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RESUMO

Introducio: diversos estudos tém demonstrado que infec¢des helminticas sdo capazes exercer
um efeito modulador na expressdo de doengas alérgicas. O aumento do numero de eosinofilos
no epitélio nasal ¢ uma das principais caracteristicas da rinite alérgica (RA). O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de extratos de diferentes parasitos adultos na resposta alérgica de
vias aéreas superiores, utilizando-se um modelo murino.

Métodos: camundongos BALB/c foram sensibilizados intraperitonealmente (i.p) com
ovalbumina (OVA, nos dias 0 e 14). Apds a sensibilizacdo, nos dias 25, 26 e 27 do protocolo,
os animais foram submetidos a instilagdes intranasais (i.n) de OVA. Extratos de vermes
adultos de Angiostrongylus costaricensis (A. costaricensis), Angiostrongylus cantonensis (A.
cantonensis) e Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides) foram administrados através de injecao
1.p em trés diferentes grupos, respectivamente, no dia — 7. Um quarto grupo, no qual ndo foi
administrado extrato parasitario, foi usado como controle. Vinte quatro horas ap6s o ultimo
desafio com OVA i.n, os camundongos foram eutanaziados. O epitélio nasal foi removido ¢ a
analise histologica foi realizada em microscopia optica.

Resultados: a média do numero de eosinéfilos por mm? (células/ mm?) no grupo controle foi
de 25,74 + 3,06. Enquanto a média de eosindfilos nos grupos A. costaricensis, A. lumbricoide
e A. cantonensis foi significativamente menor que no grupo controle (1,88 = 0,60; 2,37 + 0,66
e 2,31 £ 0,56, respectivamente, p = 0,001). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos de tratamento com extrato parasitario (p > 0,05).

Conclusio: os resultados sugerem que a exposicao sist€émica a extratos de diferentes vermes

adultos pode suprimir a inflamacao eosinofilica em um modelo murino de rinite alérgica.

Descritores: helmintos; rinite alérgica; eosinodfilos; ovalbumina; camundongos.
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ABSTRACT

Background: There is accumulating evidence that helminth infections may be capable of
modulating the expression of allergic diseases. Nasal increased eosinophils are one of the
major hallmarks of allergic rhinitis. The objective of this report was to evaluate the effect of
extracts of different parasites on the upper airway in a murine model of allergic rhinitis.
Methods: BALB/c mice were first sensitized intraperitoneally (i.p) to ovalbumin (OV A, days
0 and 14) and were challenged intranasally (i.n) with OVA on 3 consecutive days (days 25,
26, 27). Extracts of adult Angiostrongylus costaricensis (A. costaricensis), Angiostrongylus
cantonesis (A. cantonensis) and Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides) worms were given by
1.p. injection, in three different groups, respectively, on day -7. A fourth group, without
extract administration, was used as the control group. Twenty-four hours after the last i.n
OVA challenge, the mice were euthanized. Nasal tissues were removed and histology analysis
was performed by light microscopic examination.

Results: Mean of eosinophils counted in the control group was 25.74 + 3.06. Eosinophil
counts (cells/mm?) in A. costaricensis, A. lumbricoides and A. cantonensis groups were
significantly lower than the control group (1.88 + 0.60, 2.37 £ 0.66 and 2.31 + 0.56,
respectively; p=0.001). ). The mean eosinophils counted in the treatment groups were not
significantly different among the groups (p > 0,05).

Conclusions: Our results suggest that systemic exposure to different adult parasite worm

extracts suppress the eosinophilic inflammation in a murine model of allergic rhinitis.

Key Words: helminth; allergic rhinitis; allergy; eosinophils; ovalbumin; mice.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1. INTRODUCAO

A prevaléncia da rinite alérgica (RA) duplicou nas ultimas duas décadas, juntamente
com suas comorbidades e seus custos socioecondmicos'. A rinite alérgica é a mais comum
patologia alérgica cronica nos EUA®. Aproximadamente 80% dos pacientes asmaticos tém
concomitantemente RA®. Entretanto, os mecanismos envolvidos no processo alérgico ainda
ndo estdo bem estabelecidos. Estudos tém sido realizados com o objetivo de melhorar as
alternativas terapéuticas, vias de administracdo e custo-efetividade; porém, a corticoterapia
permanece como a principal alternativa de tratamento medicamentoso.

