
ABSTRACTRESUMO

1. Serviço de Imunologia Clínica e Alergia do Hospital de Clínicas, Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-FMUSP).

2. Laboratório de Terapêutica Experimental (LIM-20), Departamento de Clínica Médica da FMUSP.
3. Laboratório Especial de Inovação e Desenvolvimento Industrial - Instituto Butantan.

Este trabalho foi agraciado com o Prêmio Antônio Oliveira Lima de 2016 (melhor trabalho na categoria Pesquisa em Imunologia Básica e Clínica) 
durante o XLIII Congresso Brasileiro de Alergia e Imunologia.

75

Objetivo: Adjuvantes, como lipopolissacárides bacterianos, 
vêm sendo estudados para melhorar a eficácia da imunoterapia 
alérgeno-específica. A vacina de Bordetella pertussis (Pw) mostrou 
ter papel protetor em modelos de asma induzida por ovalbumina. 
Porém, seu papel na alergia a ácaros é desconhecido. Avaliamos 
os efeitos da vacina difteria-tétano-coqueluche (DTPw) em um mo-
delo murino de alergia respiratória induzida por Dermatophagoides 
pteronyssinus (Derp). Métodos: Num protocolo de 30 dias, camun-
dongos BALB/c foram imunizados por via subcutânea com salina 
ou Derp, isoladamente ou associados às vacinas de difteria-tétano 
(DT) ou DTPw (dias 0, 7 e 14). Posteriormente, os animais sofreram 
desafio intranasal diariamente com salina ou Derp (dias 22 a 28) 
e foram sacrificados (dia 29). Avaliamos imunoglobulinas séricas 
específicas, celularidade no lavado bronco-alveolar (BAL), remo-
delamento das vias aéreas inferiores, densidade de leucócitos 
polimorfonucleares (PMN) e área de muco ácido no epitélio nasal. 
Resultados: Os animais sensibilizados com Derp produziram altos 
níveis de imunoglobulinas específicas, apresentaram aumento 
da densidade de PMN e da área de muco ácido nasal, elevação 
da celularidade no BAL e remodelamento. As vacinas levaram à 
redução dos níveis de IgE, sendo o grupo Derp-DTPw similar aos 
grupos salina. Os grupos vacinados tiveram redução da celularidade 
no BAL e do remodelamento, com resultados mais expressivos no 
grupo Derp-DTPw em relação ao Derp-DT. As vacinas DT e DTPw 
inibiram o infiltrado PMN nasal e DTPw modulou a produção do 
muco ácido. Conclusões: A vacina DTPw diminuiu a IgE específica 
sérica, inflamação nasal e pulmonar e o remodelamento das vias 
respiratórias inferiores. 

Descritores: Asma, rinite alérgica, modelos animais, Imunoglobulina 
E, inflamação, remodelação das vias aéreas. 

Objective: Adjuvant therapies, such as the use of bacterial 
lipopolysaccharides, have been evaluated as tools to improve 
the effectiveness of allergen-specific immunotherapy. Bordetella 
pertussis vaccine (Pw) has been shown to have a protective role 
in asthma models induced by ovalbumin. Conversely, its role in 
allergy to dust mites is unknown. We evaluated the effects of 
diphtheria-tetanus-pertussis vaccine (DTPw) in a murine model of 
respiratory allergy induced by Dermatophagoides pteronyssinus 
(Derp). Methods: Over a 30-day protocol, BALB/c mice were 
immunized subcutaneously with saline or Derp, alone or combined 
with diphtheria-tetanus vaccine (DT) or DTPw (days 0, 7, and 14). 
Then, they were subjected to intranasal challenge with saline or 
Derp daily (days 22 to 28), and sacrificed on day 29. We evaluated 
serum specific immunoglobulins, bronchoalveolar lavage (BAL) 
cellularity, lower airway remodeling, density of polymorphonuclear 
leukocytes (PMN), and acidic mucus area in the nasal epithelium. 
Results: Animals sensitized to Derp produced high levels of 
specific immunoglobulins, showed increased PMN density and 
acidic mucus in the nasal mucosa, and elevated BAL cellularity 
and remodeling. Vaccines led to the reduction of IgE levels, with 
the Derp-DTPw group showing similar results to those of the saline 
groups. Vaccinated groups showed reduced BAL cellularity and 
airway remodeling, with more expressive results in the Derp-DTPw 
group compared to Derp-DT. DT and DTPw vaccines inhibited PMN 
infiltration in nasal mucosa, and DTPw modulated the production 
of acidic nasal mucus. Conclusions: DTPw vaccine decreased 
serum specific IgE, nasal and pulmonary inflammation, and lower 
airway remodeling.

Keywords: Asthma, allergic rhinitis, animal models, immunoglobulin 
E, inflammation, airway remodeling.
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Introdução

A imunoterapia (IT) alérgeno-específica é uma 
importante ferramenta no tratamento das doenças 
alérgicas, notadamente asma e rinite1,2. Entre os 
benefícios clínicos principais já demonstrados, estão 
a melhora dos sintomas, redução da necessidade de 
medicação e diminuição da evolução para asma em 
pacientes com rinite1,2. Os principais mecanismos 
imunológicos pelos quais a IT atua são: redução do 
número e ativação dos mastócitos, basófilos e eosi-
nófilos teciduais, indução de células Treg, produtoras 
das citocinas moduladoras IL-10 e TGFb, supressão 
de células TH2, redução da produção de IgE espe-
cífica e indução da produção de IgG4 bloqueadoras 
pelas células B3-6.

