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RESUMO 

 

Introdução: Pesquisas sobre novas terapias em asma deveriam ter como alvo a 

mudança na resposta imune antes da expressão da doença, com fármacos ou substâncias 

capazes de modificar os fenótipos das células T no início da vida. O melhor momento 

para intervenções terapêuticas em asma, com este objetivo, ainda não está claro e 

estabelecido. 

Objetivos: analisar o efeito da exposição de extrato parasitário de 

Angiostrongylus cantonensis em diferentes momentos do modelo murino de resposta 

pulmonar alérgica a ovalbumina.  

Métodos: Extrato de Angiostrongylus cantonensis foi injetado por via 

intraperitoneal (i.p) em camundongos BALB/c adultos, em 3 diferentes momentos do 

protocolo de resposta pulmonar alérgica a ovalbumina (OVA): 3 semanas antes 

(intervenção precoce; período neonatal), 1 semana antes (pré-sensibilização), e 3 

semanas depois do início do protocolo de OVA (pós-sensibilização). Foram mensuradas 

a contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA), os níveis de 

peroxidase eosinofílica (EPO) e alterações histológicas no tecido pulmonar. 

Resultados: No grupo com intervenção neonatal houve redução significativa da 

contagem total de células (p=0,01), de neutrófilos (p=0,015) e linfócitos (p=0,01) no 

LBA e de EPO no tecido pulmonar (p=0,008). A análise histológica demonstrou uma 

redução do infiltrado pulmonar eosinofílico peribrônquico e perivascular mais acentuada 

no grupo com intervenção precoce. 

Conclusões: O período neonatal foi o momento onde o extrato parasitário foi 

mais eficaz em inibir a resposta pulmonar alérgica em camundongos. O melhor 

momento para testar novas terapias imunomoduladoras em asma de origem atópica 

parece ser os primeiros meses de vida. 

Descritores: atopia, asma, camundongos, helmintos, parasitas 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Studies on novel therapies for atopic asthma should focus on 

modulating the immune response before diseases expression, with drugs or products 

capable of modifying T-cell phenotypes in early life. The best moment for therapeutical 

interventions with this objective is not clear and well established. 

Aims: To analyze the effect of exposition to Angiostrongylus cantonensis extract 

in different moments on a murine model of allergic pulmonary response to ovalbumin. 

Methods: Angiostrongylus cantonensis extract was injected intraperitoneally in 

adult BALB/c mice, in 3 different moments of ovalbumin (OVA) protocol: 3 weeks 

prior (early intervention; neonatal period), 1 week prior (pre-sensitization) and 3 weeks 

after OVA protocol (post-sensitization). Total and differential cell counts were measured 

in bronchoalveolar lavage (BAL). Eosinophil peroxidase (EPO) and histological analisys 

from lung tissue were perfomed. 

Results: In the early intervention group, total cell counts (p=0.01), neutrophils 

(p=0.015), lymphocytes (p=0.01) from BAL and EPO (p=0.008) in lung tissue were 

reduced, when compared to the control group. Histological analysis showed a marked 

reduction in eosinophil infiltration in the airways of animals with early intervention. 

Conclusions: Neonatal period was the moment when parasite extract was more 

efficacious to inhibit eosinophilic pulmonary inflammation in mice. The first months of 

life seem to be the best period to test novel immunomodulatory therapies in atopic 

asthma. 

Key words: atopy, asthma, mice, helminths, parasites 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

 

1.1 Introdução 

 

A asma brônquica de origem atópica afeta 10-20% da população em países 

desenvolvidos. É considerada a doença crônica mais comum na infância, com elevadas 

taxas de morbidade e altos custos aos sistemas de saúde. Caracterizada por limitação do 

fluxo aéreo e hiperresponsividade das vias aéreas inferiores, a inflamação brônquica 

exerce um papel central na fisiopatogenia da doença. A partir da sensibilização a 

alérgenos específicos, diversas células, citocinas e mediadores inflamatórios participam 

da resposta imune e inflamação tecidual.1-3  A resposta imune de característica alérgica é 

determinada precocemente na vida de um indivíduo, fazendo deste período, um 

momento crítico para intervenções terapêutico-preventivas.4-6  

Atualmente, o tratamento anti-inflamatório mais eficaz para a inflamação crônica 

das vias aéreas na asma é o glicocorticóide. No entanto, este medicamento não é isento 
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de efeitos adversos e é incapaz de inibir a inflamação ou resposta imune alérgica de 

forma irreversível. Com isto, grupos de pesquisa no mundo têm estudado intensamente 

substâncias e fármacos novos que apresentem um efeito inibidor da resposta imune 

alérgica, com enfoque maior na intervenção o mais precoce possível na vida do 

indivíduo, particularmente buscando a prevenção primária da doença.7-10 

Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do momento de 

exposição a estímulos precoces à resposta imune em relação ao desenvolvimento de 

asma de origem atópica, utilizando um modelo murino de resposta pulmonar alérgica, 

através da exposição a um extrato parasitário. 

 

1.2 Asma brônquica 

 

A asma é uma doença crônica das vias aéreas inferiores que ocorre em todas as 

idades, mas afeta principalmente as crianças e adolescentes, caracterizando-se por 

inflamação das vias aéreas inferiores. O aumento na prevalência da asma nas ultimas 

três décadas tem ocasionado um evidente impacto na qualidade de vida dos pacientes e 

nos custos de saúde publica.1 

Dados do ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhod) 

demonstraram um aumento na prevalência da doença em países da América Latina, 

alcançando patamares semelhantes a países com alta prevalência da doença, como 

Inglaterra, Austrália e Nova Zelândia. As prevalências em adolescentes latino-
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americanos variam de 5 a 10% no México e na Argentina, e de 20 a 25% no Brasil, Peru 

e Costa Rica.11-15 

A asma é a terceira maior causa de admissão em hospitais públicos no Brasil, 

com mortalidade estimada em 1,5 mortes por 1000 habitantes. Dados de uma pesquisa 

realizada recentemente em Salvador com pacientes asmáticos adultos demonstraram 

gastos de aproximadamente US$ 2.955,00/ano por família. 14-16 

A resposta para entender o aumento de asma em muitas populações nas últimas 

décadas tem sido pesquisada por diversos grupos de pesquisa em todo o mundo, 

particularmente a busca do entendimento em relação às diferenças de prevalência que 

ocorrem entre países industrializados/populações urbanas e países em 

desenvolvimento/populações rurais.17,18  

A observação de que a alergia era menos prevalente nos países em 

desenvolvimento, especialmente em áreas rurais, levou os pesquisadores a tentar 

identificar no ambiente a presença de fatores protetores contra o desenvolvimento das 

doenças alérgicas.19,20  Vários estudos demonstraram existir uma relação inversa entre a 

prevalência de alergia e a presença de infecções, principalmente aquelas ocorridas nos 

primeiros anos de vida.21,22  A diminuição das infecções de um modo geral, ocorrida nos 

países desenvolvidos, com o advento dos antibióticos, vacinas, cuidados dietéticos, entre 

outros fatores, tem sido uma das explicações mais prováveis encontrada pela maioria dos 

autores para entender o aumento da prevalência de alergias nos países industrializados. 