No final da década de 80, Strachan (1989) propds que o desenvolvimento da RA
poderia ser prevenido por infec¢des no principio da infincia, que seriam transmitidas pelos
irmaos mais velhos, em um ambiente promiscuo higienicamente. Tal hipotese foi chamada de
“hipotese da higiene”. Um dos mecanismos propostos para este efeito foi através de estimulos
da resposta linfocitica “T-helper-1”(Thl), secundéaria a infec¢cdes ndo parasitdrias, assim
inibindo a resposta Th2, cujas citocinas estdo associadas com doengas alérgicas.

Um estreito paralelo entre a inflamacdo associada a doengas alérgicas e aquela causada
por infecgdes de helmintos parasitos foi encontrada. Tanto doengas alérgicas como infecgoes
parasitarias estdo associadas com elevados niveis de imunoglobulina E (IgE) e eosinofilos,
refletindo uma forte resposta Th2*%. Paradoxalmente, estudos demonstram que em paises em
desenvolvimento onde infec¢des parasitarias t€m alta prevaléncia, as doencas alérgicas sao
menos prevalentes’''.Desta forma, as infec¢des helminticas parecem ndo se encaixar na teoria

de alteracdo do equilibrio Th1/Th2.



Diversos estudos epidemioldgicos t€ém demonstrado uma relag@o inversa entre alergia
e infecgdes parasitarias™ > ' 2. Alguns modelos experimentais tém analisado certos aspectos
. . ~ . 13-17
imunoldgicos decorrentes desta relagdo entre os parasitos € a asma -~ '. Contudo, com
referéncia a alergia das vias aéreas superiores, nao existem publicacdes analisando uma

possivel resposta protetora decorrente da exposi¢ao aos parasitos.

1.2. DEFINICAO

A rinite € definida como uma inflamag@o da mucosa do nariz, sendo caracterizada por
sintomas nasais que incluem: rinorréia anterior ¢ posterior, espirros, obstrugao nasal e prurido
nasal. Estes sintomas ocorrem durante dois ou mais dias consecutivos, por mais de 1 hora, a
maioria dos dias'®. Como a mucosa nasal é continua com a mucosa dos seios paranasais ¢ a
congestdo dos seus Ostios poderia resultar em sinusite, dizemos que ndo devera haver sinusite
sem rinite, assim o termo “rinossinusite” parece mais apropriado7.

A rinite alérgica é a forma mais comum de rinite ndo infecciosa e, freqiientemente,
esta associada com sintomas oculares. Classicamente, a RA ¢ classificada em perene e
sazonal, de acordo com a exposicdo aos alérgenos. Porém, em certas partes do mundo
alérgenos “tipicamente” sazonais sdo perenes na natureza. Além disso, os sintomas de rinite
perene podem nao estar presentes durante todo o ano'’. Por estas razdes foi proposta uma
nova classificagdo, contida na publicagdo conhecida como ARIA (Allergic Rhinitis and ts
Impact on Asthma)zo. Esta classificacao subdivide a RA em relagdo a duragdo dos sintomas,
em intermitente e persistente. Ja a severidade da RA ¢ dividida em leve ou moderada-severa.

Conforme figura 1.



INTERMITENTE PERSISTENTE
<4 dias/semana ou 4 semanas >4 dias/semana ou > 4 semanas

LEVE MODERADA-SEVERA
e Sono normal Um ou mais itens
e Sem prejuizo nas e Alteragdo do sono
atividades diarias, esporte, e Prejuizo das atividades
lazer, trabalho, escola diarias, esporte, lazer,
e Sintomas ndo incomodam trabalho, escola
e Sintomas incomodam

Figura 1. Classificacdo da rinite alérgica, de acordo com ARIA”.

A RA ¢ uma patologia que acomete fundamentalmente o nariz, cujos sintomas sao
induzidos apo6s exposicdo a alérgenos, que desencadeiam uma resposta inflamatoria na
mucosa nasal, mediada por IgEzO.

A RA foi definida em 1929, sendo citados como os trés sintomas cardinais: espirros,
obstrugio nasal e secre¢do mucosa nasal’'.

Historicamente, as primeiras descrigoes alusivas a RA sao islamicas, do século IX. Ha
registros também de textos europeus do século XVI. Porém, foi somente no principio do
século XIX que a doenca foi cuidadosamente descrita, sendo aquela época considerada
incomum. No final do século XIX tornou-se um diagnostico comum na Europa e América do
Norte. Em alguns paises, mais de 50% dos adolescentes apresentam sintomas de rinite

frs 22
alérgica™.



