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RESUMO

Introducio: Pesquisas sobre novas terapias em asma deveriam ter como alvo a
mudanca na resposta imune antes da expressao da doenca, com farmacos ou substancias
capazes de modificar os fendtipos das células T no inicio da vida. O melhor momento
para intervengdes terap€uticas em asma, com este objetivo, ainda nao esta claro e

estabelecido.

Objetivos: analisar o efeito da exposicdo de extrato parasitdrio 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
(intervencdao precoce; periodo neonatal), 1 semana antes (pré-sensibilizagdo), e 3
semanas depois do inicio do protocolo de OVA (pds-sensibilizagdo). Foram mensuradas
a contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA), os niveis de

peroxidase eosinofilica (EPO) e alteragdes histoldgicas no tecido pulmonar.

Resultados: No grupo com intervengao neonatal houve reducao significativa da
contagem total de células (p=0,01), de neutréfilos (p=0,015) e linfécitos (p=0,01) no
LBA e de EPO no tecido pulmonar (p=0,008). A analise histolégica demonstrou uma
redu¢do do infiltrado pulmonar eosinofilico peribronquico e perivascular mais acentuada

no grupo com intervengao precoce.

Conclusoes: O periodo neonatal foi 0 momento onde o extrato parasitario foi
mais eficaz em inibir a resposta pulmonar alérgica em camundongos. O melhor
momento para testar novas terapias imunomoduladoras em asma de origem atopica

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 OV A 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 TEORICO

1.1 Introducao

A asma bronquica de origem atdpica afeta 10-20% da populacdo em paises
desenvolvidos. E considerada a doenca cronica mais comum na infincia, com elevadas
taxas de morbidade e altos custos aos sistemas de saude. Caracterizada por limitagao do
fluxo aéreo e hiperresponsividade das vias aéreas inferiores, a inflamag¢ao bronquica
exerce um papel central na fisiopatogenia da doenca. A partir da sensibilizacdo a
alérgenos especificos, diversas células, citocinas e mediadores inflamatérios participam
da resposta imune e inflamacdo tecidual.'” A resposta imune de caracteristica alérgica é
determinada precocemente na vida de um individuo, fazendo deste periodo, um

momento critico para intervencdes terapéutico-preventivas.*®

Atualmente, o tratamento anti-inflamatorio mais eficaz para a inflamacao cronica

das vias aéreas na asma ¢ o glicocorticoide. No entanto, este medicamento ndo ¢ isento
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de efeitos adversos e ¢ incapaz de inibir a inflamagdo ou resposta imune alérgica de
forma irreversivel. Com isto, grupos de pesquisa no mundo tém estudado intensamente
substancias e farmacos novos que apresentem um efeito inibidor da resposta imune
alérgica, com enfoque maior na intervengdo o mais precoce possivel na vida do

individuo, particularmente buscando a prevencio primaria da doenca.’ ™'

Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do momento de
exposicao a estimulos precoces a resposta imune em relacdo ao desenvolvimento de

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

através da exposi¢cdo a um extrato parasitario.

1.2 Asma bronquica

A asma ¢ uma doencga cronica das vias aéreas inferiores que ocorre em todas as
idades, mas afeta principalmente as criangas e adolescentes, caracterizando-se por
inflamacdo das vias aéreas inferiores. O aumento na prevaléncia da asma nas ultimas
trés décadas tem ocasionado um evidente impacto na qualidade de vida dos pacientes e

, .1
nos custos de satide publica.

Dados do ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhod)
demonstraram um aumento na prevaléncia da doenga em paises da América Latina,
alcancando patamares semelhantes a paises com alta prevaléncia da doenga, como

Inglaterra, Austradlia e Nova Zelandia. As prevaléncias em adolescentes latino-
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americanos variam de 5 a 10% no México e na Argentina, ¢ de 20 a 25% no Brasil, Peru

e Costa Rica.!'?

A asma ¢ a terceira maior causa de admissdo em hospitais publicos no Brasil,
com mortalidade estimada em 1,5 mortes por 1000 habitantes. Dados de uma pesquisa
realizada recentemente em Salvador com pacientes asmaticos adultos demonstraram

gastos de aproximadamente US$ 2.955,00/ano por familia. '*'®

A resposta para entender o aumento de asma em muitas populagdes nas ultimas
décadas tem sido pesquisada por diversos grupos de pesquisa em todo o mundo,
particularmente a busca do entendimento em relacao as diferencas de prevaléncia que
ocorrem entre paises industrializados/populacdes urbanas e paises em

desenvolvimento/populagdes rurais.'’'®

A observacdo de que a alergia era menos prevalente nos paises em
desenvolvimento, especialmente em 4areas rurais, levou os pesquisadores a tentar
identificar no ambiente a presenca de fatores protetores contra o desenvolvimento das
doengas alérgicas.19’20 Varios estudos demonstraram existir uma relacdo inversa entre a
prevaléncia de alergia e a presenca de infecgdes, principalmente aquelas ocorridas nos
primeiros anos de vida.”'** A diminuicdo das infec¢des de um modo geral, ocorrida nos
paises desenvolvidos, com o advento dos antibidticos, vacinas, cuidados dietéticos, entre
outros fatores, tem sido uma das explicagdes mais provaveis encontrada pela maioria dos
autores para entender o aumento da prevaléncia de alergias nos paises industrializados.
Esta teoria que defende a existéncia de uma relagdo causal inversa entre infec¢des e

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

As infec¢des por helmintos, em particular, t€ém sido alvo de interesse de grande
parte dos pesquisadores que estudam as doengas atopicas, tentando descobrir um fator
protetor presente nas infec¢des por parasitas que possa ser utilizado para prevenir ou
atenuar o desenvolvimento das doengas alérgicas, especialmente a asma bronquica. Os
parasitas, principalmente durante as infec¢des cronicas, demonstram grande capacidade
de interferir no sistema imune do hospedeiro, reduzindo a resposta linfocitaria Th2. Esta
regulacdo permite que o parasita infecte o hospedeiro por anos, sem ser eliminado. Além
da vantagem de apresentar potentes efeitos regulatorios, os parasitas sdo altamente
prevalentes em todo o mundo, sendo que a exposi¢do costuma ocorrer precocemente nas

4reas endémicas.’’°

O mecanismo da hipétese da higiene ainda tem sido baseado em suposigdes
originadas de estudos epidemiolédgicos e de alguns estudos em modelos animais.>' ™ A
primeira explicacdo seria a de que a exposicao da crianga a infecg¢des, causaria um
estimulo Thl, com predominancia deste fenotipo de células T, e conseqliente inibi¢do de
linfécitos Th2. Esta predominancia da ativacdo de resposta Thl em relagdo a Th2
reduziria a chance da crianca de expressar doencas alérgicas. No entanto, como o0s
parasitas também induzem uma resposta Th2 no hospedeiro, os pesquisadores
comegaram a investigar outros mecanismos para explicar a inibi¢ao do processo alérgico

pelos parasitas nesta situagdo.>*’




