDa e € composto principalmente por galactopiranose, ribopiranose,
arabinopiranose, glucopiranose, ribofuranose e manopiranose, na proporcao
de 60:16:13:8:7:1 (SQUAIELLA et al.,, 2008). Esse polissacarideo (PS)

mostrou-se capaz de exercer efeitos muito semelhantes aos demonstrados na
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literatura com a utilizacao da bactéria inteira, como descrito a seguir, por
isso nos acreditamos que o entendimento dos efeitos exercidos por esse
componente sobre o sistema imunologico pode auxiliar a compreender os

mecanismos de atuacao da P. acnes.

1.2. Ativacao do sistema fagocitario mononuclear

Dentre os efeitos imunomoduladores da P. acnes, esta a sua
propriedade de ativar o sistema fagocitario mononuclear, verificada
inicialmente por HALPERN et al. (1963).

Mais recentemente, BRAGA (1998), em trabalho de tese realizado em
nosso laboratoério, demonstrou que camundongos tratados com P. acnes por
via intraperitoneal ou subcutanea apresentavam aumento da atividade
fagocitica de macrofagos peritoneais. Nesse mesmo trabalho, foram
estudadas duas fracoes ricas em polissacarideos, extraidas da bactéria,
porém nao purificadas. Essas fracdes, uma solavel e outra insoluvel,
também foram capazes de aumentar a atividade fagocitica de macrofagos
peritoneais quando inoculadas em camundongos, por via intraperitoneal ou
subcutanea (BRAGA, 1998).

O polissacarideo purificado da P. acnes também se mostrou capaz de
aumentar a atividade fagocitica de macrofagos obtidos do peritoneo de
camundongos tratados por via intraperitoneal (MUSSALEM & LONGO-
MAUGERI, 2001; LONGHINI, 2002), indicando que este componente pode

ser um dos responsaveis pelos efeitos da P. acnes sobre células fagociticas.

1.3. Aumento da resisténcia a infeccoes

A ativacao do sistema fagocitario pela P. acnes pode explicar, em parte,
varios efeitos biologicos induzidos pela bactéria, como, por exemplo, o
aumento da resisténcia de animais a infeccoes por diversos patogenos.

O tratamento com P. acnes foi capaz de diminuir a parasitemia e

aumentar a sobrevida de animais desafiados com Plasmodium berghei
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(NUSSENZWEIG, 1967), Trypanosoma cruzi (BRENER & CARDOSO, 1976;
ABATH et al, 1988), Mycobacterium lepraemurinum (HA et al., 1986),
Leishmania major (HILL, 1987) e Schistosoma mansoni (TEIXEIRA et al.,
1996), entre outros.

Recentemente, o polissacarideo soluvel purificado, extraido da
bactéria, também foi estudado quanto a sua propriedade de aumentar a
resisténcia a infeccao por Klebsiella pneumoniae. Observou-se aumento da
sobrevida de camundongos tratados com P. acnes ou PS e desafiados com tal
patégeno (SQUAIELLA & LONGO-MAUGERI, 2001; SQUAIELLA et al., 2001;
LONGHINI, 2002), demonstrando claramente a importancia dessa fracao na

resisténcia a infeccoes.

1.4. Inducéao de atividade tumoricida

Varios trabalhos tém relatado a propriedade da P. acnes de induzir
atividade tumoricida, efeito demonstrado inicialmente em estudos
experimentais in vivo, utilizando diversos tipos de células tumorais
(HALPERN et al.,, 1966; WOODRUFF et al., 1974; KENNEDY et al., 1989), e
posteriormente em estudos clinicos, em associacao com quimioterapia e/ou
radioterapia (SALOMAA et al.,, 1985; FISHER et al, 1990; LIPTON et al.,
1991).

Mais recentemente, estudos realizados in vitro demonstraram que a
capacidade da P. acnes de induzir atividade tumoricida esta diretamente
relacionada com a atividade citotoxica de macrofagos, uma vez que
macrofagos da medula 6ssea de ratos, incubados in vitro com P. acnes,
desenvolveram citotoxicidade para células de mastocitoma (KELLER et al.,
1991; KELLER et al.,, 1994). O mesmo efeito foi observado por nés quando
macrofagos obtidos do lavado peritoneal de camundongos tratados com
P. acnes ou PS induziram a lise de células de melanoma murino in vitro
(ANANIAS et al.,, 2001; ANANIAS, 2006; ANANIAS et al, 2007). Além da
atividade citotoxica de macrofagos, o tratamento com a P. acnes também

aumentou o numero absoluto e ativou as células NKT, as quais participam
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ativamente no processo de destruicao das células tumorais (ANANIAS et al.,
2007).

A importancia de fracoes polissacaridicas da P. acnes na inibicao do
crescimento tumoral ja havia sido demonstrada anteriormente pelo
tratamento de animais com polissacarideo obtido do sobrenedante de
cultura e desafio com células de fibrossarcoma (DAWES et al.,, 1974) ou
polioma (TOMECKI & MARA, 1987). Esses dados, em conjunto, sugerem que
os componentes polissacaridicos da P. acnes podem estar envolvidos no
mecanismo de inducado de atividade tumoricida pela bactéria, e que este
mecanismo, embora nao totalmente esclarecido, provavelmente envolve a

ativacao de macrofagos.

1.5. Efeito adjuvante sobre a resposta humoral

Além de modular células da imunidade inata, principalmente do
sistema fagocitario mononuclear, a P. acnes também atua sobre a imunidade
adaptativa. Seu efeito adjuvante sobre a resposta humoral foi demonstrado
inicialmente em estudo realizado por WARR & JAMES (1975), em que
camundongos imunizados com emulsificado de eritrocitos de carneiro e
P. acnes apresentaram aumento do titulo de anticorpos para tais eritrocitos.

Mais recentemente, nos observamos aumento do titulo de anticorpos
para Klebsiella pneumoniae em camundongos previamente tratados com
P. acnes e posteriormente desafiados com tal patégeno (SQUAIELLA &
LONGO-MAUGERI, 2001; SQUAIELLA et al., 2001).

Também em nosso laboratorio, camundongos foram tratados com
P. acnes ou PS e posteriormente imunizados com vacina de DNA contendo o
gene de Trypanosoma cruzi, observando-se um aumento nos niveis de
anticorpos para a proteina (trans-sialidase) codificada por esse gene nos
soros dos animais pré-tratados com a bactéria ou seu componente em
relacao ao grupo controle MUSSALEM, 2004; MUSSALEM et al., 2006).

Todos esses trabalhos, em conjunto, demonstram, portanto, que o

componente polissacaridico da P. acnes possui papel importante na
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imunidade humoral, sendo, em parte, responsavel pelo efeito

imunomodulador exercido pela bactéria inteira.

1.6. Inducao da sintese de citocinas

Embora ja esteja demonstrado que a P. acnes € capaz de modular as
funcoes de células tanto da imunidade inata, quanto da adaptativa, os
mecanismos de ativacao dessas células pela bactéria ainda nao estao
totalmente esclarecidos.

Com relacdao a ativacao do sistema imune inato, alguns trabalhos
indicam que a atividade imunomoduladora da P. acnes esta relacionada com
a liberacao de citocinas pro-inflamatorias, uma vez que aumento nos niveis
de IFN-y, IL-1a, IL-6, TNF-a, IL-12 e IL-18 (antigo fator indutor de IFN-y) foi
observado em camundongos tratados com a bactéria (SMITH et al.,, 1993;
OKAMURA et al., 1995; DAO et al., 1996; MATSUI et al.,, 1997; TSUJI et al.,
1999).

O aumento da sintese de citocinas pro-inflamatoérias induzido pela
P. acnes pode, inclusive, explicar a sua capacidade de potencializar o choque
endotoxico induzido por LPS, um efeito bastante conhecido descrito
inicialmente por GREEN et al. (1977).

Niveis elevados de TNF-a também foram observados quando células do
exsudato peritoneal de camundongos tratados com o polissacarideo soluvel
de P. acnes foram colocadas em cultura (LONGHINI, 2002), sugerindo que
esse polissacarideo pode ser um importante componente da bactéria na
inducao de citocinas pro-inflamatorias.

Como citado anteriormente, a liberacdo de citocinas induzida pela
P. acnes pode estar envolvida com a modulacdo tanto da resposta imune
inata, quanto da adaptativa. Em relacdo ao sistema adaptativo, nao apenas
a resposta imune humoral pode ser modificada pela P. acnes, como também
a resposta celular.

Assim, procurando esclarecer os mecanismos pelos quais essa bactéria

promove a sintese de citocinas pro-inflamatorias, especialmente IFN-y,
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MATSUI et al (1997) observaram diminuicao da populacao de células
T CD4+* NK1.1*, produtoras de IL-4 (perfil Th2), e aumento da populacao
T CD4-, produtoras de IFN-y (perfil Th1), no figado de camundongos tratados
com P. acnes. Aumento da producao de IL-12 e IL-18 por células de Kupffer
in vitro também foi observado (MATSUI et al, 1997), sugerindo que a

P. acnes € capaz de modular a resposta imune celular de Th2 para Thl.

1.7. Modulacao da reacdo de hipersensibilidade imediata ou tipo I

Devido a essa capacidade de induzir a sintese de IL-12 e IFN-y e
diminuir o nimero de células produtoras de IL-4, a P. acnes vem sendo
utilizada em alguns trabalhos como uma ferramenta para o estudo da
resposta imune celular, sendo considerada um tipico antigeno indutor de
resposta Th1l (MACDONALD et al.,, 2001; MACDONALD et al., 2002). Isso nos
levou a acreditar que a P. acnes poderia suprimir a reacdo de
hipersensibilidade imediata, pela modulacdao da resposta imune celular de
Th2 para Thl.

A reacao de hipersensibilidade imediata ou tipo I é mediada por uma
resposta de perfil Th2; consiste de uma fase imediata seguida por uma
reacao de fase tardia, caracterizada por infiltrado eosinofilico (FREW & KAY,
1990; GAGA et al, 1991), e esta relacionada com a patogenia da asma
alérgica. A fase imediata € mediada por histamina, heparina, mediadores
lipidicos e proteases, liberados por basofilos circulantes e mastoécitos
teciduais, levando a vasodilatacdao, aumento da permeabilidade vascular e,
na asma, constricdo da musculatura lisa das vias aéreas e secrecao de muco
(BOUSQUET et al, 2000). Apos esses eventos iniciais do processo
inflamatério, uma fase tardia é estabelecida, com um pico maximo de
inflamacdo em torno de 24 horas, caracterizada pelo influxo leucocitario,
principalmente eosinofilico, e liberacao de citocinas, denominada de fase
tardia da hipersensibilidade imediata (DEMONCHY et al., 1985; ROSSI et al.,
1991; SEDGWICK et al., 1991).
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Devido a liberacao de citocinas pelos mastocitos, ocorre um aumento
da expressdao de moléculas de adesao na superficie dos leucocitos e na
superficie das células endoteliais, havendo entdo o recrutamento de
eosinofilos e linfécitos Th2 (WALSH et al, 1991; MACKAY et al.,, 1993;
NEUMANN et al, 1996). As citocinas secretadas por essas células
amplificam e mantém o infiltrado eosinofilico. A liberacao do conteudo
granular dos eosinofilos, basofilos e neutrodfilos, atraidos para o sitio
inflamatorio, causa lesao tecidual, podendo haver inflamacado cronica com
continua exposicdo ao alérgeno. Na asma, a eosinofilia, a producao de muco
aumentada e o remodelamento estrutural levam a obstrucao das vias aéreas
e hiperreatividade bronquica a alérgenos inalados (SEMINARIO & GLEICH,
1994; LAMBRECHT, 2005).

A reacao de hipersensibilidade imediata € mediada por isotipos de
imunoglobulina especificos, como IgE (humanos e camundongos) e IgG1l
(camundongos), induzidos por citocinas Th2, principalmente IL-4, IL-13 e
IL-5 (BRADLEY et al, 1991; DJUKANOVIC et al., 1992). A IL-5 promove a
diferenciacao e recrutamento de eosinofilos, e essas células liberam citocinas
pro-inflamatoérias que contribuem para o dano tecidual (LOPEZ et al., 1988;
YAMAGUCHI et al., 1988).

Acredita-se que a inibicao de citocinas Th2 possa controlar a producao
aumentada de IgE e eosinofilos (AKDIS et al., 2003), o que tem levado ao
desenvolvimento de varias estratégias para diminuir a resposta Th2 a
alérgenos pela inducao de um padrao Thl (KIPS et al.,, 1996; SCHWARZE et
al.,, 1998; MAECKER et al.,, 2001). Isso pode ser de grande importancia no
controle da asma, cuja prevaléncia tem aumentado em todo o mundo,
principalmente nos paises desenvolvidos (VONMUTIUS et al., 2000).

Assim, em trabalho anterior de nosso laboratoério, nés nos propusemos
a investigar os efeitos da P. acnes em um modelo murino de
hipersensibilidade tipo I, na tentativa de modular a resposta de Th2 para
Th1l. Nesse estudo, foi utilizado um modelo murino de hipersensibilidade
imediata, no qual camundongos sensibilizados com clara solidificada de ovo

de galinha (CSO) no tecido subcutaneo e desafiados, na pata, 14 dias depois,
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com ovoalbumina agregada (OVA), desenvolvem, no local do desafio, uma
reacao eosinofilica tipicamente Th2 (FACINCONE et al., 1997).

O pré-tratamento dos animais com P. acnes, por via subcutanea, de
fato suprimiu a resposta Th2 na pata dos animais, induzindo reacao de
hipersensibilidade tardia (Thl) quando a ultima injecdo com a bactéria
ocorreu uma semana antes do implante com CSO (BRAGA et al., 2003;
BRAGA, 2004).

Entretanto, quando a ultima injecdo foi administrada no dia do
implante, houve potencializacdo da resposta Th2, com intenso infiltrado
eosinofilico no local do desafio com OVA (BRAGA et al., 2003; BRAGA, 2004).
Esse resultado indica que a P. acnes nao pode ser considerada apenas como
um antigeno indutor de resposta Thl, mas que pode induzir diferentes
respostas, dependendo da presenca ou nao de outros antigenos.

Nesse mesmo estudo, o papel do polissacarideo soltvel na modulacao
da resposta imune celular também foi avaliado. Semelhantemente ao
observado com a bactéria inteira, o polissacarideo também foi capaz de
modular a resposta celular de Th2 para Thl, quando a ultima injecao
ocorreu uma semana antes do implante com CSO (BRAGA, 2004),
demonstrando que o polissacarideo da P. acnes € um importante
componente da bactéria na inducao de resposta Thl. Ja a participacao desse
componente na potencializacao da resposta Th2 sera avaliada no presente

estudo.

1.8. Modulacao da resposta imune celular

Uma possivel explicacao para os efeitos opostos da P. acnes sobre a
resposta imune celular esta na sua capacidade de induzir a liberacao de
IL-18. Essa citocina, inicialmente descrita como fator indutor de IFN-y e
presumivelmente de padrao Thl, pode, na verdade, atuar também na
diferenciacao de células Th2 (XU et al., 2000). Na presenca de IL-12, a IL-18
possui efeito sinérgico na inducao de células Th1l, mas na auséncia de IL-12,

a IL-18 passa a ser indutora de resposta Th2, demonstrando que,
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dependendo das condicoes do meio (principalmente presenca ou auséncia de
IL-12), essa citocina pode exercer papéis opostos (XU et al., 2000). A inducao
da sintese de IL-18 pela P. acnes €, portanto, um importante mecanismo de
acao da bactéria, tornando-a um potente imunomodulador, ja que pode ser
utilizada para a promocao de respostas tanto de padrao Thl, quanto Th2.

Os mecanismos pelos quais a P. acnes € capaz de induzir a sintese de
citocinas ainda precisam ser esclarecidos, mas parecem envolver a ativacao
direta de células apresentadoras de antigenos via receptores especificos,
uma vez que essas células estao intimamente relacionadas a inducao de

respostas Th1l ou Th2, além de outros tipos de respostas celulares.

1.9. Ativacao de células apresentadoras de antigenos

A inducao de diferentes respostas celulares esta intimamente
relacionada com o estado de ativacdo das células apresentadoras de
antigenos profissionais (células dendriticas, macrofagos e linfocitos B) e com
o ambiente de citocinas gerado por estas frente a um determinado antigeno
(ARPINATI et al., 2000; MOSER, 2003).

Assim, dependendo do ambiente de citocinas e do estado de ativacao
das células apresentadoras de antigenos (APCs) durante o contato com os
linfécitos T CD4*, estes podem se diferenciar em linfocitos efetores Thl ou
Th2, ou ainda Th17. Este tltimo, recentemente descrito, é caracterizado pela
producao de IL-17 e parece estar envolvido com auto-imunidade e protecao
contra patogenos extracelulares (LANGRISH et al., 2005; BETTELLI et al.,
2006; DEENICK & TANGYE, 2007). As APCs podem também induzir a
diferenciacao dos linfocitos T CD4* em T reguladores CD25* Foxp3* (Treg),
responsaveis pelo controle das respostas imunes e, portanto, fundamentais
na manutencao da homeostase (BETTELLI et al., 2006; HUBERT et al.,
2007; BRINSTER & SHEVACH, 2008).

A inducao de resposta Thl esta intimamente relacionada com a sintese
de IL-12 pelas APCs, enquanto o mecanismo de inducado de resposta Th2

envolve a presenca de IL-4, e auséncia de IL-12 (RISSOAN et al., 1999; XU et
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al., 2000; DEENICK & TANGYE, 2007), ocorrendo, portanto, um balanco
entre esses dois padroes de resposta (Th1l e Th2). Semelhantemente, também
parece haver uma dicotomia entre a geracao de células Th17 e Treg, uma vez
que ambas se diferenciam na presenca de TGF-B, porém na presenca ou
auséncia de IL-6, respectivamente (BETTELLI et al., 2006; DEENICK &
TANGYE, 2007).

Outra citocina de grande importancia, envolvida no balanco Th1/Th2,
¢ a IL-18, também produzida pelas células apresentadoras de antigenos.
Como citado anteriormente, a IL-18 pode atuar potencializando a resposta
imune Thl, quando na presenca de IL-12, ou induzindo resposta Th2,
quando na auséncia de IL-12 (XU et al., 2000).

Sendo a P. acnes um importante indutor da producao de IL-12 e IL-18,
e sabendo-se da sua capacidade de modular a resposta imune celular, fica
clara a necessidade de estudar os efeitos dessa bactéria sobre as células
apresentadoras de antigenos.

MACDONALD et al. (2001) observaram que a adicao de P. acnes a
culturas de células da medula 6ssea de camundongos induzia maturacao de
células dendriticas, com aumento da expressao de moléculas de superficie
(CD11c e MHC 1II) e co-estimuladoras (CD80 e CD86), bem como da sintese
de IL-12 e IFN-y.

Estudos in vivo também tém demonstrado o efeito da P. acnes sobre
células apresentadoras de antigenos. Aumento no numero de precursores de
células dendriticas foi verificado na circulacado de animais tratados
endovenosamente com a bactéria, sendo que esses precursores rapidamente
migravam para o figado dos animais (YONEYAMA et al., 2001). Aumento do
numero de células dendriticas e macréfagos também foi observado por noés
no peritoneo de camundongos C57Bl1/6 tratados por via intraperitoneal com
P. acnes ou PS (ANANIAS, 2006; ANANIAS et al, 2007). Além disso,
verificamos aumento do numero de macréofagos no exsudato peritoneal de
camundongos BALB/c tratados com P. acnes ou seu componente pela

mesma via, sendo que estes se encontravam ativados, como demonstrado
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pelo aumento do numero dessas células que expressavam MHC 1II e
moléculas co-estimuladoras (YENDO et al., 2007; MUSSALEM et al., 2008).

Ainda em nosso laboratoério, verificamos aumento da porcentagem de
células tronco (CD34*) e de precursores de células dendriticas in vivo na
medula o6ssea de camundongos tratados com P. acnes ou PS. Além disso,
também foi possivel observar que tais células da medula ossea de
camundongos tratados se diferenciavam mais em células dendriticas in vitro,
como demonstrado por aumento do numero de células CD11c* MHC II¥,
aumento da expressao de moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86),
sintese de citocinas, diminuicdo da atividade fagocitica e aumento da
capacidade de apresentacdo de antigenos para linfocitos T (SQUAIELLA,
2004; SQUAIELLA et al., 20006).

O mecanismo pelo qual a P. acnes age sobre células apresentadoras de
antigenos ainda precisa ser mais bem estudado, mas ja foi observada a
participacao de receptores toll-like na inducdo da sintese de citocinas pro-
inflamatoérias pela bactéria.

Receptores toll sado proteinas transmembranicas do tipo I,
evolutivamente conservadas entre insetos e vertebrados (ROCK et al., 1998).
Em Drosophila, receptores toll foram inicialmente identificados como
moléculas essenciais para o desenvolvimento embrionario e,
subsequentemente, como moléculas importantes para a resposta imune
anti-fingica no animal adulto (ANDERSON et al.,, 1985; LEMAITRE et al.,
1996). Uma familia de receptores homodlogos aos receptores toll,
denominados receptores toll-like (TLRs), existe nos vertebrados (ROCK et al.,
1998). Até o momento, treze membros foram identificados, com papel
fundamental no reconhecimento de padrdoes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) (TABETA et al., 2004; TAKEDA & AKIRA, 2005). Os TLRs
reconhecem varios PAMPs de origens patogénicas diferentes, como bactérias,
virus, fungos e protozoarios (TABETA et al.,, 2004). Uma subfamilia de TLRs
consiste dos TLR1, 2, 4, 5, 6 e 11, que sao expressos na superficie celular,
reconhecem diferentes estruturas e podem ser internalizados. Uma outra

subfamilia é formada pelos TLR3, 7, 8 e 9, localizados no interior das células
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(reticulo endoplasmatico e endossomos ou lisossomos) e que reconhecem
acidos nucléicos (BAUER et al., 2007).

A estimulacao dos TLRs por seus ligantes leva a ativacdao de uma
cascata de sinalizacao, com consequente inducdo de genes que estao
envolvidos na resposta imune contra patogenos. A cascata se inicia pelo
recrutamento de proteinas adaptadoras para o dominio intracelular dos
receptores, designado dominio TIR (Toll/ILI-receptor like). Quatro moléculas
adaptadoras ja foram identificadas: MyD88 (Myeloid differentiation protein
88), TIRAP/MAL (TIR-associated protein/MyD88-adaptor like), TRIF (TIR-
domain containing adaptor protein) e TRAM (TRIF-related adaptor molecule)
(BAUER et al., 2007). MyD88 ¢é a principal molécula adaptadora utilizada por
todos os TLRs, exceto TLR3, que utiliza apenas a molécula TRIF.

De maneira geral, a ativacdo das células imunes mediada por TLRs
leva a producao de IFN-a, citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-1 e
IL-6, e citocinas consideradas reguladoras, como IL-12 e IL-18, promovendo
respostas Thl. Entretanto, para alguns TLRs, resultados conflitantes tém
sido observados quanto a inducao de respostas Th1l ou Th2, indicando que a
polarizacao depende da pureza e da concentracao do ligante (AGRAWAL et
al., 2003; DIDIERLAURENT et al., 2004; VELASCO et al., 2005).

O papel dos receptores toll-like nos efeitos imunomoduladores
induzidos pela P. acnes, e também na patogenia da acne, tém sido
recentemente investigados. KIM et al. (2002) demonstraram que a
transfeccao do TLR2 em uma linhagem celular originalmente nao
respondedora foi suficiente para ativar a sinalizacado celular via NF-kB em
resposta a P. acnes, e que essa bactéria induzia ativacao do promotor da
IL-12 p40 via TLR2. Também ja foi verificado que o TLR9 é essencial para a
producao de TNF-a e IFN-y induzida pela P. acnes (KALIS et al., 2005).

Além disso, foi demonstrado que a P. acnes € capaz de induzir a
expressdao de TLR2 e TLR4 por queratinocitos, sendo este mecanismo
importante para que o processo inflamatério em lesdbes de acne seja
desencadeado (JUGEAU et al., 2005). Aumento da expressdo de TLR4

também foi observado por hepatocitos de animais tratados com P. acnes
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(ROMICS et al., 2004), mecanismo pelo qual esta bactéria € capaz de
potencializar o choque endotoxico induzido por LPS, uma vez que este é
ligante de TLR4.

Assim, a P. acnes parece exercer seus efeitos tanto pela ligacao a TLRs,
quanto pela inducao da sua expressao. Uma vez que esses receptores estao
amplamente expressos em células apresentadoras de antigenos, nos
acreditamos que a P. acnes aja diretamente sobre essas células, modificando
seu estado de ativacao e culminando com a modulacado da resposta imune
celular, como observado no modelo murino de hipersensibilidade imediata.
Assim, no presente estudo, nés nos propusemos a investigar se o estado de
ativacdo das APCs é diferente quando ocorre potencializacdo ou supressao
da reacao de hipersensibilidade tipo I pela P. acnes ou seu componente

polissacaridico soluvel purificado.