1.3. PREVALENCIA DA RINITE ALERGICA

A prevaléncia da rinite ¢ estimada entre 10 a 20% da populacdo dos Estados Unidos,
Inglaterra, Alemanha, Suica e Finlandia®®. Utilizando uma estimativa conservadora,

23,24
% sendo:

aproximadamente 500 milhdes de pessoas sofrem de rinite alérgica no mundo
e Mais de 100 milhdes de pessoas na Europa e América do Norte;
e Mais de 150 milhdes na Asia (Pacifico);
e Mais de 100 milhdes na India, Paquistio e paises proximos;
e Mais de 75 milhdes na América do Sul e Central;
e Mais de 30 milhdes na Africa;
e Mais de 50 milhdes em outros paises.

Cerca de 200 milhdes de pessoas com rinite alérgica tém asma como comorbidade.
Além disso, casos de rinite/rinossinusite ndo alérgica ocorrem em centenas de milhdes de
pessoas ao redor do mundo, com uma fragdo atribuivel a alergia, utilizando-se questiondarios
de rinite alérgica, ao redor de 50 — 60%.

Atualmente a RA ¢ reconhecida, como um problema de saude global. Entretanto ainda
necessita de melhores avaliacdes epidemiologicas, com uso de pardmetros objetivos e
avaliagdes clinicas para estimar sua real prevaléncia, fatores etiologicos e historia natural.
Definigdes clinicas de rinite sdo dificeis de usar em estudos epidemiologicos de grandes
populagoes, assim como se torna dificil avaliar cada individuo separadamente nestes tipos de
estudo. Utilizando-se apenas questionarios, ha uma tendéncia de superestimar os casos de RA.
Estes estudos chegam a apontar que mais de 50% dos casos de RA diagnosticada sejam
mediados por aumento de IgE.

Os mais recentes estudos demonstram que a prevaléncia da RA estd aumentando,

principalmente naqueles paises onde a prevaléncia era baixa. A prevaléncia de rinite alérgica



sazonal ¢ maior em criangas ¢ adolescentes. Rinite alérgica perene é mais caracteristica de
adultos que criangas’,

Estudos multicéntricos como o ISAAC (International Study on Asthma and Allergy in
Childhood) demonstraram, em sua fase I, uma grande variag@o na prevaléncia de sintomas de
asma e rinite em criangas™. A prevaléncia de rinite com rinoconjuntivite variou com o passar
dos anos entre os centros avaliados: de 0,8% a 14,9%, em criangas de 6 — 7 anos, enquanto em
criancas de 13 — 14 anos varia de 1,4% a 39,7%. A correlag@o entre a prevaléncia de asma e
rinite em criangas em idade escolar também ¢ representativa. Com excecdo de alguns paises
com baixa prevaléncia de asma e rinite (abaixo de 5%) como Indonésia, Albania, Roménia e
Grécia; a maioria dos centros avaliados apresentou prevaléncias elevadas. Australia, Nova
Zelandia e Inglaterra apresentaram prevaléncia de asma acima de 30% e de rinite, entre 15 e
20%. O Brasil apresentou uma prevaléncia de rinite alta (7 — 25%, em diferentes centros),
equivalente a prevaléncia de asma, entre 10 e 25%. Resultados semelhantes ao Brasil foram
encontrados na Nigéria, Paraguai, Malta, Argentina e Hong Kong*. As prevaléncias de RA na

América Latina sdo apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1. Prevaléncias (%) de rinite alérgica na América Latina no estudo ISAAC, nas fases I

Idade (6 — 7 anos)
Brasil

Chile

Costa Rica
México

Panama

Idade (13 — 14 anos)
Argentina

Brasil

Chile

Costa Rica

México

Panama

Paraguai

Peru

Uruguai

Sintomas de rinoconjuntivite alérgica

Fase 1

12,5
8,2
1,6
8,6
7,1

17,4
16,2
10,7
14,3
9.4
9.4
34,5
19,4
16

Fase 111

12
12,3
15,9
72

11,7

16,9
15,8
22,2
17,7
7,1

11,7
45,1
18,7
10,6

(Fonte: Asher e colaboradores, 2006)

Estudos feitos na América do Norte, Europa, América Central ¢ América do Sul

demonstraram que a prevaléncia de atopia e rinite alérgica ¢ maior nas areas urbanas do que

, - 26 . . ~ .
nas areas rurais” . Criancas que vivem em fazendas t€m menos RA que outras, sugerindo um

fator protetor para alergia no estilo de vida do interior’.