Esta teoria que defende a existência de uma relação causal inversa entre infecções e 

alergia foi chamada ”hipótese da higiene” 23-26 
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1.3 Asma e parasitose 

 

As infecções por helmintos, em particular, têm sido alvo de interesse de grande 

parte dos pesquisadores que estudam as doenças atópicas, tentando descobrir um fator 

protetor presente nas infecções por parasitas que possa ser utilizado para prevenir ou 

atenuar o desenvolvimento das doenças alérgicas, especialmente a asma brônquica. Os 

parasitas, principalmente durante as infecções crônicas, demonstram grande capacidade 

de interferir no sistema imune do hospedeiro, reduzindo a resposta linfocitária Th2. Esta 

regulação permite que o parasita infecte o hospedeiro por anos, sem ser eliminado. Além 

da vantagem de apresentar potentes efeitos regulatórios, os parasitas são altamente 

prevalentes em todo o mundo, sendo que a exposição costuma ocorrer precocemente nas 

áreas endêmicas.27-30 

O mecanismo da hipótese da higiene ainda tem sido baseado em suposições 

originadas de estudos epidemiológicos e de alguns estudos em modelos animais.31-33  A 

primeira explicação seria a de que a exposição da criança a infecções, causaria um 

estímulo Th1, com predominância deste fenótipo de células T, e conseqüente inibição de 

linfócitos Th2. Esta predominância da ativação de resposta Th1 em relação a Th2 

reduziria a chance da criança de expressar doenças alérgicas. No entanto, como os 

parasitas também induzem uma resposta Th2 no hospedeiro, os pesquisadores 

começaram a investigar outros mecanismos para explicar a inibição do processo alérgico 

pelos parasitas nesta situação.34-37 
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Estudos mais recentes demonstraram que a infecção parasitária crônica estimula 

a produção de interleucina (IL)-10 e fator de crescimento transformador-β (TGF-β) pelas 

células apresentadoras de antígenos, assim como estimula a ação dos linfócitos T 

reguladores (Treg). Estas células T e as citocinas reguladoras parecem interferir 

diretamente no desenvolvimento de alergia, inibindo a degranulação de mastócitos e 

proliferação de células Th2. Desta forma, os parasitas poderiam atuar em um hospedeiro 

inibindo a diferenciação e ativação de linfócitos Th2, e conseqüentemente a doença 

alérgica, através da ativação de linfócitos Treg.38-40  

A complexidade da hipótese da higiene e do entendimento dos seus mecanismos 

advém das diversas variáveis que estão envolvidas em estudos epidemiológicos. O 

parasita pode ser protetor ou indutor de asma e alergia, podendo estar relacionado a cada 

tipo de parasita envolvido, a carga de infecção, a característica genética do paciente, ao 

tempo de exposição (intra-útero, primeiro ano de vida, idade adulta), e a outros fatores 

ambientais (poluição, dieta, presença de outras infecções). Talvez por este motivo ainda 

exista alguns resultados controversos na literatura, com alguns estudos encontrando uma 

relação entre aumento da prevalência de asma e infecção parasitária.27,28,30 

Desde a descrição inicial da hipótese da higiene por Strachan em 1989 24, foram 

publicados vários estudos epidemiológicos importantes que contribuíram para o 

entendimento desta complexa relação.41-54  
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1.3.1 Estudos epidemiológicos 

 

A maioria dos estudos epidemiológicos em crianças e adultos, com todas as suas 

limitações em relação a fatores de confusão desse tipo de delineamento, demonstram que 

a exposição a parasitas parece proteger contra o desenvolvimento de atopia e asma. 

Cooper e colaboradores encontraram uma redução do risco de atopia em crianças 

escolares com infecções por geo-helmintos no Equador. Estas crianças apresentavam 

menor prevalência de teste cutâneo positivo.52,53 Scrivener e colaboradores, estudando 

uma população da Etiópia, demonstrou que a presença de altas cargas de parasita no 

hospedeiro parece prevenir sintomas de asma em pacientes atópicos.51 

De forma semelhante, um estudo realizado em crianças africanas demonstrou que 

a presença de infecção por Schistosoma haematobium reduziu o desenvolvimento de 

atopia, com participação da IL-10 no mecanismo de inibição.50 No Brasil, Medeiros e 

colaboradores desenvolveram um estudo prospectivo para analisar o curso da asma em 

pacientes também com esquistossomose. Os autores demonstraram que os pacientes com 

asma infectados com Schistosoma mansoni, provenientes de uma área rural, 

apresentavam doença respiratória de curso mais benigno, quando comparados a 

pacientes asmáticos sem esquistossomose, que moravam tanto na área rural como em 

área urbana.54 

Desta forma, a maioria dos estudos encontrou uma relação inversa entre parasitas 

e alergia. No entanto, estudos realizados em populações humanas, em virtude das 
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múltiplas variáveis de confusão envolvidas, dificultam o estudo dos mecanismos desta 

complexa relação. 

Estudos em modelos animais podem facilitar o entendimento dos mecanismos de 

ação envolvidos nas alterações imunológicas decorrentes de infecções, e suas possíveis 

influências no desenvolvimento de atopia. O modelo de resposta pulmonar eosinofilica 

em camundongos, através da sensibilização dos animais com ovalbumina (OVA), 

demonstrou ser um modelo interessante para estudar a reação inflamatória alérgica 

pulmonar. Muitos autores têm utilizado um modelo de infecção parasitária em murinos, 

tanto diretamente com a inoculação do parasita, quanto com a inoculação de extratos 

protéico dos mesmos. Desta forma, pode se controlar muitos fatores de confusão 

presentes nos estudos epidemiológicos, e que podem dificultar o entendimento da 

relação causal entre atopia e parasitose.35,55-57 

Com estudos em modelos animais, os pesquisadores podem utilizar animais com 

a mesma característica genética, controlar os fatores ambientais, determinar a carga de 

infecção, o momento da exposição, reduzindo significativamente os fatores de confusão 

presentes em estudos epidemiológicos.  

 

1.3.2 Estudos em animais 

 

Em estudos experimentais, o efeito inibitório na resposta alérgica de animais 

expostos a helmintos é bastante clara e consistente na literatura. Wang e colaboradores, 
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infectando camundongos BALB/c com Strongyloides stercoralis, encontraram uma 

significativa inibição da resposta pulmonar alérgica nesses animais.58  

Lima e colaboradores realizaram estudo utilizando extrato protéico de Ascaris 

sum em camundongos BALB/c de duas linhagens, encontrando um efeito supressor do 

extrato na inflamação pulmonar alérgica, com redução do número de eosinófilos, IL-4, 

IL-5, eotaxina, e peroxidase eosinofílica (EPO) nos pulmões.59 Nosso grupo de pesquisa 

também demonstrou que, tanto infecção quanto exposição a extrato de helminto 

(Angiostrongylus costaricensis) em camundongos BALB/c, inibe a inflamação pulmonar 

eosinofílica.60,61Estes resultados foram repetidos por outros autores, utilizando outros 

helmintos.62-66  

Os resultados desses estudos em animais tem resultado em uma reflexão sobre 

potenciais rumos de pesquisa em intervenção na modulação do sistema imune no 

desenvolvimento de atopia e expressão de doenças alérgicas, principalmente em linhas 

de pesquisa com enfoque no momento da intervenção em relação à sensibilização aos 

alérgenos.  

 

1.4 Desenvolvimento da resposta imune na asma atópica 

 

Atopia é uma característica hereditária que predispõe o indivíduo a doenças 

alérgicas (asma, rinite e eczema), mediadas pela sensibilização a antígenos através da 

produção de IgE. A progressão entre a sensibilização a um alérgeno até a expressão de 
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uma doença atópica não é um evento constante e “automático”. Indivíduos atópicos 

podem não desenvolver doença alérgica e este fato ainda não é bem compreendido. 