Os ácaros da poeira doméstica são a principal 
fonte de alérgenos associados às doenças alérgicas 
das vias aéreas, sendo o gênero Dermatophagoides 
o mais frequentemente encontrado e o mais estu-
dado em protocolos de IT7,8. A grande dificuldade 
de estabelecimento da IT como forma eficaz de 
tratamento das doenças alérgicas está no risco de 
eventos adversos, locais ou sistêmicos, inclusive 
fatais3. Assim sendo, algumas formas para tornar a 
IT mais eficaz e, principalmente, segura, vêm sendo 
testadas, como: uso de Ag recombinantes, de Ag 
hipoalergênicos (alergoides) ou de novos adjuvantes 
estimulantes de populações TH1, como o monofosforil 
lipídeos (MPL)3,5,9.

O MPL é um derivado atóxico de lipopolissa-
cárides (LPS) bacterianos, que tem potente poder 
adjuvante para vacinas, estimulando a resposta TH1 
através de sua ligação com o receptor semelhante 
a Toll (TLR)-410. Já foi utilizado tanto em modelos 
experimentais de IT11 como em humanos12. Os 
trabalhos realizados até o momento, referem-se 
principalmente à IT com pólen12,13, entretanto, não 
há estudos publicados sobre a aplicação de MPL 
em modelos de IT com ácaros da poeira.

O MPL que vem sendo produzido mais comumente 
é derivado da bactéria Salmonella minnesota. No 
Brasil, o Instituto Butantan desenvolveu o MPL a partir 
da bactéria Bordetella pertussis, tendo sido aplicado 
em modelos animais de imunização como adjuvante 
de vacinas contra vírus Influenza, com bom perfil de 
eficácia e segurança14. O potencial para promover 
resposta imune com perfil TH1, mostrando-se eficaz 
como adjuvante de vacinas anti-infecciosas, levou 
ao interesse em analisar o papel do MPL da B. 
pertussis em outros tipos de vacinas, como contra 

neoplasias e doenças alérgicas. Entretanto, a relação 
entre a B. pertussis, causadora da coqueluche ou 
tosse comprida, e a alergia respiratória ainda não 
está totalmente elucidada15. 

Estudos populacionais retrospectivos avaliando 
o impacto da infecção por B. pertussis na sensibili-
zação e no desenvolvimento de doenças alérgicas 
respiratórias tiveram resultados conflitantes15-18. Não 
há estudos prospectivos e os mecanismos imunopa-
tológicos que explicariam o comportamento variado 
não são conhecidos. 

As relações entre a B. pertussis e o sistema imune 
foram muito estudadas, mas ainda não há conclusão 
sobre quais seriam as reais interações com relevância 
clínica. Embora seja conhecido o papel das células 
TH1 na defesa contra a B. pertussis, estudos antigos 
mostraram diferentes resultados em relação à ativa-
ção das subpopulações de linfócitos frente à infecção 
pela bactéria ou às vacinas contra esse agente. Foi 
demonstrado que tanto a infecção pela B. pertussis 
como a imunização com a vacina de pertussis celular 
morta por calor, chamada whole-cell pertussis (Pw), 
induziria uma resposta TH1, ao passo que a vacina 
acelular (Pa), uma resposta TH219-21. 

Os mecanismos dessa ativação imunológica 
mostraram-se ainda mais complexos quando foram 
avaliados os efeitos da infecção pela bactéria ou de 
suas vacinas em modelos experimentais de alergia 
respiratória. Desde o início do século XXI, alguns 
estudos foram publicados, com diferentes desenhos 
experimentais e resultados variados. Tanto os desfe-
chos sorológicos (IgE e IgG específicas), como os 
de inflamação e remodelamento não permitiram uma 
conclusão sobre o possível papel protetor ou agressor 
das vacinas de pertussis na alergia respiratória. Os 
principais estudos em animais avaliando a relação 
entre alergia respiratória e o efeito da infecção ou 
das vacinas de pertussis estão sumarizados na 
Tabela 122-27.

O estudo de melhor desenho experimental foi pu-
blicado em 2006, por Gruber et al. Foram avaliados os 
efeitos da vacina dupla contra difteria e tétano (DT) e 
da DTPw num modelo animal de alergia respiratória 
induzida por OVA28. Foi observado um efeito inibitório 
sobre a doença alérgica pelas duas vacinas, sendo 
que a DTPw mostrou-se superior à DT com relação 
à sensibilização, inflamação das vias aéreas e hiper-
responsividade28. Contudo, este estudo utilizou como 
alérgeno a OVA, que não induz doença em humanos, 
o que dificulta a transposição desses dados para a 
rinite e asma alérgica humana.
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No presente estudo, avaliamos os efeitos das vaci-
nas DT e DTPw sobre a doença alérgica respiratória 
induzida pelo ácaro da poeira Dermatophagoides 
pteronyssinus num modelo experimental em camun-
dongos, tentando definir o real papel do componente 
pertussis na inibição da alergia. A partir daí, poder-
se-á estudar um novo possível adjuvante a ser usado 
em modelos de imunoterapia alérgeno-específica, 
tanto em modelos animais quanto em humanos.

