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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Células linfoides; Introducdo: Os nuocitos desempenham um papel importante na imunidade do tipo 2. No
Linfonodo; entanto, a contribuicdo das interleucinas ILC2s na rinite alérgica ainda precisa ser elucidada.

Rinite alérgica; Objetivo: Avaliar o papel dos nudcitos de linfonodos mesentéricos nas respostas alérgicas em
Camundongos; camundongos.

Modelos animais Método: Apds a administracao intraperitoneal de interleucina (IL)-25 e IL-33 em camundon-

gos do tipo selvagem e camundongos I{17br”/"1l1rl17/- com deficiéncia dupla, os nudcitos foram
purificados do tecido linfoide associado a mucosa nasal e linfonodos mesentéricos. Em seguida,
avaliamos as producdes de IL-5 e IL-13 em culturas de nudcitos. Finalmente, transferimos ado-
tivamente os nudcitos derivados de linfonodos mesentéricos de camundongos do tipo selvagem
e camundongos /[17br /" Il1rl1”- para o modelo murino de rinite alérgica para avaliar seu papel
nas respostas alérgicas nasais.

Resultados: Mostramos que os nudcitos nos linfonodos mesentéricos de camundongos do tipo
selvagem estavam up-regulados apos a aplicacdo de IL-25 e IL-33 e foram induzidos a produzir
IL-5 e IL-13. Os espirros e friccao nasal, bem como os eosinofilos, aumentaram apos a transfe-
réncia adotiva de nuodcitos do tipo selvagem. As concentracoes de IL-5, IL-13, IL-25 e IL-33 no
liquido da lavagem nasal de camundongos alérgicos também estavam aumentadas. Entretanto,
os nudcitos de camundongos /[17br /" I1rl1/* ndo aumentaram os espirros e a friccao nasal ou
eosinofilia e up-regularam as citocinas acima no liquido de lavagem nasal.

Conclusao: Os achados demonstram que os nudcitos dos linfonodos mesentéricos de camundon-
gos selvagens promovem respostas alérgicas em um modelo de camundongo.
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Introducao

A rinite alérgica (RA) é um distUrbio imunologico mediado
pela imunoglobulina E (IgE) induzido pela exposicao a alér-
genos, caracterizado por uma inflamacao polarizada tipo 2 T
Helper (TH2). As citocinas do tipo Th2 como a interleucina
(IL)-5 e IL-13 sao os fatores patogénicos essenciais no inicio
e no desenvolvimento de condicdes alérgicas.' A IL-5 acelera
a eosinofilia da mucosa nasal e promove a up-regulacao do
numero de eosindfilos ativados. A IL-13 regula a hiperrespon-
sividade das vias aéreas, a metaplasia das células mucosas e
a fibrose tecidual.’

Embora a célula Th2 seja uma fonte essencial de citocinas
do tipo 2 na resposta imune adaptativa, muitos estudos
demonstraram que a célula linfoide inata (ILC, Innate
Lymphoid Cell) fornece outra fonte a mais de citocinas
desse tipo, como a IL-5 e a IL-13.2 As populacdes de ILC
foram categorizadas em trés grupos de acordo com uma
nomenclatura proposta.> Embora existam diferencas entre
esses tipos de células, elas tém em comum a producdo de
IL-5 e IL-13 em resposta ao membro da familia IL-17 IL-25
(IL-17E) e ao membro da familia IL-1 IL-33 produzido a partir
de células epiteliais das vias aéreas.’

Os nudcitos pertencem as ILCs do tipo 2 (ILC2), iden-
tificadas como linhagem (linfocitos, macrdfagos, células
dendriticas, basofilos, eosinofilos, mastocitos e células exter-
minadoras naturais [NK] negativas e coestimulador indutivel
[ICOS, inducible co-stimulatory] positivas).* Essas células
expressam o receptor de IL-25 (IL-17BR) e o receptor de
IL-33 (IL1RL1 ou T1/ST2) e aumentam in vivo em resposta
as citocinas indutoras de tipo 2, IL-25 e IL-33.% Os nuod-
citos representam a fonte inicial predominante de IL-13
durante infeccdo por helmintos. Na auséncia combinada de
sinalizacdo de IL-25 e IL-33, os nudcitos ndao conseguem
aumentar, resultam em um defeito grave na expulsao dos ver-
mes, que é resgatado pela transferéncia adotiva de nudcitos
do tipo selvagem cultivados in vitro.* Apesar da proliferacao
através dessas duas citocinas, os nuocitos sao induzidos a
secretar IL-5 e IL-13, mas pouca IL-4 por IL-25 e IL-33
durante uma infeccao por Nippostrongylus brasiliensis no
intestino. Além da expulsao dos parasitas, os nuocitos ina-
tos produtores de IL-13 surgem durante a inflamacéo alérgica
do pulmao e contribuem para a hiper-reatividade das vias
aéreas.’

