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The effect of BCG on the allergic response to ovalbumin in
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Resumo

Objetivo: Investigar se o tratamento com BCG é
capaz de bloquear a resposta aérgica pulmonar de ca
mundongos geneticamente selecionados para uma boa
(HIV-A) ou ma resposta (L1V-A) de anticorpos imu-
nizados com ovalbumina. (OVA).

Material e métodos: Camundongos adultos de am+
bas linhagem foram imunizados com OVA + BCG pe-
las vias intramuscular (Grupol) ou subcuténea (Grupo
2), apenas OVA (Grupo 3) ou salina (Grupo 4). Foram
avaliados o0s seguintes parametros, 48 horas apos de-
safio antigénico: a) anticorpos IgE e 1gG; anti-OVA
medida in vivo por anafilaxia cuténea passiva (PCA);
b) inflamacéo alérgica de vias aéreas com avaliacéo
da eosincfilia tecidud de pulméo e cdularidade do la-
vado broncoaveolar (BAL); ¢) hiperreatividade bron-
quica pela medida da complacéncia e da condutancia
pulmonar durante curva de dose-resposta a metaco-
lina

Resultados: Os efeitos do BCG administrado pelas
vias intramuscular ou subcuténea foram: 1) diminui-
¢do significativa dos niveis de IgE anti-OVA em rela-
¢ao aos controles imunizados apenas com OVA em
ambas as linhagens, sendo maior em camundongos
HIV-A; 2) auséncia de dteracdo dos niveis de 1gG1
anti-OVA; 3) diminuicdo do nimero de eosindfilos no
tecido pulmonar e de eosindfilos, neutrdéfilos e linfock-
tos no BAL de ambas as linhagens; 4) aumento de ma-
crofagos no BAL de ambas linhagens;, 5) elevacdo dos
niveis de condutancia e complacéncia para niveis si-
milares aos controles tratados com salina em ambas
selecOes.

Abstract

Objective: To investigate whether BCG inhibits
dlergic pulmonary response in genetically selected
mice for high (HIV-A) or low antibody response
(LIV-A).

Material and methods: Adult mice were immuni-
zed with OVA plus BCG by intramuscular route
(Group 1) or subcutaneous route (Group 2), OVA do-
ne (Group 3) or saline (Group 4). Fourty-eight hours
after antigenic challenge, the following parameters
were evauated: a) IgE and 1gG1 anti-OVA antibodies
quantified in vivo by passive cutaneous anaphylaxis
(PCA); b) allergic airway inflammation by quantifica-
tion of eosnophil numbers in pulmonary tissue and
inflammatory cellular numbers in bronchodvedlar la-
vage (BAL); c) bronchia hyperresponsiveness by eva-
luation of compliance and conductance during dose
response curve to methacoline.

Results: The effects of BCG by intramuscular or
subcutaneous administration were: 1) significant de-
crease of IgE levelsin OVA plus BCG (im or <C) trea
ted mice when compared with OVA aone group in
both sdlections. The production of IgE anti-OVA was
higher in HIV-A mice than in LIV-A mice; 2) no alte-
ration of 1gG1 anti- OVA leves, 3) significant decrea
sein proportion of eosinophilsin lung and decrease of
eosinophil, neutrophil, and lymphocyte numbers in
BAL of OVA plus BCG (im or sc) treated mice of
both selections; 4) increase of macrophage numbersin
BAL of both groups, 5) sgnificant increase in the
compliance and condutance in OVA plus BCG (im or
sc) treated mice to Similar levels of saline treated mice
in both selections.

* Trabal ho agraciado com o Prémio OliveiraLimano X X1X Congresso Brasileiro de Alergiae Imunopatol ogia.
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Conclusdo: Neste modelo murino de asma, a admi-
nistragdo do BCG pelas vias intramuscular ou subcu-
tanea foi capaz de modular a resposta aérgica inibin-
do, smultaneamente, a producéo de anticorpos IgE
anti-OVA, o processo inflamatério pulmonar e a hi-
perrestividade brénquica.
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I ntroducéo