Métodos

Foram utilizados camundongos BALB/c machos 
adultos, livres de patógenos específicos, com idade 
de 6 a 8 semanas. Foram mantidos em biotério de 
manutenção sob alimentação e água ad libitum. Todos 
receberam cuidados de acordo com o “Guia de cuida-
dos e uso de animais de Laboratório”, publicado no 
National Institutes of Health (NIH publication 85-23, 
revisado em 1985), e os experimentos foram realiza-
dos sob anestesia geral. O protocolo foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da instituição (protocolo 
405/11). Não houve perdas de animais durante os 30 
dias do protocolo.

Os animais foram divididos em seis grupos, com 
10 camundongos em cada grupo, conforme demons-
trado na Tabela 2. Os três primeiros grupos foram 

submetidos à aplicação por via subcutânea (s.c.) de 
solução salina, associada ou não às vacinas DT ou 
DTPw e todos foram desafiados com salina via intra-
nasal (i.n.). Os outros três grupos foram sensibilizados 
com extrato do ácaro Derp, associado ou não às 
vacinas DT ou DTPw e todos foram desafiados com 
Derp via i.n. (Tabela 2).

O protocolo de sensibilização e indução da 
inflamação teve a duração de 30 dias, conforme 
esquematizado na Figura 1. Os animais receberam 
as injeções de salina ou do antígeno, combinadas 
ou não às vacinas DT e DTPw, nos dias 0, 7 e 14. A 
seguir, foram submetidos às provocações com insti-
lações i.n. diárias entre os dias 22 e 28. Os animais 
foram sacrificados para estudo no dia 29 (Figura 1), 
conforme estudo publicado29.

O Ag estudado foi o ácaro da poeira 
Dermatophagoides pteronyssinus (Derp), através de 
extrato em pó liofilizado (Alergia Clínica Laboratorial e 
Comércio Ltda., São Paulo, Brasil), diluído em solução 
salina sem conservante e armazenado em geladeira 
(4 oC). A concentração dos alérgenos principais (Der 
p 1 e Der p 2) era de 34 µg/mg de extrato (dados 
fornecidos pelo fabricante). 

Para a sensibilização foi utilizado como adjuvante 
o hidróxido de alumínio (alume), na dose de 6 mg por 

Tabela 1
Principais achados dos estudos avaliando impacto da infecção ou imunização com Bordetella pertussis em modelos murinos 
de doença pulmonar alérgica

 Administração  Citocinas Citocinas Inflamação Hiper-responsividade

 B. pertussis IgE TH2 Treg pulmonar das vias aéreas Referência

 Infecção ↓	 ↓	 –	 ↑	 ↑  Ennis, 200423

 Vacina Pw ↑	 –	 –	 ↑	 ↑ Lambert, 199827

 Vacina Pw ↑	 –	 –	 ↑	 ↑ Dong, 200322

 Vacina Pw – ↓ – ↓ ↓ Kim, 200426

 Vacina Pw – ↓ – ↓ ↓ Ennis, 200525

 Vacina Pa – – ↑ ↓ ↓ Ennis, 200524

TH2 = subpopulação de linfócitos T helper 2, Treg = subpopulação de linfócitos T reguladores, ↓ = redução, ↑ = aumento.

Pw = vacina Pertussis-whole-cell, Pa = vacina Pertussis-acelular.

Vacina de Bordetella pertussis – Aun MV et al.
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aplicação. Os grupos de estudo receberam três aplica-
ções de Derp na dose de 50 µg (1,7 µg dos alérgenos 
principais), diluídos em salina com alume 6 mg, com 
intervalos de 7 dias29. Os grupos controles receberam 
três aplicações de solução salina com alume 6 mg 
(volume total 0,2 mL), com o mesmo intervalo entre 
as doses (Tabela 2 e Figura 1). 

Durante a etapa da sensibilização, os grupos 
receberam as vacinas dupla infantil (DT), tríplice 
bacteriana (DTPw) ou solução salina em associação 
ao antígeno de estudo (Derp ou salina), nas mes-

mas injeções, nos dias 0, 7 e 14, via s.c., na base 
da cauda (Tabela 2). As vacinas foram produzidas 
e fornecidas pelo Instituto Butantan e armazenadas 
a 4 oC. Cada animal imunizado recebeu, em cada 
aplicação, 62,5 µL da respectiva vacina, equivalente 
a 0,25 UI de antitoxina diftérica e tetânica nos gru-
pos DT, além de 0,5 UI de antígeno pertussis nos 
grupos DTPw. Todos os grupos receberam alume na 
dose de 6 mg durante a sensibilização e os grupos 
vacinados também receberam o alume usado para 
adsorver as vacinas.

Figura 1
Esquema do protocolo de sensibilização, provocação e sacrifício com duração de 30 dias (D0 a D29)

  Sensibilização via subcutânea Provocação via intranasal

 Grupos com antígeno e vacina (0,2 mL/aplicação) (10 µL/aplicação)

 Sal Salina Salina

 Sal-DT Salina + DT Salina

 Sal-DTPw Salina + DTPw Salina

 Derp Derp 50 µg Derp 50 µg

 Derp-DT Derp 50 µg + DT Derp 50 µg

 Derp-DTPw Derp 50 µg + DTPw Derp 50 µg

Tabela 2
Grupos experimentais de acordo com a via de sensibilização e antígenos, vacinas e doses aplicadas

Cada grupo experimental era composto por 10 camundongos machos livres de patógenos, linhagem BALB/c, de 6 a 8 semanas de vida.