1.4. DIAGNOSTICO

O diagnostico da RA habitualmente ndo apresenta problemas, porém em alguns casos

pode tornar-se dificil. Muitos pacientes sdo subdiagnosticados, principalmente devido a falta



de percepgdo dos mesmos em correlacionar os sintomas de rinite como uma doenga que causa
prejuizo a sua qualidade de vida, convivio social, escola e trabalho.

Os sintomas de RA incluem rinorréia, obstrucdo nasal, prurido nasal e espirros, que
sdo reversiveis espontaneamente ou com tratamento” . Criangas podem ter apenas obstrugio
nasal, entretanto quando este ¢ o unico sintoma, raramente estd associado a RA. Pacientes
com rinite ndo alérgica podem ter sintomas semelhantes.

Nos estudos populacionais tende-se a utilizar questionarios ou escores padronizados
para o diagndstico. Um estudo recente propds a utilizagdo de um escore considerando
caracteristicas da RA (sintomas clinicos, estagdes do ano, fatores desencadeantes, historia
familiar, anamnese e percepgdo de alergia)™. Utilizando o diagnéstico médico (baseado no
questionario, exame fisico e testes cutdneos para aeroalérgenos) como referéncia, estes
escores tiveram bons valores preditivos positivos e negativos (84% e 74%, respectivamente),
na identificag@o de pacientes com diagndstico de RA.

Testes in vivo e in vitro sdo usados para o diagnostico e sdo direcionados para a
deteccao de IgE livre ou ligada as células. Estes testes objetivos para o diagnostico de alergia
mediada por IgE ( testes cutaneos, dosagem sanguinea de IgE especifica e total), ainda
apresentam baixos valores preditivos (48,7%, 43,5% e 31,6%, respectivamente)®’. Devido a
baixa acurdcia diagnostica, a dosagem de IgE total tende a ndo ser mais usada no rastreamento
ou diagnostico de alergia. Um resumo didatico da abordagem diagnostica da RA ¢

apresentado na figura 2.



Sintomas sugestivos de rinite Sintomas freqiientemente nao
alérgica associados com rinite alérgica
2 ou mais dos sintomas abaixo, SINTOMAS UNILATERAIS
duragdo > 1h, maioria dos dias e Obstrucao nasal sem
e Rinorréia aquosa outros sintomas
e Espirros (paroxisticos) e Rinorréia purulenta
e Obstrucao nasal e Rinorréia posterior espessa
e Prurido nasal e Dor
e Conjuntivite e Epistaxe recorrente
e Anosmia
Classificar e avaliar severidade Encaminhar ao especialista

Figura 2. Algoritmo de avalia¢do dos sintomas de rinite alérgica para o médico generalista
segundo ARIA™.

1.5. TRATAMENTO

O tratamento da RA inclui a educagdo do paciente, controle ambiental, farmacoterapia
e imunoterapia alérgeno-especifica; cirurgia, em casos selecionados. Nao existe, até o
momento, estudo clinico que fornega evidéncia suficiente para afirmar que o controle
ambiental ¢ educacdo do paciente sejam efetivos no manejo da RA. Dentro da terapia
medicamentosa, os glicocorticoides intranasais sdo considerados a terapia mais efetiva’.

Os anti-histaminicos de segunda geragao também sdao medicacdes seguras, que podem
ser usadas por longo prazo. Entretanto, o custo da medicagao tem demonstrado que nem todos
anti-histaminicos de segunda geracdo sdo custo-efetivos, ou seja, muitos possuem elevados
custos para o controle adequado dos sintomas” Os anti-histaminicos, assim como os
antileucotrienos, as cromonas, os agentes anticolinérgicos, os descongestionantes e alguns

anti-inflamatoérios ndo esteroides sdo utilizados no tratamento da RA. Entretanto, apresentam
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um restrito espectro de acdo no controle dos sintomas, um custo consideravel e para-efeitos
ndo despreziveis.