Estudos epidemioldgicos e dinicos tém eviden
ciado um vinculo entre a diminuicdo de doencas
infecciosas e 0 aumento de doencgas aérgicas, que
é conhecido como Hipétese da Higiéne®. De acor-
do com edta teoria, infecgOes virals e bacterianas
S20 cgpazes de prevenir a inducdo de cdulas Th2
aérgeno-especificas produzindo citocinas de per-
fil Th1®> 3 De um modo gera, o periodo pré-nad
e inicio da infancia sdo condderados criticos para
0 estabdecimento do equilibrio Th1/Th2. E poss-
vel que infecgBes virais na infancia, tals como s
rampo’ e hepatite A* , que se caracterizam pela
producéo de IFN-g e inducdo de resposta Thi,
possam levar a uma diminuicdo da aopia na vida
adulta. Além do mais, deve também ser ressdtado
gue a maioria dos adjuvantes presentes nas vaci-
nes atudmente em uso induzem maior producéo
de citocinas de perfil Th2 ede anticorpos IgE®, 0
gue potencidmente aumenta a predigposicdo para
atopia em pessoas vacinadas. Por outro lado, ou
tros estudos sugerem que infecgBes por virus (in-
fluenza A e virus sincicid respiradrio) ou por
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Conclusion: In this murine model of asthma, BCG
by intramuscular or subcutaneous administration was
able to modulate smultaneoudy inhibition of the pro-
duction of IgE anti-OVA bronchopulmonary inflam:
mation and bronchia hyperresponsiviness.
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BCG; modulation; bronchial hyperresponsiviness, mi-
ce (IV-A sdection)

bactérias sgam capazes de exacerbar sintomas
aérgicos, podendo ter efeitos bidirecionais no de-
senvolvimento da asma’®.

Também tem sdo sugerido que infeccBes por
bactérias intracdulares obrigatérias, que induzem
dtos niveis de IFN-g, assm como aguns produ-
tos bacterianos, possam inibir o desenvolvimento
de doencas dérgicas. Recentemente, foi observa-
do que o crescimento em fazendas e exposigoes
a0 gado conferem protecéo sSignificativa contra o
desenvolvimento de atopia’®, talvez como decor-
réncia da exposicdo a endotoxinas bacterianas,
como os lipopolissacarideos (LPS)°.

Foi observado que a podtividade do teste tu-
berculinico gpresentou corrdacdo inversa a0 de-
senvolvimento  subseqiiente de atopia e asma’.
Também a vacinacdo no inicio da infancia com
BCG, que congtitui um potente indutor ch respos-
ta Thl, pareceu prevenir 0 desenvolvimento de
atopia em criancas africanas'®. Por outro lado, a-
guns autores condderam que uma respodta tuber-
culinica negativa, em criangas veacinadas peo
BCG, sga sugestiva de que criangas atdpicas
(“respondedoras  Th2’) tenham dificuldades em
montar uma resposta Thl gpropriada e suficiente
apds a vacinacdo'!. Recentemente, foi observada
corrdlacdo inversa entre a prevaéncia de asma e
taxas de tuberculose'?. Aparentemente, n& ha ne-
cessidade que as bactérias estggam vivas para pre-
venir respostas aérgicas™, uma vez que também
oligonuclectideos que contém CpG sfo edimula-
dores potentes da producdo de IL-12 e IFN-g, le-
vando a inibicdo da inflanacdo dérgica das vias
aéress.

Doengas pulmonares induzides em animas
sengbilizados com ovadbumina (OVA) tém sSdo
estudadas como modelos para reacoes de fase tar-
dia Eges experimentos incluem a administracéo
de um adérgeno desencadeante da inflamacéo, as-
sociado a um adjuvante para aumentar e prolon
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gar o efeito patogénico. Camundongos BALB/c e
C57/black, senshilizados com OVA e BCG,
goresentaram  diminuicdo  sgnificativa da  produ-
¢d0 de anticorpos IgE e aumento de anticorpos
1gG™. A infeccBo pulmonar pelo BCG vivo pre-
vine a eodndfilia tecidud e a hiperredtividade de
vias aéress induzidas por adérgenos em ratos, cor-
roborando a hiptese de que as micobacterioses
possam prevenir o desenvolvimento de atopia™”.
Do mesmo modo, a imunizacd com BCG blo-
queou a inflamagdo dérgica e a hiperredtividade
brénquica de camundongos BP2, que apresentam
"background" genético Th2%°.

Na década de 70, estudos com animais selecio-
nados geneticamente para uma determinada res-
posta imunologica foram iniciados por Biozzi et
al (1979)!°. Edas linhagens, obtidas de cruza-
mentos sdetivos  bidirecionals, sdo  congtituidas
por camundongos selecionados para boa ou ma
producdo de anticorpos contra antigenos multi-
determinantes, como eritrocitos, proteinas hete-
rélogas e antigenos bacterianos. O objetivo deste
edudo foi invesigar se 0 tratamento com BCG
em camundongos geneticamente selecionados pa-
ra uma boa ou ma resposta de anticorpos para efi-
trécitos heterdlogos (seecéo IV-A) e senghiliza-
dos com OVA é capaz de blogquear a resposta
dérgica pulmonar.