Referencial Tedrico

Estudos mais recentes demonstraram que a infec¢ao parasitaria cronica estimula
a produgao de interleucina (IL)-10 e fator de crescimento transformador-p (TGF-P) pelas
células apresentadoras de antigenos, assim como estimula a agdo dos linfocitos T
reguladores (Treg). Estas células T e as citocinas reguladoras parecem interferir
diretamente no desenvolvimento de alergia, inibindo a degranulacdo de mastdcitos e
proliferagdo de células Th2. Desta forma, os parasitas poderiam atuar em um hospedeiro
inibindo a diferenciagdo e ativagdo de linfocitos Th2, e conseqiientemente a doenca

alérgica, através da ativacdo de linfocitos Treg.*®*

A complexidade da hipotese da higiene e do entendimento dos seus mecanismos
advém das diversas variaveis que estdo envolvidas em estudos epidemioldgicos. O
parasita pode ser protetor ou indutor de asma e alergia, podendo estar relacionado a cada
tipo de parasita envolvido, a carga de infecgdo, a caracteristica genética do paciente, ao
tempo de exposi¢do (intra-ttero, primeiro ano de vida, idade adulta), e a outros fatores
ambientais (polui¢do, dieta, presenca de outras infecgdes). Talvez por este motivo ainda
exista alguns resultados controversos na literatura, com alguns estudos encontrando uma

relagio entre aumento da prevaléncia de asma e infec¢do parasitaria.”’**°

Desde a descri¢do inicial da hipotese da higiene por Strachan em 1989 **, foram

publicados véarios estudos epidemioldgicos importantes que contribuiram para o

entendimento desta complexa relagdo.*'>*
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1.3.1 Estudos epidemioldgicos

A maioria dos estudos epidemioldgicos em criangas e adultos, com todas as suas
limitagdes em relagdo a fatores de confusdo desse tipo de delineamento, demonstram que

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

Cooper e colaboradores encontraram uma redugdo do risco de atopia em criangas
escolares com infec¢des por geo-helmintos no Equador. Estas criangas apresentavam
menor prevaléncia de teste cutineo positivo.”>>® Scrivener e colaboradores, estudando
uma populacdo da Etiopia, demonstrou que a presenca de altas cargas de parasita no

, o . 5l
hospedeiro parece prevenir sintomas de asma em pacientes atopicos.

De forma semelhante, um estudo realizado em criangas africanas demonstrou que
a presenca de infeccdo por Schistosoma haematobium reduziu o desenvolvimento de
atopia, com participagdo da IL-10 no mecanismo de inibigdo.”” 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 darea rural,
apresentavam doenca respiratdria de curso mais benigno, quando comparados a
pacientes asmaticos sem esquistossomose, que moravam tanto na area rural como em

4rea urbana.>*

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

e alergia. No entanto, estudos realizados em populagdes humanas, em virtude das
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multiplas varidveis de confusdao envolvidas, dificultam o estudo dos mecanismos desta

complexa relagao.

Estudos em modelos animais podem facilitar o entendimento dos mecanismos de
acdo envolvidos nas alteracdes imunologicas decorrentes de infecgdes, e suas possiveis
influéncias no desenvolvimento de atopia. O modelo de resposta pulmonar eosinofilica
em camundongos, através da sensibilizagdo dos animais com ovalbumina (OVA),
demonstrou ser um modelo interessante para estudar a reagdo inflamatodria alérgica
pulmonar. Muitos autores tém utilizado um modelo de infec¢ao parasitdria em murinos,
tanto diretamente com a inoculagdo do parasita, quanto com a inoculacao de extratos
protéico dos mesmos. Desta forma, pode se controlar muitos fatores de confusdo
presentes nos estudos epidemioldgicos, € que podem dificultar o entendimento da

relagdo causal entre atopia e parasitose.>>>>’

Com estudos em modelos animais, os pesquisadores podem utilizar animais com
a mesma caracteristica genética, controlar os fatores ambientais, determinar a carga de
infec¢do, o momento da exposicao, reduzindo significativamente os fatores de confusao

presentes em estudos epidemiologicos.

1.3.2 Estudos em animais

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

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

significativa inibicdo da resposta pulmonar alérgica nesses animais.”®

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 inflamag¢ao pulmonar alérgica, com reducao do numero de eosinofilos, 1L-4,
IL-5, eotaxina, e peroxidase eosinofilica (EPO) nos pulmdes.” Nosso grupo de pesquisa
também demonstrou que, tanto infec¢do quanto exposicdo a extrato de helminto
(Angiostrongylus costaricensis) em camundongos BALB/c, inibe a inflamag¢ao pulmonar
cosinofilica.®”®'Estes resultados foram repetidos por outros autores, utilizando outros

helmintos.®* %

Os resultados desses estudos em animais tem resultado em uma reflexdo sobre
potenciais rumos de pesquisa em intervencdo na modulacdo do sistema imune no
desenvolvimento de atopia e expressao de doengas alérgicas, principalmente em linhas
de pesquisa com enfoque no momento da intervencao em relacdo a sensibilizacdo aos

alérgenos.

1.4 Desenvolvimento da resposta imune na asma atopica

Atopia ¢ uma caracteristica hereditaria que predispde o individuo a doengas
alérgicas (asma, rinite e eczema), mediadas pela sensibilizagdo a antigenos através da

producdo de IgE. A progressdo entre a sensibilizagdo a um alérgeno até a expressdo de
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uma doenca atopica ndo ¢ um evento constante e “automatico”. Individuos atopicos
podem nao desenvolver doenga alérgica e este fato ainda ndo ¢ bem compreendido.
Além disto, a razdo para a “escolha” de drgaos alvo na doenca alérgica (bronquio, nariz
e pele) estd longe de ser esclarecida. No entanto, algumas caracteristicas do
desenvolvimento da resposta imune nos primeiros anos de vida em pacientes atopicos
sdo, atualmente, melhor compreendidas e facilitam o entendimento para futuras

pesquisas na area de tratamento e prevencio da asma.”