SAL = solução salina, DT = acina dupla infantil toxoide diftérico e tetânico, DTPw = vacina tríplice bacteriana toxoide diftérico, tetânico e pertussis whole-cell, 
Derp = Dermatophagoides pteronyssinus. 
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Na etapa do desafio, os animais foram submetidos 
às instilações via i.n. da substância de estudo dos 
dias 22 ao 28, diariamente, entre nove e onze horas 
da manhã. Os grupos Sal, Sal-DT e Sal-DTPw rece-
beram 10 µL de solução salina, enquanto os grupos 
Derp, Derp-DT e Derp-DTPw foram submetidos à 
administração i.n. de 50 µg de Derp (1,7 µg dos alér-
genos principais), diluído em salina, totalizando 10 µL 
(Tabela 2 e Figura 1).

Vinte e quatro horas após o último desafio, os 
animais foram anestesiados com tiopental (70 mg/
kg), traqueostomizados, exsanguinados via dissecção 
da aorta abdominal, com subsequente coleta do BAL 
pela cânula da traqueostomia e remoção dos pulmões 
para análise histológica. O sangue coletado foi utiliza-
do para dosagem de anticorpos específicos (IgE, IgG1 
e IgG2a) por ensaio imunoenzimático (ELISA).

Após a coleta do sangue, as amostras foram 
imediatamente centrifugadas por 10 minutos (5 oC; 
3.000 rpm). Amostras do soro foram armazenadas a 
-80 oC até o dia da realização do ensaio. A dosagem 
de anticorpos IgE, IgG1 e IgG2a anti-Derp foi reali-
zada pelo ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto, 
conforme descrição em publicação anterior29. Os 
resultados foram expressos como a média das ab-
sorbâncias ± erro-padrão das diluições seriadas das 
amostras de cada grupo.

Os pulmões foram lavados pela traqueostomia com 
1,5 ml de PBS + EDTA 10 mM para coleta do fluido do 
BAL. O fluido do BAL coletado foi centrifugado a 800 
RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi armazenado 
a -20 oC e o botão celular ressuspenso em HBSS + 
0,1% BSA (bovine serum albumin) para contagem 
total das células em câmara de Neubauer. Alíquotas 
da suspensão celular foram centrifugadas em lâminas 
de vidro usando uma citocentrífuga e coradas com 
Giemsa. A contagem de 300 células foi feita em cam-
pos aleatoriamente selecionados. Para obtenção do 
número absoluto de cada população celular no BAL, 
as porcentagens foram multiplicadas pelo número 
total de células encontradas no volume. 

Após a coleta do BAL, os pulmões foram removi-
dos em bloco e separados, sendo o pulmão esquerdo 
separado para ser submetidos à análise histológica 
e o direito para quantificação de citocinas no homo-
genato pulmonar.

O pulmão esquerdo foi fixado com formaldeído 
4% por 24 horas. O material foi cortado para poste-
riormente ser incluído em parafina e corado com he-
matoxilina-eosina (HE). As lâminas foram analisadas 

em microscópio óptico comum para a quantificação 
de colágeno, marcador da matriz extracelular e indi-
cativo de remodelamento pulmonar. As lâminas foram 
coradas com a coloração de Picrosírius-Red, de modo 
a quantificar as fibras colágenas. A quantificação da 
proporção de fibras colágenas foi realizada por meio 
de análise de imagem utilizando o software Image Pro 
Plus (Media Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland, 
USA). Foram analisadas quatro secções pulmonares 
coradas de cada camundongo/grupo. 

O pulmão direito foi removido e homogeneizado 
em PBS (600 µL), usando-se beads de metal, confor-
me recomendações do fabricante (Powerlyzer, MoBio 
Laboratories Inc., USA). O homogenato foi armazena-
do a -80 oC para posterior quantificação de citocinas. 
Os níveis de IL-4, IL-5, IL-10, TGF-b e IFN-g nas 
amostras foram quantificados por ELISA (RD System, 
MN, USA), onde microplacas (Costar, Cambridge, 
MA, USA) foram sensibilizadas com anticorpos mo-
noclonais específicos para cada citocina. Após lava-
gem e distribuição das amostras, foram adicionados 
anticorpos específicos para as diferentes citocinas 
conjugados à biotina. Para a revelação da ligação, 
solução reveladora contendo conjugado enzimático 
de estreptavidina-peroxidase, substrato e cromóge-
no, foi adicionado. A leitura da reação foi realizada 
a 450 nm em espectrofotômetro M2 (Spectramax L, 
Moleculas Devices). As concentrações das amostras 
foram calculadas a partir das curvas-padrão obtidas 
com as citocinas recombinantes.

Após a exsanguinação e a ressecção dos pul-
mões, a cabeça do animal foi removida, com a 
mandíbula desarticulada. O material foi colocado 
em formol tamponado por 24 horas e, depois, em 
solução com EDTA para descalcificação. Ao término 
da descalcificação, a cavidade nasal foi dividida por 
meio de secção transversal para análise da região 
medial, com o ponto de corte próximo à papila incisiva, 
anteriormente ao palato duro30. 

As amostras foram embebidas em parafina e 
processadas de acordo com a rotina histológica. 
Cortes de 5 µm de espessura foram obtidos ao nível 
da cavidade nasal estudada. 