Material e métodos

Animais.

Foram utilizados camundongos com seis a oito
semanas de idade, de ambos os sexos, seleciona-
dos geneticamente para boa (HIV-A) ou mé
(LIV-A) resposta humorad para eritrocitos heterd-
logos (sdecdo 1V-A), segundo 0 méodo de sde-
¢80 bidirecionadal’. Ratos isogénicos Wistar
Furth, machos, com 180 a 200g e camundongos
BALB/c, machos, com 20 a 22g, foram utilizados
paa a reacd de andfilaxia cuténea passva
(PCA).

Antigenos.

OVA crigdizada, adsorvida em hidréxido de
aduminio, foi utilizada nos protocolos de imuniza-
¢ao para inducdo de anticorpos IgE e 1gG; e para
desencadeamento da reacdo de PCA. BCG liofili-
zado (Indtituto Butantan, SP), foram utilizados 2
x 10° microorganismas por camundongo.
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Protocolo experimental .

Camundongos de ambas as linhagens foram di-
vididos em quatro grupos (seis animais por gru-
po) e injetados apenas com: OVA adsorvida em
adumen (Grupo 3); OVA adsorvida em dumen +
BCG i.m. (Grupo 1); OVA adsorvida em dumen
+ BCG s.c. (grupo 2); ou apenas sdina (Grupo 4)
O reforgo com OVA foi redlizado no 21° dia do
experimento. Nos dias 28, 29 e 30 os animais fo-
ram desafiados com OVA e no dia 32 foram sub-
metidos a mecanica pulmonar e coleta do lavado
bronco-dveolar LBA. Todos os animais foram
sangrados aravés do plexo oftdmico no inicio do
experimento e no 27° dia. Apbs a centrifugacéo,
0s plasmas foram estocados a —20°C até o mo-
mento das determinacies.

Titulos de I gE anti-OVA.

Foram determinados pela reacéo de PCA em
ratos, que foram previamente depilados no dorso
e injetados pela via intradérmica com 100 ni de
diluigdes seriadas das amostras de plasma. Apos
um periodo de laténcia de 24 horas, foram inocu
lados pela via IV com 1,0 mL de solugéo de azul
de Evans a 0,5% contendo 500 ng de OVA/mL 8,

Titulos de 1 gG; anti-OVA.

Aliquotas do plasma foram indivadas por uma
hora a 56° C a fim de destruir a atividade devida
aos anticorpos da classe IgE. Camundongos fo-
ram injetados pela via ID com 50 ni de diluigdes
seriadas das amodtras de plasma. ApoGs duas ho-
ras, os animas foram inoculados pela via IV com
0,5 mL de solugéo de Evans a 0,5% contendo 500
ngy de OVA/mL.

Leitura dareacéo.

Trinta minutos apos desafio, os animais foram
sacrificados, medindo-se o didmetro da reacdo na
pele invertida. Os titulos de anticorpos foram ex-
pressos como a reciproca da maior diluicdo dos
plasmas que gpresentaram uma reacdo maior do
que 5 mm de didmetro'®.

Mecanica Pulmonar.

ApGs anestesa com pentobarbita de sodio
(70mg/kg), os camundongos foram tragueosto-
mizados e conectados a um ventilador a volume
para pequenos animas (Harvard Aparato, MA,
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USA) e a um pletismégrafo de acrilico para de-
teccdo do volume corrente (VC = 8 mL/kg/ciclo
respiratério). Transdutores de pressdo e volume
traduziram esses dados a um poligrafo Gould RS
3400, gque conectado a uma placa conversora ané-
logo digita (DT2801A, Daa Trandation) trans-
mitiram os dados de Pressio Tragued (Ptr), Fu-
X0 ( ), e Volume (V) a um computador IBM 486.
Cada dado obtido correspondeu a média obtida de
16 ciclos respiratdrios armazenados®. Apés a
anestesa, os animais foran ventilados a frequén
cia respiratdria (FR) de 100 ciclogmin até a esta
bilizacdo do padrdo respiratério (auséncia de ci-
do inspiradrio volunt&io). A vea jugular interna
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fol canulada para administracdo de metacolina
i.v., em concentragdes crescentes (3 a 10000 pg),
para cdculo da curva de dose resposta. Mudancas
no volume pulmonar foram medidas no pletismo-
grafo, através da pressdo da camara por um trans-
dutor de presséo. O fluxo foi medido por dife-
renciacdo eetronica do snd do volume. Os sinais
do transdutor foram enviados a um computador
para cdculo da ressténcia pulmonar e dasténcia.
A conduténcia do sstema respiratorio foi cacu
lada como o inverso da ressténcia pulmonar e a
complacéncia como o inverso da eastancia (F-
gural).