Além disto, a razão para a “escolha” de órgãos alvo na doença alérgica (brônquio, nariz 

e pele) está longe de ser esclarecida. No entanto, algumas características do 

desenvolvimento da resposta imune nos primeiros anos de vida em pacientes atópicos 

são, atualmente, melhor compreendidas e facilitam o entendimento para futuras 

pesquisas na área de tratamento e prevenção da asma.3,29 

Na parte central da resposta imune alérgica de um indivíduo encontram-se as 

células T CD4+ de memória. Os linfócitos T auxiliares T podem diferenciar-se em Th1, 

Th2, Treg e Th17. No desenvolvimento de atopia, três fenótipos principais de linfócitos 

têm sido amplamente estudados e exercem um papel importante: as células Th1, Th2 e 

Treg. A diferenciação de células Th1, especializadas no combate a infecções, são 

estimuladas por agentes infecciosos e inibem a resposta Th2. Os linfócitos Th2 se 

diferenciam através do contato com alérgenos ou parasitas, e são característicos da 

doença alérgica. As células Treg apresentam funções essenciais no controle da resposta 

imune, sendo ativadas por diversos estímulos.3,5 

Os linfócitos Th2 são programados para produzir citocinas específicas (IL-4, IL-

5, IL-9, IL-13) que sustentam a inflamação aguda e persistente nos brônquios de 

crianças com asma (produção de IgE, recrutamento/ativação de eosinófilos e 

broncoconstrição). Surpreendentemente, a diferenciação das células T para células Th2 

ocorre inicialmente in utero, provavelmente devido a inibição da resposta Th1, com 

produção de IFN-γ, que é tóxico para a placenta. Após o nascimento, este tipo de 
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resposta linfocitária Th2 é reduzida em indivíduos não atópicos, possivelmente ativada 

por antígenos ambientais, desviando-se para uma diferenciação predominante de 

linfócitos Th1.67-70 

Em atópicos, este processo pós-natal parece ser retardado ou inibido. Além disto, 

um excesso de estímulos microbianos e infecciosos no início da vida pode explicar a 

reduzida prevalência de doenças alérgicas em populações de países desenvolvidos. A 

maturação da função imune pós-natal parece estar totalmente desenvolvida já antes da 

idade pré-escolar. Assim, populações de linfócitos T de memória, com suas respectivas 

características de diferenciação e predomínio de subtipos, já devem estar estabelecidas 

nesta idade. Estes achados permitem especular que somente antes dos 2 ou 3 anos de 

idade que intervenções no sistema imune podem alterar o processo de desenvolvimento 

de uma doença inflamatória tal como a da asma. 70-72  

No presente estudo, a exposição a extrato parasitário poderia modificar a resposta 

alérgica, e este efeito poderia ser dependente do momento da exposição. A figura a 

seguir, apresentada em um artigo de revisão de Cooper e colaboradores em 2006, ilustra 

os momentos de potencial intervenção com produtos parasitários que podem influir na 

“marcha” atópica.30 
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Figura 1- Modelo conceitual demonstrando os estágios da história natural da alergia em que a 
exposição a geohelmintos pode alterar o desenvolvimento de atopia e doença 
alérgica. Quatro exposições são apresentadas: A) exposição precoce interferindo no 
desenvolvimento da resposta imune regulatória; B) exposição que precede a 
sensibilização precoce por IgE ao alérgeno; C) exposição posterior à sensibilização 
modula a resposta a teste cutâneo; e D) exposição modula a inflamação alérgica 
através da ação direta no pulmão. (Figura retirada do artigo de Cooper, com legenda 
adaptada; Cooper et al. Br Med Bul 2006;79:203-18). 

 

Os medicamentos correntemente disponíveis para tratamento da asma atópica e o 

esforço mundial em pesquisas para desenvolvimento de novos fármacos tem enfocado 

particularmente as intervenções do tratamento na doença já estabelecida, muito adiante 

na “marcha” atópica de cada indivíduo. Além disto, os tratamentos disponíveis para 

asma persistente moderada a grave podem apresentar efeitos colaterais indesejáveis e 

não resultam. Desta forma, conforme as evidências acumuladas e apresentadas 

anteriormente sobre o desenvolvimento da resposta imune, torna-se muito atraente 

enfocar as pesquisas de novas terapias para asma na prevenção primária da doença. É 
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intervindo precocemente em pesquisas com asma, principalmente na resposta de células 

T, que pode se descobrir algum fármaco com potencialidade para evitar que a doença se 

estabeleça ou para reduzir a intensidade desta.18,22,27,30  

Somando os dados sobre o sistema imune descobertos a partir dos estudos em 

modelos animais, com as observações relatadas em diversos estudos epidemiológicos, 

supõe-se que quanto mais precoce for a exposição do indivíduo ao parasita, mais intensa 

seria a modulação do sistema imune, alterando a genética Th1/Th2 e a predisposição à 

alergia. 

Observou-se que as células humanas neonatais proliferam em resposta a 

antígenos que atravessam a placenta: aerolaergenos, infecções e vacinas. Quando se 

detecta IgE antígeno-especifico no cordão umbilical, demonstra-se que as células fetais 

T e B apresentam uma resposta antigênica especifica. Foi verificado que crianças 

nascidas de mães que tiveram infecção por Ascaris lumbricoides durante a gestação 

apresentavam resposta imune específica a este parasita ao nascimento. De forma 

semelhante, foi observado que a prole de gestantes de aéreas rurais, principalmente 

aquelas que trabalhavam nos estábulos durante a gravidez, com exposição direta a altos 

níveis de endotoxinas, apresentavam menores índices de atopia quando comparadas a 

outras gestantes sem a mesma exposição ambiental.73-76  

Temos poucos estudos avaliando a função do sistema imune fetal e neonatal em 

humanos, por evidentes limitações éticas. Os poucos estudos existentes avaliaram a 

resposta imune em sangue de cordão umbilical. Com estas evidências, ainda há dúvidas 

sobre se esta resposta precoce do sistema imune fetal desenvolveria uma memória 
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imunológica, ou seria apenas uma resposta inicial inespecífica. Acredita-se que a 

maturidade do sistema imune ocorra próxima aos anos pré-escolares, com algumas 

funções só alcançadas na adolescência.77-81 

 

1.5 Perguntas do estudo 

 

O modelo experimental de asma em camundongos foi primeiramente descrito em 

1994, contribuindo para o entendimento da fisiopatogenia da doença e permitindo testar 

fármacos em estudos pré-clínicos. O protocolo envolvendo camundongos BALB/c com 

indução de resposta pulmonar eosinofilica através da ovalbumina é amplamente 

utilizado.55-57,82 Determinar o momento ideal para expor um animal ou indivíduo a novas 

terapias em asma é uma questão premente. Da mesma forma, é necessário definir se 

existe a construção de uma memória imunológica em células T em relação ao efeito 

supressor de um fármaco ou substância imunomoduladora. Respondendo a esta pergunta 

poderíamos no futuro definir se os pacientes necessitariam de exposição contínua a 

fármacos, ou se apenas uma dose de exposição no inicio da vida, ou até mesmo na 

gestante, poderia proteger o individuo de desenvolver um fenótipo atópico por toda a 

vida. Independente do tipo de estímulo imunomodulatório, o mais importante nesta 

situação é a chamada “windows of opportunity”, ou seja, a definição do melhor momento 

de intervenção para modificar o sistema imune e a expressão de doenças alérgicas. 

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando em modelo de reação inflamatória 

pulmonar eosinofilica em camundongos há alguns anos, tentando entender esta 
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fascinante relação entre asma e parasitose. Temos trabalhado com extratos parasitários, 

entre eles o do Angiostrongylus cantonensis, este utilizado no presente estudo. Este 

helminto é um parasita nematódeo do rato, que vive em suas artérias pulmonares. Em 

humanos, pode causar um quadro de meningoencefalite eosinofilica.83,84 Nós 

demonstramos que infecção e extratos de Angiostrongylus inibem a resposta eosinofílica 

pulmonar em camundongos.60,61 Desta forma, este helminto foi escolhido para estudar a 

interferência dos momentos de exposição a um extrato deste em um modelo animal em 

relação à inibição de asma. 