A análise morfométrica foi realizada com o auxílio 
de um retículo de 50 retas e 100 pontos, com área co-
nhecida, acoplado à ocular do microscópio ótico Zeiss 
Axiophot (Zeiss, Oberkochen, Germany). A coloração 
com HE foi utilizada para quantificação de leucócitos 
polimorfonucleares (PMN) no epitélio nasal. A densi-
dade foi determinada pela contagem do número de 
PMN presentes na mucosa nasal a partir do septo, 
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dividido pelo número de pontos correspondendo à 
área total da mucosa, num aumento de 1000X. Em 
cada lâmina preparada com tecido de apenas um 
animal, três vias aéreas foram analisadas.

Para a quantificação do muco ácido nasal, lâminas 
foram coradas com ácido periódico de Schiff e azul 
alciano (PAS/AB), com um pH de 2,5. Por meio dessa 
técnica, as glicoproteínas ácidas são coradas em azul. 
O conteúdo do muco ácido do epitélio respiratório da 
cavidade nasal foi quantificado pela mesma análise 
morfométrica descrita acima. A proporção de muco 
ácido no epitélio respiratório foi determinado por con-
tagem de pontos nesta área, dividido pela contagem 
total de pontos no epitélio. 

As análises estatísticas foram realizadas através 
do programa SigmaStat 10.0 (Jandel, Calif., USA). 
A comparação entre os grupos foi feita com análise 
do teste t de Student para os dados paramétricos 
e Mann-Whitney para a comparação de dados não 
paramétricos. Foi considerado significante p menor 
que 0,05.

Resultados

Os níveis de IgE específica foram superiores 
nos grupos Derp e Derp-DT em relação aos demais 
grupos, conforme mostrado na Figura 2. O grupo 
Derp-DTPw teve níveis semelhantes aos grupos 

sensibilizados com salina. O grupo controle positivo 
(Derp) teve níveis mais elevados do que o grupo vaci-
nado com dupla infantil (Derp-DT) e tríplice bacteriana 
(Derp-DTPw), este último com IgE específica inferior 
ao Derp-DT (Figura 2A).

Os três grupos sensibilizados com o ácaro apre-
sentaram níveis detectáveis de IgG1 específica, sem 
diferença entre eles (Figura 2B). Com relação à IgG2a 
específica, os três grupos sensibilizados com Derp 
apresentaram níveis detectáveis, conforme apresen-
tado na Figura 2C. O grupo submetido ao ácaro com 
vacina dupla infantil (Derp-DT) teve níveis de IgG2a 
inferiores ao grupo controle positivo (Derp). Não 
houve diferença entre os grupos Derp e Derp-DTPw 
(p=0,18) (Figura 2C).

Houve um aumento da celularidade total nos gru-
pos submetidos ao ácaro isoladamente e em asso-
ciação à vacina dupla infantil (Derp e Derp-DT), con-
forme apresentado na Figura 3A. A vacina DT levou 
à redução da celularidade em relação ao grupo Derp. 
O grupo Derp-DTPw teve contagem total de células 
menor que os grupos Derp e Derp-DT e similar à dos 
grupos sensibilizados com salina (Figura 3A). Houve 
um aumento da contagem de macrófagos nos grupos 
Derp e Derp-DT em relação ao grupo salina, conforme 
apresentado na Figura 3B. O grupo Derp-DTPw teve 
contagem total de células menor que os grupos Derp 
e Derp-DT e similar à dos grupos sensibilizados com 

Figura 2
Dosagens da IgE específica sérica anti-Derp (2A), IgG1 específica (2B) e IgG2a específica (2C) por ensaio imunoenzimático 
(ELISA), através da medida da densidade óptica (OD), em nm

2A a p = 0,002 em relação ao controle negativo (Sal); b p = 0,002 em relação ao controle positivo (Derp); c p = 0,047 em relação ao Derp-DT.

2B a p = 0,002 em relação ao controle negativo (Sal).

2C a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal); b p < 0,05 em relação ao controle positivo (Derp).

Sal = Salina, DT = vacina dupla infantil (toxoide tetânico e diftérico), DTPw = vacina tríplice bacteriana (toxoide tetânico, diftérico e Pertussis whole-cell ), 
Derp = Dermatophagoides pteronyssinus.
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salina (Figura 3B). Quanto à contagem de linfócitos, 
apenas o grupo controle positivo (Derp) teve nível 
superior ao controle negativo (Sal), conforme de-
monstrado na Figura 3C. Os níveis de neutrófilos e 
eosinófilos no BAL não foram diferentes entre os seis 
grupos de estudo (dados não mostrados).

Com relação ao remodelamento das vias aéreas 
inferiores, o grupo sensibilizado apenas com ácaro 

(Derp) teve maior área de colágeno do que o controle 
negativo (Sal), conforme apresentado na Figura 4. Os 
grupos sensibilizados com salina e que receberam 
uma das vacinas, DT ou DTPw, tiveram redução da 
área de colágeno em relação ao controle negativo. 
Além disso, entre os três grupos sensibilizados com 
Derp, houve uma redução gradativa da área de co-
lágeno de acordo com a cobertura vacinal. O grupo 

Figura 3
Celularidade total (3A), contagem de macrófagos (3B) e linfócitos (3C) no lavado-broncoalveolar (BAL) em 104 células/mL

Sal = Salina, DT = vacina dupla infantil (toxoide tetânico e diftérico), DTPw = vacina tríplice bacteriana (toxoide tetânico, diftérico e Pertussis whole-cell ), 
Derp = Dermatophagoides pteronyssinus.