1.10. Modulacao da populacao de linfocitos B1

Além das células apresentadoras de antigenos profissionais, vamos
investigar também, no presente estudo, se a populacao de linfécitos B1 €
diferentemente modulada pela P. acnes ou seu componente polissacaridico
quando ocorre potencializacdao ou supressao da reacao de hipersensibilidade
tipo I. Decidimos estudar esta populacao uma vez que demonstramos que
estas células estdo aumentadas em numero absoluto quando animais sao
tratados por via intraperitoneal com P. acnes, e também por participarem do
inicio da resposta de hipersensibilidade de contato a antigenos inoculados
intradermicamente, que induzem resposta tipica Th1 (ASKENASE, 2001).

Os linfocitos B1 se localizam principalmente nas cavidades peritoneal
e pleural, mas também representam cerca de 5 % das células B esplénicas
(KROESE et al.,, 1992; HERZENBERG, 2000). Eles podem ser distinguidos
dos linfocitos B convencionais (B2) pelo fenotipo de superficie, pois, ao
contrario dos B2, os linfocitos B1 sao IgMbi) IgDlo, B220l, CD23-, CD43" e,
na cavidade peritoneal, mas nao no baco, CD11b* (KROESE et al.,, 1992).
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Além disso, as células B1 podem ser divididas em Bla (CDS5S*) e Blb (CD5SY)
(KANTOR et al., 1992a; KANTOR et al., 1992b; KANTOR et al., 1993).

Um outro subtipo de células Bl peritoneais CD11b- CDS* foi
recentemente descrito e denominado Blc (HASTINGS et al., 20006).
Entretanto ja foi demonstrado que essas células parecem ser, na verdade,
um estagio de diferenciacao das células Bla (CD11b* CD5*) e B1b (CD11b*
CD5), e nao uma terceira subpopulacao de linfécitos B1 peritoneais (GHOSN
et al., 2008).

Além das diferencas fenotipicas entre linfocitos B1 e B2, essas células
possuem também diferentes caracteristicas funcionais. Os linfécitos B1, em
contraste com os linfocitos B classicos, sao auto-renovaveis, sintetizam
principalmente IgM natural e auto-reativa e parecem estar relacionados com
regulacao da resposta imune, uma vez que produzem principalmente IL-10
(HAYAKAWA et al., 1984; HAYAKAWA et al., 1986; HERZENBERG et al.,
1986; FORSTER & RAJEWSKY, 1987; O’'GARRA & HOWARD, 1992).

Também ja foi observada a proliferacao desta populacdao na zona
marginal do baco de camundongos apés estimulo com antigenos timo-
independentes e timo-dependentes, sendo que, para estes ultimos, foi
observada a necessidade destas células serem ativadas em presenca de IL-5
(ERICKSON et al.,, 2001; BALAZS et al., 2002). A ativacao de linfocitos B1
pela IL-5 indica uma provavel participacao dessas células na reacao de
hipersensibilidade imediata, uma vez que a IL-5 também é de fundamental
importancia para a diferenciacao e ativacdao de eosinofilos (FOSTER, 1999).
De fato, um importante papel dos linfécitos Bl como supressores da
resposta a OVA em modelo de hipersensibilidade tipo I semelhante ao nosso
foi recentemente demonstrado (DELORENZO et al., 2007).

Esses dados sugerem que as células Bl também podem estar sendo
moduladas pela P. acnes ou seu polissacarideo no nosso modelo de
hipersensibilidade imediata. Isso & corroborado pelo fato de que varios
efeitos da bactéria e de seu componente sobre a populacao de linfécitos Bl

ja foram observados por nés em outros modelos de estudo.
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No6s demonstramos que o tratamento de camundongos C57Bl/6 com
P. acnes ou PS, por via intraperitoneal, induziu aumento do numero de
células Bla na cavidade peritoneal dos animais (ANANIAS et al.,, 2007).
Também verificamos aumento do numero de linfécitos Bla, Blb e Blc no
peritoneo de camundongos BALB/c tratados com a bactéria ou seu
componente por via intraperitoneal, com predominancia da populacao Blb
(YENDO et al., 2007; MUSSALEM et al., 2008). Nesses estudos, foi possivel
observar que a bactéria nao apenas aumentou o numero total de linfocitos
Bl na cavidade peritoneal, mas também o numero dessas células que
expressavam moléculas co-estimuladoras, MHC II, citocinas intracelulares,
TLR2, TLR4 e TLR9, indicando ativacdo celular. O polissacarideo pareceu
estar envolvido nesses efeitos, uma vez que foi capaz de induzir aumento da
expressdo de TLR4, TLR9, CD40 e CD86 e a sintese de IL-4 e IL-12 por
células Blb peritoneais (YENDO et al.,, 2007; MUSSALEM et al., 2008).
Ainda, células do exsudato peritoneal de camundongos tratados com
P. acnes ou PS foram cultivadas para a obtencao de uma populacao
enriquecida de células Blb, como descrito por ALMEIDA et al. (2001). In
vitro, o numero de linfocitos B1b diminuiu nos grupos tratados com P. acnes
ou seu componente, mas as células permaneceram ativadas, como
demonstrado pela expressao de TLRs (MUSSALEM et al., 2008).

Assim, uma vez que a P. acnes e seu componente polissacaridico sao
capazes de modular a populacao de células B1l, e que estas parecem estar
envolvidas em reacoes de hipersensibilidade imediata, nés iremos investigar,
no presente estudo, se essas células sado diferentemente moduladas pela
bactéria ou seu componente quando ocorre potencializacao ou supressao da

reacao de hipersensibilidade tipo I.
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2. OBJETIVOS

Investigar se os efeitos de potencializacado ou supressdo da
hipersensibilidade imediata induzidos pela P. acnes ou seu polissacarideo
estao relacionados com diferencas no nimero e grau de ativacao de células
apresentadoras de antigenos e linfocitos Bl. Foram considerados os

seguintes objetivos especificos:

e Verificar se o polissacarideo soluvel extraido da P. acnes também é
capaz de potencializar a reacao de hipersensibilidade tipo I em
camundongos, quando estes sao submetidos ao implante com CSO no
mesmo dia da tltima injecao de polissacarideo;

e Determinar se o numero de células apresentadoras de antigenos e de
linfécitos T no baco de camundongos submetidos ao mesmo modelo é
diferente quando ocorre potencializacdo ou supressdo da reacao pela
P. acnes ou seu componente;

e Analisar o grau de ativacao das células apresentadoras de antigenos
nesses camundongos, considerando a expressdao de moléculas co-
estimuladoras, TLRs e sintese de citocinas;

e Avaliar se células apresentadoras de antigenos sao capazes de
induzir diferentes respostas de linfocitos T in vitro quando estimuladas com
P. acnes ou polissacarideo, concomitantemente ou nao ao estimulo com
OVA;

e Verificar se as populacoes de linfocitos B1 peritoneais e esplénicos
sdao moduladas pelo tratamento com P. acnes ou polissacarideo nesse

modelo, quanto ao seu numero e grau de ativacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados, em todos os experimentos, camundongos F1
hibridos BALB/c x A/J, adultos jovens (6 a 8 semanas de idade), machos ou
fémeas. As linhagens parentais BALB/c e A/J foram adquiridas do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME - UNIFESP), e do Biotério de Camundongos Isogénicos do ICB
(USP), respectivamente. Todos os animais foram mantidos, sob condicoes

adequadas, no Biotério da Disciplina de Imunologia da UNIFESP.

3.2. Material

3.2.1. Material biologico

e Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma)

¢ Clara de ovo de galinha

e Garamicina (Schering-Phough)

e GM-CSF, obtido do sobrenadante de cultura de células X63
¢ [FN-y recombinante (Invitrogen)

e [L-4 recombinante (Invitrogen)

e [L-5 recombinante (Invitrogen)

e [L-12 recombinante (Invitrogen)

e [L-17 recombinante (eBioscience)

e Ovoalbumina (OVA) grade II (Sigma)

¢ Polissacarideo extraido da Propionibacterium acnes (PS)
e Propionibacterium acnes (P. acnes) obtida de cultura

e Soro fetal bovino (SFB) (Cultilab)

e Soro normal de camundongo

e Streptoavidina conjugada a fluoresceina isotiocianato (FITC) (Pharmingen)
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e Streptoavidina conjugada a R-ficoeritrina (PE) (Pharmingen)

e Streptoavidina conjugada a proteina peridinina clorofil-a (PerCP)
(Pharmingen)

e Streptoavidina conjugada a aloficocianina (APC) (Pharmingen)

e Streptoavidina conjugada a peroxidase (Pharmingen)

3.2.1.1. Anticorpos

e Anti-CD3 conjugado a APC (eBioscience)

e Anti-CD4 conjugado a PE (Pharmingen)

¢ Anti-CD4 conjugado a PerCP (eBioscience)
e Anti-CDS conjugado a FITC (Pharmingen)
¢ Anti-CDS conjugado a PE (Pharmingen)

e Anti-CDS conjugado a PerCP (Pharmingen)
¢ Anti-CD8 conjugado a PerCP (Pharmingen)
e Anti-CD11b conjugado a APC (Caltag)

e Anti-CD11c conjugado a PE (Pharmingen)
e Anti-CD11c conjugado a PE-Cy5.5 (Cy) (Pharmingen)
e Anti-CD19 biotinilado (Pharmingen)

e Anti-CD19 conjugado a FITC (Pharmingen)
e Anti-CD19 conjugado a PE (Pharmingen)

e Anti-CD19 conjugado a APC (Pharmingen)
e Anti-CD23 biotinilado (Pharmingen)

¢ Anti-CD23 conjugado a FITC (Pharmingen)
e Anti-CD25 conjugado a PE (eBioscience)

e Anti-CD40 biotinilado (Pharmingen)

e Anti-CD8O0 biotinilado (Pharmingen)

e Anti-CD86 biotinilado (Pharmingen)

e Anti-F4 /80 biotinilado (Caltag)

¢ Anti-Foxp3 conjugado a FITC (eBioscience)
e Anti-IFN-y purificado (Invitrogen)
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e Anti-IFN-y biotinilado (Invitrogen)

e Anti-IFN-y conjugado a FITC (Pharmingen)

e Anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma)
e Anti-IgG de coelho conjugado a PerCP (Pharmingen)
e Anti-IgG de rato conjugado a FITC (Pharmingen)

e Anti-IgG1 de camundongo biotinilado (Pharmingen)
¢ Anti-IgG2a de camundongo biotinilado (Pharmingen)
e Anti-IgM de camundongo purificado (Sigma)

¢ Anti-IL-4 purificado (Invitrogen)

e Anti-IL-4 biotinilado (Invitrogen)

¢ Anti-IL-4 conjugado a PE (Pharmingen)

e Anti-IL-5 purificado (Invitrogen)

e Anti-IL-5 biotinilado (Invitrogen)

e Anti-IL-12 purificado (Invitrogen)

e Anti-IL-12 biotinilado (Invitrogen)

e Anti-IL-12 conjugado a PE (Pharmingen)

e Anti-IL-17 purificado (eBioscience)

e Anti-IL-17 biotinilado (eBioscience)

e Anti-MHC II (I-Ad) biotinilado (Pharmingen)

e Anti-MHC II (I-Ad) conjugado a FITC (Pharmingen)

e Anti-TLR2 purificado (R&D Systems)

e Anti-TLR4 purificado (Pharmingen)

e Anti-TLR9 purificado (Zymed)

3.2.2. Reagentes

e Acido acético (Merck)

e Acido citrico (J T Baker)

e Acido etilenodiaminotetracético-dissédico (EDTA-Na) (Ecibra)
e Acido picrico (Merck)

e Acido sulfarico (Merck)
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e Azul de Trypan (Merck)

e Bicarbonato de sédio (Merck)

e Cloreto de amoénia (Merck)

e Cloreto de sodio (Merck)

e Etanol (Synth)

e Fenol (Synth)

e Ferro em p6 reduzido (Mallinckrodt)
¢ Ficoll-Hypaque (Sigma)

e Formaldeido (Merck)

e Fosfato de sodio dibasico anidro (Merck)
e Fosfato dissodico 12-hidrato (Merck)
e Fosfato monossodico 1-hidrato (Merck)
e Hemobac adulto (Probac)

e Hepes (Inlab)

e O-phenylenediamine (OPD) (Sigma)
e Paraformaldeido (Sigma)

e Peroxido de hidrogénio 30 % (ADV)

e RPMI 1640 (Sigma)

e Solucao fisiologica 0,9 % (Aster)

e Triton-X-100 (Merck)

e Tween 20 (Merck)

3.2.3. Solucoes

e Azul de Trypan - solucao de PBS foi acrescida de 0,4 % de azul de Trypan,

filtrada e armazenada em frasco escuro a 4°C, deixando-se em repouso por

24 horas antes do uso.

e Meio RPMI - 10,4 g de RPMI 1640, 2 g de bicarbonato de sodio, 5,69 g de

hepes e 40 mg de garamicina foram diluidos em 1 L de agua bidestilada e

deionizada, sob agitacao. A solucao foi filtrada em Millipore 0,22 pm e

armazenada a 4°C.
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e Meio R10 - meio RPMI suplementado com 10 % de SFB.

¢ Solucao de Bouin - 20 mL de solucao de acido acético foram acrescidos de
100 mL de formaldeido diluido em 200 mL de agua destilada. Em seguida,
acido picrico foi acrescentado até a saturacao, e a solucao foi armazenada a
temperatura ambiente.

¢ Solucao de Fenol 90 % - 90 mL de fenol cristalino, previamente dissolvido
em banho-maria a 70°C, foram adicionados a 10 mL de agua destilada, e a
solucao final foi armazenada a temperatura ambiente.

e Solucao de PBS - 3,58 g de fosfato monossodico 1-hidrato, 79,05 g de
cloreto de sodio e 24,54 g de fosfato dissodico 12-hidrato foram dissolvidos
em 1 L de agua destilada. Apos filtragem, a solucao foi armazenada a 4°C e
diluida 10 x em agua destilada no momento do uso. O pH foi ajustado para
valores entre 7,2 e 7,4.

e Solucao de PBS-BSA 1 % - solucao de PBS foi acrescida de 1 % de BSA e
armazenada a 4°C.

e Solucao de PBS-Triton-X-100 - solucao de PBS foi acrescida de 0,2 % de
Triton-X-100 e armazenada a 4°C.

e Solucao de PBS-Tween - solucao de PBS foi acrescida de 0,05 % de Tween
20 e armazenada a 4°C.

¢ Solucao fixadora para citometria de fluxo - solucao de PBS foi acrescida
de 1 % de paraformaldeido e armazenada a 4°C.

e Solucao de substrato-OPD - 12 mg de OPD foram diluidos em 3,15 mL de
acido citrico 0,1 M, 3,2 mL de fosfato de sodio dibasico anidro 0,1 M e
6,25 mL de agua destilada. A solucao foi armazenada a 4°C e, no momento
do uso, foram acrescentados 20 pL de peréxido de hidrogénio 30 %.

¢ Solucao stop — solucao de acido sulfurico 4 N armazenada a 4°C.

e Tampao Hemolitico - 4,15 g de cloreto de amonia, 0,02 g de EDTA-Na e
0,5 g de bicarbonato de sodio foram diluidos em agua bidestilada em um
volume final de 500 mL. A solucao foi filtrada, autoclavada e armazenada a

4°C.
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3.3. Métodos

3.3.1. Cultura de P. acnes

Garrafas contendo 40 mL de meio de cultura para anaerobiose
Hemobac foram acrescidas de 1 mL de suspensao “mae” de P. acnes,
mantida no mesmo meio, a temperatura ambiente. As garrafas foram
colocadas em estufa a 37°C por 3 dias; apos esse periodo de crescimento, as
bactérias foram centrifugadas por 30 minutos a 2.000 g em centrifuga
refrigerada e ressuspensas em solucao fisiologica 0,9 % obtida
comercialmente. Esse procedimento de lavagem foi repetido por mais duas
vezes. A suspensdo foi entdo autoclavada, e a concentracdo protéica foi
determinada pelo método de BRADFORD (1976), sendo utilizada como
parametro para determinar a dose de suspensao a ser inoculada nos

animais.

3.3.2. Obtencao do polissacarideo soluvel purificado de P. acnes (PS)

O método de extracao da fracao polissacaridica soluvel de P. acnes foi
padronizado por LONGHINI (2002), tendo como base o método de extracao
fenolica de PALMER & GERLOUGH (1940).

As bactérias foram cultivadas, lavadas e autoclavadas como descrito
anteriormente, e o volume da suspensao final foi determinado,
acrescentando-se, em seguida, o mesmo volume de fenol 90 % e de agua
destilada. A mistura foi deixada por 10 minutos em banho-maria a 70°C,
sendo posteriormente centrifugada por 30 minutos a 2.000 g.

Apos essa etapa, observa-se a formacao de um gradiente de densidade,
em que se distinguem quatro fases: agua, anel, fenol e pellet. A fase aquosa e
o anel foram coletados, e agua destilada foi acrescentada ao restante até o
volume anterior a centrifugacdo. As etapas a partir do aquecimento em
banho-maria foram entao repetidas mais duas vezes. O material final obtido

das trés coletas da agua e do anel rico em polissacarideos foi centrifugado a
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10.000 g, por 10 minutos, e trés volumes de etanol foram adicionados a cada
volume do sobrenadante e anel resultantes, para precipitacdo do
polissacarideo.

A solucao foi mantida a 4°C overnight e, em seguida, centrifugada por
30 minutos a 2.000 g, coletando-se o precipitado resultante. Este foi
mantido overnight em recipiente parcialmente aberto, a temperatura
ambiente, para total evaporacao do etanol restante, sendo posteriormente
ressuspenso em 1 mL de agua destilada. A seguir, o mesmo foi autoclavado,
sendo determinadas as concentracdes polissacaridica, pelo método de
DUBOIS et al. (1951), e protéica, pelo método de BRADFORD (1976).

A solucao obtida era rica em polissacarideo, ndo sendo detectada a

presenca de proteinas.

3.3.3. Modelo murino de hipersensibilidade tipo I

Para reproducao do modelo de hipersensibilidade imediata descrito por
FACINCONE et al. (1997), camundongos F1 (BALB/c x A/J) foram
implantados, no tecido subcutaneo, com clara solidificada de ovo de galinha
(CSO), preparada adequadamente como descrito a seguir. Apos 14 dias, os
mesmos foram desafiados na pata com ovoalbumina agregada (OVA),
também preparada previamente como descrito abaixo.

No local do desafio, os animais desenvolvem wuma reacao de
hipersensibilidade imediata caracterizada por trés picos de resposta:
30 minutos, 6 horas e 24 horas. Este ultimo € acompanhado de intenso
infiltrado eosinofilico, compativel com a fase tardia da hipersensibilidade

imediata ou tipo I (FACINCONE et al., 1997).

3.3.3.1. Preparo da CSO para sensibilizacdo dos animais

Ovos de galinha foram fervidos por 20 minutos. Em seguida, as claras

foram separadas, lavadas em agua destilada e desidratadas em etanol

absoluto overnight. Pequenos fragmentos de aproximadamente 4 x 2 x 2 mm,
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com peso estimado de 40 mg, foram cortados e armazenados a 4°C. Antes do
uso, os mesmos foram re-hidratados em PBS por 2 horas a temperatura
ambiente, sendo posteriormente utilizados para o implante no tecido

subcutaneo da regiao dorsal dos camundongos.

3.3.3.2. Preparo da OVA para desafio dos animais

Ovoalbumina grade II foi diluida em solucao salina 0,9 % a uma
concentracao de 20 mg/mL e aquecida por 5 minutos em banho seco a
100°C. Apos centrifugacdao a 3.000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado, e o sedimento, ressuspenso em solucao salina 0,9 % estéril,
inoculando-se cerca de 50 uL no coxim plantar da pata posterior esquerda

de cada camundongo.

3.3.4. Esquema de tratamento dos animais com P. acnes ou polissacarideo

Em trabalhos anteriores de nosso laboratéorio (BRAGA et al., 2003;
BRAGA, 2004), foram descritos dois protocolos de tratamento, um com
P. acnes (Protocolo 1), capaz de modular positivamente a reacdo de
hipersensibilidade imediata descrita acima, e outro com P. acnes ou
polissacarideo (Protocolo 2), capaz de modular negativamente a mesma
reacdo. Assim, no presente estudo, esses dois protocolos foram utilizados
para o tratamento dos animais com P. acnes ou PS.

No Protocolo 1, camundongos F1 (BALB/c x A/J) foram tratados com
trés injecoes subcutaneas, uma por semana, de suspensao de P. acnes
morta pelo calor (140 pg/350 pL/animal) ou fracado polissacaridica soluvel
purificada (25 pg/350 pL/animal), sendo que a ultima injecao foi
administrada no mesmo dia do implante com CSO. No Protocolo 2, os
camundongos foram submetidos ao mesmo esquema de tratamento com
P. acnes ou polissacarideo, entretanto o implante com CSO so6 foi realizado
uma semana apos a ultima imunizacao. Para ambos os protocolos, o desafio

com OVA na pata foi realizado 14 dias apos o implante com CSO.



Material e Métodos -25-

Como grupos controles, animais tratados com solucao salina 0,9 %

foram submetidos aos Protocolos 1 ou 2, respectivamente.

Protocolo 1:

| 7dias | 7 dias | 14 dias |
1% dose: 22 dose: 32 dose: OVA
Salina Salina Salina
ou ou ou
P. acnes P. acnes P. acnes
ou ou ou
PS PS PS
+
CSO

Protocolo 2:

| 7dias | 7dias | 7dias | 14 dias |
12 dose: 22 dose: 32 dose: CSsO OVA
Salina Salina Salina
ou ou ou
P. acnes P. acnes P. acnes
ou ou ou
PS PS PS

Esses dois protocolos foram utilizados para o tratamento dos
camundongos em todos os experimentos, sendo os mesmos divididos em

grupos de 6 a 8 animais.

3.3.5. Analise da reacao de hipersensibilidade imediata desenvolvida na pata
de camundongos tratados com P. acnes ou polissacarideo de acordo com o

Protocolo 1

Como demonstrado anteriormente em nosso laboratoério, o PS é um
importante componente da P. acnes envolvido na supressao da reacao de
hipersensibilidade tipo I, uma vez que o tratamento de camundongos com PS

de acordo com o Protocolo 2 também foi capaz de suprimir a reacao,
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semelhantemente a suspensao bacteriana (BRAGA, 2004). Entretanto, ainda
nao havia sido verificado se o PS também participa da potencializacao da
reacao de hipersensibilidade tipo I.

Assim, para avaliar a participacao do PS na potencializacao da reacao
de hipersensibilidade imediata, os camundongos foram tratados com
P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1.

As patas dos animais foram medidas em diferentes tempos
(30 minutos, 3, 6, 9, 24, 48 e 72 horas) apoés o desafio com OVA,
determinando-se a espessura das mesmas com o auxilio de um paquimetro.
O tamanho do edema nos diferentes tempos pode ser calculado subtraindo-
se a medida da pata antes do desafio (basal) do valor obtido em cada tempo
especifico (A = valor no tempo “x” — valor basal).

Além da avaliacao da espessura das patas, as mesmas também foram
coletadas 24, 48 e 72 horas apos o desafio com OVA para analise histologica.
As patas dos animais tratados e controles foram fixadas em solucao de
Bouin e processadas em cortes histologicos, sendo as laminas coradas com
hematoxilina e eosina (HE). O infiltrado inflamatério presente no local foi
avaliado pela contagem de eosinofilos e outros leucocitos em 10 campos

diferentes, em aumento de 1.000 x.

3.3.6. Analise intracelular de IL-4 e IFN-y em células esplénicas de

camundongos tratados com P. acnes ou PS, submetidos ao Protocolo 1

Os bacos dos camundongos tratados e controles, submetidos ao
modelo de hipersensibilidade imediata de acordo com o Protocolo 1, foram
coletados 24, 48 e 72 horas apos o desafio com OVA e macerados
adequadamente para a obtencado de uma suspensao celular.

As células foram centrifugadas por S minutos a 1.200 g e
ressuspensas em 3 mL de tampao hemolitico por baco, sendo novamente
centrifugadas nas mesmas condicoes. Apds remocao do tampao, a
suspensao celular foi lavada 2 vezes por S minutos a 1.200 g em PBS, e o

pellet resultante foi ressuspenso em 1 mL de PBS-BSA 1 %.
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A concentracao da suspensao celular foi determinada por contagem
em camara de Neubauer na presenca de azul de Trypan, obtendo-se assim o
numero absoluto de células viaveis para cada grupo de animais. A
concentracdo foi entdo ajustada para 1x107/mL em PBS-BSA 1 %,
utilizando-se 100 pL da suspensao (1x10° células) para cada amostra a ser
analisada.