Na parte central da resposta imune alérgica de um individuo encontram-se as
células T CD4+ de memoria. Os linfocitos T auxiliares T podem diferenciar-se em Thl,
Th2, Treg e Th17. No desenvolvimento de atopia, trés fendtipos principais de linfécitos
tém sido amplamente estudados e exercem um papel importante: as cé€lulas Thl, Th2 e
Treg. A diferenciacdo de células Thl, especializadas no combate a infec¢des, sdo
estimuladas por agentes infecciosos e inibem a resposta Th2. Os linfécitos Th2 se
diferenciam através do contato com alérgenos ou parasitas, € sao caracteristicos da
doenca alérgica. As cé€lulas Treg apresentam fungdes essenciais no controle da resposta

imune, sendo ativadas por diversos estimulos.*”

Os linfécitos Th2 sdo programados para produzir citocinas especificas (IL-4, IL-
5, IL-9, IL-13) que sustentam a inflamacdo aguda e persistente nos bronquios de
criangas com asma (producdo de IgE, recrutamento/ativacdo de eosinofilos e
broncoconstri¢do). Surpreendentemente, a diferenciacdo das células T para células Th2
ocorre inicialmente in utero, provavelmente devido a inibi¢do da resposta Thl, com

producdo de IFN-y, que é toxico para a placenta. Apds o nascimento, este tipo de
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resposta linfocitaria Th2 ¢ reduzida em individuos ndo atopicos, possivelmente ativada
por antigenos ambientais, desviando-se para uma diferenciagdo predominante de

linfocitos Th1.6”7°

Em atopicos, este processo pds-natal parece ser retardado ou inibido. Além disto,
um excesso de estimulos microbianos e infecciosos no inicio da vida pode explicar a
reduzida prevaléncia de doencas alérgicas em populagdes de paises desenvolvidos. A
maturacao da fungdo imune pos-natal parece estar totalmente desenvolvida ja antes da
idade pré-escolar. Assim, populagdes de linfocitos T de memoria, com suas respectivas
caracteristicas de diferenciacdo e predominio de subtipos, ja devem estar estabelecidas
nesta idade. Estes achados permitem especular que somente antes dos 2 ou 3 anos de
idade que intervengdes no sistema imune podem alterar o processo de desenvolvimento

de uma doenca inflamatoria tal como a da asma. "*”"2

No presente estudo, a exposi¢ao a extrato parasitario poderia modificar a resposta
alérgica, e este efeito poderia ser dependente do momento da exposicdo. A figura a
seguir, apresentada em um artigo de revisdao de Cooper e colaboradores em 2006, ilustra
os momentos de potencial intervengao com produtos parasitarios que podem influir na

“marcha” atopica.™
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Figura 1- Modelo conceitual demonstrando os estagios da historia natural da alergia em que a
exposicdo a geohelmintos pode alterar o desenvolvimento de atopia e doenga
alérgica. Quatro exposi¢des sdo apresentadas: A) exposigdo precoce interferindo no
desenvolvimento da resposta imune regulatoria; B) exposicdo que precede a
sensibilizagdo precoce por IgE ao alérgeno; C) exposi¢do posterior a sensibilizagdo
modula a resposta a teste cutdneo; ¢ D) exposi¢do modula a inflamagdo alérgica
através da agdo direta no pulmao. (Figura retirada do artigo de Cooper, com legenda
adaptada; Cooper et al. Br Med Bul 2006;79:203-18).

Os medicamentos correntemente disponiveis para tratamento da asma atdpica e o
esforco mundial em pesquisas para desenvolvimento de novos farmacos tem enfocado
particularmente as intervencdes do tratamento na doenga ja estabelecida, muito adiante
na “marcha” atdpica de cada individuo. Além disto, os tratamentos disponiveis para
asma persistente moderada a grave podem apresentar efeitos colaterais indesejaveis e
nao resultam. Desta forma, conforme as evidéncias acumuladas e apresentadas
anteriormente sobre o desenvolvimento da resposta imune, torna-se muito atraente

enfocar as pesquisas de novas terapias para asma na prevengao primaria da doenca. E
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intervindo precocemente em pesquisas com asma, principalmente na resposta de células
T, que pode se descobrir algum farmaco com potencialidade para evitar que a doenga se

estabelega ou para reduzir a intensidade desta.'®*>*"*

Somando os dados sobre o sistema imune descobertos a partir dos estudos em
modelos animais, com as observagdes relatadas em diversos estudos epidemioldgicos,
supde-se que quanto mais precoce for a exposi¢ao do individuo ao parasita, mais intensa
seria a modulacdao do sistema imune, alterando a genética Th1/Th2 e a predisposicao a

alergia.

Observou-se que as células humanas neonatais proliferam em resposta a
antigenos que atravessam a placenta: aerolaergenos, infec¢des e vacinas. Quando se
detecta IgE antigeno-especifico no corddo umbilical, demonstra-se que as cé€lulas fetais
T e B apresentam uma resposta antigénica especifica. Foi verificado que criangas
nascidas de maes que tiveram infec¢do por Ascaris lumbricoides durante a gestacao
apresentavam resposta imune especifica a este parasita ao nascimento. De forma
semelhante, foi observado que a prole de gestantes de aéreas rurais, principalmente
aquelas que trabalhavam nos estabulos durante a gravidez, com exposi¢ao direta a altos
niveis de endotoxinas, apresentavam menores indices de atopia quando comparadas a

outras gestantes sem a mesma exposi¢io ambiental.”> ™"

Temos poucos estudos avaliando a fun¢do do sistema imune fetal e neonatal em
humanos, por evidentes limitacdes éticas. Os poucos estudos existentes avaliaram a
resposta imune em sangue de corddo umbilical. Com estas evidéncias, ainda ha duvidas

sobre se esta resposta precoce do sistema imune fetal desenvolveria uma memoria
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imunologica, ou seria apenas uma resposta inicial inespecifica. Acredita-se que a
maturidade do sistema imune ocorra proxima aos anos pré-escolares, com algumas

funcdes so alcancadas na adolescéncia.”’ ™!

1.5 Perguntas do estudo

O modelo experimental de asma em camundongos foi primeiramente descrito em
1994, contribuindo para o entendimento da fisiopatogenia da doenga e permitindo testar
farmacos em estudos pré-clinicos. O protocolo envolvendo camundongos BALB/c com
inducdo de resposta pulmonar eosinofilica através da ovalbumina ¢ amplamente

55-57.,82 . . - TR
782 Determinar o momento ideal para expor um animal ou individuo a novas

utilizado.
terapias em asma ¢ uma questdo premente. Da mesma forma, ¢ necessario definir se
existe a construgdo de uma memoria imunoldgica em células T em relacdo ao efeito
supressor de um farmaco ou substancia imunomoduladora. Respondendo a esta pergunta
poderiamos no futuro definir se os pacientes necessitariam de exposi¢ao continua a
farmacos, ou se apenas uma dose de exposicdo no inicio da vida, ou até mesmo na
gestante, poderia proteger o individuo de desenvolver um fendtipo atdpico por toda a
vida. Independente do tipo de estimulo imunomodulatério, o mais importante nesta

situacdo ¢ a chamada “windows of opportunity”, ou seja, a defini¢do do melhor momento

de interven¢do para modificar o sistema imune e a expressao de doencas alérgicas.

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando em modelo de reagdo inflamatdria

pulmonar eosinofilica em camundongos ha alguns anos, tentando entender esta
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fascinante relagdo entre asma e parasitose. Temos trabalhado com extratos parasitarios,
entre eles o do Angiostrongylus cantonensis, este utilizado no presente estudo. Este
helminto ¢ um parasita nematéodeo do rato, que vive em suas artérias pulmonares. Em
humanos, pode causar um quadro de meningoencefalite ecosinofilica.®>** Nos
demonstramos que infecgdo e extratos de Angiostrongylus inibem a resposta eosinofilica
pulmonar em camundongos.®”' Desta forma, este helminto foi escolhido para estudar a
interferéncia dos momentos de exposi¢ao a um extrato deste em um modelo animal em

relacdo a inibicao de asma.