Uma pesquisa anterior mostrou que os nuocitos podiam
ser induzidos por Ovalbumina (OVA) no tecido linfoide asso-
ciado a mucosa nasal (NALT - Nasal Associated Lymphoid
Tissue) do modelo murino de RA e podiam produzir
IL-5 e IL-13 apds a administracdo de IL-25 recombinante
(rm).° Esse estudo indicou que os nudcitos podem desem-
penhar um papel pro-inflamatorio no estado alérgico dos
modelos de camundongos.® Outro estudo nosso avaliou a
expressao de Orail em nudcitos, o componente princi-
pal do canal de Ca?* ativado por liberacdo de Ca** na
membrana plasmatica de varias células,” e a funcdo dessa
proteina em nuocitos (dados nao publicados). No pre-
sente estudo, objetivamos avaliar o papel dos nudcitos de
linfonodo mesentérico (mMLN) nas respostas alérgicas em
camundongos.

Método
Camundongos

Camundongos BALB/c fémeas (6-8 semanas de idade) foram
adquiridos no Chinese Academy of Sciences Shanghai Labora-
tory Animal Center de Xangai. Camundongos com deficiéncia
dupla I17br’"Il1rl17- com uma base genética BALB/c (6-8
semanas de idade) foram adquiridos da Cyagen US Inc. Santa
Clara, CA, EUA. Os camundongos foram mantidos em cabines
de fluxo laminar horizontal e receberam alimentos e agua
estéreis em uma instalacao especifica livre de patdgenos. Os
estudos em animais foram aprovados pelo Comité Institucio-
nal de Cuidado e Uso de Animais da Fudan University (nimero
ético: 201808001Z). Esses camundongos foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos (n = 12 para cada grupo).

Alergia nasal em modelos animais

De acordo com os procedimentos publicados,® esses
camundongos receberam 0,5mg/mL de ovalbumina (OVA)
(grau V; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) e 20mg/mL de
hidroxido de aluminio (Alimen) (Sinopharm Chemical Reagent
Co Ltd., Xangai, China) em solucao salina normal na dose de
0,2 mL por camundongo através de injecdo intraperitoneal. A
sensibilizacdo foi repetida trés vezes em intervalos semanais
(dias 1, 8 e 15). Em seguida, os camundongos foram subme-
tidos a teste de provocacado através da instilacao diaria de
goticulas de solucdo de OVA (40mg/mL em solucao salina
normal) nas narinas (0,02mL por camundongo) com uma
micropipeta nos dias 22 a 29 (fig. 1). Como controle negativo,
um grupo de camundongos recebeu o teste de provocacao de
tratamento com solucao salina normal isoladamente (grupo
normal). Dois grupos de camundongos alérgicos (grupo selva-
gem [Wild]: tratamento de camundongos alérgicos com nudci-
tos de camundongos do tipo selvagem; grupo IL17br /- Il1r(17/":
tratamento de camundongos alérgicos com nuocitos de
camundongos Il17br/*Il1rl17)") receberam o transferéncia
adotiva de nudcitos de camundongos do tipo selvagem ou
camundongos I117br”/"1l1rl1-/~ cultivados in vitro por via intra-
venosa na veia da cauda em dias de teste de provocacao,
respectivamente, enquanto outro grupo de camundongos
alérgicos nao foi tratado com nuocitos (grupo RA). Além
disso, outro grupo de camundongos I 17br/-Il1r{1”'- recebeu
a transferéncia adotiva de nudcitos de camundongos do tipo
selvagem cultivados in vitro por via intravenosa na veia da
cauda em dias de teste de provocacao. Os sintomas nasais
relevantes foram avaliados contando o numero de espirros
e friccoes nasais durante 10 minutos imediatamente apds o
Ultimo teste de provocacéao intranasal com OVA no dia 29.

Preparacao de células NALT e mLN

Foi administrado diariamente por 3 dias por via intrape-
ritoneal 0,4 g por dose de rmlL-25 de camundongo (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN, EUA) e rmIL-33 (R&D Systems,
Inc., Minneapolis, MN, EUA) em solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS). Os animais de controle receberam ape-
nas PBS. Os camundongos foram sacrificados 24 horas depois
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Figura 1  Protocolos do estudo.

e os dentes da frente foram removidos. A mandibula infe-
rior e os musculos da bochecha foram removidos e o NALT
foi exposto removendo-se cuidadosamente a placa. O NALT
estava localizado na parte posterior da placa e foi retirado
com agulhas de seringa em meio de cultura RPMI 1640 gelado,
suplementado com 10% de FBS. Também foram obtidos tecidos
de mLN. Todos esses tecidos foram picados com tesoura esté-
ril em pedacos de aproximadamente <2 mm e digeridos com
200 pL de colagenase tipo Ill 200 U/mL (Sigma - Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e 200 L de DNase Tipo IV 200 wg/mL (Sigma -
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e depois passados através de um
filtro de células Falcon® 70 um. Os globulos vermelhos foram
lisados em solucao de cloreto de amonio tamponado com Tris
(NH4Cl a 0,83% e 20 mM Tris/Cl).