A imunoterapia, consiste na administracdo de quantidades gradualmente maiores de
um extrato alérgeno em um individuo alérgico, com a finalidade de melhorar os sintomas
associados com uma subseqiiente exposicdo ao alérgeno causador do processo alérgico.
Existem algumas evidéncias da efetividade da imunoterapia no tratamento da RA e da asma,
porém apenas para alérgenos inalatérios’. Entretanto, ha uma grande dificuldade na
padronizagdo dos extratos alérgenos, pelo uso de diferentes metodologias entre os
laboratorios. H4 um numero relativamente pequeno de pacientes testados pelas diferentes
metodologias, bem como alta variabilidade na sensibilidade das populagdes. O efeito da
imunoterapia ¢ dose-dependente; destarte, baixas doses sdo ineficazes enquanto altas doses
podem induzir sérias reacdes sist€émicas.

O wuso de anti-IgE (anticorpo monoclonal recombinante humanizado -
OMALIZUMAB) forma complexos com a IgE livre, bloqueando sua interacdo com
mastocitos e basofilos, diminuindo os niveis de IgE livre circulante. Omalizumab foi efetivo
na diminui¢do dos sintomas nasais e melhora da qualidade de vida de pacientes com rinite
alérgica, porém ensaios clinicos demonstraram raras associagdes com reagdes anafilaticas e
anafilactoides’. Até o momento, a avaliacao da custo-efetividade do omalizumab nao o indica

para o tratamento da RA.

1.6. IMUNOPATOGENIA DA RINITE ALERGICA

Apesar da elevada prevaléncia da RA em muitos paises, sua fisiopatogenia ainda ndo

, . . - . 1 ,
esta bem estabelecida e seu tratamento ainda ndo ¢ efetivo a longo prazo . H4 uma complexa
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cascata de eventos desde a apresentagdo do antigeno até a fase tardia da resposta inflamatoria
alérgica, onde os eosinodfilos exercem papel fundamental. Alérgenos induzem a proliferacdo
de linfocitos Th2, com a liberacdo de interleucinas caracteristicas: 1L-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-
10 e IL-13. Estas substancias ativam a producdo de IgE e mastocitos, com recrutamento e
ativacdo de eosinofilos. Os mastocitos tissulares por sua vez produzem IL-4, IL-5, IL-6,
triptases e se proliferam no epitélio. Mediadores inflamatorios e citocinas incrementam a
producdo de marcadores celulares de adesdo endotelial, como as moléculas de adesdo de
células vasculares. Fatores quimiotaxicos como: eotaxinas, IL-5 ¢ RANTES, proporcionam a
infiltragdo celular caracteristica da rinite alérgica cronica, com eosin6filos, basoéfilos,
linfocitos Th2 e mastocitos™".

Estudos com secrecdes respiratorias ¢ bidpsias de vias aéreas em pacientes com RA e
asma sugerem que os eosinofilos desempenhem um papel fundamental na patogénese e

X e 14, 31
expressao clinica da doenca

. A RA ¢ caracterizada por aumento do nimero de eosinofilos
no epitélio nasal e na camada submucosa®’. Na fase tardia da reacdo alérgica, os eosinofilos
infiltram-se nos tecidos da regido pds-capilar das vénulas, degranulam-se e liberam granulos
de proteinas citotoxicas, como as proteinas eosinofilicas catidnicas, proteinas basicas
principais, neurotoxinas derivadas de eosinofilos e peroxidases eosinofilicas, que causardo o
dano epitelial®. Eosinofilos também sdo uma importante fonte de leucotrienos. O influxo de
eosinofilos produz profundas mudangas na mucosa nasal. Eosinofilos sdo ativados pela
interacdo do receptor CD40 com CD40 ligante em outras células inflamatdrias, mediadores
como fatores de ativagao plaquetaria (FAP), IL-16 e complexos alérgeno anticorpo
envolvendo IgA, IgG e IgE. A presenca de IL-3, IL-5 e fatores estimuladores de coldnias
granuldcito-monocito (GM-CSF) promove a sobrevivéncia dos eosinofilos no tecido®*. Como

estas citocinas sdo produzidas pelos eosindfilos, ha uma retroalimentag@o autdcrina positiva e

a perpetuacdo da inflamagdo eosinofilica. A figura 3 ilustra a resposta alérgica na RA.
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Figura 3. Representagdo esquematica da resposta imune na rinite alérgica. Observar o papel
fundamental dos eosinéfilos em todo processo, principalmente na fase tardia. Um grande ntimero
de fatores inflamatdrios pode ativar os eosinofilos e atrai-los para os locais da inflamagao alérgica.
Citocinas como a interleucina-3 (IL-3), IL-5 e o fator estimulador de colbnias granulécitos-
macrofagos (GM-CSF) podem perpetuar a inflamagdo eosinofilica de maneira autocrina. A
proteina eosinofilica cationica (ECP) ¢ um potente indutor de necrose epitelial. Os leucotrienos
(LTC,) tém multiplos efeitos em glandulas, vasos e outras células. As citocinas sdo as mediadoras
da resposta alérgica nos niveis local e sistémico.