Assim, como anteriormente mencionado, as terapias para o tratamento da asma
bronquica disponiveis até o0 momento nao suprimem totalmente a inflamagao cronica dos
bronquios, nem previnem a expressao da doenca. Desta forma, uma questdo importante a
ser esclarecida sobre esta doencga € se “intervencdes” no sistema imune precoces na vida
sdo capazes de inibir significativamente a expressao de asma atopica, € qual o melhor
momento para utiliza-las com a maior eficacia. Desta forma, as perguntas centrais do

presente estudo sdo as seguintes:

1. O momento de utilizagdo do extrato parasitirio altera a resposta pulmonar

eosinofilica em modelo murino?

2. O hospedeiro desenvolve uma memoria imunologica apds a exposi¢ao precoce

ao extrato parasitario?

3. Quanto mais precoce a utilizacdo do extrato maior a inibicdo da resposta

pulmonar eosinofilica?
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1.6 Hipotese do estudo

A utilizagdo do extrato parasitario de Angiostrongylus cantonensis inibe a
resposta pulmonar eosinofilica em modelo murino, € quanto mais precoce a utilizacao do

extrato, mais efetiva ¢ esta inibicao.
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2 JUSTIFICATIVA

A asma ¢ a doenca inflamatoria cronica mais comum na infancia, com
distribuicao mundial e elevada morbidade. A alta prevaléncia e os custos para o sistema
de saude, além da falta de uma prevencao primaria eficaz, justificam plenamente os

investimentos em pesquisas nesta area.

Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais ja publicados demonstraram
existir uma relagdo protetora de infecgdes em relagdo ao desenvolvimento de doencga
alérgica. Esses resultados tém motivado os pesquisadores a buscar bioprodutos que
possam ser potenciais candidatos a novas terapias de prevencao das doencas alérgicas.
Algumas proteinas tem mostrado potencial de suprimir a resposta alérgica em animais,
tais como PAS-1 (proteina do Ascaris suum), NES (produtos excretados e secretados
pelo Nipostrongylus brasiliensis), ASC (extrato do verme adulto do Ascaris suum), entre

0utras.59’66’85

Com terapias capazes de modificar a resposta imune celular em doengas

especificas, a busca de maior conhecimento na inibicdo do desenvolvimento de um
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fendtipo atdpico se torna premente. Estudos em modelo experimental podem permitir o
entendimento de como antigenos, como os produzidos por parasitas, podem modular o
sistema imune, principalmente em relacdo a resposta de células T. O estimulo Thl ou
Treg induzido por extrato parasitario, ou a soma dos dois, pode inibir de forma definitiva
o desenvolvimento de atopia, se este estimulo for introduzido no momento correto,

possivelmente antes da sensibiliza¢ao do individuo a alérgenos.

O tratamento farmacologico central da asma tem sido o uso de glicocorticoides,
com eficacia na inibi¢ao da inflamag¢ao da via aérea, mas nao isento de efeitos adversos.
Além disso, o momento para utilizagdo de intervengdes que modifiquem o sistema
imune, para se alcancar o maximo de efeito, assim como para manter um periodo longo
sem doenga alérgica, evitando a necessidade de multiplas exposi¢cdes as proteinas
parasitarias, pode ser melhor entendido e estudado a partir de modelos murinos de
resposta pulmonar eosinofilica. O objetivo deste estudo ¢ analisar o efeito da exposigao

precoce de um extrato parasitario em modelo murino de doenca pulmonar alérgica.
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3 OBJETIVO

Avaliar as caracteristicas da resposta eosinofilica pulmonar em diferentes
momentos de exposicdo ao extrato parasitdrio de Angiostrongylus cantonensis em

modelo murino.
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5 METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 34 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas,
adultos (6-8 semanas de vida), provenientes da Fundacdo Estadual de Producdo e
Pesquisa em Saude (FEPPS) do Rio Grande do Sul. Os animais foram divididos em 3
grupos expostos a extrato de Angiostrongylus cantonensis, € um grupo controle positivo.

(Tabela 1).
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Tabela 1- Grupos de camundongos estudados, classificados em relagdo ao momento da
intervengdo com extrato parasitario.

Grupos Nuimero de animais
(n=34)
Neonatal n=10
Pré-sensibilizagao n=7
Po6s-sensibilizacao n=9

Os animais foram criados sob condi¢oes de biotério convencional no Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). Antes e durante a fase experimental, os
animais foram alimentados com racao balanceada padrao para roedores, receberam agua
ad libitum e foram mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperiodos de

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

5.2 Preparo do extrato parasitario

O parasita escolhido para a realizacdo deste estudo foi o Angiostrongylus
cantonensis. Os vermes foram congelados em nitrogénio liquido, macerados e
ressuspendidos em solucdo isotonica tamponada, com posterior adi¢do de inibidores de
proteinase. A concentragdo total de proteinas do extrato foi determinada pelo método de

Bradford, sendo utilizada uma concentracdo de 200mg/ml de extrato.'
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5.3 Administracio do extrato parasitario

O extrato foi administrado via intraperitoneal na dose de 200 pl, conforme
ilustrado na figura 1. O momento de administragdo foi diferentes nos 3 grupos, conforme
demonstrado no protocolo a seguir. O grupo controle ndo recebeu extrato, apenas foi

submetido ao protocolo da OVA.

Figura 1- Administracao 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: 100pg, com100ug de Alum) em um intervalo de 14 dias, por 2 vezes (Fig.1). A
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realizagdo da instilacdo pulmonar de solucdo com OVA, foi realizada 11 dias ap0s,
durante 3 dias seguidos. Esta solucdo de OVA (100ug) € preparada em 50 ul de solugao
salina a 0,9%. Para facilitar a aspiracdo pulmonar, os camundongos foram anestesiados
com halotano por via inalatoria, e a OVA foi administrada por via intranasal. (Fig. 2). O

protocolo e momentos de intervengdo com extrato parasitario sdo ilustrados na Figura 3.

Figura 2- Técnica da administracao de ovalbumina intranasal sob anestesia geral.
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Figura 3- Protocolo de OVA utilizado no estudo. As intervengdes com exposi¢do ao extrato
parasitario 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 canulacdo da traquéia com agulha de ponta
romba, ap6s anestesia com xilazina (100mg/ml):cetamina (100mg/ml), proporcao de 1:9
na solucdo, dose: 0,1 ml, intraperitoneal (i.p.). Foi injetado e aspirado 1 mL de Solucdo
salina tamponada (PBS), por 3 vezes. (Fig.4). Apos o procedimento, os animais foram
sacrificados com doses letais destes farmacos (dose: 0,3 ml, i.p.) e descartados de acordo

com as normas da institui¢ao.
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Figura 4- Técnica de lavado broncoalveolar em camundongo. A) dissec¢do B) canulagdo da
traquéia.