Figura 1 - Niveis de IgE anti-OVA quantificados por PCA no plasma de camundongos HIV-A e L1V-A senghili-
zados com OVA e BCG (i.m.ou s.c) ou apenas com OVA. Os titulos de anticorpos foram expressos como a reck
proca da maior diluicdo dos plasmas que apresentou uma reacdo maior do que 5 mm de diémetro.
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O tratamento com BCG i.m ou s.c. inibiu os niveis de IgE anti-OV A nas duas linhagens em comparacéo aos camundongos
imunizados apenas com OVA **p<0.001. A producdo de anticorpo anti-OVA foi maior em camundongos HIV-A do que

camundongos LIV-A *p < 0.05.
PCA = anafilaxia cuténea passiva

Lavado Broncoalveolar (LBA).

Apbs a redizagd da mecénica pulmonar, os
pulmdes foram colhidos e lavados quatro vezes
através da canula traguea com HBSS. Para con+
tagem diferencid das céulas foram fetas prepa
racbes de Cytospin coradas com Leishman, que
foram avaliadas em microscopio Gtico de imer-
sf0. Foram contadas trezentas cdulas diferencia-
das em eodndfilos neutrdfilos, macréfagos, mo-

nocitos e linfécitos por morfologia padréo. Os
resultados foram expressos em porcentagem de
células recuperadas no LBA.

Histoguimica do tecido pulmonar.

Para a coloracdo de eosindfilos foi utilizado o
método histoquimico da atividade de peroxidase
do eosndfilo (EPO) cianeto-resgtente - que em-
prega diaminobenzidine (DAB), H>O», e cianeto
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de potéssio, conforme previamente descrito®.
Contracoloragdo com hematoxilina foi empregada
para evidenciar o nucleo celular. O nicleo das cé&
lulas podtives paa EPO foran enumeradas na
parede das vias a&ress. Foram identificadas tre-
zentas clulas em microscopio Optico com auw
mento de 1000x e os resultados foram expressos
em porcentagem de cdulas podtivas para a colo-
ragéo EPO.

Andlise estatistica.

Todos os vaores foram expressos como a me-
dia + desvio padréo. Os dados paramétricos fo-
ram andisados andise de vaiadncia seguida pelo
teste de Tukey para mlltiplas comparagBes. Da
dos ndo-paramétricos foram andisados utilizando
Kruskal-Wadlis seguido pelo teste de Dunn's para
multiplas comparagdes. O p < 0,05 foi aceito co-
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mo edatigicamente dgnificante O sofware  uti-
lizado para andlise edatitica foi Sgma Stat para
Windows (Jandel Scientific, CA, USA).

Resultados

Niveis de anticorpos anafilaticos (IgE e
1gG1l).

Vinte e sate dias apds a imunizacdo, os niveis
de IgE ati-OVA edavan dgnificaivamente
mais elevados em camundongos HIV-A (1:400)
do que em LIV-A (1:106). Foi observada inibicéo
da producdo de IgE anti-OVA pelo BCG i.m. ou
SC. quatro vezes maior em camundongos HIV-A
do que em LIV-A (Figura 1). A sintee de 1gG;
anti-OVA foi dmilar em ambas linhagens, néo
sendo observada modulacdo da resposta de anti-
corpos pelo BCG (Figura 2).

Figura 2 - Niveis de IgG1 anti-OVA quantificados por PCA no plasma de camundongos HIV-A e L1V-A senshili-

zados com OVA e BCG (i.m.ou s.c) ou apenas com OVA.
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O tratamento com BCG i.m ou s.c. ndo aterou os niveis de IgGl anti-OVA nas duas linhagens em comparagcdo aos
camundongos imunizados apenas com OV A. Os titulos de anticorpos foram expressos como a reciproca da maior diluicdo dos
plasmas que apresentaram umareacdo maior do que 5 mm de diémetro.