Andlise por citometria de fluxo

As suspensoes de células NALT e mLN de camundongos do
tipo selvagem (Wild) e Il17br/-Il1r(1-/- foram centrifugadas
por 10min a 200 xg a 4°C e as células foram colhidas para
analise por citometria de fluxo. Essas células foram lavadas
com 200 p.L de meio de citometria de fluxo [FCM, 1% de BSA e
0,1% de azida de sodio em PBS] e incubadas com 50 pL de soro
de coelho por 5min a temperatura ambiente para bloquear
o receptor Fcy. Essas células foram entao lavadas trés vezes
com FCM e coradas com 50pL de anticorpos monoclonais
contra as seguintes moléculas de superficie a 4°C por 30 min
a1 x 10 células/mL: CD3, CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD19,
FceR1, IL17BR; todos os anticorpos foram adquiridos de MyBi-
oSource, Inc., San Diego, CA, EUA ou BioLegend, San Diego,
CA, EUA e conjugados com isotiocianato de fluoresceina e
anticorpo monoclonal ICOS (adquirido de MyBioSource, Inc.,
San Diego, CA e conjugado com ficoeritrina). Eles foram
lavados novamente e incubados com 50puL de anticorpo
secundario (IgG de coelho anticamundongo conjugado com
biotina; Dako Denmark A/S, Glostrup, Dinamarca), seguido
de 50pL de estreptavidina conjugada com R-ficoeritrina
(RPE-estreptavidina; Dako Denmark A/S, Glostrup, Dina-
marca). Apos a coloracédo, as células foram ressuspensas em
tampao de coloracdo com dicloridrato de 4’,6-diamidino-
2-fenilindole (DAPI) para exclusao de células mortas. Os
controles para analise de cor Unica foram feitos incubando
células com um anticorpo primario do mesmo isotipo, mas
com especificidade irrelevante em concentracdes correspon-
dentes seguidas por reagentes secundarios, como descrito
acima. As amostras foram coletadas em um citometro de fluxo

LSR Il equipado com o software FACSDIVA (BD Biosciences,
Mountain View, CA, EUA) e analisadas com FlowJo versao 10
(Tree Star, Inc., Ashland, OR). A configuracao do instrumento
foi feita visualmente e a selecao do anticorpo de controle do
isotipo estava de acordo com o anticorpo primario da espécie
hospedeira, o isotipo e o formato de conjugacao.

Culturas de nuécitos

Nudcitos de NALT e mLN de camundongos de tipo selva-
gem (Wild) e N17br’-Il1rl1”- foram todos classificados e
purificados como células CD3CD4CD8CD19CD11bCD11cFceR1
(linhagem)'ICOS* a uma concentracdo maxima de 6 x 107
células / mL. Eles foram cultivados por 6 dias em RPMI
com 10% de FCS, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de
B-Mercaptoetanol, 10 ng/mL de rmlL-7 de camundongo (Bio-
Legend, San Diego, CA, EUA) e 10 ng/mL de rmiL-33 de
camundongo (BioLegend, San Diego, CA, EUA).

Entdo, as células do mLN dos camundongos do tipo
selvagem (Wild) e [l17br/-Il1rl1”/- foram incubadas com
100 ng/mL de rmlL-25 (BioLegend, San Diego, CA, EUA) e 100
ng/mL de rmlIL-33 (BioLegend, San Diego, CA, EUA) nas cultu-
ras. As culturas foram mantidas por 3 dias. Os sobrenadantes
celulares foram usdos para medir a producao de IL-5 e IL-13
com o ensaio de imunoabsorcao enzimatica (Elisa) e as células
foram usadas para avaliar o conteido dos RNAs mensageiros
(mRNA) de IL-5 e IL-13 por reacao em cadeia da polimerase
- transcriptase reversa (RT-PCR). Depois disso, os nuocitos
de camundongos do tipo selvagem (Wild) e I17br /- Il1rl1/"
ou nudcitos de camundongos do tipo selvagem foram ressus-
pensos em solucao salina normal e transferidos adotivamente
para camundongos RA ou [l17br/-Il1rl1”- a 100 uL por rato
por via intravenosa na veia da cauda em dias de testes de
provocacao nasal.

Imunocitoquimica e microscopia confocal

Nudcitos de mLN de camundongos do tipo selvagem (Wild) e
117br - 1l1rl1-- foram semeados em laminulas de vidro e cul-
tivados por 48 horas. As células aderentes foram lavadas duas
vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido a 4% por 5min
a temperatura ambiente; depois, lavadas trés vezes com PBS
com 0,2% de Triton X-100 (PBS-T) e bloqueadas com albumina
sérica bovina a 3% (em PBS) por 30 min. As amostras foram
entdo incubadas durante a noite a temperatura ambiente
com anticorpos primarios contra IL-13. Apos a lavagem com
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PBS (3 x 5 minutos), as amostras foram incubadas por uma
hora a temperatura ambiente com anticorpos secundarios
conjugados com isotiocianato de fluoresceina no escuro. As
laminulas foram ent&o lavadas duas vezes com PBS-T antes da
coloragao do nicleo com 10 mg/mL de DAPI por 5min a tem-
peratura ambiente. Finalmente, as laminulas foram lavadas
trés vezes com PBS-T e duas vezes com PBS antes de serem
montadas com Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, EUA). Como controles negativos, as amostras de células
foram incubadas com o anticorpo secundario isolado ou com
0 anticorpo primario pré-adsorvido com um peptideo bloque-
ador especifico (1: 5 p/ p). As imagens foram obtidas com um
microscopio confocal de varredura a laser Leica TCS SP5 com
o Leica Confocal Software (LCS) 2.61 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha). As imagens foram analisadas pelo
software LCS Lite (Leica). Para permitir a comparacao, todas
as imagens foram adquiridas com os mesmos parametros
de poténcia do laser e sensibilidade do fotomultiplicador.
As imagens mostradas sao representativas de pelo menos
trés experimentos separados em cada condicdo e foram
processadas com valores idénticos de contraste e brilho.