Em seguida, as células foram incubadas com 5 % de soro normal de
camundongo, por 30 minutos a 4°C, para bloqueio dos receptores Fc. Apos
lavagem com PBS-BSA 1 %, as amostras foram fixadas por 15 minutos a
temperatura ambiente com 400 uL de solucao fixadora. As mesmas foram
entao lavadas e permeabilizadas com 200 pL de Triton-X-100 0,2 % em PBS
por 6 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apos lavagem, foi
realizada a marcacao intracelular, incubando-se as células com 1 pL de anti-
IFN-y conjugado a FITC e 1 pL de anti-IL-4 conjugado a PE por tubo, por
40 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Por fim, as células
foram lavadas e fixadas overnight a 4°C. As amostras foram entao
centrifugadas e ressuspensas em 1 mL de PBS.

As porcentagens de células positivas para IL-4 ou IFN-y foram
determinadas por citometria de fluxo (FACSCalibur — Cell Sorter — Becton
Dickinson) e convertidas para numero absoluto de células (células/mL), com
base no numero absoluto de células esplénicas de cada grupo, obtido a

partir da contagem de células em camara de Neubauer, como citado acima.

3.3.7. Dosagem de anticorpos para OVA no soro de camundongos tratados

com P. acnes ou polissacarideo de acordo com os Protocolos 1 ou 2

Os soros dos animais tratados e controles foram coletados 24 e
48 horas apods o desafio com OVA e armazenados em pools a —20°C até o
momento do uso, quando os niveis de anticorpos para OVA (IgG total, IgG1 e

IgG2a) foram determinados por ELISA.
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Para as reacoes de ELISA, as placas foram sensibilizadas com 4 pg de
OVA por orificio, diluidos em 100 uL de PBS, e permaneceram em estufa a
37°C por um periodo de 2 horas, seguido de incubacao overnight a 4°C.

Apobs a retirada da solucao de sensibilizacao, realizou-se o bloqueio de
sitios inespecificos, incubando-se as placas por 1 hora a temperatura
ambiente com 100 pL/orificio de PBS-BSA 1 %. Os orificios foram entao
submetidos a 3 etapas de lavagem com 200 ulL de PBS-Tween,
acrescentando-se, em seguida, 100 pL/orificio das amostras de soro em
duplicatas, diluidas em PBS de 1/100 até 1/12.800 para IgG total e de 1/25
até 1/12.800 para IgG1 e IgG2a. Apos incubacao por 30 minutos em estufa
a 37°C, as placas foram lavadas 6 vezes com PBS-Tween e acrescidas de
100 pL/orificio dos seguintes anticorpos monoclonais diluidos em PBS: anti-
IgG conjugado a peroxidase (1/2.000), anti-IgG1 e anti-IgG2a biotinilados
(1/4.000). As placas permaneceram em estufa a 37°C por mais 1 hora, e os
orificios foram novamente lavados 6 vezes com PBS-Tween. As reacoes para
dosagem de IgG total, nas quais foi utilizado anticorpo conjugado a
peroxidase, foram em seguida reveladas como descrito abaixo. Ja nas placas
em que foram utilizados anticorpos biotinilados, foram acrescentados
S50 uL/orificio de streptoavidina conjugada a peroxidase, diluida 1/4.000 em
PBS, incubando-se por 30 minutos a temperatura ambiente e lavando-se
6 vezes com PBS-Tween. Todas as reacoes foram reveladas pela adicdo de
100 pL/orificio de substrato-OPD, incubando-se por 15 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz.

As reacoes foram entado interrompidas com 50 pL/orificio de solucao
stop, e a densidade optica (DO) das mesmas foi determinada em

espectrofotometro, em comprimento de onda de 492 nm (A492).

3.3.8. Analise das populacoes celulares esplénicas de camundongos tratados

com P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 ou 2

Para a analise das populacoes celulares esplénicas, os bacos dos

camundongos F1 (BALB/c x A/J) submetidos aos dois protocolos de
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tratamento foram coletados 14 dias apdés o implante com CSO, antes do

desafio com OVA agregada na pata (AD), conforme esquema abaixo:

Protocolo 1:

| 7dias | 7 dias | 14 dias |
| | | |
1% dose 22 dose 32 dose J
+
CSO AD
Protocolo 2:
| 7dias | 7dias | 7dias | 14 dias |
| | | | |
1% dose 22 dose 3% dose CSO J

AD

As células foram obtidas como descrito no item 3.3.6, e a concentracao
celular foi determinada por contagem em camara de Neubauer. Apos
bloqueio dos receptores Fc, as mesmas foram incubadas por 40 minutos a
4°C com 1 pL de cada um dos seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD3
conjugado a APC, anti-CD4 conjugado a PE e anti-CD8 conjugado a PerCP
para as populacoes de linfocitos T CD4 e T CD8; anti-CD3 conjugado a APC,
anti-CD4 conjugado a PerCP e anti-CD25 conjugado a PE para a populacao
de linfocitos T reguladores (Treg); anti-CD23 conjugado a FITC e anti-CD19
conjugado a PE para a populacao de linfocitos B classicos (B2); anti-CD19
conjugado a PE e anti-CDS conjugado a PerCP para a populacao de linfocitos
B1; anti-CD11b conjugado a APC e anti-F4 /80 biotinilado para a populacao
de macrofagos; anti-CD11c conjugado a Cy e anti-MHC II conjugado a FITC
para a populacao de células dendriticas.

Apos o periodo de incubacao, as células foram lavadas uma vez com
PBS-BSA 1 % e ressuspensas em 100 pL. da mesma solucao.

As amostras destinadas a analise da populacao de macrofagos foram

novamente incubadas por 40 minutos a 4°C na presenca de 1 uL/tubo de



Material e Métodos -30-

streptoavidina conjugada a FITC, e em seguida lavadas e ressuspensas em
100 puL de PBS-BSA 1 %.

Ja as amostras destinadas a analise de linfocitos Treg foram fixadas,
permeabilizadas como descrito no item 3.3.6 e, em seguida, incubadas por
40 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, com 1 pL/tubo de
anti-Foxp3 conjugado a FITC. As células foram entao lavadas e ressuspensas
em 100 puL de PBS-BSA 1 %.

Todas as amostras foram entdo acrescidas de 400 uL de solucéao
fixadora e incubadas overnight a 4°C. Apos esse periodo, as células foram
centrifugadas e ressuspensas em 1 mL de PBS e analisadas por citometria
de fluxo.

Os resultados da analise por citometria de fluxo, expressos em
porcentagem, foram convertidos para numero absoluto (células/mL),

conforme descrito no item 3.3.6.

3.3.9. Avaliacao da expressao de moléculas co-estimuladoras por
células apresentadoras de antigenos e linfocitos Bl esplénicos de

camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2

Além do numero de células de cada populacdo esplénica, o grau de
ativacao das células apresentadoras de antigenos profissionais (APCs) e dos
linfocitos B1 também foi verificado.

Para isso, os bacos dos camundongos F1 (BALB/c x A/J) foram
coletados antes do desafio com OVA (AD), as células foram contadas e a sua
concentracdo ajustada para 1x106 células/100 pL/tubo em PBS-BSA 1 %.
Apods bloqueio dos receptores Fc, estas foram marcadas com anticorpos
especificos (1 pL/tubo) para as populacoes de linfécitos B2 (anti-CD23
conjugado a FITC e anti-CD19 conjugado a PE), linfécitos Bl (anti-CD19
conjugado a PE e anti-CDS conjugado a FITC), macrofagos (anti-CD11b
conjugado a APC e anti-F4/80 biotinilado) e células dendriticas (anti-CD11c
conjugado a PE e anti-MHC II conjugado a FITC). Nesta etapa, os tubos com

marcacoes para linfocitos Bl, B2 e células dendriticas também foram
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adicionados de anticorpos anti-CD40, anti-CD80 ou anti-CD86 biotinilados.
As amostras foram entao incubadas por 40 minutos a 4°C, lavadas uma vez
com PBS-BSA 1 % e ressuspensas em 100 pL da mesma solucao.

Os tubos com marcacoes para linfocitos B1, B2 e células dendriticas
foram incubados com streptoavidina conjugada a PerCP, enquanto as
amostras para a populacdo de macrofagos foram marcadas com
streptoavidina conjugada a FITC. Apds nova etapa de incubacdao por
40 minutos a 4°C, as células foram lavadas e ressuspensas em 100 uL de
PBS-BSA 1 %.

As amostras marcadas com anticorpos especificos para linfécitos B1,
B2 e células dendriticas foram entao acrescidas de 400 pL de solucao
fixadora e incubadas overnight a 4°C.

Os tubos com marcagoes para macrofagos permaneceram por mais
40 minutos a 4°C na presenca de 1 uL/tubo de anti-CD40, anti-CD80 ou
anti-CD86 biotinilados, e depois por mais 40 minutos na presenca de
streptoavidina conjugada a PerCP. Por fim, estes foram lavados e
ressuspensos em 100 pL de PBS-BSA 1 %, acrescidos de 400 pL de solucao
fixadora e incubados overnight a 4°C.

Apdos essa etapa de fixacdo, as células foram centrifugadas e
ressuspensas em 1 mL de PBS para analise por citometria de fluxo. Os
resultados, expressos em porcentagem, foram convertidos para numero
absoluto com base no numero absoluto de cada populacao analisada.

Além da analise do numero de células positivas para CD40, CD80 ou
CD86, foi avaliado também o grau de expressdao de cada molécula pelas
populacoes estudadas. Para tanto, foi determinada, por citometria de fluxo, a
intensidade de fluorescéncia média (MFI) correspondente a cada molécula
analisada, uma vez que quanto maior a intensidade de fluorescéncia para
um determinado marcador, maior a expressao do mesmo na superficie

celular.
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3.3.10. Analise da expressao de receptores toll-like (TLRs) por APCs e
linfécitos B1 esplénicos de camundongos tratados com P. acnes ou PS,

submetidos aos Protocolos 1 ou 2

As células apresentadoras de antigenos e células Bl esplénicas de
camundongos F1 (BALB/c x A/J) foram analisadas quanto a expressao de
TLR2, TLR4 e TLR9 antes do desafio com OVA (AD). Como descrito
anteriormente, as células foram contadas, sua concentracado ajustada para
1x106 células/100 pL/tubo em PBS-BSA 1 %, e realizado o bloqueio de
receptores Fc.

Para a analise da expressao de TLR2, TLR4 e TLR9 na superficie
celular (extracelular), as células foram marcadas com anticorpos anti-TLR2,
anti-TLR4 ou anti-TLR9 purificados, por 40 minutos a 4°C. Apods lavagem
com PBS-BSA 1 %, os tubos marcados com anti-TLR2 ou anti-TLR4 foram
novamente incubados por 40 minutos a 4°C com anti-IgG de rato conjugado
a FITC, e os tubos marcados com anti-TLR9 foram incubados com anti-IgG
de coelho conjugado a PerCP.

As células foram novamente lavadas e entdao incubadas por
40 minutos a 4°C com anti-CD19 conjugado a PE e anti-CD23 biotinilado
para a populacao de linfocitos B2; anti-CD19 biotinilado e anti-CDS5
conjugado a PE para a populacao de linfocitos B1; anti-CD11b conjugado a
APC e anti-F4/80 biotinilado para a populacao de macrofagos; anti-CD11c
conjugado a PE e anti-MHC II biotinilado para a populacao de células
dendriticas. Apés nova etapa de lavagem, os tubos com marcacoes para
linfécitos B1, B2 e células dendriticas foram acrescidos de streptoavidina
conjugada a APC, e aos tubos com marcacoes para macrofagos foi
adicionada streptoavidina conjugada a PE, incubando-se por 40 minutos a
4°C. Por fim, as células foram lavadas, ressuspensas em 100 pL de PBS-BSA
1 %, acrescidas de 400 pL de solucao fixadora e mantidas overnight a 4°C.

Para a analise da expressao de TLR9 intracelular, apos o bloqueio dos

receptores Fc, as células foram marcadas com os mesmos anticorpos e
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moléculas de streptoavidina descritos acima, para definir as populacoes de
linfécitos B1, B2, macrofagos e células dendriticas.

As células foram entao fixadas e permeabilizadas como descrito
anteriormente. Apos lavagem, foi realizada a marcacao intracelular,
incubando-se as células com anti-TLR9 purificado por 40 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, com anti-IgG de coelho conjugado a
PerCP, nas mesmas condicoes. Por fim, as células foram lavadas e fixadas
overnight a 4°C.

Todas as amostras foram entao centrifugadas e ressuspensas em 1 mL
de PBS para analise por citometria de fluxo. Assim como no caso das
moléculas co-estimuladoras, os resultados obtidos sdo expressos em numero
absoluto de células positivas para TLR2, TLR4 e TLR9 extracelular e
intracelular. O grau de expressao de cada receptor na superficie celular
também foi avaliado, com base na intensidade de fluorescéncia média (MFI),

como descrito no item anterior.

3.3.11. Avaliacao da sintese de citocinas por células apresentadoras de
antigenos e células Bl esplénicas de camundongos submetidos aos

Protocolos 1 ou 2

A sintese de IL-4 e IL-12 por APCs e linfécitos B1 esplénicos também
foi avaliada por citometria de fluxo, detectando-se a presenca das citocinas
no meio intracelular.

Assim, os bacos dos animais foram coletados antes do desafio com
OVA (AD), e, como descrito anteriormente, as células obtidas foram
marcadas com anticorpos especificos para as populacoes de linfocitos B2
(anti-CD19 conjugado a APC e anti-CD23 biotinilado, seguido de
streptoavidina conjugada a PerCP), linfocitos Bl (anti-CD19 conjugado a
APC e anti-CDS5 conjugado a PerCP), macrofagos (anti-CD11b conjugado a
APC e anti-F4 /80 biotinilado, seguido de streptoavidina conjugada a PerCP)
e células dendriticas (anti-CD11c conjugado a Cy e anti-MHC II biotinilado,

seguido de streptoavidina conjugada a APC).
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Apobs a marcacao das moléculas de superficie, as células foram fixadas
e permeabilizadas para marcacao intracelular com anti-IL-4 ou anti-IL-12
conjugados a PE. As amostras foram entao novamente fixadas, centrifugadas
e ressuspensas em 1 mL de PBS para analise por citometria de fluxo. Foram
avaliados tanto o numero absoluto de células produtoras de IL-4 ou IL-12,

quanto os niveis de citocinas presentes no interior das células (MFI).

3.3.12. Analise do numero de linfocitos Bl peritoneais de camundongos

submetidos aos Protocolos 1 ou 2

Apobs 14 dias do implante com CSO, antes do desafio com OVA (AD), as
células do exsudato peritoneal de camundongos submetidos aos Protocolos 1
ou 2 foram coletadas pela realizacao de 3 lavagens com 5 mL de PBS. A
suspensao obtida foi entdo centrifugada por S minutos a 1.200 g e
ressuspensa em PBS-BSA 1 % a uma concentracdo de 1x107 células/mlL.
Apoés bloqueio dos receptores Fc, como descrito anteriormente, as células
(1x109/100 pL/tubo) foram marcadas com os seguintes anticorpos
monoclonais: anti-CD19 conjugado a PE, anti-CD11b conjugado a APC e
anti-CD5 conjugado a PerCP. Apos incubacdo por 40 minutos a 4°C, as
mesmas foram lavadas, fixadas e, em seguida, ressuspensas em 1 mL de
PBS para analise por citometria de fluxo.

As subpopulacoes de linfocitos B1 foram definidas pelos seguintes
fenotipos de superficie: Bla (CD19* CD11b* CDS5S%), Blb (CD19* CD11b*
CD5") e Blc (CD19* CD11b- CD5%). Os resultados obtidos foram convertidos
para numero absoluto de células com base na contagem das células do

exsudato peritoneal em camara de Neubauer.
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3.3.13. Avaliacao da expressao de moléculas co-estimuladoras, TLRs e
sintese de citocinas por linfocitos B1 peritoneais de camundongos tratados

com P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 ou 2

As células do exsudato peritoneal de camundongos submetidos aos
Protocolos 1 ou 2 foram obtidas 14 dias apos o implante com CSO, antes do
desafio com OVA (AD). Apos contagem e bloqueio dos receptores Fc, as
células foram marcadas com anticorpos especificos, como descrito
anteriormente.

Para a deteccao de moléculas co-estimuladoras, foram utilizados os
seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD19 conjugado a PE, anti-CD11b
conjugado a APC, anti-CD5 conjugado a PerCP, e anti-CD40, anti-CD80 ou
anti-CD86 biotinilados seguidos de streptoavidina conjugada a FITC.

Para a analise da expressdao de TLR2 e TLR4, foram realizadas as
seguintes marcacoes: anti-CD19 conjugado a PE, anti-CD11b conjugado a
APC, anti-CDS conjugado a PerCP, e anti-TLR2 ou anti-TLR4 purificados
seguidos de anti-IgG de rato conjugado a FITC.

Para a avaliacdo da expressao de TLR9 extracelular, foram utilizados
os seguintes anticorpos: anti-CD19 conjugado a PE, anti-CD11b conjugado a
APC, anti-CDS5 conjugado a FITC, e anti-TLR9 purificado seguido de anti-IgG
de coelho conjugado a PerCP.

Para a deteccao de TLR9 e citocinas intracelulares, as células foram
inicialmente submetidas a marcacao das moléculas de superficie e, em
seguida, fixadas e permeabilizadas para as marcagoes intracelulares. A
marcacao para TLRY intracelular foi realizada com os mesmos anticorpos
descritos acima, e a deteccao de citocinas intracelulares, com os seguintes
anticorpos: anti-CD19 conjugado a FITC, anti-CD11b conjugado a APC, anti-
CDS5 conjugado a PerCP, e anti-IL-4 ou anti-IL-12 conjugados a PE.

As amostras foram entado fixadas e analisadas por citometria de fluxo
para definir as subpopulacoes de linfocitos B1 (Bla: CD19* CD11b* CD5*,
B1lb: CD19* CD11b* CD5-, Blc: CD19* CD11b- CDS5*), bem como a

porcentagem de células de cada subpopulacao positivas para as moléculas
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estudadas. As porcentagens foram convertidas para numero absoluto de
células com base no numero absoluto de cada subpopulacdao analisada. O
grau de expressao das moléculas foi determinado pela intensidade de

fluorescéncia média (MFI).

3.3.14. Deteccao de citocinas em co-culturas de células dendriticas
derivadas de medula 6ssea e linfocitos T primados, estimulados in vitro com

P. acnes, PS e/ou OVA

3.3.14.1. Obtencao das células de medula 6ssea

Camundongos F1 (BALB/c x A/J) naive foram sacrificados para a
retirada dos ossos longos (fémur e tibia). Os ossos foram cortados nas
epifises, e a cavidade da medula 6ssea de cada um foi lavada com meio
RPMI, com o auxilio de uma seringa para insulina.

As células foram centrifugadas por S minutos a 1.200 g, e o pellet
resultante, ressuspenso em 1 mL de meio R10. A concentracao celular foi

determinada por contagem em camara de Neubauer na presenca de azul de

Trypan.

3.3.14.2. Cultura de células dendriticas derivadas de medula ossea

As culturas de células dendriticas derivadas de medula 6ssea foram
realizadas com base no protocolo descrito por MACDONALD et al. (2001).

A concentracao das células de medula ossea foi ajustada para
2,5x105/mL, diluidas em meio R10 contendo 800 U/mL de GM-CSF, obtido
do sobrenadante de cultura de células X63. As células de medula o6ssea
foram entao cultivadas em placas de 12 orificios (1 mL/orificio), em estufa a
37°C e 5 % de CO2. No 3° dia de cultura, 1 mL de meio contendo a mesma
concentracao de GM-CSF foi adicionado a cada orificio. Nos dias 6 € 8, 1 mL
de sobrenadante de cultura foi retirado de cada orificio e substituido por

1 mL de meio, também contendo 800 U/mL de GM-CSF. Por fim, no 10° dia
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de cultura, 1 mL de sobrenadante foi novamente retirado de cada orificio e
substituido por 1 mL de meio R10 contendo 200 U/mL de GM-CSF,

juntamente com os estimulos descritos a seguir.

3.3.14.3. Obtencao de linfocitos T primados

Camundongos F1 (BALB/c x A/J) sem nenhum tratamento prévio
foram implantados no tecido subcutaneo com CSO. Apos 14 dias, o baco dos
animais foi coletado e macerado em meio RPMI, e a suspensao celular
resultante foi transferida para um tubo conico e acrescida de 0,1 mg/mL de
ferro em po6 reduzido. As células foram entdo incubadas por 30 minutos a
37°C, agitando-se o tubo a cada 10 minutos, para permitir a internalizacao
das particulas de ferro pelas células fagociticas e sua consequiente deposicao
no fundo do tubo. Apos esse periodo, o sobrenadante da suspensao celular
foi coletado, e as células fagociticas depositadas no fundo do tubo foram
descartadas, obtendo-se, portanto, uma suspensao celular depletada de
macrofagos.

As células foram entdao adicionadas a uma solucao de Ficoll-Hypaque
com densidade de 1,077 g/mL (3 mL de solucao para cada 10 mL de
suspensao celular), centrifugando-se por 30 minutos a 400 g. Apods essa
etapa, observa-se a formacao de um anel rico em células mononucleares. No
nosso caso, considerando a prévia deplecao de macrofagos pelo ferro, obtém-
se um anel rico em linfocitos. O anel foi entao coletado, e as células foram
lavadas duas vezes com RPMI, por S minutos a 1.200 g.

A suspensao celular foi entao transferida para placas de Petri
previamente revestidas com 10 pg/mL de anticorpo anti-IgM de camundongo
purificado (7 mL/placa). As células foram incubadas por 1 hora em estufa a
37°C e 5 % de CO2, permitindo a ligacao dos linfocitos B aos anticorpos,
ficando tais células aderidas as placas. Apdés esse periodo, as células do
sobrenadante foram transferidas para uma segunda placa revestida com
anti-IgM, para uma melhor deplecdao dos linfécitos B, incubando-se nas

mesmas condicoes. Foi entdo retirado o sobrenadante, contendo células
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depletadas de macrofagos e de linfocitos B e, portanto, ricas em linfocitos T
(cerca de 95 %). As células foram centrifugadas e ressuspensas em RPMI, e a

concentracao celular foi determinada por contagem em camara de Neubauer.

3.3.14.4. Co-culturas de células dendriticas e linfocitos T primados

No 10° dia de incubacao das células dendriticas derivadas de medula
ossea, 1 mL de sobrenadante foi retirado de cada orificio e substituido por
1 mL de meio R10 contendo 200 U/mL de GM-CSF, como descrito
anteriormente. Concomitantemente a troca de meio, as culturas foram
acrescidas de uma suspensao enriquecida de linfécitos T primados, na
concentracdo de 5x105/mL. As co-culturas foram entdo submetidas a
diferentes estimulos in vitro, para posterior dosagem de citocinas no
sobrenadante, nos seguintes tempos:

e Culturas estimuladas ou nao com P. acnes, PS ou OVA no 10° dia,
coletando-se os sobrenadantes no 12° dia;

e Culturas estimuladas com P. acnes ou PS, concomitantemente ao
estimulo com OVA, no 10° dia, coletando-se os sobrenadantes no 12° dia;

e Culturas estimuladas com P. acnes ou PS no 10° dia, e OVA no 11°

dia, coletando-se os sobrenadantes no 12° dia.

3.3.14.5. Reacoes imunoenzimaticas (ELISA) para dosagem de citocinas

Para a dosagem de IL-17, foram seguidas as instrucoes do fabricante
(eBioscience) e utilizadas as solucoes fornecidas pelo kit. Para a dosagem
das demais citocinas, foi utilizado o protocolo descrito abaixo.

As placas para ELISA foram sensibilizadas com 50 pL/orificio de
anticorpo monoclonal de captura anti-IL-4 (1 pg/mlL), anti-IL-5 (2 pg/mlL),
anti-IL-12 (4 ng/mL) ou anti-IFN-y (6 ng/mL), diluidos em PBS.

Apbés permanecerem overnight a temperatura ambiente, as placas

foram lavadas 3 vezes com 200 puL/orificio de PBS-Tween, e os sitios
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inespecificos foram bloqueados com 200 pL/orificio de PBS-BSA 1 % por
1 hora a temperatura ambiente.

Em seguida, as placas foram lavadas mais 3 vezes como descrito
anteriormente, acrescentando-se entdo as amostras (50 pL/orificio) e as
citocinas recombinantes para a obtencao de uma curva padrdao. Foram
colocados, em duplicatas, 50 pL de tais citocinas (IL-4, IL-5, IL-12 ou IFN-y)
em cada orificio, diluidas em PBS-BSA 1 %, nas concentracoes de
4.000 pg/mL, 2.000 pg/mL, 1.000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL,
125 pg/mL, 62 pg/mL, 31 pg/mL e 15 pg/mL, permanecendo por 2 horas a
temperatura ambiente.