Assim, como anteriormente mencionado, as terapias para o tratamento da asma 

brônquica disponíveis até o momento não suprimem totalmente a inflamação crônica dos 

brônquios, nem previnem a expressão da doença. Desta forma, uma questão importante a 

ser esclarecida sobre esta doença é se “intervenções” no sistema imune precoces na vida 

são capazes de inibir significativamente a expressão de asma atópica, e qual o melhor 

momento para utilizá-las com a maior eficácia. Desta forma, as perguntas centrais do 

presente estudo são as seguintes: 

1. O momento de utilização do extrato parasitário altera a resposta pulmonar 

eosinofilica em modelo murino? 

2. O hospedeiro desenvolve uma memória imunológica após a exposição precoce 

ao extrato parasitário? 

3.  Quanto mais precoce a utilização do extrato maior a inibição da resposta 

pulmonar eosinofilica? 
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1.6 Hipótese do estudo 

 

A utilização do extrato parasitário de Angiostrongylus cantonensis inibe a 

resposta pulmonar eosinofílica em modelo murino, e quanto mais precoce a utilização do 

extrato, mais efetiva é esta inibição. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

 

 

A asma é a doença inflamatória crônica mais comum na infância, com 

distribuição mundial e elevada morbidade. A alta prevalência e os custos para o sistema 

de saúde, além da falta de uma prevenção primária eficaz, justificam plenamente os 

investimentos em pesquisas nesta área. 

Diversos estudos epidemiológicos e experimentais já publicados demonstraram 

existir uma relação protetora de infecções em relação ao desenvolvimento de doença 

alérgica. Esses resultados têm motivado os pesquisadores a buscar bioprodutos que 

possam ser potenciais candidatos a novas terapias de prevenção das doenças alérgicas. 

Algumas proteínas tem mostrado potencial de suprimir a resposta alérgica em animais, 

tais como PAS-1 (proteína do Ascaris suum), NES (produtos excretados e secretados 

pelo Nipostrongylus brasiliensis), ASC (extrato do verme adulto do Ascaris suum), entre 

outras.59,66,85 

Com terapias capazes de modificar a resposta imune celular em doenças 

específicas, a busca de maior conhecimento na inibição do desenvolvimento de um 
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fenótipo atópico se torna premente. Estudos em modelo experimental podem permitir o 

entendimento de como antígenos, como os produzidos por parasitas, podem modular o 

sistema imune, principalmente em relação a resposta de células T. O estímulo Th1 ou 

Treg induzido por extrato parasitário, ou a soma dos dois, pode inibir de forma definitiva 

o desenvolvimento de atopia, se este estímulo for introduzido no momento correto, 

possivelmente antes da sensibilização do indivíduo a alérgenos. 

O tratamento farmacológico central da asma tem sido o uso de glicocorticóides, 

com eficácia na inibição da inflamação da via aérea, mas não isento de efeitos adversos. 

Além disso, o momento para utilização de intervenções que modifiquem o sistema 

imune, para se alcançar o máximo de efeito, assim como para manter um período longo 

sem doença alérgica, evitando a necessidade de múltiplas exposições às proteínas 

parasitárias, pode ser melhor entendido e estudado a partir de modelos murinos de 

resposta pulmonar eosinofílica. O objetivo deste estudo é analisar o efeito da exposição 

precoce de um extrato parasitário em modelo murino de doença pulmonar alérgica.  
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3 OBJETIVO 
 

 

 

Avaliar as características da resposta eosinofílica pulmonar em diferentes 

momentos de exposição ao extrato parasitário de Angiostrongylus cantonensis em 

modelo murino.  
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5 MÉTODOS 
 

 

 

5.1 Animais 

 

Foram utilizados 34 camundongos isogênicos da linhagem BALB/c, fêmeas, 

adultos (6-8 semanas de vida), provenientes da Fundação Estadual de Produção e 

Pesquisa em Saúde (FEPPS) do Rio Grande do Sul. Os animais foram divididos em 3 

grupos expostos a extrato de Angiostrongylus cantonensis, e um grupo controle positivo. 

(Tabela 1). 
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Tabela 1- Grupos de camundongos estudados, classificados em relação ao momento da 
intervenção com extrato parasitário. 

 

Grupos Número de animais 

(n=34) 

Controle com OVA n=8 

Neonatal n=10 

Pré-sensibilização n=7 

Pós-sensibilização n=9 

    

Os animais foram criados sob condições de biotério convencional no Instituto de 

Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). Antes e durante a fase experimental, os 

animais foram alimentados com ração balanceada padrão para roedores, receberam água 

ad libitum e foram mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperíodos de 

12 horas claro e 12 horas escuro (06:00/18:00).   

 

5.2 Preparo do extrato parasitário 

 

O parasita escolhido para a realização deste estudo foi o Angiostrongylus 

cantonensis. Os vermes foram congelados em nitrogênio líquido, macerados e 

ressuspendidos em solução isotônica tamponada, com posterior adição de inibidores de 

proteinase. A concentração total de proteínas do extrato foi determinada pelo método de 

Bradford, sendo utilizada uma concentração de 200mg/ml de extrato.1 
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5.3 Administração do extrato parasitário 

 

O extrato foi administrado via intraperitoneal na dose de 200 µl, conforme 

ilustrado na figura 1. O momento de administração foi diferentes nos 3 grupos, conforme 

demonstrado no protocolo a seguir. O grupo controle não recebeu extrato, apenas foi 

submetido ao protocolo da OVA.    

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Administração intraperitoneal em camundongo. 

 

 

5.4 Protocolo de resposta pulmonar alérgica com ovalbumina (OVA) 

 

Os animais foram sensibilizados com OVA (grau V, Sigma, USA) intraperitoneal 

(dose: 100µg, com100µg de Alum) em um intervalo de 14 dias, por 2 vezes (Fig.1). A 
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realização da instilação pulmonar de solução com OVA, foi realizada 11 dias após, 

durante 3 dias seguidos. Esta solução de OVA (100µg) é preparada em 50 µl de solução 

salina a 0,9%. Para facilitar a aspiração pulmonar, os camundongos foram anestesiados 

com halotano por via inalatória, e a OVA foi administrada por via intranasal. (Fig. 2). O 

protocolo e momentos de intervenção com extrato parasitário são ilustrados na Figura 3. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Técnica da administração de ovalbumina intranasal sob anestesia geral. 
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Figura 3- Protocolo de OVA utilizado no estudo. As intervenções com exposição ao extrato 
parasitário foram realizadas nos dias -21, -7 e 21. OVA: ovalbumina, i.p.: 
intraperitoneal, i.n.: intranasal. 

  

 

5.5 Lavado broncoalveolar (LBA) 

 

O LBA foi realizado através da canulação da traquéia com agulha de ponta 

romba, após anestesia com xilazina (100mg/ml):cetamina (100mg/ml), proporção de 1:9 

na solução, dose: 0,1 ml, intraperitoneal (i.p.). Foi injetado e aspirado 1 mL de Solução 

salina tamponada (PBS), por 3 vezes. (Fig.4). Após o procedimento, os animais foram 

sacrificados com doses letais destes fármacos (dose: 0,3 ml, i.p.) e descartados de acordo 

com as normas da instituição. 
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Figura 4- Técnica de lavado broncoalveolar em camundongo. A) dissecção B) canulação da 
traquéia.  