5.6 Contagem total de células e exame citologico 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 célculo da viabilidade celular nesta suspensdo, em todas as amostras, através
do método de exclusdo com azul de tripan em cdmara de Neubauer (Boeco, Germany).

Para a andlise da citologia diferencial, a suspensao do precipitado foi colocada em
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citocentrifuga (30g, por 5 minutos). As células foram analisadas de acordo com sua
morfologia, apds coloracao com May-Griinwald-Giemsa. Os tipos celulares observados

a0 microscopio Optico sao expressos em percentagem, apos a contagem de 200 células.

5.7 Ensaio de peroxidase eosinofilica (EPO)

Para avaliar atividade eosinofilica no tecido pulmonar foi realizada uma reacao
quimica de um sobrenadante resultante da maceracdo do tecido pulmonar com o
substrato cromogénico OPD (phenylenediamine). Este método permite quantificar a
reacdo de enzimas da classe das peroxidases secretadas por eosinofilos, através de uma
medida de absorbancia optica. Neste método, conforme demonstrado por Strath e
colaboradores (1985), ¢ possivel quantificar a atividade eosinofilica através da reacao
das enzimas (peroxidases) sem interferéncia de outras peroxidases que possam estar

presentes no tecido analisado.”

Fragmentos do tecido pulmonar foram congelados e descongelados 3 vezes em
nitrogénio liquido. Apo6s a centrifugacdao a 4C°, por 10 minutos, foram realizadas 5
diluicdes seriadas do sobrenadante em placas de 96 pocos (50ul por poco). Em seguida,
foi adicionado 100ul de substrato (1,5mM de OPD e 6,6 mM de H,0O, diluidos em
0,05M de tampao Tris-HCI, PH 8,0). Apds 30 minutos, a temperatura ambiente, a reacao
foi interrompida com solugdo de 1M de 4cido sulfurico e a absorbancia das amostras foi

determinada a 492nm.
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5.8 Analise histopatoldgica

Ap0s a realizagdo do LBA, os pulmdes foram removidos e formaldeido a 10%
foi instilado através de coluna de gravidade (20 mmHg). As laminas foram preparadas a
partir de blocos de parafina de tecido pulmonar com coloracdo de hematoxilina-eosina

(HE), para andlise histologica no microscopio Optico, por patologista experiente.

5.9 Etica

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais,
seguindo o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
com cuidados especiais para a utilizagdo do menor nimero de animais e para manejo da
dor e sofrimento durante os procedimentos do estudo e eutanasia. O presente estudo foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS.?

5.10 Analise estatistica

As alteragdes celulares foram comparados entre os grupos através do teste
ANOVA, com andlise post-hoc por Dunnet. O nivel de significancia determinado ¢ de
0,05. O tamanho da amostra calculado foi de 10 animais por grupo em um total de 40

animais. O cdlculo 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
eosinofilos no LBA, para uma média de 0,7 x 10° céls/ml , desvio padrao de + 0,34,
valor de p=0,05, poder de 80% e diferenga entre as médias dos grupos estimada em

50%.
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RESUMO

Introducéo: Pesquisas sobre novas terapias em asma deveriam ter como alvo a
mudanca na resposta imune antes da expressao da doenca, com farmacos ou substancias
capazes de modificar os fenotipos das células T no inicio da vida. O melhor momento
para intervengdes terap€uticas em asma, com este objetivo, ainda nao esta claro e

estabelecido.

Objetivos: analisar o efeito da exposicdo de extrato parasitdrio 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
(intervencdo precoce; periodo neonatal), 1 semana antes (pré-sensibilizacdo), e 3
semanas depois do inicio do protocolo de OVA (pds-sensibilizagdo). Foram mensuradas
a contagem total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA), os niveis de

peroxidase eosinofilica (EPO) e alteragdes histoldgicas no tecido pulmonar.

Resultados: No grupo com interven¢ao neonatal houve reducao significativa da
contagem total de células (p=0,01), de neutréfilos (p=0,015) e linfécitos (p=0,01) no
LBA e de EPO no tecido pulmonar (p=0,008). A analise histolégica demonstrou uma
redu¢do do infiltrado pulmonar eosinofilico peribronquico e perivascular mais acentuada

no grupo com intervengao precoce.

Conclusoes: O periodo neonatal foi 0 momento onde o extrato parasitario foi
mais eficaz em inibir a resposta pulmonar alérgica em camundongos. O melhor
momento para testar novas terapias imunomoduladoras em asma de origem atdpica

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 OV A 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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INTRODUCAO

A asma de origem atdpica ¢ a doenca inflamatoria cronica mais comum na
infancia, resultando em elevada morbidade e importante impacto econOmico para
familias e sistemas de saude em todo o mundo."” O glicocorticéide ¢ o medicamento
antiinflamatério de escolha mais eficaz no manejo da asma persistente. No entanto, sua
eficacia restringe-se ao periodo apos estabelecimento da doenca clinica. Além disto, este
farmaco nao ¢ isento de efeitos colaterais e parece ndo prevenir a perda de funcdo
pulmonar progressiva de muitos pacientes.*®A necessidade de se encontrar um
tratamento preventivo para asma que possa ser iniciado antes da sensibilizagdo alérgica e
expressao da asma, evitando o processo de inflamacao cronica das vias aéreas inferiores,

tem motivado pesquisas em todo o mundo.

Independentemente do farmaco ou substancia utilizada e do seu mecanismo de
regulagao do sistema imune, o momento de exposicao do individuo a esta intervencao
parece ser determinante para impedir a expressao de um fenoOtipo atdpico. Alguns
pesquisadores tem preconizado que um periodo critico no desenvolvimento da resposta
imune alérgica, no qual se pode modificar uma predisposi¢ao atopica do sistema imune
geneticamente herdada, ¢ o melhor momento para pesquisas de prevengao primaria com
novas terapias para asma. ' Este momento provavelmente corresponderia ao periodo
intra-uterino e primeiros meses de vida, caracterizado ainda por uma imaturidade do
sistema imune, particularmente em relagdo a resposta de células T.'"'* Apos a completa
maturidade do sistema imune, a maioria das terapias imunoreguladoras nao

modificariam fendtipos ja estabelecidos.'’ Desta forma, estudos que determinem de
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forma mais especifica o0 melhor momento para intervenc¢des de novas terapias para asma

que modifiquem a resposta imune sao necessarios.