APC, célula apresentadora de antigeno; MHC II, complexo de histocompatibilidade principal
classe II; T2, linfocito T auxiliar; CD40L-CD40, complexo ligante/receptor; IgE, anticorpo da
classe IgE; Bas, basofilos; Mast, mastocitos; PG, protaglandinas; TNF, fator de necrose tumoral;
TGF, fator de crescimento e transformacgido; MBP, proteina basica principal; EDN, toxina derivada
de eosinoéfilo; EPO, peroxidase eosinofilica; ICAM, molécula de adesdo intercelular; VCAM,
molécula de adesdo celular vascular.

12
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1.7. RINITE ALERGICA E A HIPOTESE DA HIGIENE

A prevaléncia de RA em paises em desenvolvimento € menor que em paises
desenvolvidos. Infeccdes virais, bacterianas ou parasitarias poderiam estar associadas a esta
distribuigdo™ *°. Exposicio a certos alimentos e patogenos orofecais, como hepatite A,
Toxoplasma gondii e Helicobacter pylori reduzem o risco de atopia em mais de 60%°. Com
base nestes dados foi proposto que condigdes caracteristicas de paises industrializados, como
a auséncia de freqlientes infecgdes durante a infancia, melhoria da higiene, vacinagdes e
amplo uso de antibidticos poderiam alterar o sistema imune, de tal maneira que, este
responderia de forma inapropriada a substincias supostamente inocuas. Este fendmeno foi

denominado “hipotese da higiene™’

, a qual ofereceu a base tedrica para uma diferente
perspectiva de interpretagdo da resposta imune, através do balango entre células Thl
(associadas com bactérias, infecgdes virais e auto-imunes) ¢ Th2 (associadas com infecgoes
helminticas e doengas alérgicas). Assim, limitada exposi¢do a bactérias e patdogenos virais
durante os primeiros anos de vida resulta em uma insuficiente estimulacdo Thl, o que
ocasiona, em contra partida, uma expansdo das células Th2 e conseqiiente predisposi¢ao a
alergia.

Helmintos parasitas, incluindo geo-helmintos podem induzir intensa resposta alérgica
em humanos. H4 semelhangas entre a inflamacdo alérgica causada pela resposta imune do
hospedeiro a alérgenos ambientais e a resposta imune a antigenos parasitarios. Além disso,
ambos sdo associados com altos niveis de IgE, eosinofilia tissular e mastocitose, com

~ . . oo 6,36
aumento da secrecdo de muco e células T, que secretam preferencialmente, citocinas Th2 > ™

37

Um estudo no Equador ndo demonstrou relacdo entre sintomas de RA e infec¢ao por

geo-helmintos®®. Outro estudo na 4rea urbana de Taiwan mostrou evidéncia de associagdo
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inversa entre enterobiose ¢ o diagnostico prévio de RAY; ja outro estudo apontou para uma
associagdo positiva entre sintomas de RA e a presenca de IgE para Ascaris™. Resultados
controversos demonstram que a relacdo entre infecgdes parasitarias e a RA ainda ndo esta

clara.

1.8. MECANISMOS DE PROTECAO IMUNE NAS INFECCOES HELMINTICAS

Estima-se que haja mais de 2 bilhdes de pessoas infectadas por helmintos em todo
mundo®. Entretanto, estas infecgdes em sua grande maioria ndo sio fatais. Paises
desenvolvidos t€m obtido sucesso no controle destas parasitoses, porém nao ocorre 0 mesmo
em paises em desenvolvimento. Nestes paises, embora haja tratamento para as infec¢des, ha
poucas medidas que impecam rapidas reinfecgdes na mesma populacao.

Infecgdes helminticas e a correspondente resposta imune do hospedeiro sdo produtos
de uma prolongada e dindmica co-evolug@o na relagdo parasita versus hospedeiro. Todos os
esforcos do parasita devem ser direcionados a desencadear uma resposta imune modulada no
hospedeiro, de tal forma que ele encontre um adequado nicho de maturacdo e proliferagdo,
sem que haja a morte do hospedeiro. Utilizando uma extensdo da teoria da higiene, supde-se
que a perda dessa modulagdo parasitaria seja deletéria para o sistema imune, ficando este mais
propenso ao desenvolvimento de doencas alérgicas e auto-imunes.