 

5.6 Contagem total de células e exame citológico diferencial do LBA  

 

A amostra de LBA foi pesada e centrifugada (420g, por 2 minutos). O 

precipitado foi suspenso com 1 mL de PBS.  Foi realizada a contagem total de células 

(CTC) e o cálculo da viabilidade celular nesta suspensão, em todas as amostras, através 

do método de exclusão com azul de tripan em câmara de Neubauer (Boeco, Germany). 

Para a análise da citologia diferencial, a suspensão do precipitado foi colocada em 

A) 

B) 
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citocentrífuga (30g, por 5 minutos). As células foram analisadas de acordo com sua 

morfologia, após coloração com May-Grünwald-Giemsa. Os tipos celulares observados 

ao microscópio óptico são expressos em percentagem, após a contagem de 200 células. 

 

5.7 Ensaio de peroxidase eosinofílica (EPO) 

 

Para avaliar atividade eosinofílica no tecido pulmonar foi realizada uma reação 

química de um sobrenadante resultante da maceração do tecido pulmonar com o 

substrato cromogênico OPD (phenylenediamine). Este método permite quantificar a 

reação de enzimas da classe das peroxidases secretadas por eosinófilos, através de uma 

medida de absorbância óptica. Neste método, conforme demonstrado por Strath e 

colaboradores (1985), é possível quantificar a atividade eosinofilica através da reação 

das enzimas (peroxidases) sem interferência de outras peroxidases que possam estar 

presentes no tecido analisado.2 

 Fragmentos do tecido pulmonar foram congelados e descongelados 3 vezes em 

nitrogênio líquido. Após a centrifugação a 4C˚, por 10 minutos, foram realizadas 5 

diluições seriadas do sobrenadante em placas de 96 poços (50µl por poço). Em seguida, 

foi adicionado 100µl de substrato (1,5mM de OPD e 6,6 mM de H2O2 diluídos em 

0,05M de tampão Tris-HCl, PH 8,0). Após 30 minutos, à temperatura ambiente, a reação 

foi interrompida com solução de 1M de ácido sulfúrico e a absorbância das amostras foi 

determinada à 492nm. 
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5.8 Análise histopatológica 

 

Após a realização do LBA, os pulmões foram removidos e formaldeído a 10% 

foi instilado através de coluna de gravidade (20 mmHg). As lâminas foram preparadas a 

partir de blocos de parafina de tecido pulmonar com coloração de hematoxilina-eosina 

(HE), para análise histológica no microscópio óptico, por patologista experiente.   

 

5.9 Ética 

 

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais, 

seguindo o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 

com cuidados especiais para a utilização do menor número de animais e para manejo da 

dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e eutanásia. O presente estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS.3 

 

5.10 Análise estatística 

 

As alterações celulares foram comparados entre os grupos através do teste 

ANOVA, com análise post-hoc por Dunnet. O nível de significância determinado é de 

0,05. O tamanho da amostra calculado foi de 10 animais por grupo em um total de 40 

animais. O cálculo do tamanho amostral foi realizado baseado em estudos prévios do 
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nosso grupo de pesquisa, utilizando como desfecho principal a contagem absoluta de 

eosinófilos no LBA, para uma média de 0,7 x 106 céls/ml , desvio padrão de ± 0,34, 

valor de p=0,05, poder de 80% e diferença entre as médias dos grupos estimada em 

50%. 
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RESUMO 

 

Introdução: Pesquisas sobre novas terapias em asma deveriam ter como alvo a 

mudança na resposta imune antes da expressão da doença, com fármacos ou substâncias 

capazes de modificar os fenótipos das células T no início da vida. O melhor momento 

para intervenções terapêuticas em asma, com este objetivo, ainda não está claro e 

estabelecido. 

Objetivos: analisar o efeito da exposição de extrato parasitário de 

Angiostrongylus cantonensis em diferentes momentos do modelo murino de resposta 

pulmonar alérgica a ovalbumina.  

Métodos: Extrato de Angiostrongylus cantonensis foi injetado por via 

intraperitoneal (i.p) em camundongos BALB/c adultos, em 3 diferentes momentos do 

protocolo de resposta pulmonar alérgica a ovalbumina (OVA): 3 semanas antes 

(intervenção precoce; período neonatal), 1 semana antes (pré-sensibilização), e 3 

semanas depois do início do protocolo de OVA (pós-sensibilização). Foram mensuradas 

a contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA), os níveis de 

peroxidase eosinofílica (EPO) e alterações histológicas no tecido pulmonar. 

Resultados: No grupo com intervenção neonatal houve redução significativa da 

contagem total de células (p=0,01), de neutrófilos (p=0,015) e linfócitos (p=0,01) no 

LBA e de EPO no tecido pulmonar (p=0,008). A análise histológica demonstrou uma 

redução do infiltrado pulmonar eosinofílico peribrônquico e perivascular mais acentuada 

no grupo com intervenção precoce. 

Conclusões: O período neonatal foi o momento onde o extrato parasitário foi 

mais eficaz em inibir a resposta pulmonar alérgica em camundongos. O melhor 

momento para testar novas terapias imunomoduladoras em asma de origem atópica 

parece ser os primeiros meses de vida. 

Descritores: atopia, asma, camundongos, helmintos, parasitas 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Studies on novel therapies for atopic asthma should focus on 

modulating the immune response before diseases expression, with drugs or products 

capable of modifying T-cell phenotypes in early life. The best moment for therapeutical 

interventions with this objective is not clear and well established. 

Aims: To analyze the effect of exposition to Angiostrongylus cantonensis extract 

in different moments on a murine model of allergic pulmonary response to ovalbumin. 

Methods: Angiostrongylus cantonensis extract was injected intraperitoneally in 

adult BALB/c mice, in 3 different moments of ovalbumin (OVA) protocol: 3 weeks 

prior (early intervention; neonatal period), 1 week prior (pre-sensitization) and 3 weeks 

after OVA protocol (post-sensitization). Total and differential cell counts were measured 

in bronchoalveolar lavage (BAL). Eosinophil peroxidase (EPO) and histological analisys 

from lung tissue were perfomed. 

Results: In the early intervention group, total cell counts (p=0.01), neutrophils 

(p=0.015), lymphocytes (p=0.01) from BAL and EPO (p=0.008) in lung tissue were 

reduced, when compared to the control group. Histological analysis showed a marked 

reduction in eosinophil infiltration in the airways of animals with early intervention. 

Conclusions: Neonatal period was the moment when parasite extract was more 

efficacious to inhibit eosinophilic pulmonary inflammation in mice. The first months of 

life seem to be the best period to test novel immunomodulatory therapies in atopic 

asthma. 

Key words: atopy, asthma, mice, helminths, parasites 
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INTRODUÇÃO  
 

A asma de origem atópica é a doença inflamatória crônica mais comum na 

infância, resultando em elevada morbidade e importante impacto econômico para 

famílias e sistemas de saúde em todo o mundo.1-3 O glicocorticóide é o medicamento 

antiinflamatório de escolha mais eficaz no manejo da asma persistente. No entanto, sua 

eficácia restringe-se ao período após estabelecimento da doença clínica. Além disto, este 

fármaco não é isento de efeitos colaterais e parece não prevenir a perda de função 

pulmonar progressiva de muitos pacientes.4-6A necessidade de se encontrar um 

tratamento preventivo para asma que possa ser iniciado antes da sensibilização alérgica e 

expressão da asma, evitando o processo de inflamação crônica das vias aéreas inferiores, 

tem motivado pesquisas em todo o mundo. 