Apdés nova etapa de lavagem, foram acrescentados os anticorpos
monoclonais de deteccdo biotinilados anti-IL-4 (400 ng/mL), anti-IL-5
(400 ng/mlL), anti-IL-12 (200 ng/mL) ou anti- IFN-y (400 ng/mL), diluidos
em PBS-BSA 1 %, em um volume de 50 uL/orificio. As placas foram
mantidas por mais 2 horas a temperatura ambiente e posteriormente
lavadas por 3 vezes com 200 uL/orificio de PBS-Tween. Foi entdo adicionada
a streptoavidina conjugada a peroxidase (50 uL/orificio), diluida 1:4.000 em
PBS-BSA 1 %, deixando-se de 20 a 30 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, lavaram-se as placas novamente 3 vezes com
200 uL/orificio de PBS-Tween e mais 3 vezes com 200 pL/orificio de PBS.
Foram adicionados 50 pL/orificio de solugcao substrato-OPD, esperando-se
cerca de 15 minutos antes de parar a reacdo com 50 uL/orificio de solucao
stop. A leitura das absorbancias foi realizada em comprimento de onda de
492 nm (A492), € a curva padrao foi utilizada como base para determinar a

concentracao de citocinas nas amostras.

3.3.15. Método estatistico

Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA, aplicado pelo
programa GraphPad InStat. Foram considerados estatisticamente
significantes os dados cujos valores de p foram menores do que 0,05

(p < 0,05).



Resultados -40-

4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao do edema desenvolvido na pata de camundongos tratados com

polissacarideo de acordo com o Protocolo 1

Como descrito anteriormente, a reacado inflamatoria desenvolvida na
pata de camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade tipo I
caracteriza-se por trés picos de resposta (30 minutos, 6 horas e 24 horas),
que podem ser avaliados pelo tamanho do edema desenvolvido no local
(FACINCONE et al.,, 1997). Assim, apos o desafio com OVA, as patas dos
camundongos tratados de acordo com o Protocolo 1 foram medidas em
diferentes tempos, observando-se, em todos os grupos, os trés picos da
reacao (Fig. 1).

Animais tratados com P. acnes foram utilizados para compararmos os
efeitos desta bactéria, demonstrados anteriormente (BRAGA et al.,, 2003;
BRAGA, 2004), com os do polissacarideo soluvel. Como esperado, nao foram
verificadas diferencas significativas entre os edemas dos grupos controle
(salina) e tratado com P. acnes, em todos os tempos analisados (Fig. 1).

Semelhantemente ao observado com a bactéria, diferencas
estatisticamente significantes também nao foram demonstradas nas patas

de camundongos tratados com PS em relacéao ao grupo controle (Fig. 1).
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Figura 1. Analise do edema desenvolvido na pata de camundongos
submetidos ao Protocolo 1. As patas dos animais submetidos ao Protocolo
1 foram medidas em diferentes tempos apdés o desafio com OVA,
determinando-se o tamanho do edema (A) pela seguinte formula: A =
espessura da pata no tempo “X” — espessura basal (tempo 0). Os dados sao
representativos de dois experimentos independentes, com resultados
semelhantes.
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4.2. Analise histologica do infiltrado inflamatorio presente na pata de

camundongos tratados com polissacarideo de acordo com o Protocolo 1

As patas dos animais tratados e controles, submetidos ao modelo de
hipersensibilidade imediata conforme descrito no Protocolo 1, foram
coletadas 24, 48 e 72 horas apos o desafio com OVA e fixadas para a
confeccao de laminas de microscopia. A analise histologica das mesmas
indicou a presenca de um intenso infiltrado inflamatorio eosinofilico nas
patas de todos os animais, tratados e controles, nos trés tempos analisados
(Figs. 2, 3 e 4).

Apesar deste infiltrado eosinofilico ser intenso no grupo controle, a
contagem do numero de células presentes nos cortes histologicos revelou um
aumento significativo da porcentagem de eosinofilos no grupo tratado com
polissacarideo (PS), concomitantemente a uma diminuicao relativa da
porcentagem de outros leucocitos, em todos os tempos analisados (Tabela 1).

Novamente, neste experimento, animais tratados com P. acnes foram
utilizados para compararmos os efeitos desta bactéria com os do
polissacarideo, uma vez que aumento do numero de eosinéfilos na pata de
animais tratados com a bactéria de acordo com o Protocolo 1, como descrito
por noés na Tabela 1, ja havia sido verificado anteriormente (BRAGA et al.,
2003; BRAGA, 2004). Os resultados obtidos por nos foram semelhantes

entre os grupos tratados com P. acnes ou PS.
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Figura 2. Analise histologica do infiltrado inflamatério desenvolvido
24 horas apos o desafio na pata de camundongos submetidos ao
Protocolo 1. As patas dos animais tratados de acordo com o Protocolo 1
foram coletadas 24 horas apods o desafio com OVA e processadas em cortes
histologicos corados por HE. As fotos, em aumento de 400 x (A, Be C) e
1.000 x (D, E e F), sao representativas de dois experimentos independentes,
com resultados semelhantes.
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Figura 3. Analise histologica do infiltrado inflamatério desenvolvido
48 horas apos o desafio na pata de camundongos submetidos ao
Protocolo 1. As patas dos animais tratados de acordo com o Protocolo 1
foram coletadas 48 horas apos o desafio com OVA e processadas em cortes
histologicos corados por HE. As fotos, em aumento de 400 x (A, Be C) e
1.000 x (D, E e F), sao representativas de dois experimentos independentes,
com resultados semelhantes.
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Figura 4. Analise histologica do infiltrado inflamatério desenvolvido
72 horas apos o desafio na pata de camundongos submetidos ao
Protocolo 1. As patas dos animais tratados de acordo com o Protocolo 1
foram coletadas 72 horas apos o desafio com OVA e processadas em cortes
histologicos corados por HE. As fotos, em aumento de 400 x (A, Be C) e
1.000 x (D, E e F), sao representativas de dois experimentos independentes,
com resultados semelhantes.
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Tabela 1. Porcentagem de células presentes no infiltrado inflamatério

desenvolvido na pata de camundongos submetidos ao Protocolo 1%

Horas Eosinéfilos (%) Outros Leucécitos (%)

apos o

desafio Salina P. acnes PS Salina P. acnes PS
24 32,7+1,8 42,5+0,2 * 46,3+1,3* | 67,2+1,8 57,5t0,2* 53,6+1,3 *
48 28,5+0,3 40,3+0,4 * 42,7+0,4*| 71,4+0,3 59,7+0,4* 57,3+0,4 *
72 30,4+1,7 42,5+1,2* 47,2+0,6 * | 69,6+1,7 57,5t1,2* 52,7+0,6 *

TAs patas dos animais tratados de acordo com o Protocolo 1 foram coletadas
24, 48 e 72 horas apos o desafio com OVA e processadas em cortes
histologicos corados por HE. O infiltrado inflamatério presente no local foi
avaliado pela contagem de eosinodfilos e outros leucécitos em 10 campos
diferentes, em aumento de 1.000 x. Os dados sdo representativos de dois

experimentos independentes realizados em duplicata + SEM. * p < 0,05.
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4.3. Deteccao da sintese de citocinas por células do baco de camundongos

submetidos ao Protocolo 1

Sabendo que a P. acnes e o polissacarideo sao capazes de potencializar
a reacao de hipersensibilidade imediata na pata de animais tratados de
acordo com o Protocolo 1, e uma vez que esse tipo de reacao é
predominantemente do tipo Th2, nos decidimos analisar o balanco de
citocinas Th1/Th2 em camundongos tratados com a bactéria ou seu
componente nesse modelo de estudo.

Para isso, células do baco de camundongos tratados e controles foram
coletadas 24, 48 e 72 horas apos o desafio com OVA e analisadas por
citometria de fluxo quanto a presenca de IL-4 (Th2) e IFN-y (Thl)
intracelulares.

Como esperado, nos observamos maior numero de células produtoras
de IL-4 do que de IFN-y em todos os animais, nos trés tempos analisados
(Fig. 5), comprovando o padrao Th2 da reacao de hipersensibilidade
imediata. Esse padrao foi potencializado pelo tratamento com P. acnes, como
demonstrado pelo aumento estatisticamente significante do numero de
células produtoras de IL-4 em 24 e 48 horas (Fig. 5 A), concomitantemente a
uma diminuicao significativa da populacao celular produtora de IFN-y em
24 horas, em relacao ao grupo controle (Fig. 5 B). Ja em 48 e 72 horas apos
o desafio, a bactéria induziu aumento do numero de células produtoras de
IFN-y (Fig. 5 B), entretanto, este nao foi tao acentuado quanto o aumento de
células produtoras de IL-4 nos mesmos periodos (Fig. 5 A), permanecendo,
portanto, o padrao Th2 de resposta.

Por outro lado, o tratamento com polissacarideo modulou de maneira
diferente as populacoes do baco produtoras de IL-4 ou de IFN-y, uma vez que
ambas mostraram-se diminuidas em 24 horas e aumentadas em 48 horas,
em comparacao com o grupo controle (Fig. 5 A e B), com diferencas
estatisticamente significantes, entretanto o numero absoluto de células
produtoras de IL-4 foi o dobro em relacao ao numero de células produtoras

de IFN-y, confirmando o perfil Th2 de resposta.
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Figura 5. Deteccao de citocinas intracelulares em células do baco de
camundongos tratados de acordo com o Protocolo 1. Os bacos dos
animais foram coletados 24, 48 e 72 horas apos o desafio com OVA e
processados adequadamente para analise por citometria de fluxo. As
porcentagens obtidas foram convertidas para numero absoluto de células
com base na contagem de células esplénicas totais, obtendo-se assim o
numero de células produtoras de IL-4 (A) e IFN-y (B). Os dados representam
dois experimentos independentes, com resultados semelhantes. * p < 0,05.
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4.4. Dosagem de anticorpos para OVA no soro de camundongos tratados

com P. acnes ou polissacarideo de acordo com os Protocolos 1 ou 2

Com o intuito de avaliar qual isotipo de IgG especifica predomina na
resposta humoral a OVA em camundongos tratados com P. acnes ou PS
segundo os Protocolos 1 ou 2, os soros dos mesmos foram coletados 24 e
48 horas apos o desafio e submetidos a reacoes de ELISA para dosagem de
IgG total, IgG1 e IgG2a.

Primeiramente, nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os titulos de IgG total nos soros de camundongos tratados
e controles submetidos ao Protocolo 1 (Fig. 6 A e B). Por outro lado, nos
animais submetidos ao Protocolo 2, nés verificamos um aumento nos titulos
de IgG anti-OVA no grupo PS, 24 e 48 horas apos o desafio, em varias
diluicoes (Fig. 6 C e D), e também no grupo P. acnes, em 48 horas (Fig. 6 D).

Quanto as subclasses de IgG analisadas, nos detectamos niveis mais
altos de IgG1l anti-OVA do que IgG2a nos soros dos animais controles em
24 e 48 horas (Figs. 7 e 8), o que é compativel com o padrao Th2 induzido
neste modelo, uma vez que a IgG1 é induzida em ambiente Th2, enquanto a
IgG2a esta relacionada com resposta Thl.

Quando os camundongos foram tratados com P. acnes de acordo com
o Protocolo 1, houve um aumento significativo nos niveis de IgG1 anti-OVA
48 horas apos o desafio com OVA, em varias diluicoes (Fig. 7 B),
concomitantemente a uma diminuicao nos niveis de IgG2a em 24 e,
principalmente, 48 horas, até a diluicao 1/200 (Fig. 8 A e B), confirmando a
potencializacao da resposta Th2. Nos animais tratados com PS, nos
observamos uma diminuicao significante nos niveis de IgG1l anti-OVA nas
primeiras duas diluicoes (1/25 e 1/50) em 24 e 48 horas, comparado com o
grupo controle (Fig. 7 A e B). Entretanto, este efeito pareceu estar
relacionado com saturacao da reacdao de ELISA, uma vez que as densidades
opticas foram muito semelhantes entre as duas diluicoes. Nas outras
diluicoes analisadas, nenhuma diferenca foi verificada entre os grupos

controle e tratado com PS (Fig. 7 A e B). Semelhantemente ao observado no
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grupo P. acnes, niveis mais baixos de [gG2a para OVA foram detectados no
soro do grupo PS submetido ao Protocolo 1, em relacao ao controle, com
diferencas significantes até a diluicao 1/200, principalmente em 48 horas
(Fig. 8 A e B), também indicando potencializacao da resposta Th2.

Por outro lado, o tratamento dos camundongos com P. acnes ou PS de
acordo com o Protocolo 2 claramente induziu supressao do padrao Th2, pois
houve uma diminuicao significante nos niveis de 1gG1 em 48 horas (Fig. 7
D), concomitantemente a um aumento nos niveis de IgG2a em 24 e 48 horas
(Fig. 8 C e D), em ambos os grupos. Entretanto, a supressdo da resposta
pareceu ser mais intensa no grupo P. acnes, em que o aumento dos titulos
de IgG2a anti-OVA foi mais pronunciado, principalmente em 48 horas (Fig. 8
D). Apesar de ter sido alterado o isotipo de imunoglobulina no Protocolo 2,
com aumento significativo de IgG2a, tanto pela bactéria como por seu
componente polissacaridico, indicando supressao da resposta Th2, este nao
foi suficiente para inverter a relacdo entre IgG1 e IgG2a, prevalecendo ainda

niveis mais elevados de IgG1 anti-OVA nos dois grupos (Figs. 7 e 8, C e D).
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Figura 6. Dosagem de IgG total para OVA no soro de camundongos
tratados de acordo com os Protocolos 1 ou 2. Os soros dos animais
tratados com salina, P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e B) ou
2 (C e D) foram coletados 24 (A e C) e 48 (B e D) horas apos o desafio com
OVA e submetidos a reacoes de ELISA para dosagem de IgG total anti-OVA.
Os dados sao representativos de dois experimentos independentes, com
resultados semelhantes. * p < 0,05 entre os grupos P. acnes e salina.
# p < 0,05 entre os grupos PS e salina.
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Figura 7. Dosagem de IgG1l para OVA no soro de camundongos tratados
de acordo com os Protocolos 1 ou 2. Os soros dos animais tratados com
salina, P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e B) ou 2 (C e D)
foram coletados 24 (A e C) e 48 (B e D) horas apés o desafio com OVA e
submetidos a reacoes de ELISA para dosagem de IgG1l anti-OVA. Os dados
sao representativos de dois experimentos independentes, com resultados
semelhantes. * p < 0,05 entre os grupos P. acnes e salina. # p < 0,05 entre os
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grupos PS e salina.
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Figura 8. Dosagem de IgG2a para OVA no soro de camundongos tratados
de acordo com os Protocolos 1 ou 2. Os soros dos animais tratados com
salina, P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e B) ou 2 (C e D)
foram coletados 24 (A e C) e 48 (B e D) horas apdés o desafio com OVA e
submetidos a reacoes de ELISA para dosagem de IgG2a anti-OVA. Os dados
sao representativos de dois experimentos independentes, com resultados
semelhantes. * p < 0,05 entre os grupos P. acnes e salina. # p < 0,05 entre os
grupos PS e salina.
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4.5. Analise do numero absoluto de células esplénicas e de células Bl
peritoneais de camundongos tratados com P. acnes ou PS de acordo com os

Protocolos 1 ou 2

A determinacao do numero de células esplénicas e de linfocitos Bl
peritoneais de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2 foi realizada
14 dias apos o implante com CSO, antes do desafio com OVA (AD). Foram
estudadas as seguintes populacoes esplénicas: linfocitos T CD4 (CD3* CD4%),
T CD8 (CD3* CD8*), T reguladores (CD3* CD4* CD25* Foxp3*), B classicos
(CD19* CD23%), macrofagos (CD11b* F4/80%), células dendriticas (CD11c*
MHC II') e linfocitos B1 (CD19* CDS5Y). Para a determinacao do numero de
linfécitos B1 peritoneais, foram estudadas as subpopulacoes Bla (CD19*

CD11b* CD5%), Blb (CD19* CD11b* CD57) e Blc (CD19* CD11b- CD5%).

4.5.1. Populacoes de linfocitos T CD4, T CD8 e T reguladores (Treg)

A analise do numero absoluto de linfocitos T CD4 nos permitiu
verificar que o tratamento com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1
aumentou o numero dessas células no baco dos animais, em relacdo ao
controle (Fig. 9 A). Ja nos animais submetidos ao Protocolo 2, apenas o
tratamento com a bactéria foi capaz de induzir aumento significante do
numero desses linfocitos, em relagcao ao grupo salina (Fig. 9 B).

Semelhantemente ao observado com os linfocitos T CD4, o tratamento
com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1 foi capaz de aumentar o
numero de linfécitos T CD8 no baco dos animais (Fig. 9 C). Por outro lado,
nao foram observadas diferencas estatisticas no numero dessas células entre
os grupos controle e tratados, submetidos ao Protocolo 2 (Fig. 9 D).

Quanto aos linfécitos Treg, apenas o tratamento com P. acnes segundo
o Protocolo 1 induziu aumento significativo no numero dessas células, em
relacao ao grupo salina (Fig. 9 E). Nos animais tratados de acordo com o
Protocolo 2, ndo foram verificadas diferencas entre os grupos tratados e

controle (Fig. 9 F).
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Figura 9. Naimero absoluto de linfécitos T CD4, T CD8 e T reguladores
no baco de camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade
tipo I. Os bacos de animais controles (salina) e tratados com P. acnes ou
polissacarideo (PS) de acordo com os Protocolos 1 (A, C e E) ou 2 (B, D e F)
foram analisados 14 dias apos o implante com CSO, antes do desafio com
OVA (AD) quanto a presenca de células T CD4 (Ae B), TCD8 (Ce D)e T
reguladoras (E e F) por citometria de fluxo. Os dados sao representativos de
trés experimentos altamente reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.5.2. Celulas apresentadoras de antigenos profissionais (linfocitos B2,

macrofagos e células dendriticas)

A determinacao do numero absoluto de linfécitos B2 no baco de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade tipo I nos
permitiu verificar que o tratamento com P. acnes induziu aumento do
numero dessas células em ambos os protocolos (Fig. 10 A e B). Por outro
lado, o tratamento com polissacarideo ndao modificou o numero de células
B2, em relacao ao grupo controle, independentemente do protocolo utilizado
(Fig. 10 A e B).

A P. acnes também foi capaz de aumentar o numero de macrofagos no
baco dos animais submetidos ao Protocolo 1, diferentemente do observado
no grupo PS, em que nao foi verificada nenhuma alteracdo significante no
numero dessas células em relacdo aos camundongos controles (Fig. 10 C).
Nos animais tratados de acordo com o Protocolo 2, também né&o foram
detectadas diferencas estatisticas entre os trés grupos (Fig. 10 D).

Com relacdao ao numero de células dendriticas, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi verificada entre os grupos tratados e

controle, em ambos os protocolos (Fig. 10 E e F).
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Figura 10. Namero absoluto de linféocitos B classicos (B2), macrofagos e
células dendriticas no baco de camundongos submetidos aos Protocolos
1 ou 2. As células esplénicas de animais controles (salina) e tratados com
P. acnes ou polissacarideo (PS) de acordo com os Protocolos 1 (A, C e E) ou 2
(B, D e F) foram coletadas 14 dias apos o implante, antes do desafio com
OVA (AD), e analisadas, por citometria de fluxo, quanto a presenca de
linfocitos B2 (A e B), macrofagos (C e D) e células dendriticas (E e F). Os
dados sao representativos de trés experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.5.3. Linfocitos B1 esplénicos e peritoneais

Como citado anteriormente, para a avaliacao do numero de linfocitos
B1 esplénicos, foi considerado o fenotipo CD19* CDS5*, enquanto a analise de
linfécitos B1 peritoneais foi realizada pela determinacao das subpopulacoes
Bla (CD19* CD11b* CD5%), B1b (CD19* CD11b* CD57) e Blc (CD19* CD11b-
CD5Y).

Quanto as células B1 esplénicas, nos observamos que o tratamento
dos animais com P.acnes ou PS nao induziu nenhuma diferenca
estatisticamente significante no numero desses linfécitos, em relacdo aos
animais controles, independentemente do protocolo utilizado (Fig. 11 A e B).

Com relacao aos linfocitos B1 peritoneais, foi possivel verificar,
primeiramente, que a subpopulacdao de linfécitos Blb predominava na
cavidade peritoneal dos animais, independentemente do tratamento (Fig. 11
C e D). Além disso, semelhantemente ao obtido para a populacdo de
linfocitos B1 esplénicos, nés observamos que os tratamentos com P. acnes
ou PS de acordo com os Protocolos 1 ou 2 nao alteraram o numero de
nenhuma das trés subpopulacoes estudadas, em relacdao ao grupo salina

(Fig. 11 C e D).
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Figura 11. Nimero absoluto de linfécitos Bl esplénicos e peritoneais de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. As
células do baco ou do exsudato peritoneal de animais tratados com salina
(controles), P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D)
foram obtidas antes do desafio com OVA (AD). As mesmas foram analisadas,
por citometria de fluxo, para a determinacao do numero de linfécitos Bl
esplénicos (A e B) e das subpopulacoes Bla, Blb e Blc peritoneais (C e D).
Os dados sao representativos de dois experimentos reprodutiveis.
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4.6. Avaliacao da expressao de moléculas co-estimuladoras por células
apresentadoras de antigenos e linfocitos B1 de camundongos submetidos ao

modelo de hipersensibilidade imediata

A analise da expressao de moléculas co-estimuladoras (CD40, CD8O e
CD86) por células apresentadoras de antigenos (APCs) e linfécitos B1 de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2 foi realizada 14 dias apos o
implante com CSO, antes do desafio com OVA (AD). Foram estudadas, por
citometria de fluxo, as populacoes de APCs esplénicas (linfocitos B2,
macrofagos e células dendriticas) e de linfocitos B1 esplénicos e peritoneais.
Foram obtidos o numero de células positivas para cada molécula estudada e
o grau de expressdao das mesmas na superficie das células (intensidade de

fluorescéncia média — MFI).

4.6.1. Linfocitos B2

Inicialmente, foi possivel verificar que apenas um pequeno numero de
linfocitos B2 de camundongos controles expressava niveis detectaveis das
moléculas co-estimuladoras estudadas, sendo o numero de células positivas
para CD86 menor do que o de CD40 e CD80 (Fig. 12 A e B, salina).

O tratamento dos animais com P. acnes de acordo com o Protocolo 1
induziu um aumento significativo do numero de linfécitos B2 que
expressavam cada uma das trés moléculas estudadas, sendo este mais
pronunciado nas células CD40* (Fig. 12 A). Por outro lado, o tratamento com
PS, baseado no mesmo protocolo, promoveu apenas o aumento
estatisticamente significante da quantidade de células B2 que expressavam
CD80 ou CD86, mas nao CD40 (Fig. 12 A). Nesse grupo, diferentemente do
observado no grupo P. acnes, o aumento mais pronunciado ocorreu nas
células CD80" (Fig. 12 A). Apesar dos tratamentos com P. acnes ou PS de
acordo como Protocolo 1 terem promovido o aumento do numero de células
B2 que expressavam moléculas co-estimuladoras, o grau de expressao das

mesmas na superficie celular s6 foi alterado no grupo PS, pelo aumento da
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expressao de CD80 e CD86, como demonstrado pela intensidade de
fluorescéncia média (MFI) (Fig. 12 C).

Em relacado aos grupos tratados com P. acnes ou PS de acordo com o
Protocolo 2, pdde-se observar uma diminuicao da quantidade de linfocitos
B2 CD40* ou CD80* em relacao ao controle (Fig. 12 B). O numero de células
positivas para CD86 também diminuiu significativamente no grupo tratado
com PS, diferentemente do grupo P. acnes, em que foi observado um maior
numero dessas células em relacao ao controle (Fig. 12 B). Quanto ao nivel de
expressdao das moléculas co-estimuladoras na superficie celular, pudemos
detectar uma diminuicao estatisticamente significante da expressao de CD80
e CD86 nos linfocitos B2 de camundongos tratados com P. acnes, de acordo

com o Protocolo 2, em relacdo aos animais controles (Fig. 12 D).



Resultados

-62-

>

Linfécitos B2
(10° células/mL)

O

Linfécitos B2
(MFI)

Protocolo 1
*
30
B Salina
* E= P. acnes
20 B PS
*
10 .
0
CD40 CD80 CD86
30
B Salina
B P. acnes
20 B PS

10

CD40 CD80 CD86

oy

Linfécitos B2
(10° células/mL)

O

Linfécitos B2
(MFI)

Protocolo 2

B Salina
E=IP. acnes
B PS

CD80

30 )
= Salina

B P. acnes
20 B PS

10

CD40 CD80 CD86

Figura 12. Expressao de moléculas co-estimuladoras por linfocitos B2
esplénicos de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As
células do baco de animais controles (salina) e tratados com P. acnes ou PS
de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisadas antes do
desafio com OVA (AD) quanto a presenca de linfocitos B2 CD40*, CD80* ou
CD86*, por citometria de fluxo. (A e B) Numero de células positivas para
cada molécula. (C e D) Grau de expressao (MFI) de cada molécula na

superficie celular.

reprodutiveis. * p < 0,05.