PCA = anafilaxia cuténea passiva

Mecanica pulmonar.

Foi obsarvada diminuicdo dgnificativa nos va-
lores da condutdncia nos animas imunizados com
OVA quando comparados aos controles tratados
com sdina (p< 0,05). Por outro lado, apds admi-
nistracdo de BCG pelas vias i.m ou s.c, os vaores

da condutancia foram smilares aos dos controles
tratados com sdina (p< 0,05). Durate a andise
comparativa das duas selegdes ndo foram obser-
vadas diferencas entre os dois parametros andisa
dos (Figura 4). A complacéncia de camundongos
de ambas linhagens sensbilizados com OVA foi
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menor do que a dos animais controles tratados
com sdina (p<0,05); por outro lado, o tratamento
com BCG iim. ou sc. resultou em vaores de
complacéncia similares aos dos controles tratados
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com sdina em camundongos HIV-A e LIV-A (Fi
gura 3). A andise comparativa dos vaores da
complacéncia das duas linhagerns ndo apresentou
diferenca em todos os parametros selecionados.

Figura 3 - Numero de eosindfilos no tecido pulmonar de camundongos HIV-A e LIV-A sensibilizados com OVA e

BCG (i.m.ou s.c) ou apenas com OVA ou com salina.
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O gréafico mostra um decréscimo significante de eosindéfilos em camundongos das duas linhagens tratados com OVA e BCG
(i.m. ou s.c.) em comparagéo aos camundongos i munizados apenas com OVA..

X + SD *p<0,05.

Eosinofilos no tecido pulmonar.

A imunizacdo com OVA levou a um aumento
sgnificativo do nimero de eosindfilos no tecido
pulmonar em ambas as linhagens (p= 0,05). Em
comparagdo aos animas imunizados somente
com OVA, foi observada reducéo dgnificativa da
eosndfilia tecidua com a administracdo conco-
mitante de BCG i.m. ou sc. na linhagem HIV-A,
e goos administracdo subcuténea em camundon
gos maus respondedores (Figura 4).

Lavado Broncoalveolar.

Fol obsarvada uma proporcdo sgnificativa-
mente maor de eosndfilos no LBA de camun-
dongos bons e maus respondedores sensbilizados
com OVA, em comparacdo a controles do mesmo
grupo tratados apenas com sdina ou com BCG
por via i.m ou sc. (p< 0,001). A andise dos véa-
rios parametros estudados demonstrou maior eo-

gnofilia no LBA de animas HIV-A snghiliza-
dos com OVA em comparacdo a camundongos
LIV-A (p< 0,05 (Figura 5). Aumento da celulari-
dade &s cudas de neutrdfilos, linfocitos e macro-
fagos foi observado no LBA recuperado de ca
mundongos bons e maus respondedores, sendo
que gpenas 0 percentud de mondcitos foi maior
em camundongos HIV-A (Figuras 6 e 7). Em ca
mundongos de ambas linhagens, o percentud de
linfécitos e de neutréfilos foi menor apds tratar
mento com BCG i.m. ou sSc, em comparagéo a
camundongos imunizedos gpenas com OVA. Por
outro lado, tanto em animais bons como em maus
respondedores, houve um aumento Sgnificativo
de macréfagos no percentua de cdulas recupera
das no LBA gpds tratamento com BCG adminis-
trado pelas duas vias em rdacddo a imunizacdo
gpenas com OVA ou tratamento com sdina.
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Figura 4 - NUmero de eosinéfilos no LBA de camundongos HIV-A e LIV-A sensibilizados com OVA e BCG (i.m.
0u s.c) ou apenas com OV A ou com salina.

Eosinofilia no BAL

50
@
% _ * % - HIV-A
S 4 B Liv-a
&
% 30 7 *
(7))
S
“g i
= 20
8
(D)
'O -
S 10

BCGi.m. BCG s.c. OVA Salina

O tratamento com BCG i.m ou s.c. inibiu a eosinofilia no LBA em camundongos das duas linhagens em comparagdo aos ca-
mundongos imunizados apenas com OV A. Esta inibi¢do foi mais acentuada em camundongos HIV-A do que em camundongos
LIV-A