Estudos epidemiologicos demonstraram a existéncia de uma relagdo inversa entre
asma e parasitose, abrindo linhas de pesquisa emergentes nos ultimos anos.">™'® Diversos
estudos experimentais indicam que helmintos (infec¢do ou proteinas presentes nos
parasitas) interferem no desenvolvimento de atopia e asma.’”'**Foram identificadas
também proteinas ou extratos de diferentes parasitas (4scaris suum, Nippostrongylus
brasiliensis, Schistosoma mansoni, angiostrongylus costaricensis € outros) que podem
representar potenciais futuras terapias para asma.?'*>*>272%32 produtos parasitarios tem
sido utilizados para estudar a inibi¢ao da resposta imune no desenvolvimento de atopia e

asma.7'10’17’20

Estudos em camundongos permitem testar melhor a hipdtese do momento critico
para se alcangar uma inibigdo mais potente da resposta alérgica, na medida que podemos
expor os animais a terapias em diferentes momentos (intra-uterino, periodo neonatal,
idade adulta, pré-sensibilizagdo e pods-sensibilizagdo), em um animal isogénico. O
presente estudo testa a hipotese de que quanto mais precoce uma intervengao
imunomoduladora em asma, maior o efeito inibitério desta. O objetivo do presente
estudo ¢ avaliar as caracteristicas da resposta alérgica pulmonar em diferentes momentos
de exposicdo ao extrato parasitdrio de Angiostrongylus cantonensis em um modelo

murino.
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METODOS

Animais

Foram utilizados 34 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas,
adultos (6-8 semanas de vida), provenientes da Fundacdo Estadual de Producdo e
Pesquisa em Saude (FEPPS) do Rio Grande do Sul. Os animais foram divididos em 3
grupos expostos a extrato de Angiostrongylus cantonensis (A. cantonensis), € um grupo
controle positivo (Tabela 1). Esta espécie de helminto foi escolhida para este estudo por
jé ter sido documentado seu efeito inibidor da resposta pulmonar alérgica em estudos

prévios.”'*

Tabela 1- Grupos de camundongos estudados, classificados em relagdo ao momento da
intervengdo com extrato parasitario.

Grupos Nuimero de animais
(n=34)
Neonatal n=10
Pré-sensibilizagao n=7
Po6s-sensibilizacao n=9
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Os animais foram criados sob condi¢oes de biotério convencional no Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). Antes e durante a fase experimental, os
animais foram alimentados com racao padrao balanceada para roedores, receberam agua
ad libitum e foram mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperiodos de

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

Preparo do extrato parasitdrio

O parasita escolhido para a realizacao deste estudo foi o A. cantonensis. Os
vermes foram congelados em nitrogénio liquido, macerados e ressuspendidos em
solucdo isotonica tamponada, com posterior adi¢ao de inibidores de proteinase. A
concentracio total de proteinas do extrato foi determinada pelo método de Bradford **,

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

Administracdo do extrato parasitario

O extrato foi administrado via intraperitoneal na dose de 200 pl. O momento de
administracao foi diferente nos 3 grupos, conforme demonstrado no protocolo a seguir.
O grupo controle ndo 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: 100pg, com100pug de Alum), em um intervalo de 14 dias, por 2 vezes. A
realizacdo da instilagdo pulmonar de solu¢do com OVA foi realizada 11 dias apds,
durante 3 dias seguidos. Esta solu¢cdo de OVA (100pg) ¢ preparada em 50 pl de solucao
salina a 0,9%. Para facilitar a aspiracao pulmonar, os camundongos foram anestesiados
com halotano por via inalatéria e a OVA foi administrada por via intranasal. O protocolo

e os momentos de intervencdo com extrato parasitario sdo ilustrados na Figura 1.

pia| | 0] 14 25 26 27} 28
............................................................ fessasasmsssssssssasammssasansnnnnnn
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Figura 1- Protocolo de OVA utilizado no estudo. As intervengdes com exposicdo ao extrato
parasitario 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 canulagdo da traquéia com agulha de ponta
romba, ap6s anestesia com xilazina (100mg/ml):cetamina (100mg/ml), proporcao de 1:9
na solu¢do (dose: 0,1 ml), por via intraperitoneal (i.p.). Foi injetado e aspirado 1 mL de
PBS, por 3 vezes. Apo6s o procedimento, os animais foram sacrificados com doses letais
destes farmacos (dose: 0,3 ml, i.p.) e descartados de acordo com as normas da

instituicao.

Contagem total de células e exame citologico diferencial do LBA

A amostra de LBA foi pesada e centrifugada (420g, por 2 minutos). O
precipitado foi suspenso com 1 mL de solugdo salina tamponada (PBS). Foi realizada a
contagem total de células (CTC) e o célculo da viabilidade celular nesta suspensdo, em
todas as amostras, através do método de exclusdo com azul de tripan em camara de
Neubauer (Boeco, Germany). Para a andlise da citologia diferencial, a suspensdo do
precipitado foi colocada em citocentrifuga (30g, por 5 minutos). As células foram
analisadas de acordo com sua morfologia, apos coloragdo com May-Griinwald-Giemsa.
Os tipos celulares observados ao microscopio Optico sdo expressos em percentagem,

apos a contagem de 200 células.
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Ensaio de peroxidase eosinofilica (EPO)

Para avaliar a atividade eosinofilica no tecido pulmonar foi realizada uma reagao
quimica do sobrenadante resultante da maceragdo do tecido pulmonar com o substrato
cromogénico OPD (phenylenediamine). Este método permite quantificar a reacdo de
enzimas da classe das peroxidases secretadas por eosinofilos, através de uma medida de
absorbancia oOptica. Neste método, conforme demonstrado por Strath e colaboradores
(1985), € possivel quantificar a atividade eosinofilica através da reagdo das enzimas
(peroxidases) sem interferéncia de outras peroxidases que possam estar presentes no

tecido analisado.*

Fragmentos do tecido pulmonar foram congelados e descongelados 3 vezes em
nitrogénio liquido. Apo6s a centrifugacao a 4C°, por 10 minutos, foram realizadas 5
diluicdes seriadas do sobrenadante em placas de 96 pogos (50ul por poco). Em seguida,
foi adicionado 100ul de substrato (1,5mM de OPD e 6,6 mM de H,0O, diluidos em
0,05M de tampao Tris-HCI, PH 8,0). Apds 30 minutos, a temperatura ambiente, a reacao
foi interrompida com solugdo de 1M de 4cido sulfurico e a absorbancia das amostras foi

determinada a 492nm.

Analise histopatologica

Ap0s a realizagdo do LBA, os pulmdes foram removidos e formaldeido a 10%
foi instilado através de coluna de gravidade (20 mmHg). As laminas foram preparadas a
partir de blocos de parafina de tecido pulmonar com coloragdo de hematoxilina-eosina

(HE), para andlise histoldgica no microscopio Optico, por patologista experiente.
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Etica

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais,
seguindo o preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
com cuidados especiais para a utilizacdo do menor niimero de animais e para manejo da

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

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS. ™

Analise estatistica

As alteragdes celulares foram comparadas entre os grupos através do teste
ANOVA, com analise post-hoc por Dunnet. O nivel de significancia determinado ¢ de
0,05. O tamanho da amostra calculado foi de 10 animais por grupo, em um total de 40
animais. O calculo do tamanho amostral foi realizado baseado em estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa, utilizando como desfecho principal a contagem absoluta de
eosinofilos no LBA, para uma média de 0,7 x 10° céls/ml, desvio padrao de + 0,34, valor

de p=0,05, poder de 80% e diferenca 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 trés diferentes momentos do protocolo

de sensibilizagdo a OVA, utilizando desfechos de inflamagao alérgica no pulmao.