Liquido de lavagem nasal (LLN)

Apos a eutanasia dos camundongos, uma agulha de calibre 18
foi apontada em direcédo as cabecas de uma parte de camun-
dongos para o LLN. Foi aplicada uma injecao de 2000 pL de
solucdo salina normal e o liquido foi coletado com um tubo
sob ambas as narinas para o LLN. Uma parte do LLN foi centri-
fugada por 10 minutos a 150 g a 4°C. Os sobrenadantes foram
armazenados a -70 °C para ensaios de IL-5 e IL-13. Outra parte
do LLN foi coletada para deteccao de eosinofilos e contagens
diferenciais de células foram feitas em 150 células com uma
citocentrifuga cytospin (Cytospin 4 Shandon Ltd., Runcorn,
Reino Unido) coradas com Giemsa.’

Andlise por Elisa

A IL-5 na cultura e o LLN foram medidos com uma microplaca
de 96 pocos revestida com 1 pg/mL de anticorpo de coelho
IL-5. A microplaca foi incubada em albumina de soro bovino a
3% a 37°C por 1h. Amostras na diluicao de 1:10 foram entao
adicionadas seguidas de incubacao a 37° C por 1 h. Apos a lava-
gem, o anticorpo anti-IL-5 (R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN, EUA) foi biotinilado com um kit de biotinilacdo (American
Qualex International Inc, San Clemente, CA, EUA); a amos-
tra foi entao adicionada a 1 pg/mL e incubada a 25° C por
1h. Apos a lavagem, foi adicionado 1,5 ug/mL de estreptavi-
dina peroxidase, seguido de incubacdo a 25°C por 1h. Apods
a lavagem, substrato de tetrametilbenzidina (TMB) (12,5 mL
de tampao fosfato citrico, 200 pL de solucado-estoque TMB
[6mg/mL em dimetilsulfoxido], 100 uL de 1% de peroxido
de hidrogénio; FlukaChemical Co, Ronkonkoma, NY, EUA) foi
adicionado para produzir uma reacao de cor. A reacao foi
terminada pela adicdo de acido sulfirico 6N. A densidade
optica foi determinada a 450nm com um leitor de micro-
placas (Microplate Reader MTP-32; Corona Electric, Ibaraki,
Japao). As concentracdes de IL-13 na cultura e IL-13, IL-25 e
IL-33 no LLN foram avaliadas com os kits Elisa corresponden-
tes (adquiridos da R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, EUA,
ou MyBioSource, Inc. San Diego, CA, EUA).

Analise RT-PCR em tempo real

Os mRNAs de IL-5 e IL-13 nas culturas de nuocitos foram
analisados por RT-PCR em tempo real. O RNA total de uma
parte das amostras foi extraido com Trizol (Invitrogen, Carls-
bad, CA, EUA) e tratado com DNase livre de RNase. Para
a transcricao reversa, 2 ng do RNA acima foram transcritos
reversamente com hexameros aleatorios (Invitrogen, Carls-
bad, CA, EUA) e o cDNA foi amplificado de acordo com as
instrucées do fabricante. Os primers foram projetados com o
software Primer Express (ABl) a partir de sequéncia dispo-
nivel no Genbank e foram sintetizados (Geneland Biotech,
Xangai, China). A RT-PCR em tempo real foi usada para
detectar mRNAs de IL-5 e IL-13. Os primers da IL-5 foram:
primer forward, 5’-TCACCGAGCTCTGTTGACAA-3’ e reverse,
5’-CCACACTTCTCTTTTTGGCG-3’. Os primers da IL-13 foram:
forward, 5’-AGACCAGACTCCCCTGTGCA-3’ e reverse, 5’-
-TGGGTCCTGTAGATGGCATTG-3’. O mRNA de GAPDH também
foi examinado para controlar a variacdo amostra a amos-
tra no isolamento e na integridade do RNA com um par de
primers: forward 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ e reverse
5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’. Ap6s a desnaturacao inicial
a 95°C por 10min, o perfil de amplificacao foi de 15s de
desnaturacao a 95°C, 1min de pareamento ou annealing e
extensao a 60°C por 45 ciclos. As misturas de reacao de con-
trole negativo de RT ndo continham transcriptase reversa e
nenhum cDNA nas misturas de amplificacao por PCR. Para
a medida, 2 pL de cDNA diluidos foram amplificados em um
volume total de reacdo de 20 p.L com um sistema de 7500 PCR
em tempo real (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) com
20xSYBR green mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A espe-
cificidade dos produtos de PCR foi avaliada por analise da
curva de melting e pelo tamanho em géis de agarose. Com
trés diluicdes de cDNA, a linearidade da amplificacdo por PCR
foi controlada. A avaliacdo dos dados foi feita pelo método
ACT com GAPDH como padrao interno.