Independentemente do fármaco ou substância utilizada e do seu mecanismo de 

regulação do sistema imune, o momento de exposição do indivíduo a esta intervenção 

parece ser determinante para impedir a expressão de um fenótipo atópico. Alguns 

pesquisadores tem preconizado que um período crítico no desenvolvimento da resposta 

imune alérgica, no qual se pode modificar uma predisposição atópica do sistema imune 

geneticamente herdada, é o melhor momento para pesquisas de prevenção primária com 

novas terapias para asma.7-10 Este momento provavelmente corresponderia ao período 

intra-uterino e primeiros meses de vida, caracterizado ainda por uma imaturidade do 

sistema imune, particularmente em relação a resposta de células T.10-14 Após a completa 

maturidade do sistema imune, a maioria das terapias imunoreguladoras não 

modificariam fenótipos já estabelecidos.10 Desta forma, estudos que determinem de 
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forma mais específica o melhor momento para intervenções de novas terapias para asma 

que modifiquem a resposta imune são necessários. 

Estudos epidemiológicos demonstraram a existência de uma relação inversa entre 

asma e parasitose, abrindo linhas de pesquisa emergentes nos últimos anos.15-18 Diversos 

estudos experimentais indicam que helmintos (infecção ou proteínas presentes nos 

parasitas) interferem no desenvolvimento de atopia e asma.9,21-28Foram identificadas 

também proteínas ou extratos de diferentes parasitas (Ascaris suum, Nippostrongylus 

brasiliensis, Schistosoma mansoni, angiostrongylus costaricensis e outros) que podem 

representar potenciais futuras terapias para asma.21,22,25,27,29-32 Produtos parasitários tem 

sido utilizados para estudar a inibição da resposta imune no desenvolvimento de atopia e 

asma.7-10,17,20 

Estudos em camundongos permitem testar melhor a hipótese do momento crítico 

para se alcançar uma inibição mais potente da resposta alérgica, na medida que podemos 

expor os animais a terapias em diferentes momentos (intra-uterino, período neonatal, 

idade adulta, pré-sensibilização e pós-sensibilização), em um animal isogênico. O 

presente estudo testa a hipótese de que quanto mais precoce uma intervenção 

imunomoduladora em asma, maior o efeito inibitório desta. O objetivo do presente 

estudo é avaliar as características da resposta alérgica pulmonar em diferentes momentos 

de exposição ao extrato parasitário de Angiostrongylus cantonensis em um modelo 

murino. 
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MÉTODOS 
 

Animais 

Foram utilizados 34 camundongos isogênicos da linhagem BALB/c, fêmeas, 

adultos (6-8 semanas de vida), provenientes da Fundação Estadual de Produção e 

Pesquisa em Saúde (FEPPS) do Rio Grande do Sul. Os animais foram divididos em 3 

grupos expostos a extrato de Angiostrongylus cantonensis (A. cantonensis), e um grupo 

controle positivo (Tabela 1). Esta espécie de helminto foi escolhida para este estudo por 

já ter sido documentado seu efeito inibidor da resposta pulmonar alérgica em estudos 

prévios.21,22 

 

Tabela 1- Grupos de camundongos estudados, classificados em relação ao momento da 
intervenção com extrato parasitário. 

 
 

Grupos Número de animais 

(n=34) 

Controle com OVA n=8 

Neonatal n=10 

Pré-sensibilização n=7 

Pós-sensibilização n=9 
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Os animais foram criados sob condições de biotério convencional no Instituto de 

Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). Antes e durante a fase experimental, os 

animais foram alimentados com ração padrão balanceada para roedores, receberam água 

ad libitum e foram mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperíodos de 

12 horas claro e 12 horas escuro (06:00/18:00).   

 

Preparo do extrato parasitário 

O parasita escolhido para a realização deste estudo foi o A. cantonensis. Os 

vermes foram congelados em nitrogênio líquido, macerados e ressuspendidos em 

solução isotônica tamponada, com posterior adição de inibidores de proteinase. A 

concentração total de proteínas do extrato foi determinada pelo método de Bradford 33, 

sendo utilizada uma concentração de 200mg/ml de extrato. 

 

Administração do extrato parasitário 

O extrato foi administrado via intraperitoneal na dose de 200 µl. O momento de 

administração foi diferente nos 3 grupos, conforme demonstrado no protocolo a seguir. 

O grupo controle não recebeu extrato, sendo apenas submetido ao protocolo de 

ovalbumina (OVA).    
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Protocolo de resposta pulmonar alérgica com ovalbumina 

Os animais foram sensibilizados com OVA (grau V, Sigma, USA) intraperitoneal 

(dose: 100µg, com100µg de Alum), em um intervalo de 14 dias, por 2 vezes. A 

realização da instilação pulmonar de solução com OVA foi realizada 11 dias após, 

durante 3 dias seguidos. Esta solução de OVA (100µg) é preparada em 50 µl de solução 

salina a 0,9%. Para facilitar a aspiração pulmonar, os camundongos foram anestesiados 

com halotano por via inalatória e a OVA foi administrada por via intranasal. O protocolo 

e os momentos de intervenção com extrato parasitário são ilustrados na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Protocolo de OVA utilizado no estudo. As intervenções com exposição ao extrato 
parasitário foram realizadas nos dias -21, -7 e 21. OVA: ovalbumina, i.p.: 
intraperitoneal, i.n.: intranasal. 
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Lavado broncoalveolar (LBA) 

O LBA foi realizado através da canulação da traquéia com agulha de ponta 

romba, após anestesia com xilazina (100mg/ml):cetamina (100mg/ml), proporção de 1:9 

na solução (dose: 0,1 ml), por via intraperitoneal (i.p.). Foi injetado e aspirado 1 mL de 

PBS, por 3 vezes. Após o procedimento, os animais foram sacrificados com doses letais 

destes fármacos (dose: 0,3 ml, i.p.) e descartados de acordo com as normas da 

instituição. 

 

Contagem total de células e exame citológico diferencial do LBA  

A amostra de LBA foi pesada e centrifugada (420g, por 2 minutos). O 

precipitado foi suspenso com 1 mL de solução salina tamponada (PBS).  Foi realizada a 

contagem total de células (CTC) e o cálculo da viabilidade celular nesta suspensão, em 

todas as amostras, através do método de exclusão com azul de tripan em câmara de 

Neubauer (Boeco, Germany). Para a análise da citologia diferencial, a suspensão do 

precipitado foi colocada em citocentrífuga (30g, por 5 minutos). As células foram 

analisadas de acordo com sua morfologia, após coloração com May-Grünwald-Giemsa. 

Os tipos celulares observados ao microscópio óptico são expressos em percentagem, 

após a contagem de 200 células. 
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Ensaio de peroxidase eosinofílica (EPO) 

Para avaliar a atividade eosinofílica no tecido pulmonar foi realizada uma reação 

química do sobrenadante resultante da maceração do tecido pulmonar com o substrato 

cromogênico OPD (phenylenediamine). Este método permite quantificar a reação de 

enzimas da classe das peroxidases secretadas por eosinófilos, através de uma medida de 

absorbância óptica. Neste método, conforme demonstrado por Strath e colaboradores 

(1985), é possível quantificar a atividade eosinofilica através da reação das enzimas 

(peroxidases) sem interferência de outras peroxidases que possam estar presentes no 

tecido analisado.34 

Fragmentos do tecido pulmonar foram congelados e descongelados 3 vezes em 

nitrogênio líquido. Após a centrifugação a 4C˚, por 10 minutos, foram realizadas 5 

diluições seriadas do sobrenadante em placas de 96 poços (50µl por poço). Em seguida, 

foi adicionado 100µl de substrato (1,5mM de OPD e 6,6 mM de H2O2 diluídos em 

0,05M de tampão Tris-HCl, PH 8,0). Após 30 minutos, à temperatura ambiente, a reação 

foi interrompida com solução de 1M de ácido sulfúrico e a absorbância das amostras foi 

determinada à 492nm.       