Os animais toleraram sem complicagdes a administracdo do extrato parasitario,
nos diferentes grupos estudados, incluindo o periodo 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 eosinofilos no LBA do grupo controle foi de 48,2% (DP: 7,4),
refletindo o niimero de eosinofilos esperados neste tipo de modelo experimental. Desta
forma, o volume de retorno, a viabilidade celular, € o nimero de eosinofilos 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 intervengao
precoce (p=0,01), o mesmo ocorrendo com o numero de linfocitos (p=0,01), e
neutréfilos (p=0,01). Em relacdo ao numero de eosinofilos, o grupo com intervencao
precoce demonstrou uma redugdo de células com valor de p muito proximo do nivel de
significancia (p=0,055) (Figura 2). A anélise dos niveis de EPO no tecido pulmonar
demonstraram a existéncia de inibicdo da atividade dos eosindfilos nos grupos de
intervencao precoce e pré-sensibilizacao (p=0,008) (Figura 3). O grupo com intervengao
pos-sensibilizacdo ndo apresentou nenhuma reducao significativa da resposta pulmonar

alérgica, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 2 - Comparacdo 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 eosino6filos, o nivel de significancia foi marginal
(p=0,055). Os grupos estudados foram: Neonatal, Pre: pré-sensibilizacdo, Post: pods-
sensibilizacdo e Control: controle.
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Figura 3 - Analise do ensaio de atividade da peroxidase eosinofilica (EPO) em tecido pulmonar, entre os
grupos estudados. p=0,008.

A andlise histologica dos pulmdes demonstraram que os animais dos grupos com
exposicdo neonatal e pré-sensibilizagdo apresentaram histologia praticamente normal,
com discreto infiltrado inflamatério no grupo pré-sensibilizagdo (Figuras 4 e 5,
respectivamente), quando comparados com os grupos pos-sensibilizagdo e controle
(Figura 6-A e 6-B). Nestes ultimos dois grupos, pode se observar intenso infiltrado
inflamatorio linfocitario e polimorfonuclear, com notavel participacdo de eosinoéfilos,
predominando maci¢amente em regides peribronquicas e perivasculares, nos animais
estudados. Nestes grupos foi observada também maior congestdo vascular e infiltrado

mononuclear e macrofagico nas paredes alveolares.
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Figura 4 - Pulmio de animal do grupo com exposi¢ao neonatal, apresentando bronquios com paredes de
espessura normal e vasos com agregados linfoides perivasculares de distribuicdo normal a
direita e espago alveolar permeavel e aerado. (HE, 50X).
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Figura 5 - Pulméo de animal do grupo com exposi¢do pré-sensibilizacdo, observando-se bronquios com
paredes de espessura normal, vasos com agregados linfoides perivasculares muito discretos e
espagos alveolares permedveis ¢ aerados. O aspecto histologico desse grupo parece exibir
infiltrado inflamatorio de intensidade discretamente aumentada quando comparado ao grupo de
exposi¢ao neonatal (HE, 50X).
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A)

Figura 6 - Pulmao de animal do grupo com interven¢do pos-sensibilizacdo (A) e grupo controle (B). O
aspecto histologico mostra intenso infiltrado inflamatorio peribronquico e perivascular, com
infiltrado predominantemente linfocitario e polimorfonuclear, sendo caracteristico de intensa
resposta pulmonar alérgica (HE, 50X).
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DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a exposi¢do de camundongos BALB/c ao
extrato bruto de 4. cantonensis no periodo neonatal inibe de forma significativa a
resposta pulmonar eosinofilica induzida por OVA. O grupo com intervengao neonatal
apresentou reducao da resposta inflamatoria pulmonar (redu¢do da contagem total de
células, neutrofilos e linfécitos), e da atividade e presenga de eosindfilos no pulmao
(reducao dos niveis de EPO e do infiltrado polimorfonuclear peribronquico e
perivascular), quando comparado ao grupo controle. Este resultado sugere que o
momento de intervencdo no periodo neonatal deve ser o mais eficaz em relacao a

inibicao da resposta pulmonar alérgica neste estudo.

Analisando os resultados do grupo com intervencao pos-sensibilizacao
(semelhante ao grupo controle), verificamos que apos a sensibilizagdo com o alérgeno, o
uso de substancias imunomoduladoras, como o extrato parasitario, ndo resulta na
inibicao da resposta alérgica. O grupo exposto ao extrato parasitario pré-sensibilizagdo
apresentou somente redugdo nos niveis de EPO e no infiltrado inflamatério em tecido
pulmonar, quando comparados ao grupo controle. Estes resultados confirmam a hipdtese
dos autores de que a inibigdo ¢ mais significativa em exposi¢cdes muito precoces,
sugerindo que, em individuos com predisposi¢ao atopica, o uso precoce de substancias
imunomoduladoras poderia inibir a resposta alérgica Th2, antes mesmo do individuo
entrar em contato com alérgenos ambientais. Assim, do ponto de vista clinico, podemos

conjeturar que o uso de qualquer farmaco ou produto imunomodulador, apds o
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estabelecimento da doenca clinica atdpica, ndo deve alterar o desenvolvimento da

“marcha” atopica.

Diversos estudos tem demonstrado que a exposicdo a parasitas inibe a resposta
pulmonar alérgica, incluindo estimulos de resposta linfocitaria reguladora.>>* Esses
resultados vem ao encontro do efeito inibidor da resposta alérgica desencadeada pelo
extrato parasitario utilizado no presente estudo. No entanto, somente Wohlleben e
colaboradores demonstraram que, em relacdo a diferentes momentos da exposigdo, a
infecc¢ao 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.” Segundo os autores, animais infectados mais
precocemente (8 semanas antes do desafio com OVA) apresentaram inibicdo menos
intensa. Nossos resultados diferem deste estudo, uma vez que nossa exposi¢ao mais
precoce ao extrato parasitario apresentou a resposta inibitéria mais robusta. O nosso
achado parece ser mais concordante com as hipoteses levantadas de desenvolvimento da
resposta imune alérgica no inicio da vida, particularmente em relagdo a diferenciagao

das células T.

Em relagdo ao desenvolvimento da resposta imune da asma atopica, os linfocitos
Th2 sdo programados para produzir citocinas especificas (IL-4, IL-5, IL-13, etc.) que
sustentam a inflamacdo aguda e persistente nos bronquios de criangas com asma
(produgdo de IgE, recrutamento/ativagdo de eosinofilos e broncoconstricdo). Foi
demonstrado que a diferenciacdo das células T para células Th2 ocorre inicialmente in

utero, provavelmente devido a inibi¢ao da resposta Thl, com produgdo de IFN-y, que ¢
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toxico para a placenta.’®>” Apods o nascimento, este tipo de resposta linfocitaria Th2 é
reduzida em individuos ndo atopicos, provavelmente ativada por antigenos ambientais,
desviando-se para uma diferencia¢io de linfocitos Thl.*® Com isto, acredita-se que o
inicio da vida deve ser determinante na diferenciagdo fenotipica de linfocitos T, células
estas orquestradoras da resposta imune, desenvolvendo uma caracteristica

predominantemente alérgica, naqueles individuos geneticamente predispostos.