Analise estatistica

Uma analise estatistica foi feita com um software estatistico
disponivel comercialmente GraphPad Prism, 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram analisa-
dos com o teste t de Student ndo pareado + correcao de Welch
e apresentados como média + EPM (erro-padrao da média). A
significancia de uma diferenca foi aceita ao nivel de confianca
de 5%; p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Nuécitos no NALT de camundongos

Nudcitos do NALT de camundongos do tipo selvagem (Wild) e
1117br/-1l1rl1-- foram classificados e purificados como célu-
las de linhagem "ICOS* (fig. 2 A e B).® As comparacdes entre
o nimero e a porcentagem de nudcitos do tipo selvagem
indicaram que seu nimero e porcentagem total ndo esta-
vam aumentados estatisticamente no NALT em resposta ao
tratamento intraperitoneal com rmiL-25 e rmlIL-33 (fig. 2C
e D). Quanto aos camundongos /[17br/"Il1r(1”/-, o nimero
e a porcentagem de nudcitos também nao apresentaram
aumento significativo ap6s a administracao de rmlIL-25 e rmiL-
33 (fig. 2C e D). Além disso, ndo houve diferencas estatisticas
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entre os nuocitos de tipo selvagem e Il17br/ Il1rl1”" no
numero e porcentagem por NALT antes e apos o tratamento
com rmiL-25 e rmIL-33 (fig. 2C e D). A partir dos resultados,
concluimos que a administragéo intraperitoneal de rmIL-25 e
rmlIL-33 nao influencia a proliferacdo de nudcitos localizados
no NALT.

Nuécitos no mLN de camundongos

Nuocitos de mLN de camundongos do tipo selvagem (Wild)
e I117br’"1l1rl1-/- também foram classificados e purificados
como células da linhagem “ICOS* (fig. 3 A e B).# Comparacdes
do nimero e porcentagem de nudcitos do tipo selvagem
(Wild) demonstraram que o numero total e a porcentagem
estavam aumentados estatisticamente no mLN em resposta
ao tratamento intraperitoneal com rmlL-25 e rmlL-33 (fig. 3C
e D). Nos camundongos 117br’"Il1rl1/-, o nimero e a por-
centagem de nuodcitos ndo indicaram aumento significativo
apods a aplicacdo de rmiL-25 e rmiIL-33 (fig. 3C e D). Além
disso, ndo houve diferencas estatisticas entre nudcitos

de tipo selvagem (Wild) e I17br/-Il1rl1”- no ndmero e
porcentagem por mLN antes do tratamento com citocinas e
grandes diferencas apos o tratamento com citocinas (fig. 3C
e D). Os dados demonstram que os nudcitos ndo aumentam
nos camundongos combinados Il17br/ Il1rl17- no mLN em
resposta a rmiL-25 e rmiL-33,% e IL-25 e IL-33 s&o necessarios
para a geracao de nudcitos durante a inflamagao do tipo 2.

Expressées de IL-5 e IL-13 em culturas de nuocitos
derivados de mLN apés administracao de rmiL-25 e
rmiL-33

Para investigar se os nuocitos derivados de mLN produzem
citocinas tipo 2 em camundongos do tipo selvagem (Wild)
e I17br’"Il1rl1”/-, determinamos a expressdo de IL-13 com
imunocitoquimica e microscopia confocal e avaliamos o
conteldo de IL-5 e IL-13 em resposta a rmIL-25 e rmiL-33
na cultura com Elisa e RT-PCR em tempo real. A IL-13 foi
expressa em nuocitos do tipo selvagem e Il17br/ Il1rl17/-,
de acordo com a analise de imunofluorescéncia (fig. 4 A -
F). Nao houve diferencas estatisticas em proteinas € mRNAs
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Figura 3

Nudcitos do linfonodo mesentérico (mLN). A, Nudcitos de camundongos do tipo selvagem. B, Nudcitos de camundongos

117br /" 1l1rl1°/~, C, Nimero de nudcitos por mLN. D, Porcentagem de nudcitos por mLN. Cada valor representa o erro-padrao da
média (EMP) de 6 camundongos em cada grupo. Wild, camundongos do tipo selvagem; Wild (IL-25 + IL-33), camundongos do tipo
selvagem com o tratamento de rmlL-25 + rmIL-33; I[17br™/"1l1r(17/~, camundongos I{17br™/~Il1rl17/=; IL17br /" Il1rl17/" (IL-25+IL-33),
camundongos Il17br /" Il1rl17/" com o tratamento de rmIL-25 + rmIL-33. **** p < 0,0001 vs. Wild (IL-25 + IL-33).

de IL-5 e IL-13 entre esses dois tipos de nuocitos antes do
tratamento com rmlL-25 e rmiL-33 (fig. 4 G-J). As expressoes
de IL-5 e IL-13 estavam aumentadas significativamente apods
a administracao dessas duas citocinas em nuocitos do tipo
selvagem (Wild), seja em proteina ou mRNA; entretanto,
houve diferencas significativas entre esses dois tipos de
nudcitos nas expressdes dessas citocinas do tipo 2 (fig. 4
G-J). Entretanto, as concentracées de IL-5 e IL-13 nao
estavam up-reguladas nos nuécitos 117br/-Il1rl1- apds o
tratamento acima (fig. 4 G, H, | e J). Os achados indicam
que o knockout combinado I{17br”-1l1r{1”- em camundongos

priva os nuocitos de respostas a IL-25 e IL-33, o que contribui
para a falta de up-regulaco de IL-5 e IL-13.4

Pioria das respostas alérgicas em modelos
de camundongos por nuécitos do tipo selvagem
(Wild) do mLN