Os dados sao representativos de dois experimentos
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4.6.2. Macrofagos

Assim como nos linfécitos B2, o numero de macrofagos dos grupos
controles (Protocolos 1 e 2) que expressavam moléculas co-estimuladoras
também era baixo, porém, nesse caso, o numero de células CD86" era maior
do que o de CD40* ou CD80* (Fig. 13 A e B, salina).

O tratamento dos animais com P. acnes de acordo com o Protocolo 1
promoveu um aumento significante do numero de macrofagos positivos para
CD40 ou CD80 (mais pronunciado para a molécula CD40), mas diminuiu a
quantidade dessas células que expressavam CD86 (Fig. 13 A). Ja no grupo
tratado com PS de acordo com o mesmo protocolo, foi possivel observar um
aumento significativo do numero de macrofagos CD80* em relacao aos
camundongos controles, bem como uma diminuicdo estatisticamente
significante das células positivas para CD86 (Fig. 13 A). Além do aumento do
numero de macrofagos que expressavam CD40 ou CDS80, os tratamentos
com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1 também induziram um
aumento da expressao (MFI) das trés moléculas na superficie dos
macrofagos (Fig. 13 C).

Nos animais submetidos ao Protocolo 2, o tratamento com P. acnes
nao alterou o numero de células positivas para CD40, mas foi capaz de
aumentar significativamente a quantidade de macrofagos que expressavam
CD80 ou CD86, sendo que o aumento das células CD80* foi mais
pronunciado (Fig. 13 B). Ao contrario da suspensao bacteriana, o tratamento
com PS, baseado no mesmo protocolo, ndo induziu aumento do numero de
células positivas para nenhuma das trés moléculas estudadas, sendo que o
numero de macrofagos que expressavam CD86 era ainda menor no grupo
tratado com PS em relacao ao grupo controle (Fig. 13 B). O PS também foi
capaz de induzir diminuicdo da expressao de CD40, CD80 e CD86 na
superficie dos macrofagos, em camundongos tratados de acordo com o
Protocolo 2, diferentemente da bactéria inteira, que induziu apenas

diminuicao da expressao de CD40 (Fig. 13 D).
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Figura 13. Expressao de moléculas co-estimuladoras por macréfagos
esplénicos de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As
células do baco de animais controles e tratados com P. acnes ou PS de
acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou?2 (B e D) foram analisadas, por
citometria de fluxo, antes do desafio com OVA (AD) quanto a presenca de
macrofagos que expressavam as moléculas CD40, CD80 ou CD86. (A e B)
Numero de células positivas para cada molécula. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada molécula na superficie celular. Os dados sao representativos
de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.6.3. Células dendriticas

Assim como observado na populacao de macrofagos, apenas uma
pequena quantidade de células dendriticas do grupo controle expressava
moléculas co-estimuladoras, sendo que o numero de células CD86* também
era maior do que o de CD40* ou CD80" (Fig. 14 A e B, salina).

Nos camundongos tratados com P. acnes de acordo com o Protocolo 1,
pode ser verificado um aumento estatisticamente significante das células
positivas para as trés moléculas estudadas, principalmente CD80, em
relacao ao grupo controle (Fig. 14 A). Por outro lado, o tratamento com PS de
acordo com o mesmo protocolo ndo modificou a quantidade de células
dendriticas que expressavam CD40 ou CD80 e induziu uma diminuicao
significativa do nimero de células CD86* em comparacao com o grupo salina
(Fig. 14 A). Com relacao ao grau de expressao das moléculas co-
estimuladoras na superficie celular (MFI), pudemos verificar que os
tratamentos com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1 induziram
aumento da expressao das trés moléculas pelas células dendriticas, sendo
este mais pronunciado no grupo P. acnes do que no grupo tratado com o
polissacarideo (Fig. 14 C).

Em camundongos submetidos ao Protocolo 2, o tratamento com
P. acnes promoveu apenas um pequeno aumento, porém significante, do
numero de células dendriticas que expressavam CD40 e nao induziu
nenhuma alteracdo no numero de células CD80* ou CD86* (Fig. 14 B). A
quantidade de células que expressavam CD40 ou CD80 permaneceu
inalterada no grupo PS tratado de acordo com o Protocolo 2, sendo
observada uma pequena diminuicdo, porém significativa, no numero de
células dendriticas positivas para CD86 nesse grupo, em relacdo ao controle
(Fig. 14 B). O tratamento com PS de acordo com esse protocolo também
promoveu diminuicdo da expressao das trés moléculas na superficie das
células dendriticas, ao contrario da bactéria, que nao induziu nenhuma
alteracdo no nivel de expressao de CD40 ou CD86 nessas células, mas

promoveu aumento da expressao de CD80 (Fig. 14 D).
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Figura 14. Expressao de moléculas co-estimuladoras por células
dendriticas esplénicas de camundongos submetidos ao modelo de
hipersensibilidade imediata. Os bacos de animais tratados com salina
(controles), P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D)
foram analisados antes do desafio com OVA (AD) quanto a presenca de
células dendriticas CD40*, CD80* ou CD86", por citometria de fluxo. (A e B)
Numero de células positivas para cada molécula. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada molécula na superficie celular. Os dados sao representativos
de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.6.4. Células apresentadoras de antigenos totais

Os numeros de linfocitos B2, macrofagos e células dendriticas CD40+,
CD80* ou CD86" de cada grupo de animais (salina, P. acnes ou PS dos
Protocolos 1 ou 2) foram somados para se obter o numero total de células
apresentadoras de antigenos (APCs) esplénicas que expressavam moléculas
co-estimuladoras.

Com base nessa analise do numero total de APCs, pudemos verificar
que o tratamento com P. acnes de acordo com o Protocolo 1 induziu um
aumento significativo do numero de células positivas para as trés moléculas
estudadas, enquanto que o tratamento com seu componente polissacaridico
promoveu apenas aumento do numero total de APCs CD80* ou CD86*
(Fig. 15 A).

Ja nos animais tratados de acordo com o Protocolo 2, pudemos
observar uma diminuicao significante no numero de APCs que expressavam
CD40 e um aumento do numero de células CD80* ou CD86* no grupo
P. acnes em relacdo ao controle (Fig. 15 B). O tratamento com PS segundo
esse mesmo protocolo induziu diminuicdo estatisticamente significante do
numero de células positivas para as trés moléculas analisadas (Fig. 15 B).

Foi interessante notar que, em ambos os grupos tratados de acordo
com o Protocolo 1, o numero de APCs que expressavam moléculas co-
estimuladoras era muito maior do que o numero dessas células nos grupos
tratados de acordo com o Protocolo 2 (Fig. 15 A e B). Além disso, um outro
resultado que nos chama atencdo € o aumento exacerbado de células
expressando CD40 no grupo P. acnes do Protocolo 1 e a diminuicdo das

mesmas no Protocolo 2, em ambos os tratamentos (Fig. 15 A e B).
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Figura 15. Namero absoluto de APCs esplénicas que expressavam
moléculas co-estimuladoras em camundongos submetidos ao modelo de
hipersensibilidade imediata. Os bacos de animais tratados com salina
(controles), P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A) ou 2 (B) foram
analisados antes do desafio com OVA (AD) quanto a expressao de moléculas
co-estimuladoras, por citometria de fluxo. Os numeros de linfocitos B2,
macrofagos e células dendriticas CD40*, CD80* ou CD86* de cada grupo de
animais foram somados para se obter o numero total de APCs esplénicas que
expressavam moléculas co-estimuladoras. Os dados sdo representativos de
dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,035.
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4.6.5. Linfocitos B1 esplénicos

A analise da expressao de moléculas co-estimuladoras por linfocitos
B1 esplénicos nos permitiu verificar que o tratamento com P. acnes de
acordo com o Protocolo 1 induziu um aumento estatisticamente significante
do numero dessas células que expressavam CD80 e CD86 (Fig. 16 A), bem
como um aumento da expressao (MFI) de CD86 na superficie celular (Fig. 16
C). O tratamento com PS segundo o mesmo protocolo também aumentou o
numero de linfocitos B1 esplénicos CD86* (Fig. 16 A) e a expressao de CD40
e CD86 (Fig. 16 C).

Diferentemente do observado no Protocolo 1, o tratamento com
P. acnes segundo o Protocolo 2 aumentou apenas o numero de células Bl
esplénicas CD40*, mas nao alterou a quantidade dessas células que
expressavam CD80 ou CD86 (Fig. 16 B). Ja no grupo PS, foi verificado maior
numero de células Bl que expressavam CD40 ou CD80, mas nao CD86, em
relacdo ao grupo controle (Fig. 16 B). Além disso, em ambos os grupos
tratados submetidos ao Protocolo 2, foi observada maior expressao de CD40
e CD86 pelos linfocitos B1 esplénicos, e também maior expressao de CD80

no grupo PS (Fig. 16 D).
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Figura 16. Expressao de moléculas co-estimuladoras por linfocitos Bl
esplénicos de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. Os bacos
de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo com os
Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisados antes do desafio com OVA
(AD) quanto a presenca de linfocitos B1 CD40*, CD80* ou CD86*, por
citometria de fluxo. (A e B) Numero de células positivas para cada molécula.
(C e D) Grau de expressao (MFI) de cada molécula na superficie celular. Os
dados sao representativos de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.6.6. Linfocitos B1 peritoneais

Como citado anteriormente, a analise da expressao de moléculas co-
estimuladoras por linfocitos B1 peritoneais foi realizada pela avaliacao das
subpopulacoes Bla, Blb e Blc.

Nos verificamos que o tratamento dos animais com P. acnes ou PS de
acordo com o Protocolo 1 nao alterou o numero de linfécitos Bla que
expressavam CD40, CD80 ou CD86, em comparacao com o grupo controle
(Fig. 17 A), mas promoveu um aumento da expressao (MFI) de CD80 e CD86
(Fig. 17 C). Ja nos camundongos submetidos ao Protocolo 2, houve um
aumento estatisticamente significante do ntimero de células Bla CD80* nos
grupos P. acnes e PS, em relacdo ao grupo salina (Fig. 17 B), e também um
aumento da expressao de CD80 e CD86 no grupo P. acnes, e de CD40 e
CD86 no grupo PS (Fig. 17 D).

Semelhantemente ao observado com as células Bla, nao foram
verificadas diferencas significativas no numero de linfocitos Blb positivos
para CD40, CD80 ou CD86 nos animais tratados com P. acnes ou PS de
acordo com o Protocolo 1, em comparacao com o grupo controle (Fig. 18 A).
Por outro lado, houve diminuicao do numero de células Blb que
expressavam CD40 no grupo P. acnes do Protocolo 2, em relacao ao controle,
e aumento do numero dessas células CD40* ou CD80* no grupo PS (Fig. 18
B). O tratamento com P. acnes nao modificou o grau de expressao de
nenhuma das trés moléculas na superficie celular, independentemente do
protocolo utilizado, e o tratamento com PS induziu apenas um aumento da
expressao de CD86 no Protocolo 1 (Fig. 18 C e D).

Diferentemente do observado nas populacoes de linfocitos Bla e Blb,
nos verificamos uma diminuicao significativa no nimero de células Blc que
expressavam CD80 ou CD86 nos animais tratados com P. acnes de acordo
com o Protocolo 1 em relacao ao grupo controle, bem como um aumento no
numero dessas cé€lulas positivas para CD40 ou CD80 no grupo PS (Fig. 19
A). Ja nos camundongos submetidos ao Protocolo 2, foi observada

diminuicao do numero de linfocitos Blc CD40* no grupo P. acnes, e de
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CD80* nos grupos P. acnes e PS, em relacao aos animais controles (Fig. 19
B). Quanto ao grau de expressao dessas moléculas na superficie dos
linfécitos Blc, maior expressao de CD40 foi observada no grupo P. acnes
submetido ao Protocolo 1, assim como de CD80 nos grupos P. acnes e PS
(Fig. 19 C). Ao contrario, menor expressao de CD80 foi detectada nos dois

grupos tratados de acordo com o Protocolo 2 (Fig. 19 D).
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Figura 17. Expressao de moléculas co-estimuladoras por linfocitos Bla
peritoneais de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As
células do exsudato peritoneal de animais tratados com salina (controles),
P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram
analisadas antes do desafio com OVA (AD) quanto a presenca de linfocitos
Bla positivos para CD40, CD80 ou CD86, por citometria de fluxo. (A e B)
Numero de células positivas para cada molécula. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada molécula na superficie celular. Os dados sao representativos
de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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Figura 18. Expressao de moléculas co-estimuladoras por linfocitos Blb
peritoneais de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As
células do lavado peritoneal de camundongos tratados com salina
(controles), P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D)
foram analisadas antes do desafio com OVA (AD) quanto a presenca de
linfécitos B1b CD40*, CD80* ou CD86%, por citometria de fluxo. (A e B)
Numero de células positivas para cada molécula. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada molécula na superficie celular. Os dados sao representativos
de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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Figura 19. Expressao de moléculas co-estimuladoras por linfocitos Blc
peritoneais de camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As
células peritoneais de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou
PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisadas antes
do desafio com OVA (AD) quanto a presenca de linfocitos Blc que
expressavam CD40, CD80 ou CD86, por citometria de fluxo. (A e B) Numero
de células positivas para cada molécula. (C e D) Grau de expressao (MFI) de
cada molécula na superficie celular. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.7. Expressao de receptores toll-like (TLRs) por células apresentadoras de
antigenos e linfécitos B1 de camundongos submetidos ao modelo de

hipersensibilidade tipo I

Assim como a expressao de moléculas co-estimuladoras, a analise da
expressao de TLRs - TLR2, TLR4 e TLR9 (extra e intracelular) - por células
apresentadoras de antigenos e linfocitos B1 de camundongos tratados de
acordo com os Protocolos 1 ou 2 foi realizada 14 dias apos o implante com
CSO, antes do desafio com OVA (AD). Foram estudadas as populacoes
esplénicas de linfocitos B2, macrofagos, células dendriticas e linfocitos B1,

além das subpopulacoes de células B1 peritoneais (Bla, Blb e Blc).

4.7.1. Linfécitos B2

Inicialmente, foi possivel verificar que apenas um pequeno numero de
linfocitos B2 dos grupos controles (Protocolos 1 e 2) expressava os receptores
TLR2 ou TLR4, e um numero maior de células era positivo para TLR9, tanto
extracelular, quanto intracelular (Fig. 20 A e B, salina).

O tratamento dos animais com P. acnes de acordo com o Protocolo 1
promoveu uma diminuicao significante do nimero de linfocitos B2 positivos
para TLR2 e aumentou significativamente a quantidade dessas células
positivas para TLR4 ou TLR9 de superficie ou intracelular (Fig. 20 A). Ja o
tratamento com PS segundo o mesmo protocolo induziu aumento
estatisticamente significante apenas da quantidade de células B2 que
expressavam TLR4 ou TLR9 de superficie, mas diminuiu a populacao
positiva para TLR9 intracelular (Fig. 20 A). O grau de expressao desses
receptores pelas células (MFI) também foi avaliado, verificando-se uma
diminuicao da expressao de TLR2 pelos linfécitos B2 do grupo P. acnes
submetido ao Protocolo 1, bem como aumento da expressao de TLR9
intracelular (Fig. 20 C). O tratamento com PS segundo esse protocolo
induziu aumento da expressao de TLR9, tanto extra quanto intracelular

(Fig. 20 C).
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Nos camundongos submetidos ao Protocolo 2, houve aumento
significativo do numero de linfocitos B2 positivos para todos os receptores
estudados no grupo tratado com P. acnes, em relacao ao controle (Fig. 20 B).
Por outro lado, o tratamento com PS de acordo com esse protocolo promoveu
aumento somente das células que expressavam TLR2 ou TLR9 intracelular
(Fig. 20 B). Quanto ao grau de expressao desses receptores pelos linfocitos
B2, pudemos verificar um aumento da expressao de todos os receptores
estudados pelas células do grupo P. acnes submetido ao Protocolo 2, bem

como de TLRY extra e intracelular pelas células do grupo PS (Fig. 20 D).
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Figura 20. Expressao de TLRs por linfocitos B2 esplénicos de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. Os bacos de animais
tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos
1 (AeC)ou 2 (B e D) foram analisados antes do desafio com OVA (AD)
quanto a presenca de linfocitos B2 positivos para TLR2, TLR4 e TLR9
extracelular (TLR9e) e intracelular (TLR9i), por citometria de fluxo. (A e B)
Numero de células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada receptor pelas células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.7.2. Macrofagos

Inicialmente, pudemos verificar que o numero de macrofagos de
camundongos controles que expressavam TLR9 intracelular era um pouco
maior do que a quantidade dessas células positivas para TLR2, TLR4 ou
TLR9 extracelular, cujos valores eram semelhantes (Fig. 21 A e B, salina).

O tratamento dos animais com P. acnes segundo o Protocolo 1
promoveu um aumento significante do numero de macrofagos que
expressavam TLR2 ou TLR9, tanto de superficie, quanto intracelular, e
diminuiu o numero de células TLR4* (Fig. 21 A). O tratamento com PS de
acordo com o mesmo protocolo induziu aumento estatisticamente
significativo da quantidade dessas células positivas para todos os receptores
estudados (Fig. 21 A). Quanto ao grau de expressao (MFI), o tratamento com
P. acnes de acordo com o Protocolo 1 aumentou a expressao apenas de TLR9
intracelular, enquanto o polissacarideo induziu aumento da expressao de
TLR2, TLR9 de superficie e intracelular, em relacdao as células de animais
controles (Fig. 21 C). Além disso, ambos os tratamentos promoveram
diminuicao da expressao de TLR4 (Fig. 21 C).

Nos camundongos submetidos ao Protocolo 2, houve diminuicao
significativa do nimero de macrofagos TLR4* no grupo P. acnes, em relacao
ao controle, bem como aumento da quantidade de células que expressavam
TLR9 de superficie ou intracelular (Fig. 21 B). Nesse mesmo protocolo,
pudemos verificar um aumento estatisticamente significante do numero de
macrofagos positivos para TLR2 ou TLR9 extra ou intracelular no grupo PS,
em comparacao com os animais controles (Fig. 21 B). Diferentemente do
observado no Protocolo 1, o tratamento com P. acnes segundo o Protocolo 2
aumentou a expressao de TLR9 extracelular e diminui a expressao desse
receptor intracelular, enquanto o tratamento com PS induziu aumento da

expressao de TLR2, TLR4 e TLR9 na superficie dos macrofagos (Fig. 21 D).
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Figura 21. Expressao de TLRs por macrofagos esplénicos de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. Os
bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo
com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisados, por citometria de
fluxo, antes do desafio com OVA (AD) quanto a expressao de TLR2, TLR4 e
TLRY9 extracelular (TLR9e) e intracelular (TLR9i) por macrofagos. (A e B)
Numero de células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada receptor pelas células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.7.3. Células dendriticas

A analise da expressao de TLRs por células dendriticas dos grupos
controles revelou um numero semelhante de células que expressavam TLR2
ou TLR4, e uma quantidade um pouco maior de células positivas para TLR9,
tanto de superficie, quanto intracelular (Fig. 22 A e B, salina).

Em animais submetidos ao Protocolo 1, os tratamentos com P. acnes
ou PS promoveram um aumento significativo do numero de células
dendriticas positivas para todos os receptores analisados (Fig. 22 A). Apesar
desse aumento na quantidade de células positivas, foi verificada uma
pequena diminuicao da expressao (MFI) de TLR9 extracelular no grupo
P. acnes, assim como diminuicdo da expressao de TLRY9 intracelular em
ambos os tratamentos (Fig. 22 C).

Ao contrario do observado no Protocolo 1, o tratamento dos
camundongos com P. acnes de acordo com o Protocolo 2 nao modificou o
numero de células dendriticas positivas para TLR2, TLR4 ou TLR9 extra ou
intracelular (Fig. 22 B). Ja o tratamento com PS segundo o mesmo protocolo
induziu uma diminuicao significante do numero de células dendriticas
TLR4* e um aumento das que expressavam TLR9 de superficie ou
intracelular (Fig. 22 B). Apesar do tratamento com P. acnes segundo o
Protocolo 2 nao ter modificado o numero de células dendriticas positivas
para os TLRs estudados, foi possivel verificar aumento da expressao (MFI) de
TLR2, TLR4 e TLR9 intracelular (Fig. 22 D). Ja o tratamento com PS de
acordo com esse mesmo protocolo induziu apenas aumento da expressao de

TLR9 intracelular, em relacao ao grupo controle (Fig. 22 D).
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Figura 22. Expressao de TLRs por células dendriticas esplénicas de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. Os bacos de animais
tratados com salina, P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou
2 (B e D) foram analisados, antes do desafio com OVA (AD), quanto a
presenca de células dendriticas que expressavam TLR2, TLR4 e TLR9
extracelular (TLR9e) e intracelular (TLR9i), por citometria de fluxo. (A e B)
Numero de células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada receptor pelas células. Os dados sao representativos de dois

experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.7.4. Células apresentadoras de antigenos totais

Semelhantemente ao que foi realizado para as moléculas co-
estimuladoras, os numeros de linfocitos B2, macrofagos e células dendriticas
de cada grupo que expressavam TLR2, TLR4 ou TLR9 de superficie ou
intracelular foram somados para se obter o numero total de APCs positivas
para cada receptor.

Por essa analise, foi possivel verificar que o tratamento dos animais
com P. acnes de acordo com o Protocolo 1 induziu um aumento
estatisticamente significante do numero total de APCs positivas para todos
os receptores estudados (Fig. 23 A). O tratamento com PS segundo o mesmo
protocolo também aumentou significativamente a quantidade de células
positivas para TLR2, TLR4 ou TLR9 de superficie, mas ndo alterou o namero
de APCs que expressavam TLR9 intracelular (Fig. 23 A).

Ja nos animais do grupo P. acnes submetidos ao Protocolo 2, houve
aumento significativo do nimero de APCs que expressavam TLR2 ou TLR9
extra ou intracelular, mas diminuicao das células TLR4* (Fig. 23 B). No
mesmo protocolo, a quantidade de APCs esplénicas positivas para TLR2 ou
TLR9 extra ou intracelular aumentou significantemente nos animais
tratados com PS, em relacao aos controles, e ndo houve alteracdo no nimero

de células TLR4" (Fig. 23 B).
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Figura 23. Numero absoluto de APCs esplénicas que expressavam TLRs
em camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata.
Os bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de
acordo com os Protocolos 1 (A) ou 2 (B) foram analisados antes do desafio
com OVA (AD) quanto a expressao de TLRs, por citometria de fluxo. Os
numeros de linfocitos B2, macrofagos e células dendriticas positivos para
TLR2, TLR4 ou TLR9 extra (TLR9e) ou intracelular (TLR9i) de cada grupo de
animais foram somados para se obter o numero total de APCs esplénicas que

expressavam TLRs. Os dados sao representativos de dois experimentos
reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.7.5. Linfocitos B1 esplénicos

O tratamento de camundongos com P. acnes de acordo com o
Protocolo 1 foi capaz de aumentar o numero de células Bl esplénicas
positivas para TLR9 intracelular, mas nao induziu nenhuma alteracdao no
numero de células positivas para os outros receptores estudados (Fig. 24 A).
Semelhantemente, no grupo PS do mesmo protocolo, também nao foi
observada nenhuma diferenca estatisticamente significante no numero de
células que expressavam TLRs, em relacao ao grupo controle (Fig. 24 A). O
grau de expressao dos receptores pelas células (MFI) praticamente nao foi
modificado pelo tratamento com P. acnes segundo o Protocolo 1, exceto pela
diminuicao da expressao de TLR2 (Fig. 24 C). Ja no grupo PS, foi observado
um aumento significante da expressao de TLR2 e TLRY extra e intracelular
pelos linfécitos B1 esplénicos, em comparacdo com os animais controles
(Fig. 24 C).