X +SD**p<0,001  *p<0,05

Figura 5 - Nimero de linfocitos e de neutréfilos no LBA de camundongos HIV-A e LIV-A sensbilizados com
OVA e BCG (i.m.ou s.c) ou apenas com OVA ou com sdlina
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O tratamento com BCG i.m ou s.c. inibiu igualmente a linfocitose e a neutrofilia no LBA de camundongos das duas linhagens
tratados com OVA e BCG (i.m. ou s.c.) em comparagao aos camundongos imunizados apenas com OVA.
X + SD **p <0,001
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Figura 6 - Numero de macréfagos e de mondcitos no LBA de camundongos HIV-A e LIV-A senshilizados com
OVA e BCG (i.m.ou s.c) ou apenas com OVA ou com sdlina

M ondcitos M acrofagos

% de mondcito em 300 células
% de macr 6fagosem 300 células
D

(
BCGim. BCGs.c. OVA Salina BCGim. RCGse OVA Saling

O tratamento com BCG i.m ou s.c. aumentou o nimero de macréfagos e monécitos no LBA de camundongos HIV-A em com
paracéo aos camundongos imunizados apenas com OVA. Em camundongos LIV-A, o tratamento com BCG i.m ou s.c. aumen-
tou o nimero de macréfagos no LBA , enquanto apenas o tratamento s.c. com BCG aumentou 0 nimero de mondcitos.

X+ SD *p<0,05

Figura 7 - Condutancia e complacéncia do sistema respiratério durante curva dose-resposta a metacolinai.v. em
camundongos HIV-A e L1V-A senshilizados com OVA e BCG (i.m.ou s.c) ou apenas com OVA.

Condutancia Complacéncia

31 B qva B Hiva
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O gréfico mostra um aumento significante da conduténcia e da complacéncia em camundongos das duas linhagens tratados
com OVA e BCG (i.m. ou s.c.) em comparagdo aos camundongos imunizados apenas com OVA *p<0,05. Isto significa que o
tratamento com BCG diminuiu a hiperreatividade brénguica a metacolina.

A condutanciafoi calculada como o inverso daresisténcia pulmonar e a complacénciacomo o inverso da elastancia
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Discussao

Nos camundongos imunizados apenas com
OVA, os nives de IgE foram mais dtos na linha-
gem HIV-A (1:400) do que na linhagem LIV-A
(1: 106). Embora as linhagens utilizadas tenham
sido sdlecionadas de acordo com as respostas de
anticorpos a eritrcitos heterdlogos®’, é possivel
que camundongos LIV-A apresentem também
baixa producdo de anticorpos anti-OVA, uma vez
que os fendtipos L das sdegles Biozzi nunca es-
tdo redtritos gpenas aos antigenos utilizados du-
rante a obtencdo das selegdes, mas também para
uma variedade de outros antigenos'’. O principd
mecanismo regulador da diferenca entre as linha-
gens H e L parece edtar relacionado a uma ativi-
dade catabdlica de macréfagos mais intensa em
maus respondedores, restringindo as quantidades
de epitopos disponivels para uma estimulacdo de
linfécitos Th'’. Também uma fdha na esimula-
cdo de linfécitos T CD4+ peo antigeno, decor-
rente da geracéo de peptideos de baixa afinidade
no complexo MHC-classe- peptideo-TCR' , dém
de diferencas no repertorio de TCR entre as linha-
gens L e H, tavez possam contribuir para a ma
resposta de anticorpos na linhagem L%,

Neste estudo, os nivels de 1gG; foram mais de-
vados do que os de IgE em animais de ambas as
linhagens sensibilizados com OVA quando o hi-
droxido de duminio foi utilizado como adjuvante,
gque tem a vantagem de induzir resposta depen
dente de IL-4 com conseqiente eosindfilia e au
mento de IgE especifica Estes resultados foram
inesperados, uma vez que o0 adjuvante mais gpro-
priado para a producdo de IgG anti-OVA parece
s 0 adjuvante completo de Freund (Garcia et al,
in press). Como ambos isdtipos foram quantifica
dos pela reacédo de PCA, que avdia a dividade
bioldgica in vivo através da desgranulacdo de
mastocitos, € possivel que os niveis Séricos de
IgE estivessem mais elevados do que & de 1gG;
se a quantificacdo dos mesmos fosse redlizada por
técnica in vitro. O achado de niveis gmilares de
IgG1 nas duas selegOes pode ser explicado pelo
fato de que durante a sdlegdo genética, conjuntos
de delos ndo equivdentes foram acumulados em
diferentes linhagens H e L em funcdo do antigeno
utlizado e do esguema de imunizacdo™®, assim
como também do adjuvante administrado®. Apés
revisdo da literatura, ndo encontramos estudos re-
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ferentes a resposta de anticorpos andfiléticos IgE
e 1gG; em camundongos da selecdo 1V-A imuni-
zados com OVA para comparacéo dos nossos re-
sultados.