3A. a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal); b p < 0,05 em relação ao controle positivo (Derp); c p < 0,05 em relação ao Derp-DT. 

3B. a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal); b p < 0,001 em relação ao controle positivo (Derp); c p = 0,01 em relação ao Derp-DT.

3C. a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal).

Figura 4
Colágeno na região peribroncovascular assinalado com setas brancas. Nota-se um predomínio no grupo Derp em relação aos 
demais grupos (Picrosírius, aumento 400x) (4A) e área de colágeno peribroncovascular em % (coloração Picrosírius) (4B)

a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal), b p < 0,05 em relação ao controle positivo (Derp), c p < 0,05 em relação ao Derp-DT.

Sal = Salina, DT = vacina dupla infantil (toxoide tetânico e diftérico), DTPw = vacina tríplice bacteriana (toxoide tetânico, diftérico e Pertussis whole-cell ), 
Derp = Dermatophagoides pteronyssinus.
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Derp-DT teve menor deposição de colágeno do que o 
grupo Derp e, por sua vez, o grupo Derp-DTPw teve 
deposição ainda menor (Figura 4). 

Não foi possível encontrar níveis detectáveis das 
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-g no homogenato 
pulmonar (dados não mostrados). Houve incremento 
do TGF-b apenas no grupo Derp em comparação 
ao Sal e ambas as vacinas levaram à redução dos 
níveis dessa citocina, sem diferença entre elas 
(Figura 5). 

Figura 5
Dosagem de Fator de transformação de crescimento cres-
cimento b (TGF-b) no homogenato pulmonar por ensaio 
imunoenzimático (ELISA) em pg/mL 
a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal).

Sal = Salina, DT = vacina dupla infantil (toxoide tetânico e diftérico), DTPw = 
vacina tríplice bacteriana (toxoide tetânico, diftérico e Pertussis whole-cell ), 
Derp = Dermatophagoides pteronyssinus.

Em relação às vias aéreas superiores, houve 
aumento do infiltrado inflamatório às custas de 
leucócitos polimorfonucleares (PMN) no epitélio 
nasal no grupo Derp em relação aos grupos salina, 
conforme demonstrado na Figura 6. Essa elevação 
foi inibida pelas vacinas DT e DTPw, sendo que o 
grupo Derp-DT teve níveis inferiores aos grupos 
Derp e Derp-DTPw (Figura 6).

Já a área de muco no epitélio nasal foi maior no 
grupo Derp e Derp-DT em relação aos controles 
(Figura 7). A vacina DTPw reduziu essa área para 
níveis inferiores aos grupos Derp e Derp-DT, alcan-
çando níveis semelhantes ao grupo Sal (Figura 7).

a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal), b p < 0,05 em relação ao 
controle positivo (Derp), c p < 0,05 em relação ao Derp-DTPw.

Sal = Salina, DT = vacina dupla infantil (toxoide tetânico e diftérico), DTPw = 
vacina tríplice bacteriana (toxoide tetânico, diftérico e Pertussis whole-cell ), 
, Derp = Dermatophagoides pteronyssinus.

Figura 6
Densidade de leucócitos polimorfonucleares (PMN) no epitélio 
nasal em 104 células/µm (hematoxilina-eosina)

Discussão

O presente estudo é o primeiro a utilizar a com-
binação das vacinas disponíveis comercialmente, 
a dupla infantil contra difteria e tétano (DT) e a 
tríplice bacteriana contra difteria, tétano e coque-
luche (pertussis whole-cell - DTPw), com o ácaro 
da poeira Dermatophagoides pteronyssinus (Derp) 
em um modelo experimental de doença respiratória 
alérgica crônica.

Até o presente momento, apenas um estudo havia 
avaliado a relação entre doença respiratória alérgica 
por ácaro (D. farinae) e imunização com pertussis 
inativada num modelo em ratos22. Dong et al. apli-
caram a bactéria inativada pelas vias intraperitoneal 
ou intratraqueal, o que levou a um agravamento da 
inflamação pulmonar e aumento dos níveis de IgE e 
IgG específicas no BAL dos grupos que receberam 
pertussis como adjuvante22. Porém, não houve dife-
rença nos níveis de Ig séricas entre os grupos que 
receberam ou não a vacina.

Estudos preliminares levavam a crer que a B. 
pertussis induziria tanto uma resposta TH1 como 
TH2, com grande produção de IgE, o que não foi 
confirmado em trabalhos mais recentes de melhor 
desenho experimental19,31. Em 2004, Kim et al. 
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a p < 0,05 em relação ao controle negativo (Sal), b p < 0,05 em relação ao 
controle positivo (Derp), c p < 0,05 em relação ao Derp-DTPw.

Sal = Salina, DT = vacina dupla infantil (toxoide tetânico e diftérico), DTPw = 
vacina tríplice bacteriana (toxoide tetânico, diftérico e Pertussis whole-cell ), 
Derp = Dermatophagoides pteronyssinus.

Figura 7
Área de muco ácido do epitélio nasal, medida em µm2 (peri-
ódico de Schiff e azul alciano - PAS/AB)

demonstraram que, num modelo de doença alérgica 
induzida por OVA, a vacina Pw levou a uma diminuição 
da inflamação pulmonar, do infiltrado eosinofílico e da 
hiper-responsividade das vias aéreas, com redução 
das citocinas TH2, IL-4 e IL-5, sem incremento de 
IL-2 e IFN-g 26. Em nosso experimento, mostramos 
que houve redução da IgE específica, da inflamação 
nasal e pulmonar, bem como do remodelamento e dos 
níveis de TGF-b nos animais vacinados com Pw.