Recentes estudos demonstraram que a administracdo de helmintos pode diminuir a
resposta inflamatoria em doencas alérgicas, enquanto a supressao destas infeccdes helminticas
pode gerar o ressurgimento da alergia 3641

A resposta imune protetora contra grande parte das infec¢des parasitarias ¢ conhecida

como Th2. A resposta Th2, como visto anteriormente, ¢ tipicamente caracterizada pelo
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aumento dos niveis de interleucinas ( IL-4, IL-5, 1L-9, IL-13 e IL-21), ativacdo e expansdo
das células CD4'Th2, secre¢do de IgE, aumento e ativagdo de eosinofilos, mastécitos e
basofilos®™ *7. Na infecgio helmintica observamos também que IL-17 e IL-25 (também
conhecida como IL-17E) sdo capazes de promover a diferenciacdo linfocitica Th2, assim
como a expulsio de parasitas nematodeos* *.

Um exemplo da modulacdo da resposta imune protetora do hospedeiro ocorre na
Esquistossomose. Nesta parasitose, a inflamacao granulomatosa que ocorre ao redor dos ovos
depositados no tecido ¢ mediada por linfocitos T. Inicialmente, ocorre uma resposta Thl
aguda, direcionada ao verme adulto. Gradativamente ha uma transicdo para Th2 apos a
deposi¢io dos ovos pelo parasita'’. A falha no desenvolvimento de uma resposta Th2 efetiva,
apos a deposicao dos ovos, resulta na exacerbagdo da inflamagdo granulomatosa, coordenada
pelas células Thl e Thl7. Este tipo de resposta causa sérias lesdes no parénquima hepatico
circunjacente e pode resultar em morte". Entretanto, uma resposta Th2 prevalece ¢ esta
associada com lesdes leves, consistindo de pequenos e bem circunscritos granulomas,
compostos de eosinofilos, macrofagos e linfocitos. Esta resposta € tipicamente menor nos
casos cronicos de Esquistossomose.

Diversas teorias tentam explicar o paradoxal efeito, onde uma infeccdo tipicamente
Th2 (helmintica) suprime outra, igualmente Th2 (Alérgica). A saturacdo dos mastocitos seria
uma possivel resposta. Ocorre que a grande quantidade de IgE produzida nas infeccoes
helminticas poderia saturar os receptores de alta afinidade (FceR 1) nos mastocitos e basofilos,
modulando a resposta alérgica imediata'® ',

Produtos da infec¢do helmintica poderiam também ativar a produgao de IgG4,

incluindo anticorpos IgG4 especificos para os epitopos de IgE-reativa aos alérgenos

ambientais, bloqueando a resposta inflamatéria mediada por IgE'".
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Outra possibilidade seria via linfocitos T. Sabe-se que infecgdes por nematddeos
podem induzir e aumentar a quantidade de células T-reguladoras (Tgreg), tanto em
camundongos como em humanos, através da producao de citocinas antiinflamatorias (IL-10 e

TGFp)™ ™.

1.9. DESCRICAO DOS PARASITOS EM ESTUDO

O Angiostrongylus costaricensis (A. costaricensis) ¢ um metastrongylideo nematodeo,
parasito de roedores silvestres. O hospedeiro intermediario sio moluscos terrestres™. A
infeccdo humana acidental pode resultar em um quadro de angiostrongyliase abdominal,
caracteristica de paises das Américas do Sul e Central'> *. O A. costaricensis é um
enteroparasito cujos vermes causam lesdes arteriais mesentéricas. A lesdo apresenta-se
granulomatosa e com caracteristico infiltrado eosinofilico. Reinfec¢des nas areas endémicas
sdo freqiientes”’. Em camundongos BALB/c, apresenta uma polarizagdo na resposta imune
tipo Thl, na fase aguda®’, semelhante ao que acontece na Esquistossomose. Pinto e
colaboradores demonstraram a diminui¢do da resposta inflamatéria eosinofilica em pulmdes
de camundongos infectados com A. costaricensis'®

O Angiostrongylus cantonensis (A. cantonensis) € endémico em regides do sudeste da
Asia e Oceano Pacifico. A infeccio também ¢ acidental pela ingestio de moluscos
contaminados®®. Assim como o0 4. costaricensis, sua principal caracteristica histopatoldgica ¢
a formagao de granulomas e intensa eosinofilia®. O grande diferencial reside no trajeto da
larva infectante até o 6rgdo alvo. A larva de terceiro estagio, apds penetrar na parede intestinal

migra para Sistema Nervoso Central, medula espinhal ¢ olhos. E causador de meningite e
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meningoencefalite eosinofilicas. Também sdo descritas lesdes pulmonares, granulomas em
vasos e hemorragias pulmonares™.