Em nosso moddlo, foi observada uma reacéo
inflamatoria cdular caracterizada por eosndfilia
em tecido pulmonar e aumento de eosndfilos,
neutréfilos,  linfocitos, mondcitos e  macrofagos
no LBA de camundongos H L imunizados com
OVA. As reagoes de fase tardia (LPR) da hiper-
senshilidade imediata caracterizan-se por um
infiltrado inflamatdrio de leucdcitos (eosindfilos,
neutréfilos, bastfilos, linfocitos T e mondcitos)
resultante da desgranulacéo de mastécitos durante
a ativacdo celular mediada por IgE, com liberagcéo
de mediadores e citocinas, que eda intimamente
rlacionado a patogénese de diversas doencas
dérgicas, como por exemplo, a asma®’. Metzger
et al (1987)* mostraram que pacientes com asma
goresentavam aumento do nimero de linfocitos
TCD4+ no LBA, 48 horas ap0s a broncoprovoca
¢80, enquanto Dupuis et al (1992)** observaram
durante estudos broncoaveolares, seguidos de de-
sfio antigénico um acimulo sgnificativo de new
tréfilos, linfécitos (dguns CD25+ e, portanto ati-
vados) e, particularmente, de eosindfilos, 18 a 24
horas apds o0 desafio antigénico.

Neste estudo, a senshilizacdo com OVA pro-
moveu uma diminui¢cdo da conduténcia e da com-
placéncia do sstema respiratério apds provocacao
com metacolina nas duas linhagens. Estes paré
metros da mecénica respiratoria permitem inferir
0 nive de comprometimento do processo infla-
matorio, que serd maior ou menor conforme a in-
tenddade da inflamacdo exigtente predominante-
mente em tecido periférico pulmonar e vias a&
rees, respectivamente. Diversas mediadores libe-
rados por mastocitos e outros tipos celulares pre-
sentes na inflanacdo, induindo eosndfilos, tém
acoes diretas e indiretas sobre as vias agreas, in-
fluenciando a reatividade bronquica. Estas obser-
vacies sio indicativas de que a intensdade da in-
flanacdo determina 0 nivel de comprometimento
da funcdo respiratdria, uma vez que a quantidade
de mediadores inflamatorios liberados que podem
atuar sobre as vias agreas depende do nimero de
cdulas inflamatdrias presentes’®. Desta forma, 0s
resultados obtidos refletem maor grau de com:
prometimento da funcdo respiratdria, pois Sgnifi-
cam maor rigidez do tecido pulmonar (diminui-



Efeito do BCG... —Acencio, MMP

¢cé0 da complacéncia) e maior ressgéncia a pas-
sagem do ar pelas vias aéreas (diminuicdo da cort
duténcia), corroborando agueles observados pela
andise do processo inflamatdrio eosnofilico em
parénquima pulmonar e pela hipercdularidede do
LBA. Em resumo, os resultados acima demons-
tralam que a sensibilizacd de camundongos
HIV-A e LIV-A gpenas com OVA resultou na
producdo de anticorpos andfildticos IgE e 1gG;,
na infiltracdo eosindfilica das vias aéreas e na hi-
percdularidade do BAL, ao lado da hiperredtivi-
dade das vias aéreas in vivo Smilares a resposta
da fase tardia induzida por adérgenos na asma
brénquica.

A seguir, foi avaiado o efeito do BCG sobre os
parametros anteriormente estabelecidos. Este es
tudo demonstrou que a administracéo do BCG pe-
las vias i.m. ou sc. fol cgpaz de modular a res-
posta dérgica desencadeada pela imunizacdo com
OVA de modo mais acentuado em camundongos
HIV-A, inibindo a producéo de anticorpos IgE
anti-OVA, o processo inflamatério pulmonar e a
hiperrestividade bronquica.