Para avaliar as reacoes alérgicas em modelos de camundon-
gos do tipo selvagem estabelecidos por OVA, espirros e friccao
nasal foram contados apos o Ultimo teste de provocacdo. Os
camundongos RA mostraram nimero estatisticamente maior
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Figura 4 Expressdo de IL-13 em nudcitos e respostas de nuodcitos derivados de linfonodos mesentéricos (mLN) a interleucina
(IL)-25 e IL-33 recombinante de camundongo (rm) na cultura. A, IL-13 em camundongos do tipo selvagem (Wild) [Dicloridrato de
4’ 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI)]. B, IL-13 em camundongos do tipo selvagem (Wild) (isotiocianato de fluoresceina). C, IL-13
em camundongos do tipo selvagem (Wild) (mesclagem). D, IL-13 em camundongos I[17br™/"Il1r(17/~ (DAPI). E, IL-13 em camundon-
gos Il17br /" Il1rl17/- (Isotiocianato de fluoresceina). F, IL-13 em camundongos I[17br™/"Il1rl17/~ (mesclagem). G, IL-5 na cultura.
H, IL-13 na cultura. I, mRNA de IL-5 em nuodcitos. J, RNAm de IL-13 em nudcitos. Barras de escala: 10 um. Ampliagao original:
x 400. Cada valor representa a média (EPM) de 6 camundongos em cada grupo. Wild, camundongos do tipo selvagem; Wild (IL-25
+ IL-33), camundongos do tipo selvagem com o tratamento de rmlIL-25 + rmlL-33; Il17br™/"Il1rl17/", camundongos Il17br /" Il1rl17/";
H17br /" I1rl17/" (IL-25+IL-33), camundongos Il17br™/"Il1r(17/~ com o tratamento de rmIL-25 + rmIL-33. ****p < 0,0001 vs. Wild (IL-25
+|L-33). ***p < 0,001 vs. Wild (IL-25+IL-33).

de espirros e friccdo nasal em comparacdao com os camun- nasal'® e pelo maior aumento da producéo de IL-25 e IL-33
dongos normais (fig. 5 A e B). O nimero de eosindfilos por células epiteliais apds a estimulacdo de nudcitos.
distribuidos no LLN e o conteldo de IL-5, IL-13, IL-25 e IL-33

no LLN de camundongos RA também apresentaram aumento R 30 d lérgi del
em comparacao com os de camundongos normais (fig. 5C). Os estauracao de respostas alergicas em modelos

resultados sugerem claramente que o modelo murino de RA de camundongos ap6s a transferéncia adotiva

foi estabelecido com sucesso. A transferéncia adotiva de nuo6- de nudcitos derivados de mLN de camundongos
citos de mLN de camundongos do tipo selvagem (Wild) por via do tipo selvagem (Wild) para camundongos
intravenosa na veia da cauda aumentou o niumero de espirros, W17br’-I11rl1”- combinados

friccdo nasal e eosinofilos e as concentracdes de IL-5, IL-13,

IL-25 e IL-33 no LLN em compara¢ao com camundongos RA  para determinar se a OVA poderia estabelecer mode-
(fig. 5 A-G). Além disso, houve diferencas estatisticas entre los de RA em camundongos I17brIl1rl1"", fizemos os
os tratamentos com nudcitos do tipo selvagem e com os nué- protocolos com o alérgeno e aliumen de acordo com os
citos I17br/Il1r(1”", seja em relacao ao nimero de espirros,  mesmos procedimentos.? Surpreendentemente, nao houve
friC(;f)eS nasais e eOSinéﬁlOS, ou niveis de citocinas do tlpo 2 diferengas Signiﬁcativas no numero de espirrOS, fricgées
no LLN (fig. 5 A-G). No entanto, todos os parametros acima  nasais e eosindfilos, ou nos niveis de citocinas tipo 2 no
mostraram-se inalterados estatisticamente apds a transferén- LLN entre camundongos ndo estimulados (tratamento sem
cia adotiva de nudcitos I17br”"Il1r(1- em camundongos RA  QVA) e camundongos /l17br/-Il1rl1"- estimulados com OVA
(fig. 5 A-G). Esses achados demonstram que os nuocitos (tratamento com OVA) (fig. 6 A-G). No entanto, apds a
pioram a resposta alérgica em camundongos com RA, possi-  transferéncia adotiva de nudcitos do tipo selvagem (Wild)
velmente através das expressdes up-reguladas de IL-5 e IL-13 para os camundongos [l17br/Il1r(1”- combinados, esse
por IL-25 e IL-33 produzidas a partir do epitélio da mucosa  (jitimo tipo mostrou uma up-regulacdo estatisticamente