 

Análise histopatológica 

Após a realização do LBA, os pulmões foram removidos e formaldeído a 10% 

foi instilado através de coluna de gravidade (20 mmHg). As lâminas foram preparadas a 

partir de blocos de parafina de tecido pulmonar com coloração de hematoxilina-eosina 

(HE), para análise histológica no microscópio óptico, por patologista experiente.   
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Ética 

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais, 

seguindo o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), 

com cuidados especiais para a utilização do menor número de animais e para manejo da 

dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e eutanásia. O presente estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da PUCRS.35  

 

Análise estatística 

As alterações celulares foram comparadas entre os grupos através do teste 

ANOVA, com análise post-hoc por Dunnet. O nível de significância determinado é de 

0,05. O tamanho da amostra calculado foi de 10 animais por grupo, em um total de 40 

animais. O cálculo do tamanho amostral foi realizado baseado em estudos prévios do 

nosso grupo de pesquisa, utilizando como desfecho principal a contagem absoluta de 

eosinófilos no LBA, para uma média de 0,7 x 106 céls/ml, desvio padrão de ± 0,34, valor 

de p=0,05, poder de 80% e diferença entre as médias dos grupos estimada em 50%. 
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RESULTADOS 
 

Foi avaliada a capacidade do extrato de A. cantonensis em inibir a resposta 

pulmonar alérgica em camundongos BALB/c, em três diferentes momentos do protocolo 

de sensibilização a OVA, utilizando desfechos de inflamação alérgica no pulmão. 

Os animais toleraram sem complicações a administração do extrato parasitário, 

nos diferentes grupos estudados, incluindo o período neonatal. A média de retorno do 

volume do LBA foi de 0,6 ml (DP:0,15) e  a viabilidade celular média foi de 100%. A 

porcentagem média de eosinófilos no LBA do grupo controle foi de 48,2% (DP: 7,4), 

refletindo o número de eosinófilos esperados neste tipo de modelo experimental. Desta 

forma, o volume de retorno, a viabilidade celular, e o número de eosinófilos no grupo 

controle compreendem os valores esperados em um controle positivo deste modelo. 

A contagem total de células no LBA foi menor no grupo com intervenção 

precoce (p=0,01), o mesmo ocorrendo com o número de linfócitos (p=0,01), e 

neutrófilos (p=0,01). Em relação ao número de eosinófilos, o grupo com intervenção 

precoce demonstrou uma redução de células com valor de p muito próximo do nível de 

significância (p=0,055) (Figura 2). A análise dos níveis de EPO no tecido pulmonar 

demonstraram a existência de inibição da atividade dos eosinófilos nos grupos de 

intervenção precoce e pré-sensibilização (p=0,008) (Figura 3). O grupo com intervenção 

pós-sensibilização não apresentou nenhuma redução significativa da resposta pulmonar 

alérgica, quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 2 - Comparação da contagem total de células (total cell counts: TCC) e da contagem diferencial de 
células no lavado broncoalveolar entre os grupos estudados. Foi utilizado o teste ANOVA, com 
post-hoc de Dunett. * p=0,01. Na contagem de eosinófilos, o nível de significância foi marginal 
(p=0,055). Os grupos estudados foram: Neonatal, Pre: pré-sensibilização, Post: pós-
sensibilização e Control: controle. 
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Figura 3 - Análise do ensaio de atividade da peroxidase eosinofílica (EPO) em tecido pulmonar, entre os 
grupos estudados. p=0,008. 

 

A análise histológica dos pulmões demonstraram que os animais dos grupos com 

exposição neonatal e pré-sensibilização apresentaram histologia praticamente normal, 

com discreto infiltrado inflamatório no grupo pré-sensibilização (Figuras 4 e 5, 

respectivamente), quando comparados com os grupos pós-sensibilização e controle 

(Figura 6-A e 6-B). Nestes últimos dois grupos, pode se observar intenso infiltrado 

inflamatório linfocitário e polimorfonuclear, com notável participação de eosinófilos, 

predominando maciçamente em regiões peribrônquicas e perivasculares, nos animais 

estudados. Nestes grupos foi observada também maior congestão vascular e infiltrado 

mononuclear e macrofágico nas paredes alveolares.  
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Figura 4 - Pulmão de animal do grupo com exposição neonatal, apresentando brônquios com paredes de 
espessura normal e vasos com agregados linfóides perivasculares de distribuição normal à 
direita e espaço alveolar permeável e aerado. (HE, 50X). 
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Figura 5 - Pulmão de animal do grupo com exposição pré-sensibilização, observando-se brônquios com 
paredes de espessura normal, vasos com agregados linfóides perivasculares muito discretos e 
espaços alveolares permeáveis e aerados. O aspecto histológico desse grupo parece exibir 
infiltrado inflamatório de intensidade discretamente aumentada quando comparado ao grupo de 
exposição neonatal (HE, 50X). 
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A) 

 

B) 

 

Figura 6 - Pulmão de animal do grupo com intervenção pós-sensibilização (A) e grupo controle (B). O 
aspecto histológico mostra intenso infiltrado inflamatório peribrônquico e perivascular, com 
infiltrado predominantemente linfocitário e polimorfonuclear, sendo característico de intensa 
resposta pulmonar alérgica (HE, 50X). 
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DISCUSSÃO 
 

Neste estudo, demonstramos que a exposição de camundongos BALB/c ao 

extrato bruto de A. cantonensis no período neonatal inibe de forma significativa a 

resposta pulmonar eosinofilica induzida por OVA. O grupo com intervenção neonatal 

apresentou redução da resposta inflamatória pulmonar (redução da contagem total de 

células, neutrófilos e linfócitos), e da atividade e presença de eosinófilos no pulmão 

(redução dos níveis de EPO e do infiltrado polimorfonuclear peribrônquico e 

perivascular), quando comparado ao grupo controle. Este resultado sugere que o 

momento de intervenção no período neonatal deve ser o mais eficaz em relação a 

inibição da resposta pulmonar alérgica neste estudo.  

Analisando os resultados do grupo com intervenção pós-sensibilização 

(semelhante ao grupo controle), verificamos que após a sensibilização com o alérgeno, o 

uso de substâncias imunomoduladoras, como o extrato parasitário, não resulta na 

inibição da resposta alérgica. O grupo exposto ao extrato parasitário pré-sensibilização 

apresentou somente redução nos níveis de EPO e no infiltrado inflamatório em tecido 

pulmonar, quando comparados ao grupo controle. Estes resultados confirmam a hipótese 

dos autores de que a inibição é mais significativa em exposições muito precoces, 

sugerindo que, em indivíduos com predisposição atópica, o uso precoce de substâncias 

imunomoduladoras poderia inibir a resposta alérgica Th2, antes mesmo do indivíduo 

entrar em contato com alérgenos ambientais. Assim, do ponto de vista clínico, podemos 

conjeturar que o uso de qualquer fármaco ou produto imunomodulador, após o 
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estabelecimento da doença clínica atópica, não deve alterar o desenvolvimento da 

“marcha” atópica.    

Diversos estudos tem demonstrado que a exposição a parasitas inibe a resposta 

pulmonar alérgica, incluindo estímulos de resposta linfocitária reguladora.23-32 Esses 

resultados vem ao encontro do efeito inibidor da resposta alérgica desencadeada pelo 

extrato parasitário utilizado no presente estudo. No entanto, somente Wohlleben e 

colaboradores demonstraram que, em relação a diferentes momentos da exposição, a 

infecção por Nippostrongylus brasiliensis em camundongos inibiu com mais intensidade 

a resposta pulmonar alérgica, quando os animais eram infectados 4 semanas antes do 

desafio intranasal com OVA.25 Segundo os autores, animais infectados mais 

precocemente (8 semanas antes do desafio com OVA) apresentaram inibição menos 

intensa. Nossos resultados diferem deste estudo, uma vez que nossa exposição mais 

precoce ao extrato parasitário apresentou a resposta inibitória mais robusta. O nosso 

achado parece ser mais concordante com as hipóteses levantadas de desenvolvimento da 

resposta imune alérgica no início da vida, particularmente em relação a diferenciação 

das células T. 