A vacinagdo nos primeros meses de vida cons-
titui um meio eficaz de proteger as criangas de
doencas infecciosas e, tdvez, também da asma
dérgica. Eda proposta originou-se da observacéo
de Shirakawa et al (1997)° de que criancas no Jer
pdo vacinadas com BCG gpresentavam menor
tendéncia de desenvolver doencgas atOpicas. A M.
tuberculosis e 0 BCG congtituem potentes estimu-
ladores de céulas dendriticas (DC9)?® . Recente-
mente, Nahori et al (2001)*° observaram que a
administracdo intranasd de BCG foi capaz de in-
duzir o recrutamento de cdulas apresentadoras de
antigenos, mecréfagos e, provavemente, também
de DCs em vias aéreas de camundongos. Cham-
bers et al (1997)%° demonstraram que BCG vivo
ou morto foi cgpaz de induzir nivels similares de
IFN-g no loca da administracéo durante sete dias,
enquanto apenas 0 BCG vivo foi capaz de induzir
a producéo de IFN-g em linfonodos durante adgu-
mas semanas gpds aimunizacao.

Neste estudo, a administracdo i.m. ou sc. de
BCG amentou ggnificativamente o percentua
de macrofagos recuperados no LBA de camun-
dongos das duas linhagens, podendo-se inferir
que tenha ocorrido também um aumento da pro-
ducéo de IFN-g. A administracdo de BCG pelas

Rev. bras. derg. imunopatol. — Vol. 26, N° 4, 2003 143

duas vias foi cgpaz de modular negativamente a
producdo de anticorpos IgE anti-OVA nas linha-
gens estudadas, tendo sido quatro vezes maior em
camundongos HIV-A. Por outro lado, ndo houve
modulagdo de IgG; em camundongos bons ou
maus respondedores.

E dtamente provavel que a vacinaGib com
BCG tenha estimulado uma respodta tipo Thl s
primindo a sintese de IgE em ambeas as linhagers,
uma vez que 0 consenso aual é que a sintese de
IgE sga induzida por 1L-4 e suprimida por [FN-g.
E possivel que a faha na resposta de linfécitos T
CD4+ gpos edimulacéo antigénica, que contribui
para a ma resposta de anticorpos na sdlecéo 1%,
possa explicar também a modulagdo quatro vezes
menor da resposta de IgE induzida pelo BCG in-
tramuscular  ou subcuténeo em  camundongos
LIV-A quando comparados a camundongos HIV-
A. Embora a sintese de anticorpos andfiléticos
1gG; também sgja dependente de IL-4, ndo obser-
vamos modulagdo da producéo destes anticorpos
avaiada pela reacdo de PCA, a0 contrario do es-
perado.

O acimulo de cdulas inflamatdrias em tecido
pulmonar durante reacOes dérgicas € dependente
de cdulas Th2, que secretam citocinas indutoras
de maturacdo, migracdo e acumulo de cdulas efe-
toras. Camundongos imunizados com OVA e de-
sdfiados locadmente com 0 mesmo antigeno res-
pondem com influxo cdular e hiperesatividade
brénquica semehante a da asma; a producdo de
IFN-g durante a resposta Thl pode agir direta
mente sobre eosindfilos, blogueando o influxo
destas células para vias aéreas de camundongos
vacinados com BCG *°.

Diversos trabalhos, baseados principamente
em estudos de bidpsia bronquica e do LBA, tém
implicado os eosindfilos e seus mediadores no
mecanismo da inflamacdo e hiperedtividede das
vias aéreas na asma em humanos. Assm, camun-
dongos deficientes de IL-5 n&o desenvolveram
eosindfilia ou hii)erreetividade brébnquica gpos es
timulo antigénico'>2’. Nahori et al (2001)*° de-
mongraram que a imunizagdo com BCG reduziu
a infiltracdo de eodndfilos em pulm&o e suprimiu
a hiperresatividade brénquica

Nossos resultados corroboram estas observa-
¢Oes, uma vez que a administracdo de BCG pedas
duas vias regulou, smultaneamente, o influxo de
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eosindfilos em tecido pulmonar e de eosndfilos,
neutréfilos e linfocitos no LBA de camundongos
HIV-A. O mesmo efeito sO foi observado em ca
mundongos da linhagem LIV-A gpGs administra
¢a0 de BCG pela via subcuténea. Adiciondmen
te, eta modulacdo do infiltrado celular ocorreu
em pardelo com a supressio da hiperreatividade
bronquica em ambas as linhagens andisadas. A
andise conjunta dos dados obtidos neste estudo
demongtrou que a administracd do BCG, pelas
vias intramuscular ou subcuténes, foi cgpaz de
modular a resposta dérgica desencadeada pela
imunizacdo com OVA de modo mais acentuado
em camundongos HIV-A, prevenindo smultanea
mente a producdo de anticorpos IgE anti-OVA, o
processo inflamatdrio pulmonar e a hiperredtivi-
dade brénquica.
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