667



L. Lin, X. Tang, Z. Chen et al.

120 120 8
*ekokk Kk ’8\ Jedede ke e dede ke 5
e —— = —_—— zZ 12
é % ki et 2 9% el Zepvr z & dkdkk ko
£ K E —N - 32|
£ 3 * e o 8 okkk a
S 60) < 60 Sy
> K] 8206k T o
g 2 g% “p -
£ 30 < 30) 2 =
& 9 G 03
] - s - ks FT
e 0.
> & N ¥ N > ¥
& & & R P & Qi\\b & & & & &
Q) N R A & N
& (\‘\ O i\'\\ < {\'\
,\'\‘° (\‘9 \»\’0
W S A\
1800 7372000, 51600,
E 1620 £ 1800) Sk ek £ 1440)
oo 21500 21280 e e e e deded ok
= 1260) Rkkk  kkkk z 1400) ¥ = 1120
T
=i 1080 = 1200] ‘}' = 960 v
o 900) - 21000 o 800) =
= edede ke c e e de e v
0 720 *kkk © 800) 10 640
= 540 — Ioe00f T an G 480 'ﬂ, Py
360) k- - 400 = 320
180 200 160
- J— Jr—
> &> ' > > X N S > v
o \gl Q A 2 \gl & X 2 & 3
$ < « ot & < & A & < & R
¥ i\-\\ O (\\\ O (\-\\
A0 A% A"
N 8 &
31800,
E 1620
1440
= 1260) ekekk ek
— 1080
o 900 £ ;i ’
2
8 :i: dedkdkk
4 —
260 k- o
180)
e
> > X
2 \ad K
& < & &
¥ P
£
0

Figura 5

Pioria da inflamagao alérgica em modelos de camundongos por nudcitos do tipo selvagem (Wild) do linfonodos mesenté-

ricos (mLN). A, espirros. B, Friccao nasal. C, Eosindfilos no liquido de lavagem nasal (LLN). D, interleucina (IL)-5 no LLN. E, IL-13 no
LLN. F, IL-25 no LLN. G, IL-33 no LLN. Cada valor representa a média (EPM) de 6 camundongos em cada grupo. Normal, grupo normal;
RA, grupo RA; Wild, tratamento de camundongos alérgicos com nudcitos derivados de mLN de camundongos do tipo selvagem (Wild);
IL17br™/"111rl17/7, tratamento de camundongos alérgicos com nudcitos derivados de mLN de camundongos IL17br™/"111rl17/".,

**** p < 0,0001 vs. RA ou Wild. *** p < 0,001 vs. RA.

acima dos parametros (fig. 6 A-G). Enquanto isso, modelos de
camundongos com RA foram estabelecidos com sucesso e as
respostas alérgicas foram restauradas. Os resultados sugerem
que ILC2s e citocinas inatas do tipo 2 sao indispensaveis para
o0 estagio inicial da condicao alérgica.

Discussao

Avancos recentes em nossa compreensao de citocinas pro-
-alérgicas e ILC2s indicam seus papéis essenciais em disturbios
mediados pela imunidade do Tipo 2, como doencas nasais
alérgicas, asma e dermatite atdpica.!" Citocinas pré-alérgicas
como IL-25, IL-33 e linfopoietina do estroma timico sao
liberadas das células epiteliais nos tecidos inflamados e
direcionam a inflamacéao alérgica, atuam no sistema imuno-
légico inato e adaptativo.'? ILC2s, como os nudcitos,* células
natural helpers'® e células helpers inatas do Tipo 2'* séo
uma populacdo imune inata que responde as citocinas pro-
-alérgicas IL-25 e IL-33 ao produzir citocinas do tipo 2.

Estudos mostram que as citocinas IL-25 e IL-33 sao impor-
tantes iniciadores da inflamacao do tipo 2. O tratamento de
camundongos com IL-25 ou IL-33 provoca forte inducdo de
IL-5, IL-13 e patologia de tipo 2.">'® Os camundongos com
deficiéncia dupla de IL-25 e IL-33 também exibem um atraso
ou reducdo da resposta antigeno-especifica de tipo 2.'7:"8
Além disso, embora IL-25 e IL-33 pertencam a diferentes fami-
lias de citocinas, IL-17 e IL-1, respectivamente, elas levam a
reacoes semelhantes.

Os nudcitos, identificados como ILC2s, representam um
novo leucdcito efetor inato que age como mediador da imu-
nidade do tipo 2 e produz IL-5 e IL-13 em resposta a IL-25
e IL-33.% As células foram descritas como um elemento cri-
tico para iniciar a inflamacao do tipo 2 durante a infeccao
por N. brasiliensis.* Além disso, também foi demonstrado
que esse tipo de célula induz a hiper-reatividade das vias
aéreas na auséncia de células Th2 produtoras de IL-13 na
inflamacédo alérgica pulmonar.> No entanto, a contribuicdo
dos nuocitos na RA ainda nao estd bem definida. Estudos
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Figura 6

Restauracao da inflamacao alérgica em modelos combinados de camundongos I117br™/"Il1rl17/". A, Espirros. B, Fric¢ao

nasal. C, Eosindfilos no liquido de lavagem nasal (LLN). D, Interleucina (IL) -5 no LLN. E, IL-13 no LLN. F, IL-25 no LLN. G, IL-33 no
LLN. Cada valor representa a média (EPM) de 6 camundongos em cada grupo. Nao estimulado, tratamento sem ovalbumina (OVA);
Estimulado com OVA, tratamento com OVA; Nudcitos, tratamento de camundongos I[17br™/"Il1rl17/~ com nudcitos derivados de mLN
de camundongos do tipo selvagem (Wild). **** p < 0,0001 vs. Estimulado com OVA.

indicaram que o nimero de ILC2s aumentou nos polipos de
pacientes com rinossinusite cronica com polipos nasais (RSC-
cPN) em comparacao com a mucosa nasal de pacientes com
rinossinusite cronica sem polipos nasais (RSCsPN) ou em con-
troles saudaveis.'” Isto é, as ILC2s desempenham um papel
nas doencas alérgicas das vias aéreas superiores. No entanto,
estudos demonstraram que a ILC2s sozinha nao leva aos sin-
tomas da RA, inclusive eosinofilia tecidual, que pode ser
induzida apenas pela ativacdo da ILC2s nos pulmées.?’