Por outro lado, o tratamento com P. acnes ou PS de acordo com o
Protocolo 2 promoveu um aumento no numero de linfocitos B1 positivos
para todos os TLRs estudados, exceto TLR4 no grupo P. acnes (Fig. 24 B).
Ambos os tratamentos também induziram uma maior expressao de TLR2 e
TLRY intracelular por esses linfocitos, além de maior expressdao de TLR9

extracelular no grupo P. acnes (Fig. 24 D).
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Figura 24. Expressao de TLRs por linfocitos Bl esplénicos de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. Os bacos de animais
tratados com salina, P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou
2 (B e D) foram analisados, antes do desafio com OVA (AD), quanto a
presenca de linfécitos B1 que expressavam TLR2, TLR4 e TLR9 extracelular
(TLR9e) e intracelular (TLR9i), por citometria de fluxo. (A e B) Numero de
células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de expressao (MFI) de
cada receptor pelas células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.7.6. Linfocitos B1 peritoneais

O tratamento com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1 nao
induziu nenhuma alteracdo no numero de linfocitos Bla peritoneais que
expressavam TLR2, TLR4 ou TLR9 extra e intracelular, em relacao ao grupo
controle (Fig. 25 A). Entretanto, o grau de expressao desses receptores foi
modificado, verificando-se aumento da expressao de TLR4 e TLRO9
extracelular no grupo PS, e de TLR9 intracelular nos grupos P. acnes e PS,
além de diminuicao da expressao de TLR2 e TLR9 de superficie no grupo
P. acnes (Fig. 25 C). Diferentemente do observado no Protocolo 1, o
tratamento com P. acnes segundo o Protocolo 2 induziu diminuicdo do
numero de linfocitos Bla peritoneais positivos para TLR2 e TLR9 extra e
intracelular, e aumento do nimero de células TLR4* (Fig. 25 B). Nos animais
tratados com PS, houve diminuicdo do numero dessas células que
expressavam TLR2, TLR4 e TLR9 intracelular (Fig. 25 B). Quanto a
expressao dos receptores (MFI), foi verificada menor expressdao de TLR2 e
TLR9 extra e intracelular no grupo P. acnes, e maior expressao de TLR9
extracelular no grupo PS, em relacao ao controle (Fig. 25 D).

Nos linfécitos Blb, o tratamento com P. acnes de acordo com o
Protocolo 1 diminuiu o numero de células positivas para TLR2 e TLR9
intracelular e aumentou o numero das que expressavam TLR9 extracelular,
enquanto o polissacarideo induziu apenas aumento da quantidade de
linfocitos B1b TLR4* (Fig. 26 A). A P. acnes também promoveu diminuicao da
expressao de TLR2 e TLR9 intracelular e aumento da expressao de TLR9 de
superficie, enquanto o tratamento com PS segundo esse mesmo protocolo
induziu aumento da expressao de todos os receptores estudados (Fig. 26 C).
Por outro lado, o tratamento com P. acnes de acordo com o Protocolo 2
diminuiu significativamente o numero de linfocitos Blb peritoneais que
expressavam TLR2 e TLR9 extra e intracelular, e aumentou o numero de
células TLR4* (Fig. 26 B). Nos animais tratados com PS, houve apenas
diminuicao do numero de células positivas para TLR4 (Fig. 26 B). Além de

aumentar o numero de células TLR4*, a P. acnhes aumentou também a
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expressao desse receptor pelos linfécitos Blb, e diminuiu a expressao de
TLR9 extracelular (Fig. 26 D). Ja o tratamento com PS segundo esse
protocolo induziu aumento da expressao de TLR9 extracelular e diminuicao
de TLR9 intracelular (Fig. 26 D).

Com relacao a subpopulacao de linfocitos Blc, foi possivel verificar
uma diminuicao estatisticamente significante no numero de células positivas
para TLR2 e TLR9 extra e intracelular no grupo P. acnes submetido ao
Protocolo 1, em relacao ao controle (Fig. 27 A). A P. acnes também induziu
aumento da expressao de TLR2 e TLR4 por essas células, além de
diminuicao da expressao de TLR9, tanto de superficie, como intracelular
(Fig. 27 C). O tratamento com PS segundo o Protocolo 1 nao alterou o
numero de linfocitos Blc que expressavam TLRs (Fig. 27 A), mas promoveu
aumento da expressdao de TLR2, TLR4 e TLR9 intracelular e diminuicdo de
TLR9 extracelular, em relacdao ao grupo controle (Fig. 27 C). Nos animais
submetidos ao Protocolo 2, houve diminuicdo do numero de linfocitos Blc
que expressavam todos os receptores estudados, em ambos os tratamentos,
com excecao do numero de células TLR4* no grupo P. acnes, cujo numero
estava aumentado em relacao ao controle (Fig. 27 B). Ambos os tratamentos
também promoveram uma diminuicdo da expressdo de TLR9 extra e
intracelular por essas células (Fig. 27 D). Além disso, o tratamento com PS
de acordo com o Protocolo 2 também diminuiu a expressao de TLR2 e
aumentou a de TLR4 pelos linfocitos Blc, em relacdo aos animais controles

(Fig. 27 D).
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Figura 25. Expressao de TLRs por linfoécitos Bla peritoneais de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As células do exsudato
peritoneal de animais tratados com salina, P. acnes ou PS de acordo com os
Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisadas, antes do desafio com OVA
(AD), quanto a presenca de linfocitos Bla que expressavam TLR2, TLR4 e
TLR9 extracelular (TLR9e) e intracelular (TLR9i), por citometria de fluxo. (A e
B) Numero de células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de
expressao (MFI) de cada receptor pelas células. Os dados sao representativos
de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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Figura 26. Expressao de TLRs por linfocitos Blb peritoneais de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As células peritoneais de
camundongos tratados com salina, P. acnes ou PS de acordo com os
Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisadas, antes do desafio com OVA
(AD), quanto a presenca de linfocitos B1b positivos para TLR2, TLR4 e TLR9
extracelular (TLR9e) e intracelular (TLR9i), por citometria de fluxo. (A e B)
Numero de células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de expressao
(MFI) de cada receptor pelas células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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Figura 27. Expressao de TLRs por linfoécitos Blc peritoneais de
camundongos submetidos aos Protocolos 1 ou 2. As células do lavado
peritoneal de animais tratados com salina, P. acnes ou PS de acordo com os
Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisadas, antes do desafio com OVA
(AD), quanto a presenca de linfécitos Blc que expressavam TLR2, TLR4 e
TLR9 extracelular (TLR9e) e intracelular (TLR9i), por citometria de fluxo. (A e
B) Numero de células positivas para cada receptor. (C e D) Grau de
expressao (MFI) de cada receptor pelas células. Os dados sao representativos
de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.8. Sintese de citocinas por células apresentadoras de antigenos e linfocitos

B1 de camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata

As APCs esplénicas e as células Bl esplénicas e peritoneais de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata segundo
os Protocolos 1 ou 2 foram analisadas antes do desafio com OVA (AD)
quanto a sintese de IL-4 e IL-12. A presenca de tais citocinas foi detectada

no meio intracelular, por citometria de fluxo.

4.8.1. Linfécitos B2

Primeiramente, pudemos verificar que o numero de linfécitos B2
produtores de IL-4 no baco de camundongos controles era semelhante ao de
produtores de IL-12 (Fig. 28 A e B, salina).

O tratamento dos animais com P. acnes segundo o Protocolo 1
promoveu um aumento significante do numero dessas células que
sintetizavam IL-4, mas nao alterou a quantidade de linfécitos B2 produtores
de IL-12 (Fig. 28 A). O tratamento com PS de acordo com o mesmo protocolo
também promoveu um aumento significativo das células IL-4*, e uma
pequena, porém estatisticamente significante, diminuicdo da populacao
produtora de IL-12 (Fig. 28 A). Apesar do aumento no numero de células
produtoras de IL-4 no grupo P. acnes, diminuicao da sintese dessa citocina
por células B2 foi detectada, em relacao ao grupo controle, assim como
menor sintese de IL-12, como demonstrado pelos valores de MFI (Fig. 28 C).
O tratamento com PS nao alterou a sintese de nenhuma das duas citocinas
(Fig. 28 C).

Nos camundongos submetidos ao Protocolo 2, ambos os tratamentos,
tanto com a bactéria, como com seu componente, promoveram um aumento
significante da quantidade de linfocitos B2 produtores de IL-4 ou IL-12, em
relacdo ao grupo controle (Fig. 28 B). E interessante notar que apesar do
aumento de células positivas para IL-4 nesses grupos, este foi muito menos

pronunciado do que o observado nos grupos submetidos ao Protocolo 1
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(Fig. 28 A e B). A sintese de IL-4 por linfécitos B2 do grupo P. acnes do
Protocolo 2 nao foi alterada, e foi observado aumento da sintese de IL-12
nesse grupo (Fig. 28 D). Ja o tratamento com PS segundo esse mesmo

protocolo induziu diminuicao da sintese das duas citocinas (Fig. 28 D).
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Figura 28. Sintese de citocinas por linfocitos B2 do baco de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade tipo I. Os
bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo
com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisados, por citometria de
fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a presenca de linfocitos B2
produtores de IL-4 e IL-12, por deteccao intracelular. (A e B) Numero de
células positivas para cada citocina. (C e D) Niveis de citocinas (MFI)
presentes no interior das células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.8.2. Macrofagos

Diferentemente do observado para os linfocitos B2, o numero de
macrofagos produtores de IL-4 nos grupos controles era um pouco maior do
que o de produtores de IL-12 (Fig. 29 A e B, salina).

O tratamento dos camundongos com P. acnes ou PS de acordo com o
Protocolo 1 promoveu uma diminuicao estatisticamente significante do
numero dessas células IL-4*, em relacao ao grupo salina (Fig. 29 A). Por
outro lado, foi observado um aumento da sintese (MFI) de IL-4 por células do
grupo PS, bem como de IL-12 em ambos os tratamentos (Fig. 29 C).

Ja o tratamento com P. acnes segundo o Protocolo 2 aumentou
significativamente o numero de macrofagos produtores de IL-4 (Fig. 29 B),
mas induziu diminuicao da sintese dessa citocina (Fig. 29 D). O tratamento
com PS de acordo com esse protocolo também promoveu um aumento do
numero de macrofagos IL-4* (Fig. 29 B), mas nao alterou a sintese de

nenhuma das duas citocinas estudadas (Fig. 29 D).
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Figura 29. Sintese de citocinas por macrofagos esplénicos de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. Os
bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo
com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisados, por citometria de
fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a presenca de macrofagos
produtores de IL-4 e IL-12, detectadas no meio intracelular. (A e B) Numero
de células positivas para cada citocina. (C e D) Niveis de citocinas (MFI)
presentes no interior das células. Os dados sao representativos de dois

experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.



Resultados -97-

4.8.3. Células dendriticas

Semelhantemente ao observado na populacdao de macrofagos, o
numero de células dendriticas IL-4* era uma pouco maior do que o de IL-12*
nos grupos controles (Fig. 30 A e B, salina).

Nos animais tratados com P. acnes segundo o Protocolo 1, foi possivel
verificar uma diminuicao significativa do numero de células dendriticas
produtoras de IL-4 em relacao ao grupo controle (Fig. 30 A), ao contrario do
observado no grupo PS submetido ao mesmo protocolo, em que houve um
grande aumento da quantidade dessas células (Fig. 30 A). Além de diminuir
o numero de células dendriticas produtoras de IL-4, o tratamento com
P. acnes de acordo com o Protocolo 1 também induziu uma diminuicao da
sintese (MFI) de IL-4 e IL-12 por essas células (Fig. 30 C). Ja o tratamento
com PS promoveu uma maior producao das duas citocinas (Fig. 30 C).

Diferentemente do observado no Protocolo 1, o tratamento com
P. acnes de acordo com o Protocolo 2 promoveu um aumento significativo do
numero de células que sintetizavam IL-4 (Fig. 30 B). Maior numero de
células dendriticas produtoras de IL-4 também pode ser verificado no baco
dos animais tratados com PS segundo o mesmo protocolo (Fig. 30 B). E
interessante notar que, apesar do componente polissacaridico ter promovido
o aumento do numero de células dendriticas IL-4* nos dois protocolos, este
foi muito mais pronunciado no Protocolo 1 (Fig. 30 A e B). Apesar do
aumento na quantidade de células dendriticas produtoras de IL-4 no grupo

P. acnes, a sintese dessa citocina foi diminuida (Fig. 30 D).
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Figura 30. Sintese de citocinas por células dendriticas esplénicas de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. Os
bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo
com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisados, por citometria de
fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a presenca de células
dendriticas produtoras de IL-4 e IL-12, por deteccao intracelular. (A e B)
Numero de células positivas para cada citocina. (C e D) Niveis de citocinas
(MFI) presentes no interior das células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.8.4. Células apresentadoras de antigenos totais

Somando-se o numero de linfocitos B2, macrofagos e células
dendriticas produtores de IL-4 ou IL-12, pudemos analisar o numero total de
APCs esplénicas que sintetizavam essas citocinas em cada grupo de animais.

Assim, foi possivel verificar que o tratamento dos camundongos com
P. acnes ou PS segundo o Protocolo 1 induziu um aumento estatisticamente
significante do numero de APCs produtoras de IL-4 e diminuiu a quantidade
dessas cé€lulas que sintetizavam IL-12 (Fig. 31 A).

Por outro lado, nos grupos tratados com P. acnes ou PS de acordo com
o Protocolo 2, houve aumento significativo tanto do ntumero de APCs que
produziam IL-4, quanto das que sintetizavam IL-12 (Fig. 31 B).

E importante ressaltar que, apesar do aumento do numero de APCs
produtoras de IL-4 nos grupos P. acnes e PS do Protocolo 2, este foi menos
pronunciado do que o observado nos grupos submetidos ao Protocolo 1

(Fig. 31 A e B).
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Figura 31. Naimero absoluto de APCs esplénicas produtoras de IL-4 ou
IL-12 em camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade
imediata. Os bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou
PS de acordo com os Protocolos 1 (A) ou 2 (B) foram analisados antes do
desafio com OVA (AD) quanto a presenca de IL-4 e IL-12 intracelulares, por
citometria de fluxo. Os numeros de linfécitos B2, macrofagos e células
dendriticas IL-4* ou IL-12* foram somados para se obter o numero total de
APCs esplénicas de cada grupo de animais que sintetizavam essas citocinas.
Os dados sao representativos de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.



Resultados -101-

4.8.5. Linfocitos B1 esplénicos

O tratamento dos camundongos com P. acnes ou PS de acordo com o
Protocolo 1 induziu uma diminuicao significante no numero de linfécitos B1
esplénicos produtores de IL-4 ou IL-12 (Fig. 32 A), mas nao alterou a sintese
(MFI) de nenhuma das duas citocinas (Fig. 32 C).

Ja nos animais submetidos ao Protocolo 2, o tratamento com P. acnes
promoveu um aumento estatisticamente significante da quantidade de
células B1 que sintetizavam IL-4, em relacdo ao grupo controle (Fig. 32 B),
mas também nao modificou a sintese das duas citocinas analisadas (Fig. 32
D). Nos animais tratados com PS, nao foi verificada nenhuma alteracao no
numero de linfocitos B1 produtores de IL-4 ou IL-12, em relacdo ao grupo

controle (Fig. 32 B), nem na sintese (MFI) dessas citocinas (Fig. 32 D).
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Figura 32. Sintese de citocinas por linfécitos Bl esplénicos de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. Os
bacos de animais tratados com salina (controles), P. acnes ou PS de acordo
com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisados, por citometria de
fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a presenca de linfocitos Bl
produtores de IL-4 e IL-12, por deteccao intracelular. (A e B) Numero de
células positivas para cada citocina. (C e D) Niveis de citocinas (MFI)
presentes no interior das células. Os dados sao representativos de dois
experimentos reprodutiveis. * p < 0,05.
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4.8.6. Linfocitos B1 peritoneais

Nos animais tratados com P. acnes de acordo com o Protocolo 1, nao
foram verificadas diferencas no numero de linfocitos Bla produtores de IL-4
ou IL-12, em relacao ao grupo controle (Fig. 33 A), mas houve aumento da
sintese de IL-12 pelas células (Fig. 33 C). Ja o tratamento com PS segundo
esse protocolo aumentou tanto o numero de linfécitos Bla produtores das
duas citocinas (Fig. 33 A), quanto a sintese das mesmas (Fig. 33 C). No
Protocolo 2, o tratamento com P. acnes induziu diminuicdo do numero de
células Bla produtoras de IL-4 ou IL-12 (Fig. 33 B), mas aumentou a sintese
de IL-4 pelas células (Fig. 33 D). No grupo PS, nao houve alteracdo do
numero de células IL-4* ou IL-12*, em relacao ao controle (Fig. 33 B), mas foi
detectado um aumento significante da sintese das duas citocinas (Fig. 33 D).

Na populacao de linfécitos B1lb, o tratamento com P. acnes de acordo
com o Protocolo 1 promoveu um aumento no numero de células produtoras
de IL-12 (Fig. 34 A) e também aumentou a sintese dessa citocina pelas
células (Fig. 34 C). Ja o tratamento com PS induziu um maior nimero de
linfocitos B1b IL-4+ ou IL-12* (Fig. 34 A) e maior sintese das duas citocinas
(Fig. 34 C). Nos animais submetidos ao Protocolo 2, a P. acnes diminuiu o
numero de células produtoras de IL-4 ou IL-12 (Fig. 34 B), mas nao alterou a
sintese de nenhuma das duas citocinas (Fig. 34 D). O tratamento com PS
induziu um aumento do numero de células produtoras de IL-4 (Fig. 34 B),
bem como da sintese dessa citocina (Fig. 34 D).

Com relacao aos linfécitos Blc, o tratamento dos animais com P. acnes
de acordo com o Protocolo 1 induziu diminuicdo do numero de células
produtoras de IL-4 (Fig. 35 A), e aumento da sintese (MFI) de IL-12 (Fig. 35
C). O tratamento com PS também promoveu diminuicao do numero de
células IL-4*, além de aumentar o numero das IL-12* (Fig. 35 A), bem como a
sintese dessa citocina (Fig. 35 C). No Protocolo 2, ambos os tratamentos
diminuiram o numero de linfocitos Blc produtores de IL-4 ou IL-12 (Fig. 35
B), e o tratamento com PS induziu um aumento da sintese de IL-12 (Fig. 35

D).
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Figura 33. Sintese de citocinas

por linfocitos Bla peritoneais de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. As
células do exsudato peritoneal de animais tratados com salina (controles),
P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram
analisadas, por citometria de fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a
presenca de linfocitos Bla produtores de IL-4 ou IL-12, por deteccao
intracelular. (A e B) Numero de células positivas para cada citocina. (C e D)
Niveis de citocinas (MFI) presentes no interior das células. Os dados sao
representativos de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,035.
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por linfocitos Blb peritoneais de

camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. As
células do lavado peritoneal de animais tratados com salina (controles),
P. acnes ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram
analisadas, por citometria de fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a
presenca de linfocitos Blb produtores de IL-4 ou IL-12, por deteccao
intracelular. (A e B) Numero de células positivas para cada citocina. (C e D)
Niveis de citocinas (MFI) presentes no interior das células. Os dados sao
representativos de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,035.
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Figura 35. Sintese de citocinas por linfocitos Blc peritoneais de
camundongos submetidos ao modelo de hipersensibilidade imediata. As
células peritoneais de camundongos tratados com salina (controles), P. acnes
ou PS de acordo com os Protocolos 1 (A e C) ou 2 (B e D) foram analisadas,
por citometria de fluxo, antes do desafio com OVA (AD), quanto a presenca
de linfocitos Blc produtores de IL-4 e IL-12, por deteccao intracelular.
(A e B) Numero de células positivas para cada citocina. (C e D) Niveis de
citocinas (MFI) presentes no interior das células. Os dados sao
representativos de dois experimentos reprodutiveis. * p < 0,035.
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4.9. Analise da producao de citocinas em co-culturas de células dendriticas

e linfocitos T primados, estimulados in vitro com P. acnes, PS e/ou OVA

Como descrito anteriormente, células da medula oOssea de
camundongos naive foram cultivadas por 10 dias para a obtencao de células
dendriticas. No 10° dia de cultura, as células foram entao co-cultivadas com
linfécitos T primados, obtidos de camundongos sensibilizados a OVA pelo
implante com CSO. Ainda no 10° dia, algumas co-culturas foram
estimuladas ou nao com P. acnes, PS, OVA, P. aches + OVA ou PS + OVA, e
os sobrenadantes foram coletados no 12° dia. Em outras co-culturas, foi
realizado o estimulo com P. acnes ou PS no 10° dia, seguido do estimulo com
OVA no 11° dia e coleta do sobrenadante no 12° dia. Os sobrenadantes
foram entao submetidos a ensaios de ELISA para a dosagem de IL-4, IL-5,
IL-12, IL-17 e IFN-y.

Em todas as co-culturas, os niveis de IL-4, IL-12 e IFN-y foram
indetectaveis. Com relacao a producao de IL-5 e IL-17, nos observamos,
primeiramente, que o estimulo com OVA no 10° dia induziu a sintese das
duas citocinas nas co-culturas, sintese esta que era praticamente nula nas
culturas sem estimulo ou estimuladas apenas com P. acnes ou PS (Fig. 36 A
e B). O estimulo concomitante de P. acnes e OVA no 10° dia aumentou
significativamente a liberacao de IL-5 e IL-17 nas culturas, em relacao as
estimuladas apenas com OVA (Fig. 36 A e B), enquanto o estimulo
concomitante de PS e OVA no dia 10 aumentou apenas a sintese de IL-17
(Fig. 36 B). Por outro lado, o estimulo com P. acnes ou PS no 10° dia,
seguido de OVA no 11° dia, induziu uma diminuicdo significante da
liberacao de IL-5 e IL-17, em comparacao com as culturas estimuladas

apenas com OVA no 10° dia (Fig. 36 A e B).
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Figura 36. Sintese de IL-5 e IL-17 em co-culturas de células dendriticas
e linfécitos T primados estimuladas in vitro com P. acnes, PS e/ou OVA.
Células da medula 6ssea de animais naive foram cultivadas por 10 dias para
a obtencao de células dendriticas. No 10° dia, as células foram co-cultivadas
com linfocitos T primados, e algumas co-culturas foram estimuladas ou nao
com P. acnes (Pa), PS, OVA, P. acnes + OVA ou PS + OVA. Em outras co-
culturas, foi realizado o estimulo com P. acnes ou PS no 10° dia, seguido do
estimulo com OVA no 11° dia. Os sobrenadantes foram coletados no 12° dia
e submetidos a ensaios de ELISA para a dosagem de IL-5 (A) e IL-17 (B).
* p< 0,05 em relacao as culturas estimuladas apenas com OVA no 10° dia.
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5. DISCUSSAO

Em estudo prévio realizado em nosso laboratorio, ja havia sido
demonstrada a capacidade da P. acnes de potencializar ou suprimir a reacao
de hipersensibilidade tipo I em camundongos, dependendo do protocolo de
tratamento utilizado (BRAGA et al., 2003; BRAGA, 2004). A participacao do
seu componente polissacaridico soluivel na supressao dessa reacao também
ja havia sido observada (BRAGA, 2004), entretanto, ainda nao havia sido
estudado o possivel papel desse polissacarideo na potencializacdo da
hipersensibilidade tipo I.

Assim, no presente estudo, investigamos inicialmente os efeitos do
polissacarideo soluvel da P. acnes em camundongos submetidos ao modelo
de hipersensibilidade imediata descrito por FACINCONE et al. (1997),
submetidos ao Protocolo 1. Segundo esse protocolo, estabelecido
anteriormente em nosso laboratorio (BRAGA et al.,, 2003; BRAGA, 2004),
clara solidificada de ovo de galinha (CSO) foi implantada no tecido
subcutaneo dos animais no mesmo dia da ultima de trés injecoes (uma por
semana) de polissacarideo (PS). Apos 14 dias, as patas dos camundongos
foram desafiadas com ovoalbumina agregada (OVA), avaliando-se o edema
desenvolvido e o infiltrado inflamatério em diferentes tempos.

Semelhantemente ao que ja havia sido demonstrado anteriormente
com a P. acnes, utilizando o mesmo protocolo (BRAGA et al.,, 2003; BRAGA,
2004), nés nao observamos diferencas entre os edemas desenvolvidos nas
patas dos grupos controle e PS. Entretanto, a analise histologica das patas
revelou um aumento da porcentagem de eosinofilos no infiltrado inflamatorio
do grupo tratado com polissacarideo, em relacao ao grupo controle,
indicando que este € um importante, senao majoritario, componente da
P. acnes responsavel pela inducao da modulacao da fase tardia da reacao de
hipersensibilidade tipo I. Aumento do numero de eosinodfilos nas patas de
animais tratados com P. acnes de acordo com o Protocolo 1 também ja havia

sido observado (BRAGA et al., 2003; BRAGA, 2004).
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O maior numero de eosinofilos no infiltrado inflamatério dos grupos
tratados segundo o Protocolo 1 sugere que a P. acnes e seu componente
possam interferir na diferenciacdo, recrutamento e/ou ativacao dessas
células. A diferenciacao dos eosinofilos ocorre a partir de células
progenitoras hematopoiéticas CD34* (DENT et al.,, 1990; FOSTER et al,
1996), cuja populacao encontra-se aumentada na medula ossea de
camundongos tratados com P. acnes ou PS (SQUAIELLA, 2004; SQUAIELLA
et al., 2006). Além disso, o recrutamento e a ativacdo dessas células
dependem de citocinas do tipo Th2, tais como IL-4 e IL-5S (ROTHENBERG et
al., 1997), e aumento dos niveis de IL-4 no sobrenadante de cultura de
células da medula o6ssea obtidas de animais tratados com P. acnes ou PS
também ja foi demonstrado (SQUAIELLA, 2004; SQUAIELLA et al.,, 20006),
indicando a possibilidade da P. acnes e seu componente serem capazes de
potencializar o infiltrado eosinofilico pela inducao de citocinas Th2.