Alguns achados do presente estudo são inéditos 
e relevantes. Inicialmente, não era conhecido o perfil 
de segurança da associação entre as vacinas DT e 
DTPw ao extrato liofilizado de Derp por via subcutâ-
nea. Tal esquema mostrou-se seguro neste modelo 
experimental, já que não houve nenhum óbito ou 
evento adverso maior nos animais que receberam 
as vacinas, tanto isoladamente como em conjunto 
com Derp.

Ainda de forma destacada, mostramos que os 
dois esquemas vacinais podem ter papel protetor 
na doença atópica respiratória. Apenas o estudo de 
Gruber et al., publicado em 2006, havia avaliado o 
impacto dessas duas vacinas em modelos de doença 
respiratória alérgica28. Nele, comparou-se o efeito 
das duas vacinas num modelo de alergia induzido 
por OVA, e houve papel protetor, particularmente da 
tríplice bacteriana, com um desvio da resposta TH2 
para TH128.

Nossos dados mostraram que as vacinas DT e 
DTPw inibiram a resposta inflamatória alérgica. Houve 
diminuição da IgE específica anti-Derp nos animais 
vacinados com DT, o que foi ainda mais evidente no 
grupo DTPw, mostrando um papel adjuvante da per-
tussis na modulação da resposta TH2 (Figura 2).

Por outro lado, o modelo experimental desenvolvi-
do por nós e utilizado neste estudo não foi capaz de 
induzir uma resposta inflamatória eosinofílica (dados 
não mostrados). Em estudo previamente publicado 
por nosso grupo29, no qual fizemos uma avaliação 
da dose-resposta (50 versus 500 µg de Derp por 
aplicação) e definimos a via s.c. como superior à 
i.p., houve um infiltrado eosinofílico significante nos 
animais sensibilizados e desafiados com Derp29. 
Como não conseguimos replicar essa inflamação nos 
animais definidos como controles positivos (grupo 
Derp), ficou inviável analisar o efeito das vacinas 
na eosinofilia do trato respiratório inferior. 

O que observamos no presente estudo foi a 
ocorrência de uma resposta inflamatória celular, às 
custas principalmente de macrófagos e também de 
linfócitos (Figura 3). A vacina DTPw foi capaz de inibir 
o influxo de macrófagos nas vias aéreas inferiores 
(Figura 3B). Lee et al. demonstraram que macrófa-
gos alveolares têm participação na inflamação de 
perfil TH2 e esse processo é reduzido em modelos 
animais que utilizam linhagens knock-out para essas 
células32. Além disso, a linhagem de macrófagos M2, 
particularmente, parece ter influência na regulação de 
doenças inflamatórias não-infecciosas, inclusive indu-
zindo o remodelamento33. Contudo, os mecanismos 
pelos quais os macrófagos participam da perpetuação 
da inflamação e da indução do remodelamento na 
asma ainda não são conhecidos. 

Levando-se em consideração o princípio das 
“Vias Aéreas Unidas”, utilizamos neste modelo a 
via i.n. para desafio com o Ag e analisamos dois 
desfechos de inflamação nas vias aéreas superiores. 
Tanto o infiltrado inflamatório, às custas de PMN, 
como a área de muco ácido no epitélio nasal foram 
elevados no grupo Derp, mostrando que o modelo 
foi eficiente na indução de rinite. Isso permitiu que 
confirmássemos, mais uma vez, o papel imunomo-
dulador de Pw. A vacina reduziu a inflamação PMN 
e a área de muco ácido (Figuras 6 e 7). Embora 
o efeito da vacina dupla infantil no infiltrado PMN 
nasal tenha sido superior ao da tríplice, apenas a 
vacina que continha Pw levou à redução do muco 
ácido, trazendo-o a níveis similares aos do grupo 
salina (Figura 7).
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Talvez o achado mais importante do nosso estu-
do tenha sido o do remodelamento das vias aéreas 
inferiores. Embora não tenhamos conseguido induzir 
inflamação eosinofílica pulmonar e encontrar citoci-
nas de perfil TH2 no tecido pulmonar, detectamos 
aumento da deposição de colágeno nesse tecido. 
Como apresentado na Figura 4, o grupo Derp apre-
sentou aumento da área de colágeno em relação ao 
grupo salina e esse efeito foi minimizado por DT e 
DTPw. Não encontramos nenhum estudo anterior de 
tais vacinas em modelos de alergia respiratória que 
incluíram o desfecho remodelamento.