Outros estudos tem refor¢ado nossa hipotese de que quanto mais precoce as
intervengodes terapé€uticas, maior a probabilidade de mudancas no perfil de resposta
imune de células T, através de estimulos nao atopicos. Lima e colaboradores avaliaram a
importancia do momento de exposicdo a interferon-y (IFN-y) exodgeno no
desenvolvimento da resposta alérgica em modelo murino, incluindo grupos com
exposi¢ao ante-natal e durante amamentagdo. Apos todos os animais serem submetidos
ao protocolo de sensibilizagdo a OVA na idade adulta, os resultados com maior inibi¢ao
da resposta alérgica foram daqueles animais que receberam IFN-y no periodo pré-natal,
quando comparados a intervengao pds-natal (amamentagao). Gerhold e colaboradores
também analisaram o efeito do momento da exposi¢do a endotoxina em modelo
experimental de asma. Neste estudo, os autores demonstraram que a exposi¢ao pré-natal
(camundongos BALB/c fémeas gravidas expostas a LPS inalatério) combinada com
exposicao pos-natal, antes da sensibilizagdo com OVA, inibia a resposta Th2 dos
animais expostos.” Fusaro e colaboradores realizaram também um estudo em que
avaliaram a exposicao a OVA em camundongos fémeas antes mesmo da fecundagao, e

também durante a gestacdo. Foi observada passagem de anticorpos especificos para
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OVA através do liquido amniotico, da circulagdo placentaria e do leite materno,
ocorrendo inibicao da resposta de IgE a OVA na prole, principalmente se a exposi¢ao
ocorria precocemente na gestacdo.” Por fim, Tulic e colaboradores realizaram um
estudo com modelo murino, verificando que a resposta de supressao da resposta alérgica
ocorreu somente no grupo que foi exposto a endotoxina antes da sensibilizacdo com
OVA. No grupo que ja havia sido sensibilizado, a endotoxina aumentava a resposta
alérgica.”’ Com este estudo, parece entdo que ap0s ter ocorrido uma resposta Th2
induzida pelo antigeno, a endotoxina (e provavelmente outras substancias com potencial
imunomodulador, como os extratos parasitarios), além de ndao suprimirem mais a
resposta Th2, podem até mesmo ocasionar uma exacerba¢cdo da mesma. Desta forma, um
mesmo fator pode ser protetor ou desencadeante de sintomas alérgicos, dependendo do
momento da exposi¢do. Assim, todos estes estudos demonstram que o momento que o
sistema imune ¢ exposto a fatores imunomoduladores parece ser essencial na

determinagdo da expressao de doengas alérgicas.

Do ponto de vista translacional, parece importante determinar, particularmente
através da resposta linfocitaria, quando € possivel intervir na evolugcdo de um fenotipo
alérgico. A partir dos nossos resultados e dos estudos prévios apresentados, pode-se
inferir que o momento crucial para se evitar a expressao clinica de doencas alérgicas
parece ser o periodo neonatal, ou mesmo antenatal. Estas evidéncias reforcam a
necessidade de se modificar o rumo das pesquisas de novas terapias em asma,
concentrando esforcos em farmacos ou bioprodutos que possam modificar precocemente

a resposta imune celular, principalmente aquelas ligadas as células T. Alguns autores
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falam em “periodo critico do desenvolvimento” e “janela de oportunidade™'%!74?

como
fator determinante para se alcancar uma modulacao efetiva do sistema imune a ponto de

se alterar um fendtipo atopico.

Ao enfocar a questdo do momento do desenvolvimento da resposta alérgica,
nossos resultados contribuiram para o entendimento da questdo preventiva das doengas
atopicas. Independente da substancia imunomoduladora que possa, no futuro, ser
utilizada para inibir o desenvolvimento de asma, podemos concluir que definir o
momento da intervencao ¢ tdo importante quanto achar um farmaco promissor. Este
momento ideal pode ser independente tanto do tipo da exposicao (endotoxina, parasita,
virus, etc), quanto do mecanismo indutor da modulacdo da resposta imune (estimulos T

reguladores ou Thl).

Apesar das limitagdes inerentes aos estudos experimentais, podemos transferir
algumas informacdes relevantes do nosso estudo para a asma em humanos. Intervengdes
terapéuticas com caracteristicas imunomoduladoras nao parecem ser eficazes apds a
sensibilizacao ao alérgeno. Além disto, podemos imaginar que, em um futuro préximo,
ao isolarmos proteinas imunomoduladoras que possam ser utilizadas com seguranga em
pacientes, estas proteinas provavelmente devam ser utilizadas o mais precocemente
possivel, durante a gestagdo ou nos primeiros meses de vida, em criangas com alto risco
de doengas alérgicas. Apods a sensibilizagdo da crianca a alérgenos ambientais, o uso de
substancias imunomoduladoras talvez ndo altere mais o fenotipo atopico. No entanto,
uma limitacdo que nosso estudo apresenta ¢ a auséncia de mensuracao de sensibilizacdo

a OVA (IgE especifica a OVA). Com esta limitagdo, ndo podemos inferir que nossas
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intervengoes inibem a sensibilizag¢do alérgica a OVA, mas somente a resposta pulmonar
eosinofilica a este alérgeno, o que, na opinido dos autores, ndo modifica a interpretacao

final dos nossos resultados em relagdo a expressao tecidual de uma doenca alérgica.

Por fim, o presente estudo gera uma pergunta central sobre este tema: Serd
possivel, em um futuro proximo, impedir a marcha atopica de uma crianga com fatores
de risco, intervindo precocemente em seu sistema imune com novas terapias? Esta linha
de pesquisa abre caminho para muitas questdes como esta, de importante relevancia na
histéria natural das doencgas alérgicas. Concluindo, nossos resultados sugerem que as
pesquisas em novas terapias para asma devem atentar-se para a questdao do momento da
intervencao terapéutica, com o objetivo de darmos um importante passo para chegarmos

a um momento onde a preveng¢ao desta doenga seja uma realidade mundial.
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CONCLUSOES

A exposicdo precoce ao extrato parasitario de A. cantonensis (durante o
periodo  neonatal), antes da sensibilizagdo alérgica, inibe
significativamente a resposta pulmonar eosinofilica a ovalbumina em

modelo murino.

Novas terapias imunomoduladoras em asma de origem atdpica devem ser
testadas precocemente, antes do periodo de sensibilizagdo a alérgenos

ambientais.