Assim, para determinar o efeito da P. acnes e de seu componente
polissacaridico sobre o balanco de citocinas Thl e Th2 em camundongos
submetidos ao Protocolo 1, nés avaliamos, por deteccao intracelular, a
sintese de IL-4 e IFN-y por células do baco desses animais, 24, 48 e 72 horas
apos o desafio com OVA. No grupo tratado com P. acnes, foi possivel verificar
um aumento do numero de células produtoras de IL-4 e uma diminuicao da
populacao produtora de IFN-y, 24 horas apos o desafio, em relacdo ao grupo
controle, indicando claramente uma potencializacao do padrao Th2 de
resposta, o que poderia explicar o maior infiltrado eosinofilico observado em
camundongos tratados com essa bactéria de acordo com o Protocolo 1. Ja o
tratamento com polissacarideo, apesar de manter o padrao Th2 de resposta,
com maior numero de células esplénicas produtoras de IL-4 do que de IFN-y,
induziu diminuicao das duas populacoes 24 horas apos o desafio, e aumento
de ambas em 48 horas, em relacao ao grupo controle. Esses efeitos
diferentes exercidos pela P. acnes e sua fracao polissacaridica indicam a
participacao de outros componentes bacterianos na modulacao da sintese de
citocinas pela P. acnes, ou mesmo diferencas de concentracdo do PS na

suspensao bacteriana ou quando utilizado na forma soluvel purificada.
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O balanco Th1/Th2 interfere diretamente na producao de anticorpos
frente a um determinado antigeno, uma vez que o switch de classes de
imunoglobulinas depende do ambiente de citocinas. Especificamente, em
camundongos, a presenca de IL-4 promove o switch para IgG1l, enquanto o
IFN-y induz a producao de IgG2a (PAUL, 1999).

Assim, nos decidimos investigar se a resposta humoral a OVA também
seria modulada pela P. acnes ou seu componente polissacaridico nos
animais submetidos ao modelo de hipersensibilidade tipo I de acordo com os
dois protocolos de tratamento. Foram determinados os titulos de IgG total,
IgG1 e IgG2a anti-OVA nos soros dos animais, 24 e 48 horas apos o desafio
com OVA. A analise das subclasses 1gG1l e IgG2a nos permitiu confirmar a
potencializacao da resposta Th2 nos animais tratados com P. acnes ou PS de
acordo com o Protocolo 1, ja que maior producao de IgG1l e menores niveis
de IgG2a para OVA foram detectados nos soros desses animais. Por outro
lado, nos grupos submetidos ao Protocolo 2, houve diminuicao dos titulos de
IgG1, e aumento dos niveis de IgG2a, comprovando a supressao da resposta
Th2 observada anteriormente (BRAGA et al.,, 2003; BRAGA, 2004).

Interessantemente, a resposta a OVA nesses animais tratados segundo
o Protocolo 2 foi suprimida, mas nao pareceu ser convertida para Thl, uma
vez que os titulos de IgG1l, apesar de diminuidos em relacao ao controle,
permaneceram mais altos do que os de IgG2a. Esses resultados parecem
diferir dos observados anteriormente em animais tratados com P. acnes de
acordo com o Protocolo 2, em que haviam sido detectados maiores niveis
séricos de IFN-y do que de IL-4, sugerindo a conversao do padrao de resposta
para Thl (BRAGA et al., 2003; BRAGA, 2004). Assim, a diminuicao nos
niveis de IgG1 OVA-especifica demonstram claramente que a modulacao esta
ocorrendo, porém nao polarizando totalmente o padrdo de citocinas,
impedindo a inducao de maior sintese de IgG2a, provavelmente pela
presenca de outras citocinas de padrao Th2, como IL-5 e IL-13, e também
pela persisténcia do antigeno OVA (implante com CSO), tipicamente indutor

de resposta Th2 (FACINCONE et al., 1997).
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Uma vez que o direcionamento das respostas imunes celulares para
Th1l ou Th2 esta intimamente relacionado com o estado de ativacao das
células apresentadoras de antigenos (MOSER, 2003), nés nos propusemos,
no presente trabalho, a investigar os efeitos da P. acnes e de seu componente
polissacaridico soluvel sobre tais células. Nos avaliamos o numero total de
APCs (linfécitos B, macrofagos e células dendriticas) no baco dos animais
tratados de acordo com os Protocolos 1 ou 2, bem como seu estado de
ativacao (expressao de moléculas co-estimuladoras, TLRs e sintese de
citocinas).

Além das APCs, o numero de células de outras populacoes envolvidas
com o direcionamento das respostas celulares também foi determinado,
como os linfécitos T CD4, que se diferenciam em Th1l ou Th2 dependendo do
estimulo recebido das APCs, os linfocitos T CD8, que podem contribuir para
o desenvolvimento de respostas Thl pela producao de IFN-y (ABBAS et al.,
2003), e os linfocitos T reguladores (Treg), responsaveis pela regulacao da
resposta imune (BETTELLI et al., 2006; HUBERT et al., 2007; BRINSTER &
SHEVACH, 2008), que podem estar envolvidos com a supressao da resposta
a OVA observada por nos no Protocolo 2.

Avaliamos ainda o numero e grau de ativacao de linfécitos B1 no baco
desses animais, € também na cavidade peritoneal, onde tais células sao
preferencialmente localizadas (KROESE et al., 1992; HERZENBERG, 2000).
As células B1 foram estudadas no nosso modelo porque o seu papel na
supressao da reacado de hipersensibilidade imediata ja havia sido verificado
anteriormente (DELORENZO et al., 2007). Além disso, algumas funcoes
desses linfécitos também dependem da sua ativacado por citocinas, como a
proliferacao frente a antigenos timo-dependentes, que ocorre na presenca de
IL-5 (ERICKSON et al., 2001; BALAZS et al., 2002). Interessantemente, essa
citocina também exerce papel fundamental nas Treacoes de
hipersensibilidade tipo I, sendo importante no recrutamento e ativacao dos
eosinofilos (ROTHENBERG et al., 1997).

A analise das populacoes celulares esplénicas e de linfocitos Bl

peritoneais foi realizada 14 dias apos o implante com CSO, antes do desafio
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com OVA (AD). Uma vez que os Protocolos 1 e 2 diferem apenas no momento
do implante, e ndao no desafio (apesar dos efeitos serem verificados apos o
desafio com OVA), noés acreditamos que a P. acnes e seu componente
modulem as populacoes celulares durante o periodo de sensibilizacdao ao
antigeno, ou seja, durante os 14 dias transcorridos entre o implante e o
desafio. Apos esse periodo, as células do sistema imune, moduladas pelos
Protocolos 1 e 2, responderiam de maneira diferente ao desafio com OVA,
culminando na potencializacao ou supressao da resposta. Portanto, a
analise de populacoes antes do desafio (AD) nos permitiria estabelecer uma
relacdo entre um determinado ambiente celular (nimero e grau de ativacao
das células) e o efeito observado (potencializacao ou supressao da reacao de
hipersensibilidade tipo I).

Primeiramente, nés verificamos que o tratamento com P. acnes de
acordo com os Protocolos 1 ou 2 aumentou o numero de linfécitos T CD4 no
baco dos animais, sugerindo que o numero dessas células antes do desafio
com OVA nao é um fator determinante para a supressao ou potencializacao
da reacdo de hipersensibilidade imediata. Esse resultado ja era esperado,
uma vez que os linfécitos T CD4 podem se diferenciar em Thl ou Th2
(ABBAS et al.,, 2003), portanto a supressao ou potencializacao da resposta
nao esta relacionada com o numero de células, mas com o padrdao de
citocinas liberadas por esses linfécitos. Ja o polissacarideo induziu maior
numero de linfécitos T CD4 apenas no Protocolo 1, indicando a participacao
de outros componentes da P. acnes no aumento da quantidade dessas
células no Protocolo 2.

A P. acnes e o PS também promoveram um aumento da quantidade de
linfocitos T CD8 nos animais submetidos ao Protocolo 1, mas nao no
Protocolo 2, o que poderia indicar uma possivel participacdo dessas células
na potencializacao da reacdo. Além disso, o aumento do numero dessas
células, assim como de linfocitos T CD4, poderia ser reflexo de uma melhor
apresentacao de antigenos induzida pela P. acnes ou seu componente, e
consequente proliferacao celular. A capacidade da bactéria e de seu

componente de melhorarem a apresentacdo de antigenos por células
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dendriticas derivadas de medula o6ssea ja foi demonstrada anteriormente
(SQUAIELLA et al, 2006). Além disso, a P. acnes também exerce efeito
mitogénico sobre células T (JAPPE et al, 2002), o que poderia contribuir
para o aumento do numero dessas células. Ainda, poderiamos pensar que o
aumento desses linfocitos esteja relacionado com populacao NKT. Aumento
de células natural killer CD4* ja havia sido descrito no figado de animais
tratados endovenosamente com P. acnes (MATSUI et al., 1997).

Aumento da quantidade de linfocitos T reguladores também foi
observado no baco dos camundongos tratados com P. acnes segundo o
Protocolo 1, o que afasta a hipotese de que um maior numero de linfécitos
Treg pudesse estar envolvido com supressao da resposta Th2. Nos
acreditamos que essas células encontram-se em maior numero nesses
animais justamente por causa da potencializacao da resposta, pois se sabe
que a diferenciacao dos linfécitos Treg ocorre em consequiéncia de uma
resposta imune efetora, portanto, quanto mais exacerbada for a resposta,
maior a diferenciacao das células T reguladoras, para garantir a homeostase
do organismo (BETTELLI et al., 2006; HUBERT et al., 2007; BRINSTER &
SHEVACH, 2008).

O tratamento com P. acnes também induziu um aumento da
quantidade de linfécitos B convencionais no baco dos animais,
independentemente do protocolo utilizado, sugerindo que a potencializacao
ou supressao da resposta nao esta relacionada com o numero de células
produtoras de anticorpos, mas com o isotipo de imunoglobulinas que ira
prevalecer. Também nao parece haver relacao entre os efeitos observados e o
numero de células dendriticas, pois nenhum tratamento modificou a
quantidade dessas células no baco. Ja o numero de macrofagos foi
aumentado no grupo P. acnes do Protocolo 1, sugerindo que a maior
quantidade dessas células possa estar relacionada com potencializacdo da
reacao de hipersensibilidade tipo I. O tratamento com polissacarideo nao
modificou o numero de nenhuma das trés populacoes de APCs,
independentemente do protocolo, novamente indicando a participacao de

outros componentes da P. acnes nos seus efeitos.
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O numero de linfécitos B1 esplénicos e peritoneais também nao foi
modificado pelos tratamentos com P. acnes ou PS de acordo com os
Protocolos 1 ou 2, indicando que a quantidade dessas células nao € um fator
determinante para a supressao ou potencializacao da resposta a OVA.

Portanto, de maneira geral, os efeitos de potencializacao ou supressao
da reacao de hipersensibilidade tipo I pela P. acnes ou seu polissacarideo
nao parecem estar relacionados com diferencas no numero de células das
populacoes estudadas por nés. Entretanto, o estado de ativacao das células,
principalmente das APCs, poderia ser diferente entre os dois protocolos, o
que nos levou a estudar o grau de ativacdo dessas células, na tentativa de
determinar padroes de ativacdo especificos que pudessem ser relacionados
com potencializacdo ou supressao da reacao de hipersensibilidade tipo I.

Apesar de nao serem consideradas células apresentadoras de
antigenos profissionais, a capacidade das células Bl peritoneais de
apresentar antigenos quando estimuladas com sequiéncia CpG ja foi
demonstrada (BAMBA et al, 2005). Além disso, noés observamos
recentemente em mnosso laboratorio que linfécitos Bl peritoneais de
camundongos controles expressam moléculas co-estimuladoras e MHC 1I, e
que o tratamento com P. acnes ou PS por via intraperitoneal é capaz de
modificar a expressao dessas moléculas envolvidas com apresentacao de
antigenos (YENDO et al., 2007; MUSSALEM et al., 2008). Portanto, o grau de
ativacao dessas células também foi estudado por nos.

Para determinar o estado de ativacao das APCs esplénicas e dos
linfécitos B1 esplénicos e peritoneais, foi estudada a expressao de moléculas
co-estimuladoras e de TLRs por essas células, bem como a sintese de
citocinas.

Nos observamos que o tratamento dos animais com P. acnes de acordo
com o Protocolo 1 induziu um aumento do numero de linfécitos B2,
macrofagos e células dendriticas que expressavam CD40, CD80 ou CDS86,
aléem de aumentar a expressao (MFI) dessas moléculas por macrofagos e
células dendriticas. Ja o tratamento com PS segundo esse protocolo

promoveu aumento do numero de linfocitos B2 CD80* e CD86* e de
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macrofagos CD80*, e também da expressao de CD40, CD80 e CD86 pelas
trés populacoes de APCs.

No grupo P. acnes do Protocolo 2, também foi verificado um aumento
da quantidade de linfocitos B2 CD86%, macrofagos CD80* e CD86* e células
dendriticas CD40*, bem como da expressao de CD80 por células dendriticas,
entretanto estes aumentos foram muito menos pronunciados do que no
Protocolo 1. Além disso, diminuicao do numero de linfocitos B2 positivos
para CD40 ou CD80, e menor expressao de CD80 e CD86 por essas células e
de CD40 por macrofagos, foram observadas no grupo P. acnes do Protocolo
2. O tratamento com PS segundo esse mesmo protocolo induziu diminuicao
do numero de linfocitos B2 positivos para as trés moléculas e diminuicao de
macrofagos e células dendriticas CD867, além de menor expressao de CD40,
CD80 e CD86 por macrofagos e células dendriticas.

Esses efeitos da P. acnes e do PS sobre a quantidade de linfocitos B2,
macrofagos e células dendriticas que expressavam moléculas co-
estimuladoras resultaram em maior numero total de APCs esplénicas
positivas para CD40, CD80 e CD86 nos grupos tratados do Protocolo 1 do
que no Protocolo 2. Esses dados, em conjunto, sugerem que a maior
quantidade de APCs que expressam moléculas co-estimuladoras e a maior
expressdo dessas moléculas possam estar relacionadas com a
potencializacao da reacao de hipersensibilidade imediata observada no
Protocolo 1.

O papel das moléculas co-estimuladoras na ativacdao de linfécitos T
esta bem caracterizado. O CD80 e o CD86, também conhecidos como B7.1 e
B7.2, ligam-se ao CD28 presente nas células T e fornecem o 2° sinal para a
ativacao dessas células (ABBAS et al., 2003). Sao, portanto, essenciais para
a ativacao dos linfécitos T, sendo que a auséncia de co-estimulacao por essa
via no momento da apresentacdao de antigenos pode induzir inibicdo da
proliferacao e anergia dos linfocitos (HARDING et al., 1992; TAN et al., 1993).

Os linfocitos T ativados passam a expressar CD40L, que se liga ao
CD40 presente na superficie das APCs. Essa interacdo estimula a expressao

(up-regulation) de CD80 e CD86 e secrecao de citocinas pelas APCs,



Discussdo -117-

tornando-as, portanto, “melhores” apresentadoras (ABBAS et al., 2003).
Assim, a via CD40 amplifica indiretamente as respostas das células T
(ABBAS et al., 2003).

Por essa razao, a maior quantidade de APCs que expressavam
moléculas co-estimuladoras e a maior expressao dessas moléculas poderiam
resultar em maior ativacao dos linfocitos T, potencializando a resposta Th2 a
OVA, nos animais tratados com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1.
Além disso, a maior quantidade de moléculas B7 (CD80 e CD86) disponiveis
para a estimulacao dos linfécitos T via CD28 pode estar relacionada com
inducao de resposta Th2. Segundo LENSCHOW et al. (1996), a intensidade
da sinalizacdo dos linfocitos T via CD28 pode afetar o balanco entre
populacoes de células Thl e Th2. Para esses autores, quanto maior a co-
estimulacdao pela interacado B7-CD28, maior a probabilidade do
desenvolvimento de uma resposta Th2 (LENSCHOW et al., 1996).

Além disso, nossos dados demonstram que, de maneira geral, os
efeitos induzidos pela P. acnes e seu polissacarideo sobre a expressao de
moléculas co-estimuladoras pelas APCs sao semelhantes, sugerindo que
esse componente bacteriano seja um dos principais responsaveis pelos
efeitos da P. acnes sobre essas células. Entretanto, € interessante notar que,
em alguns casos, o efeito da P. acnes e do PS sobre cada populacao celular
estudada foi diferente, o que sugere a participacao de outros componentes,
além do PS, na modulacao exercida pela bactéria.

No caso da populacao de linfocitos B1 esplénicos, de maneira geral,
ambos os tratamentos induziram aumento do numero de células que
expressavam moléculas co-estimuladoras e aumento da expressao (MFI)
dessas moléculas, independentemente do protocolo utilizado, portanto a
expressao de CD40, CD80 e CD86 por esses linfécitos nao parece estar
relacionada com supressao ou potencializacao da resposta a OVA.

Com relacao as células Bl peritoneais, noés verificamos,
primeiramente, que as subpopulacoes Bla, B1b e Blc foram diferentemente
moduladas pela P. acnes e seu componente polissacaridico. De fato, em

trabalhos recentes de nosso laboratorio, foi demonstrado que essas trés
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subpopulacoes de linfocitos B1 peritoneais respondem de maneira diferente
aos estimulos com P. acnes ou PS, inclusive quanto a expressao de
moléculas co-estimuladoras (YENDO et al., 2007; MUSSALEM et al., 2008).

Nos linfocitos Bla, a P. acnes e seu polissacarideo nao modificaram o
numero de células que expressavam as trés moléculas co-estimuladoras em
camundongos submetidos ao Protocolo 1, mas aumentaram a expressao de
CD80 e CD86. Ja no Protocolo 2, houve aumento do numero de linfocitos
Bla CD80* e da expressdao de CD86 nos grupos P. acnes e PS, bem como
maior expressao de CD40 no grupo PS e de CD80 no grupo P. acnes. Assim,
em ambos os protocolos, a quantidade de moléculas co-estimuladoras foi
aumentada, seja por aumento do numero de células, seja por aumento da
expressdo. Portanto, a expressao de moléculas co-estimuladoras por células
Bla peritoneais nao parece ser um fator determinante para a potencializacao
ou supressao da reacao de hipersensibilidade tipo I.

No caso dos linfécitos Blb, a tunica alteracao induzida nos
camundongos submetidos ao Protocolo 1 foi o aumento da expressao de
CD86 no grupo PS, sugerindo que a expressdao de moléculas co-
estimuladoras por esses linfocitos nao deve ser essencial para a
potencializacao da resposta a OVA. No Protocolo 2, a P. acnes induziu
diminuicao do numero de células CD40*, enquanto o PS promoveu o
aumento das CD40* e CD80*. Esses dados demonstram claramente que os
efeitos da P. acnes e do seu polissacarideo sobre os linfocitos Blb sao
bastante diferentes, provavelmente devido a presenca de outros
componentes na bactéria inteira. Apesar dos efeitos opostos da P. acnes e do
PS sobre a expressao de moléculas co-estimuladoras por linfécitos B1b no
Protocolo 2, ambos os tratamentos induzem supressao da reacao de
hipersensibilidade imediata nesse protocolo, sugerindo que nao deve haver
uma relacdo entre a expressao dessas moléculas por células Blb e a
supressao da resposta.

Dentre as trés subpopulacoes de linfocitos B1 peritoneais, a que sofreu
maiores modificacoes quanto a expressao de moléculas co-estimuladoras nos

grupos P. acnes e PS foi a de linfocitos Blc. Isso pode ser explicado pelo fato
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de que as células Blc sao provavelmente células em menor grau de
diferenciacao do que as subpopulacoes Bla e Blb (GHOSN et al., 2008), e
portanto poderiam ser mais responsivas aos estimulos com P. acnes ou PS.
Apesar disso, o numero de linfocitos Blc que expressavam moléculas co-
estimuladoras nao pareceu ser essencial para a exacerbacao ou supressao
da resposta a OVA, uma vez que os efeitos da P. acnes sobre essas células
foram muito semelhantes nos dois protocolos. Por outro lado, a expressao de
CD80 por essas células foi aumentada nos grupos tratados segundo o
Protocolo 1, mas diminuida no Protocolo 2, indicando uma correlacao entre
maior expressao de CD80 por essas células e potencializacao da resposta a
OVA. E interessante notar que as células Blc peritoneais se comportam de
maneira semelhante as APCs esplénicas quanto a expressao de moléculas
co-estimuladoras, ou seja, em ambos os casos, a maior expressao de B7
parece estar relacionada com potencializacao da resposta Th2. Isso sugere
uma participacao dessas células na apresentacao de antigenos, como citado
anteriormente.

Apesar de terem sido analisadas na cavidade peritoneal, uma possivel
participacao das células B1 na modulacao da reacao de hipersensibilidade
tipo I deve estar relacionada com migracdao das mesmas para o local da
reacao. A migracao de linfocitos B1 para o foco inflamatério inespecifico ja
foi demonstrada anteriormente (ALMEIDA et al.,, 2001). Além disso, também
ja foi verificado que linfocitos B1 peritoneais podem perder a expressao de
moléculas de adesao e migrar para fora da cavidade peritoneal apos a
estimulacao via TLRs (HA et al., 2006). Uma vez que varios efeitos da
P. acnes sao induzidos pela sua ligacao a TLRs, principalmente TLR2 e TLR9
(KIM et al, 2002; KALIS et al, 2005), a estimulacao de linfocitos B1
peritoneais por essa via poderia culminar na sua ativacdao, migracao e
consequente participacdo na modulacao da resposta a OVA.

Assim, a expressao de TLRs por linfocitos B1 esplénicos e peritoneais
também foi avaliada no presente trabalho. Além disso, esses receptores

também foram analisados nas populacoes de APCs esplénicas, uma vez que



Discussdo -120-

sao responsaveis pelo reconhecimento de microorganismos por essas células
(TAKEDA et al., 2003; KOPP & MEDZHITOV, 2003; BEUTLER et al., 2003).

Todas as células foram avaliadas quanto a expressao de TLR2, TLR4 e
TLR9 de superficie (extracelular) e intracelular. Como citado anteriormente,
varios efeitos da P. acnes sao induzidos pela sua ligacao a TLR2 e TLR9 (KIM
et al, 2002; KALIS et al., 2005), e também ja foi demonstrada a sua
capacidade de induzir a expressao de TLR4 (JUGEAU et al., 2005; ROMICS
et al., 2004), o que nos levou a estudar esses trés receptores. O TLR9, apesar
de ser reconhecidamente um receptor intracelular (BAUER et al., 2007), foi
analisado também na superficie das células porque ja foi descrita a sua
expressao na superficie de linfécitos B (DASARI et al., 2005). Além disso, a
sua expressao extracelular também foi verificada, em nosso laboratorio, por
células do lavado peritoneal de camundongos BALB/c, tendo, inclusive,
sofrido modulacdo em animais tratados com P. acnes ou PS por via
intraperitoneal (YENDO et al., 2007; MUSSALEM et al., 2008).

No presente estudo, nos verificamos que o tratamento dos animais
com P. acnes de acordo com o Protocolo 1 diminuiu o numero de linfécitos
B2 esplénicos que expressavam TLR2, bem como a expressao desse receptor
pelas células, mas aumentou o numero desses linfocitos positivos para os
outros TLRs estudados e a expressao de TLR9 intracelular. Ja no Protocolo
2, a P. acnes induziu aumento do numero de linfocitos B2 que expressavam
todos os TLRs analisados, e também maior expressao de todos os receptores.
Portanto, a principal diferenca observada entre os grupos P. acnes
submetidos aos Protocolos 1 ou 2 foi com relacdao ao TLR2. Esses resultados
sugerem que o maior numero de linfocitos B2 TLR2* e a maior expressao
dessa molécula possam estar relacionados com a supressao da reposta Th2
a OVA. De fato, LAUENER et al. (2002) demonstraram que a expressao de
mRNA para TLR2 esta aumentada em criancas de fazendas, que tém um
risco de desenvolvimento de alergias diminuido. Ligantes de TLR2, como o
acido lipoteicoico de Staphylococcus aureus e o lipopeptideo sintético
Pam3CSK4, também foram capazes de inibir respostas Th2 em pacientes

com alergia a acaros (TAYLOR et al., 2006).
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Ja os efeitos do polissacarideo sobre a expressao de TLRs por linfocitos
B2 foram diferentes dos observados com a P. acnes nos dois protocolos,
indicando a participacao de outros componentes nos efeitos promovidos pela
bactéria. O PS aumentou o numero de células B2 que expressavam TLR4 no
Protocolo 1, bem como a quantidade de células positivas para TLR2 no
Protocolo 2. Logo, no caso dos animais tratados com PS, o maior numero de
células positivas para TLR2 também parece estar relacionado com supressao
da reposta a OVA, enquanto o maior numero de linfécitos B2 TLR4* pode
estar relacionado com exacerbacao da reacao. DABBAGH et al. (2002)
demonstraram que o TLR4 é necessario para o desenvolvimento de respostas
Th2, e EISENBARTH et al. (2005) também descreveram a importancia da
sinalizacdo via TLR4 para o desenvolvimento de respostas Th2 a antigenos
inalados em um modelo murino de alergia.