Um de nossos estudos anteriores relatou que as respos-
tas alérgicas podem ser exacerbadas por nuocitos induzidos
por OVA em um modelo murino de RA.® Nesse estudo atual,
administramos rmiL-25 e rmlIL-33 por via intraperitoneal em
camundongos do tipo selvagem (Wild) e Il17br/-Il1rl1/- e
separamos e purificamos nuocitos do NALT e mLN dos camun-
dongos. Observamos que nao houve crescimento de nudcitos
no NALT desses dois tipos de camundongos apds aplicacoes
de rmIL-25 e rmlIL-33. Entretanto, um estudo demonstrou
a proliferacao dessas células no pulmao com administracao
intranasal de rmIL-25 ou rmIL-33,> o que ilustra diferentes

significancias da imunidade local e sistémica. Os resultados
em nosso estudo indicaram aumento de nuécitos no mLN de
camundongos do tipo selvagem (Wild) e nenhum crescimento
nos camundongos [17br /" I1rl1, o que indica o papel indis-
pensavel da IL-25 e IL-33 na geracdo e ativacao de nudcitos,
assim como demonstrado em outros estudos.*

De acordo com nossos dados, os nudcitos derivados de
mLN de camundongos do tipo selvagem (Wild) expressaram
mais IL-13 em comparagdo com as células dos camundongos
117br /- Il1rl1/- e as células do tipo selvagem foram induzidas
a secretar mais IL-5 e IL- 13 pelo rmIL-25 e rmIL-33 de camun-
dongos na cultura. No entanto, as concentracdes de proteinas
IL-5 e IL-13 e mRNAs nao estavam aumentadas nos nuocitos
de camundongos /17br " Il1rl1"* ap6s o tratamento com duas
citocinas. Esses achados sugerem que o knockout combinado
de I117br " Il1rl1’- em camundongos priva completamente os
nuocitos de respostas a IL-25 e IL-33.

Também verificamos que a transferéncia adotiva de
nuocitos derivados de mLN de camundongos do tipo selvagem
(Wild) para o modelo murino de RA exacerbou a condicao alér-
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gica, assim como outro estudo nosso.® O nimero de espirros,
friccdo nasal e eosindfilos invasores e os niveis de IL-5, IL-13,
IL-25 e IL-33 no LLN aumentaram significantemente quando
comparados aos dos camundongos RA. No entanto, os para-
metros acima nao foram alterados estatisticamente quando
os nudcitos I[17br/-Il1r(1-/- foram transferidos para modelos
de RA. Os desfechos revelam que os nudcitos pioram o estado
alérgico em modelos de camundongos com RA através das
expressdes aumentadas de IL-5 e IL-13 por IL-25 e IL-33
produzidas pelo epitélio da mucosa nasal’® e as producées
mais up-reguladas de IL-25 e IL-33 por células epiteliais
apos a estimulacao de nudcitos. Quanto as relagoes entre os
nuocitos e o epitélio nasal, mais estudos devem ser feitos.

Para avaliar a influéncia dos nudcitos nos mecanismos
etioldgicos da RA, determinamos se o alérgeno poderia esta-
belecer modelos de RA em camundongos 17br/ Il1r(1/-
através de OVA e Alumen, de acordo com os procedi-
mentos publicados.? Digno de nota, observamos que nao
houve diferencas significantes, seja em nimeros de espir-
ros, friccdes nasais e eosindfilos infiltrantes ou nos niveis de
citocinas tipo 2 no LLN entre camundongos I17br/-Il1r(1"/-
nao estimulados e estimulados com OVA. No entanto, apos
a transferéncia adotiva de nuodcitos do tipo selvagem (Wild)
para os camundongos I[17br”"Il1rl1”- com dupla deficiéncia,
os parametros acima foram up-regulados estatisticamente.
Como resultado, os modelos de RA foram estabelecidos com
sucesso e a condicao alérgica na mucosa nasal foi recuperada.
Os dados sugerem que as ILC2s como os nudcitos e citoci-
nas inatas do Tipo 2, como IL-25 e IL-33, sao absolutamente
necessarias para o inicio do estado alérgico em um modelo de
camundongo com RA.

Conclusao

O estudo mostrou que a administracdo intraperitoneal de
IL-25 e IL-33 contribuiu para o aumento de nudcitos no mLN
de camundongos do tipo selvagem (Wild). Nudcitos do tipo
selvagem derivados de mLN foram induzidos a produzir IL-5 e
IL-13 por IL-25 e IL-33 in vitro e pioraram as respostas alérgi-
cas em camundongos RA in vivo. Esses achados indicam que
os nuocitos podem desempenhar um papel pré-inflamatério
no estagio inicial do modelo murino de RA e as células podem
se tornar um novo alvo potencial na futura terapia para RA.
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