A ocorrência de remodelamento das vias aéreas 
inferiores na ausência de eosinofilia ainda não foi 
descrita na literatura. Braunstahl et al. estudaram 
pacientes com rinite, com ou sem asma, e controles 
saudáveis, e confirmaram que ocorre remodelamento 
das vias aéreas inferiores nos pacientes com rinite, 
mesmo sem asma34. Entretanto, também havia níveis 
mais elevados de eosinófilos no epitélio brônquico 
deste grupo em relação aos controles normais61. 
Nosso estudo se mostrou pioneiro em documentar 
remodelamento das vias aéreas inferiores, indepen-
dentemente da presença de citocinas TH2 e dos 
eosinófilos. Não sabemos, contudo, até que ponto os 
macrófagos e linfócitos encontrados no BAL participa-
ram desse processo. A única citocina quantificável no 
homogenato pulmonar foi o TGF-b, tradicionalmente 
associado ao processo de remodelamento35,36. O 
grupo controle positivo, Derp, teve níveis superiores 
de TGF-b em relação ao grupo salina, e as duas 
vacinas modularam esse efeito (Figura 5). É possível 
que o TGF-b tenha sido a citocina implicada no remo-
delamento encontrado em nossos animais. Contudo, 
dada a impossibilidade de dosar as demais citocinas 
pelo método empregado, não foi possível descrever o 
mecanismo envolvido em todo esse processo. 

Demonstramos que as duas vacinas foram capa-
zes de reduzir o remodelamento do tecido pulmonar 
dos animais em comparação a seus respectivos con-
troles. Pode-se notar que, nos animais sensibilizados 
e desafiados com o ácaro, o componente Pw levou 
a uma proteção adicional, sugerindo realmente um 
papel de modulação da resposta imune.

A independência da presença do eosinófilo como 
célula de destaque na inflamação foi outro dado in-
teressante de nosso estudo. Embora não tenhamos 
conseguido induzir um infiltrado eosinofílico significa-
tivo com este modelo, o depósito de fibras colágenas, 
configurando o remodelamento no tecido pulmonar, 
ocorreu de forma proeminente. O eosinófilo é descri-

to como o principal responsável pelo dano tecidual 
crônico e pelo remodelamento das vias aéreas na 
asma, mas sua real ação patogênica ainda não está 
elucidada37.

Em 2011, Fattouh et al. utilizaram duas formas de 
minimizar a presença do eosinófilo nas vias aéreas 
de camundongos num modelo de doença alérgica 
induzida por ácaro38. Os autores administraram o 
anticorpo anti-CCR3, que depleta seletivamente os 
eosinófilos, e usaram também duas linhagens de ca-
mundongos deficientes nessas células, DdblGATA e 
a linhagem transgênica PHIL, de modo a investigar o 
real papel do eosinófilo na patogênese da sensibiliza-
ção, inflamação e remodelamento38. Foi demonstrado 
que, mesmo nos animais depletados de eosinófilos, 
houve resposta IgE-mediada, inflamação TH2, hiper-
responsividade e remodelamento, por vezes similar à 
dos animais não depletados, sugerindo uma importân-
cia menor dessas células do que antes imaginado38. 
Nossos dados corroboram esses achados e sugerem 
a necessidade de se aprofundarem as pesquisas 
sobre a verdadeira importância dos eosinófilos na 
patogênese da doença alérgica.

Nosso estudo apresenta algumas limitações. Em 
primeiro lugar, pelo fato de não ocorrer eosinofilia 
pulmonar nos animais sensibilizados com Derp. Além 
disso, não foi possível encontrar níveis detectáveis 
das principais citocinas de perfil TH1, TH2 e da IL-10 
no homogenato pulmonar, o que dificulta a compre-
ensão dos mecanismos imunopatológicos envolvidos 
na gênese da doença e na modulação pelas vacinas 
estudadas.

Entendemos que o Ag aplicado via s.c. na primeira 
etapa foi eficaz na indução da sensibilização, pois 
ocorreu formação de IgE, IgG1 e IgG2a específicas 
(Figura 2). No entanto, acreditamos que o ácaro apli-
cado por via i.n. na segunda etapa (desafio), com os 
animais acordados (não anestesiados), não atingiu 
à via aérea inferior. Caso o Ag tivesse alcançado a 
árvore brônquica, todo o processo patológico que 
compõe a asma alérgica (eosinofilia, citocinas TH2, 
hiper-responsividade e remodelamento) teria sido 
completo.

Southam et al., em 200239, e Siddiqui et al., em 
200840, já haviam demonstrado que o desafio pela 
via i.n. sem uso de anestesia leva à menor deposição 
da substância no trato respiratório inferior. Assim, 
como nossos animais não foram anestesiados para o 
desafio, é provável que parte do extrato administrado 
i.n. não tenha atingido os pulmões. Com isso, apenas 
a parte realmente inalada e o componente “Vias 
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Aéreas Unidas” justificaria o achado de aumento de 
mononucleares no BAL e remodelamento pulmonar. 
O uso de anestésico em baixa dose durante o desafio 
ou mesmo a aplicação do alérgeno por via i.t. teria 
corrigido essas dificuldades. 

As vacinas dupla adulto (DT) e tríplice bacte-
riana (DTPw) mostraram-se seguras quando ad-
ministradas em associação ao extrato liofilizado de 
D. pteronyssinus por via s.c. As duas estratégias 
levaram à diminuição da sensibilização alérgica, da 
inflamação nasal e pulmonar e do remodelamento 
das vias aéreas inferiores neste modelo experimental 
de doença respiratória alérgica crônica induzida por 
ácaro, sendo que o componente Pw foi associado 
a todos esses desfechos.

O presente estudo pode ser útil na melhor compre-
ensão da relação entre imunização anti-infecciosa e 
doença alérgica, bem como no melhor entendimento 
da relação entre a bactéria B. pertussis, sua vacina 
Pw e a alergia respiratória. Estudos futuros nessa 
linha de pesquisa podem levar ao desenvolvimento 
de novos adjuvantes bacterianos para IT alérgeno-
específica.
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