O PS também exerceu efeitos diferentes sobre o numero de células B2
que expressavam TLR9 extra e intracelular nos Protocolos 1 ou 2. No
Protocolo 1, houve aumento de células positivas para TLR9 extracelular,
enquanto no Protocolo 2, foi verificado maior nimero de células positivas
para TLRY9 intracelular. Portanto, parece que a expressao de TLR9 na
superficie de linfécitos B2 favorece a potencializacdo da hipersensibilidade
imediata, enquanto a expressao intracelular pode estar relacionada com
supressao da reacao. A participacao desse receptor nas reacoes alérgicas nao
esta tao bem documentada quanto a de TLR2 e TLR4, mas sabe-se que a sua
ativacao intracelular por CpG induz a producao de citocinas de padrao Thl
(BAUER et al.,, 2007), o que poderia sugerir a participacao desse receptor
intracelular na supressao da resposta alérgica. Além disso, também ja foi
demonstrado que a sinalizacdo via TLR9 intracelular em células B pode
promover o switch de classe de imunoglobulina para IgG2a, um isotipo
induzido em ambiente Th1l (JEGERLEHNER et al., 2007).

Na populacao de macrofagos, de maneira geral, os efeitos induzidos
pela P. acnes e seu componente sobre o numero de células que expressavam
TLRs foram semelhantes entre os Protocolos 1 e 2, indicando que o numero

dessas células positivas para os TLRs estudados nao € determinante para a
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supressao ou potencializacao da resposta Th2 a OVA. Quanto a expressao
(MFI) dos receptores, a diferenca mais evidente entre os grupos tratados dos
Protocolos 1 e 2 foi com relacao a expressao de TLR9 intracelular, que se
encontrava elevada no Protocolo 1 e diminuida no Protocolo 2, sugerindo a
participacao de macrofagos positivos para TLR9 intracelular na exacerbacao
da reacao.

Com relacado a populacao de células dendriticas, os tratamentos com
P. acnes e PS de acordo com o Protocolo 1 induziram aumento do numero de
células positivas para todos os receptores estudados, mas diminuiram a
expressdao de TLRY intracelular. Ao contrario, no Protocolo 2, houve apenas
aumento do numero de células dendriticas que expressavam TLR9 extra e
intracelular no grupo PS, e aumento da expressao de TLR9 intracelular em
ambos os tratamentos. Esses resultados indicam que o maior numero de
células dendriticas positivas para TLRs pode estar relacionado com
exacerbacdo da reacao de hipersensibilidade tipo I, enquanto maior
expressao de TLR9 intracelular pode ter relacao com supressao da resposta.

Quando as trés populacoes de células apresentadoras de antigenos
esplénicas sdo consideradas em conjunto, a Unica diferenca observada entre
os Protocolos 1 e 2 diz respeito a quantidade de células TLR4*, que esta
aumentada no Protocolo 1 e diminuida no Protocolo 2. Como citado acima, a
importancia do TLR4 no desenvolvimento de respostas Th2 ja foi
demonstrada anteriormente (DABBAGH et al.,, 2002; EISENBARTH et al.,
2005). Portanto, no nosso modelo de estudo, a exacerbacao da reacao de
hipersensibilidade imediata pela P. acnes ou seu componente também pode
estar relacionada com maior quantidade de APCs que expressam TLR4.

Com relacao a populacao de linfocitos B1 esplénicos, maior quantidade
de células positivas para os receptores estudados foi verificada nos grupos
tratados de acordo com o Protocolo 2 do que no Protocolo 1, indicando uma
correlacao entre o numero desses linfocitos positivos para TLRs e a
supressao da resposta a OVA. A expressao de TLR4 nas APCs havia sido
relacionada a potencializacdo da resposta, enquanto nos linfocitos Bl

esplénicos, parece estar envolvida na supressao da reacdo. Na verdade, o



Discussdo -123-

papel do TLR4 no desenvolvimento de reacoes de hipersensibilidade tipo I é
bastante controverso. Enquanto alguns trabalhos, como os citados acima,
relacionam esse receptor com o desencadeamento das respostas alérgicas
(DABBAGH et al., 2002; EISENBARTH et al., 2005), outros demonstram sua
participacao na supressao das reacoes. Em familias que vivem em fazendas,
foi verificada uma relacao inversa entre exposicao ao LPS, o ligante do TLR4,
e taxa de atopia (BRAUN-FAHRLANDER et al.,, 2002). Em camundongos, a
sinalizacao via TLR4 com LPS também suprimiu respostas “asma-like”
(RODRIGUEZ et al.,, 2003), e agonistas de TLR4 diminuiram a inflamacao
alérgica (VELASCO et al., 2005).

No caso dos linfocitos Bla peritoneais, o menor numero de células
positivas para TLR2 ou TLRY9 intracelular parece estar relacionado com
supressao da resposta a OVA, uma vez que diminuicado do numero dessas
células foi verificada nos grupos P. acnes e PS do Protocolo 2, mas nao no
Protocolo 1. Nesses linfocitos, os efeitos induzidos pela P. acnes e seu
componente polissacaridico em ambos os protocolos foram bastante
diferentes, indicando a participacdo de outros componentes bacterianos na
modulacao dessa populacdo. Um efeito bastante evidente induzido pelo PS,
mas nao pela P. acnes, em linfocitos Bla do Protocolo 2, foi o aumento da
expressao de TLR9 extracelular, sugerindo uma possivel correlacao com a
supressao da resposta a OVA.

Por outro lado, na populacao de linfécitos B1lb, foi observado aumento
do numero de células positivas para TLR9 extracelular, e aumento da sua
expressao na superficie das células, no grupo P. acnes do Protocolo 1,
indicando um possivel envolvimento com a potencializacao da resposta.

Nos linfocitos Blc peritoneais, a P. acnes induziu diminuicao do
numero de células que expressavam praticamente todos os TLRs estudados,
em ambos os protocolos, exceto nas células TLR4* do Protocolo 2. O PS
também diminuiu a quantidade de células positivas para os receptores
analisados, mas apenas no Protocolo 2. Essas diferencas na modulacao das
células Blc pela P. acnes e seu PS indicam novamente a participacao de

outros componentes bacterianos nos efeitos induzidos pela P. acnes e
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também demonstram que nao existe uma correlacao evidente entre o
numero de linfocitos Blc positivos para TLRs e exacerbacao ou supressao da
resposta a OVA. O mesmo se aplica a expressao desses receptores pelas
células Blc, uma vez que os efeitos induzidos pela P. acnes e seu
polissacarideo sobre a expressao dessas moléculas também foram bastante
diferentes.

Uma vez que a estimulacao de TLRs desencadeia uma cascata de
sinalizacdao que culmina na producao de citocinas pelas células (BAUER et
al., 2007), a modulacao dos TLRs pela P. acnes ou pelo PS no nosso modelo
de estudo poderia estar envolvida, em ultima analise, com modulacao da
sintese de citocinas pelas APCs e pelos linfécitos B1.

Assim, as APCs esplénicas e os linfécitos B1 esplénicos e peritoneais
de camundongos tratados com P. acnes ou PS segundo os Protocolos 1 ou 2
também foram analisados quanto a producao de IL-4 e IL-12, verificando-se
a presenca dessas citocinas de padrao Th2 e Thl, respectivamente, no meio
intracelular.

Na populacao de linfocitos B2, ambos os tratamentos com P. acnes ou
PS segundo o Protocolo 1 induziram aumento do numero de células
produtoras de IL-4, o que era esperado, uma vez que, no Protocolo 1, ha
exacerbacao do padrao Th2 de resposta pelo tratamento com P. acnes ou PS.
Além disso, o PS diminuiu o numero de linfocitos B2 produtores de IL-12
nesse protocolo. A sintese de ambas as citocinas também estava diminuida
no grupo P. acnes. No Protocolo 2, apesar do numero de células B2
produtoras de IL-4 também ter aumentado nos grupos tratados, o aumento
foi significantemente menor do que no Protocolo 1, e também foi verificado
maior numero de linfocitos B2 que sintetizavam IL-12 e maior producao de
IL-12 no grupo P. acnes. Esses dados também estdo de acordo com o
esperado, uma vez que nos animais tratados com P. acnes ou PS segundo o
Protocolo 2, ha supressao da resposta Th2.

Ja na populacao de macrofagos, o tratamento com P. acnes ou PS
segundo o Protocolo 1 diminuiu o numero de células que sintetizavam IL-4 e

aumentou a sintese de IL-12, enquanto o tratamento de acordo com o
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Protocolo 2 induziu maior numero de macrofagos produtores de IL-4. Esses
resultados sdo aparentemente contraditorios, pois verificamos maior numero
de macrofagos IL-4* nos grupos em que ha supressao da resposta Th2. No
caso das células dendriticas, isso também foi observado nos animais do
grupo P. acnes. Entretanto, & preciso ressaltar que o numero de macrofagos
e células dendriticas produtores de IL-4 e IL-12 no baco desses animais era
muito menor do que o numero de linfocitos B2. Por isso, somando-se todas
as APCs esplénicas, n0s observamos aumento pronunciado das populacoes
produtoras de IL-4 e diminuicao das produtoras de IL-12 nos grupos
tratados segundo o Protocolo 1, confirmando a exacerbacao da resposta. No
Protocolo 2, verificamos um aumento menos pronunciado do numero de
APCs IL-4* e também maior quantidade de células produtoras de IL-12,
indicando supressao da reacao Th2.

Entretanto, apesar do aumento do numero de APCs IL-12* nos grupos
tratados do Protocolo 2, aparentemente ndo houve inversdo do padrao de
resposta para Thl, pois o numero de células que sintetizavam IL-4
permaneceu maior do que as células IL-12*. TAYLOR et al. (2006) também ja
haviam demonstrado que a supressdao de uma reacdao Th2 a alérgenos de
acaros nao envolve necessariamente a inducao de uma forte resposta Thl.

Por outro lado, como citado anteriormente, em trabalho prévio de
nosso laboratorio, utilizando o mesmo modelo de hipersensibilidade tipo I a
OVA, noés ja haviamos descrito a inversao do padrao de resposta de Th2 para
Th1l pelo tratamento dos camundongos com P. acnes de acordo com o
Protocolo 2, com diminuicdao da porcentagem de esplenocitos IL-4+ e
aumento de IFN-y* (BRAGA et al., 2003; BRAGA, 2004). Porém, € importante
ressaltar que, nesse estudo anterior, foram avaliados os esplendcitos totais,
inclusive, portanto, outros tipos celulares além das APCs, enquanto no
presente estudo, foram avaliadas apenas as populacoes de linfécitos B2,
macrofagos e células dendriticas. Sabe-se que a P. acnes € capaz de modular
a sintese de citocinas por diversas populacoes celulares, incluindo linfécitos
T (MUSSALEM et al., 2006) e NKT (MATSUI et al., 1997). Portanto, no

trabalho prévio de nosso laboratorio, em que foi observada modulacao da
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resposta para Thl, com maior producao de IFN-y (BRAGA et al., 2003;
BRAGA, 2004), a participacdo dessas outras populacoes celulares pode ter
contribuido para o resultado obtido. Assim, no presente estudo, o fato de
nao termos verificado nitidamente um padrao Thl nos animais tratados
segundo o Protocolo 2 nao significa que esse padrao nao teria sido observado
se tivéssemos analisado os esplenocitos totais, e nao apenas as APCs.

Com relacao a populacao de linfocitos B1 esplénicos, os tratamentos
com P. acnes ou PS induziram diminuicdo do numero dessas células que
sintetizavam IL-4 e IL-12 no Protocolo 1, e a P. acnes aumentou a
quantidade de células IL-4* no Protocolo 2. Portanto, a sintese de citocinas
por essas células nao parece ser essencial na potencializacdo ou supressao
da resposta a OVA, provavelmente porque tais células se encontram em
numero muito menor no baco do que as populacoes de APCs.

No caso das populacoes de linfocitos B1 peritoneais, a quantidade de
linfocitos B1lb que sintetizavam IL-12 era maior do que as células IL-4* no
grupo P. acnes do Protocolo 1, e o numero de células Bla, Blb e Blc
produtoras de IL-12 também era maior do que o de células IL-4* no grupo
PS. Ainda, a sintese de IL-12 pelas trés subpopulacoes era maior do que a de
IL-4 nos grupos P. acnes e PS desse protocolo. Ja no Protocolo 2, de maneira
geral, os dois tratamentos induziram diminuicdo do numero de células Bla,
B1lb e Blc produtoras de IL-4 e IL-12 e aumento da sintese de IL-4 por
células Bla. Assim, n0s observamos, nessas células, um padrao de sintese
de citocinas aparentemente oposto aos efeitos de potencializacdo ou
supressao da reacao de hipersensibilidade tipo I. Esses resultados sugerem
que a sintese de IL-4 e IL-12 por linfécitos B1 peritoneais nao deve estar
relacionada com a inducao de potencializacdo ou supressao da resposta a
OVA pela P. acnes ou seu PS. Isso nao significa que a sintese de outras
citocinas por tais células nado seja importante na modulacdo da reacao de
hipersensibilidade tipo I. Sabe-se que os linfocitos Bl sao importantes
produtores de IL-10 (O’'GARRA & HOWARD, 1992), uma citocina envolvida
com regulacao da resposta imune (ABBAS et al, 2003), e que poderia,
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portanto, estar relacionada a supressao da resposta a OVA no nosso modelo
de estudo.

Todas essas analises da expressao de moléculas co-estimuladoras,
TLRs e sintese de citocinas por APCs e linfocitos B1 demonstram claramente
que o grau de ativacao das células apresentadoras de antigenos, e também
de algumas populacoes especificas de linfocitos B1l, € bastante diferente
entre os animais submetidos aos Protocolos 1 ou 2. Isso sugere que essas
células, principalmente as APCs, devem ser diretamente responsaveis pelos
efeitos observados sobre a reacao de hipersensibilidade tipo I. O fato da
P. acnes exercer varios de seus efeitos pela sinalizacdo via TLRs (KIM et al.,
2002; KALIS et al., 2005) corrobora a hipotese de que as APCs sejam
diretamente estimuladas por essa bactéria e, uma vez moduladas, induzem
diferentes respostas celulares.

Por essa razao, nés procuramos mimetizar in vitro a exacerbacdao ou
supressao da resposta a OVA pelo estimulo direto de células apresentadoras
de antigenos. Nos utilizamos células dendriticas derivadas de medula 6ssea
e co-cultivamos essas células com linfécitos T obtidos de camundongos
sensibilizados a OVA pelo implante com CSO. O co-cultivo foi realizado no
10° dia de cultura das células dendriticas.

Nesse dia, algumas culturas foram estimuladas com P. acnes e OVA ou
PS e OVA concomitantemente, e os sobrenadantes de cultura foram
coletados no 12° dia. Essas culturas procuraram mimetizar o Protocolo 1,
em que o estimulo com OVA (implante com CSO) ¢é realizado
concomitantemente a ultima injecao de P. acnes ou PS. Semelhantemente ao
observado in vivo, o padrao Th2 de resposta pareceu ser exacerbado nas
culturas estimuladas com P. acnes e OVA, pois foi verificado um aumento da
liberacao de IL-5 no sobrenadante, em relacao as células estimuladas
apenas com OVA. O mesmo nao foi verificado pelo PS, sugerindo que talvez
esse componente aja preferencialmente sobre outros tipos celulares, como os
linfécitos B2, uma vez que se trata de um antigeno timo-independente

(ABBAS et al., 2003).
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Em outras culturas, o estimulo com P. acnes ou PS foi realizado no 10°
dia, seguido de estimulo com OVA no 11° dia e coleta dos sobrenadantes no
dia 12. Essas co-culturas procuraram mimetizar o Protocolo 2, em que o
estimulo com OVA ocorre apos a estimulacao com P. acnes ou PS.
Semelhantemente ao verificado in vivo, houve diminuicao do padrao Th2 de
resposta nessas culturas, como demonstrado por menores niveis de IL-5 nos
sobrenadantes, em relacao as células estimuladas apenas com OVA.

Além da sintese de IL-5, nés analisamos também a producao de IL-4,
IL-12 e IFN-y nessas culturas, entretanto tais citocinas nao foram detectadas
nos sobrenadantes. Os niveis de IL-17 também foram avaliados, pois além
de induzirem a diferenciacao de linfécitos T CD4 em Th1l ou Th2, as células
apresentadoras de antigenos podem também contribuir para o
desenvolvimento de linfécitos Th17 (LANGRISH et al., 2005; BETTELLI et al.,
2006; DEENICK & TANGYE, 2007). No6s detectamos niveis maiores de IL-17
nas co-culturas que mimetizavam o Protocolo 1, em relacdao as células
estimuladas com OVA, e diminuicado da sintese dessa citocina nas culturas
que mimetizavam o Protocolo 2, semelhantemente ao observado com relacao
a producao de IL-5. Portanto, parece que, no nosso modelo de estudo, a
exacerbacao da resposta a OVA também pode ser acompanhada de maior
inducao de células Th17, enquanto a supressao da reacdao pode ocorrer
concomitantemente a diminuicao dessas células. A importancia biologica
dessas células para a modulacao da reacao de hipersensibilidade tipo I ainda
precisa ser investigada.

Portanto, todos os nossos resultados sugerem que a P. acnes atua
diretamente sobre células apresentadoras de antigenos e linfocitos B1 no
nosso modelo de estudo, modificando o grau de ativacao dessas células,
dependendo da presenca concomitante ou nao do estimulo com OVA. Estas
células, diferentemente moduladas nos Protocolos 1 ou 2 durante o periodo
de sensibilizacao ao antigeno, atuam de maneira diferente no momento do
desafio, influenciando a diferenciacao dos linfocitos T CD4 em Th1, Th2, ou
mesmo Th17, o que culmina na potencializacdo ou supressao da reacao de

hipersensibilidade tipo I. Nossos dados indicam ainda que o polissacarideo
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soluvel da P. acnes € um importante componente bacteriano envolvido na
inducao de seus efeitos no nosso modelo, embora outros componentes

também participem da modulacao da reacao de hipersensibilidade imediata.
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6. CONCLUSOES

e Semelhantemente ao demonstrado anteriormente com a bactéria
inteira, o polissacarideo soluvel da P. acnes também se mostrou capaz de
potencializar a reacdao de hipersensibilidade imediata na pata de
camundongos submetidos ao Protocolo 1.

e O tratamento com P. acnes de acordo com o Protocolo 1 induziu
aumento do numero de células produtoras de IL-4 e diminuicao da
populacao produtora de IFN-y no baco dos animais 24 horas apos o desafio,
comprovando a potencializacao do padrao Th2 de resposta.

e O tratamento com polissacarideo segundo o Protocolo 1 também
manteve o padrao Th2 de resposta, mas induziu efeitos diferentes dos
exercidos pela P. acnes, indicando a participacdo de outros componentes na
modulacao da sintese de citocinas induzida pela bactéria.

e Nos grupos tratados com P. acnes ou PS de acordo com o Protocolo 1,
maior producao de IgG1l e menores niveis de IgG2a para OVA foram
detectados nos soros dos animais, confirmando a potencializacao da
resposta Th2.

¢ Em animais submetidos ao Protocolo 2, houve diminuicdo dos titulos
de IgG1l e aumento dos niveis de IgG2a para OVA nos soros dos grupos
P. acnes e PS, comprovando a supressao da resposta Th2.

e Os numeros de linfocitos T CD4, T reguladores, B classicos, Bl e
células dendriticas no baco dos animais antes do desafio com OVA néao
parecem estar relacionados com os efeitos de supressdao ou potencializacao
da reacao de hipersensibilidade tipo I induzidos pela P. acnes ou seu
polissacarideo.

e A maior quantidade de macrofagos no baco de camundongos
tratados segundo o Protocolo 1 parece estar envolvida na potencializacdo da
resposta a OVA.

e Nao parece existir correlacao entre o numero de linfécitos Bl
peritoneais e a modulacao da reacao de hipersensibilidade imediata em

animais tratados com P. acnes ou PS.



Conclusoées -131-

e A maior quantidade de APCs que expressam moléculas co-
estimuladoras, bem como a maior expressao dessas moléculas na superficie
das células, indica a exacerbacao da resposta Th2 a OVA em animais
tratados com P. acnes ou PS segundo o Protocolo 1. Entre os linfocitos Bl
obtidos desses mesmos animais, foi observado efeito semelhante na
populacao Blc, porém somente com a molécula CD80.

e O aumento do numero de linfécitos B2 que expressam TLR2 esta
envolvido com a supressao da resposta Th2 a OVA nos animais tratados com
P. acnes ou PS, submetidos ao Protocolo 2. Da mesma maneira, maior
expressao de TLRY9 intracelular por células dendriticas também esta
relacionado a supressao.

e A supressao da resposta a OVA pela P. acnes ou seu PS pode estar
relacionada com menor numero de células Bla peritoneais positivas para
TLR2 ou TLR9Y intracelular.

e O maior numero de células dendriticas positivas para TLRs,
semelhantemente ao observado com moléculas co-estimuladoras, esta
envolvido com exacerbacao da reacao de hipersensibilidade tipo I.

e A exacerbacao da reacao de hipersensibilidade imediata nos animais
tratados com a bactéria ou seu polissacarideo de acordo com o Protocolo 1
pode estar relacionada com maior numero de APCs que expressam TLR4.

e Aumento pronunciado do numero de APCs esplénicas produtoras de
IL-4 e diminuicao das produtoras de IL-12 nos grupos tratados segundo o
Protocolo 1 foi observado, confirmando a exacerbacao da resposta Th2.

e No Protocolo 2, verificou-se um aumento menos pronunciado do
numero de APCs IL-4* e também maior quantidade de células produtoras de
IL-12, indicando supressao da reacao Th2.

e A sintese de citocinas por linfocitos B1 esplénicos e peritoneais nao
parece ser essencial na potencializacdo ou supressao da resposta a OVA em
animais tratados com P. acnes ou PS.

e A P. acnes e seu componente polissacaridico parecem exercer seus

efeitos de potencializacdo ou supressao da resposta Th2 por acdo direta
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sobre células apresentadoras de antigenos, como demonstrado nas co-

culturas de células dendriticas e linfocitos T.
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ABSTRACT

Among Propionibacterium acnes (P. acnes) immunomodulatory effects,
one of great importance, verified in our laboratory in a murine model of type
I hypersensitivity to ovalbumin (OVA), is its capacity to direct the immune
response to Thl or Th2, depending on the animals treatment. Similar effect
was induced by the soluble polysaccharide extracted from the bacteria (PS),
however, since only its capacity to modulate the Thl response has been
verified, we decided to investigate, in the present study, if PS could also
potentiate the Th2 response. In fact, this compound was able to potentiate or
suppress the immediate hypersensitivity reaction in mice, depending on the
protocol used. Besides, we investigated, in this work, whether the number of
spleen cells and peritoneal B1 lymphocytes would be different between the
treatment protocols, being related to potentiation or suppression of the OVA
response, and also if the activation status of antigen presenting cells (APCs)
and B1 lymphocytes could interfere on reaction modulation. We verified that
the higher numbers of APCs expressing co-stimulatory molecules and the
higher expression levels of these molecules on cell surface are probably
related to potentiation of the Th2 response to OVA induced by P. acnes or
PS. The higher CD80 expression by peritoneal Blc lymphocytes is also
possibly involved with OVA response exacerbation in these animals. Besides,
there seems to be a correlation between higher number of APCs expressing
TLR4 and exacerbation of the immediate hypersensitivity reaction in
P. acnes- or PS-treated mice. Differences on TLRs expression by spleen and
peritoneal B1 lymphocytes can also be related to the type I hypersensitivity
modulation. Analysis of cytokines synthesis by spleen APCs confirmed the
Th2 potentiation or suppression in this model. Finally, in vitro experiments
using co-cultures of dendritic cells and T lymphocytes indicated that
P. acnes and PS seem to perform their effects of Th2 response potentiation or

suppression by direct action on antigen presenting cells.
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