Em relação ao desenvolvimento da resposta imune da asma atópica, os linfócitos 

Th2 são programados para produzir citocinas específicas (IL-4, IL-5, IL-13, etc.) que 

sustentam a inflamação aguda e persistente nos brônquios de crianças com asma 

(produção de IgE, recrutamento/ativação de eosinófilos e broncoconstrição). Foi 

demonstrado que a diferenciação das células T para células Th2 ocorre inicialmente in 

utero, provavelmente devido a inibição da resposta Th1, com produção de IFN-γ, que é 
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tóxico para a placenta.36,37 Após o nascimento, este tipo de resposta linfocitária Th2 é 

reduzida em indivíduos não atópicos, provavelmente ativada por antígenos ambientais, 

desviando-se para uma diferenciação de linfócitos Th1.38 Com isto, acredita-se que o 

início da vida deve ser determinante na diferenciação fenotípica de linfócitos T, células 

estas orquestradoras da resposta imune, desenvolvendo uma característica 

predominantemente alérgica, naqueles indivíduos geneticamente predispostos. 

Outros estudos tem reforçado nossa hipótese de que quanto mais precoce as 

intervenções terapêuticas, maior a probabilidade de mudanças no perfil de resposta 

imune de células T, através de estímulos não atópicos. Lima e colaboradores avaliaram a 

importância do momento de exposição a interferon-γ (IFN-γ) exógeno no 

desenvolvimento da resposta alérgica em modelo murino, incluindo grupos com 

exposição ante-natal e durante amamentação. Após todos os animais serem submetidos 

ao protocolo de sensibilização a OVA na idade adulta, os resultados com maior inibição 

da resposta alérgica foram daqueles animais que receberam IFN-γ no período pré-natal, 

quando comparados à intervenção pós-natal (amamentação). Gerhold e colaboradores 

também analisaram o efeito do momento da exposição a endotoxina em modelo 

experimental de asma. Neste estudo, os autores demonstraram que a exposição pré-natal 

(camundongos BALB/c fêmeas grávidas expostas a LPS inalatório) combinada com 

exposição pós-natal, antes da sensibilização com OVA, inibia a resposta Th2 dos 

animais expostos.39 Fusaro e colaboradores realizaram também um estudo em que 

avaliaram a exposição à OVA em camundongos fêmeas antes mesmo da fecundação, e 

também durante a gestação. Foi observada passagem de anticorpos específicos para 
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OVA através do liquido amniótico, da circulação placentária e do leite materno, 

ocorrendo inibição da resposta de IgE à OVA na prole, principalmente se a exposição 

ocorria precocemente na gestação.40 Por fim, Tulic e colaboradores realizaram um 

estudo com modelo murino, verificando que a resposta de supressão da resposta alérgica 

ocorreu somente no grupo que foi exposto a endotoxina antes da sensibilização com 

OVA. No grupo que já havia sido sensibilizado, a endotoxina aumentava a resposta 

alérgica.41 Com este estudo, parece então que após ter ocorrido uma resposta Th2 

induzida pelo antígeno, a endotoxina (e provavelmente outras substâncias com potencial 

imunomodulador, como os extratos parasitários), além de não suprimirem mais a 

resposta Th2, podem até mesmo ocasionar uma exacerbação da mesma. Desta forma, um 

mesmo fator pode ser protetor ou desencadeante de sintomas alérgicos, dependendo do 

momento da exposição. Assim, todos estes estudos demonstram que o momento que o 

sistema imune é exposto a fatores imunomoduladores parece ser essencial na 

determinação da expressão de doenças alérgicas. 

Do ponto de vista translacional, parece importante determinar, particularmente 

através da resposta linfocitária, quando é possível intervir na evolução de um fenótipo 

alérgico. A partir dos nossos resultados e dos estudos prévios apresentados, pode-se 

inferir que o momento crucial para se evitar a expressão clínica de doenças alérgicas 

parece ser o período neonatal, ou mesmo antenatal. Estas evidências reforçam a 

necessidade de se modificar o rumo das pesquisas de novas terapias em asma, 

concentrando esforços em fármacos ou bioprodutos que possam modificar precocemente 

a resposta imune celular, principalmente aquelas ligadas às células T. Alguns autores 
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falam em “período crítico do desenvolvimento” e “janela de oportunidade”9,10,17,42 como 

fator determinante para se alcançar uma modulação efetiva do sistema imune a ponto de  

se alterar um fenótipo atópico.  

Ao enfocar a questão do momento do desenvolvimento da resposta alérgica, 

nossos resultados contribuíram para o entendimento da questão preventiva das doenças 

atópicas. Independente da substância imunomoduladora que possa, no futuro, ser 

utilizada para inibir o desenvolvimento de asma, podemos concluir que definir o 

momento da intervenção é tão importante quanto achar um fármaco promissor. Este 

momento ideal pode ser independente tanto do tipo da exposição (endotoxina, parasita, 

vírus, etc), quanto do mecanismo indutor da modulação da resposta imune (estímulos T 

reguladores ou Th1).  

Apesar das limitações inerentes aos estudos experimentais, podemos transferir 

algumas informações relevantes do nosso estudo para a asma em humanos. Intervenções 

terapêuticas com características imunomoduladoras não parecem ser eficazes após a 

sensibilização ao alérgeno. Além disto, podemos imaginar que, em um futuro próximo, 

ao isolarmos proteínas imunomoduladoras que possam ser utilizadas com segurança em 

pacientes, estas proteínas provavelmente devam ser utilizadas o mais precocemente 

possível, durante a gestação ou nos primeiros meses de vida, em crianças com alto risco 

de doenças alérgicas. Após a sensibilização da criança a alérgenos ambientais, o uso de 

substâncias imunomoduladoras talvez não altere mais o fenótipo atópico. No entanto, 

uma limitação que nosso estudo apresenta é a ausência de mensuração de sensibilização 

a OVA (IgE específica a OVA). Com esta limitação, não podemos inferir que nossas 
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intervenções inibem a sensibilização alérgica a OVA, mas somente a resposta pulmonar 

eosinofílica a este alérgeno, o que, na opinião dos autores, não modifica a interpretação 

final dos nossos resultados em relação a expressão tecidual de uma doença alérgica. 

Por fim, o presente estudo gera uma pergunta central sobre este tema: Será 

possível, em um futuro próximo, impedir a marcha atópica de uma criança com fatores 

de risco, intervindo precocemente em seu sistema imune com novas terapias? Esta linha 

de pesquisa abre caminho para muitas questões como esta, de importante relevância na 

história natural das doenças alérgicas. Concluindo, nossos resultados sugerem que as 

pesquisas em novas terapias para asma devem atentar-se para a questão do momento da 

intervenção terapêutica, com o objetivo de darmos um importante passo para chegarmos 

a um momento onde a prevenção desta doença seja uma realidade mundial. 
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CONCLUSÕES 

 

 

 

 

1. A exposição precoce ao extrato parasitário de A. cantonensis (durante o 

período neonatal), antes da sensibilização alérgica, inibe 

significativamente a resposta pulmonar eosinofílica a ovalbumina em 

modelo murino. 

2. Novas terapias imunomoduladoras em asma de origem atópica devem ser 

testadas precocemente, antes do período de sensibilização a alérgenos 

ambientais. 