O Laboratorio de Biologia Parasitaria da Faculdade de Biociéncias da PUCRS mantém
o ciclo destes dois nematédeos em laboratorio, o que possibilita a facil obten¢do de ambos
vermes adultos para o experimento.

Vermes adultos de Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides) foram utilizados porque
este ¢ um verme de distribuicdo cosmopolita, cuja prevaléncia global ¢ estimada em 1,5
bilhdo de pessoa’. Mesmo em situa¢des de multipla infecgio, que sdo extremamente comuns
em populagdes com alta prevaléncia de doengas parasitériasﬂ, a infeccdo por 4. lumbricoides
permanece como a mais prevalente. H4 um nimero maior de estudos sobre a relagdo entre A.
lumbricoides e doencas alérgicas, asma e rinite alérgica; porém, os resultados sdo conflitantes.
Recente estudo realizado na Etidpia sugere que enteroparasitos que possuam fase de migragao
pulmonar no hospedeiro, como pode ocorrer com o A. lumbricoides, poderiam suprimir a
inflamagdo alérgica nos pulmdes’®>. Um estudo feito na Africa do Sul demonstra uma

associagdo positiva entre sintomas de rinite alérgica e a presenca de IgE para Ascaris™.

1.10. ESTUDOS EM MODELOS EXPERIMENTAIS

A falta de consenso na literatura sobre a relagdo entre parasitos e doencas alérgicas
poderia ser explicada por delineamentos especificos das pesquisas ja realizadas e
caracteristicas individuais de cada estudo. Entretanto, também poderia refletir uma variagao
real, se o efeito modulatério das infecgdes parasitarias no processo alérgico fosse diferente
para distintos parasitas e modificado pela prevaléncia do parasito, assim como, pelo tempo de

exposicdo em relacdo a resposta imune ou sensibilizacdes®. Além disso, modelos animais
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destinados a investigagdo alérgica diferem entre laboratorios em termos de tipo, quantidade e
concentragdo de alérgenos usados, assim como método, freqiiéncia e duragdo total da
inoculacdo do alérgeno13 .

Modelos murinos tém sido uteis na compreensao dos mecanismos de desenvolvimento
da Asma. Wang e colaboradores demonstraram que infeccdo parasitaria por Strongyloides
stercoralis poderia suprimir a resposta alérgica nos pulmdes de camundongos previamente
sensibilizados com ovalbumina(OVA)>. Recentes modelos murinos de RA, assim como
estudos sobre asma em camundongos tém focado apenas em uma parte da via aérea
isoladamente, sem estudar a RA no contexto da asma’. Contudo ha uma tendéncia de estudo
da RA em conjunto com a asma. Saito e colaboradores™* analisaram um modelo de patogénese
da RA isoladamente, porém comparando com alteragdes fisiologicas da responsividade da via
aérea inferior e medula Ossea. Essa mesma interacdo de via aérea superior e inferior foi
analisada por Li e colaboradores'. Hellings e colaboradores realizaram avaliacdes seriadas
em um modelo murino de rinite alérgica e asma’ e, ap6s sete sensibilizagdes intraperitoniais
com OVA, conseguiram obter reatividade na via aérea superior. Mas isso aconteceu apenas
apos o quarto dia de administracdo de OV A intranasal. Muitas vezes, utilizam-se diferentes
protocolos de sensibilizacdo e desafio para a via aérea superior e inferior dentro do mesmo
estudo, o que ocasiona limitagdes na avaliacdo e comparacdo dos resultados.

Existem poucos estudos que avaliam parasitos no modelo experimental, sendo a
maioria relacionada com a infecgdo natural do parasito. Nao ha registros de utilizagdo do
proprio verme adulto como alérgeno. O estudo em modelo murino que mais se aproxima desta
exposicdo foi o que utilizou um extrato bruto de Ascaris suum. Lima e colaboradores
demonstraram em um modelo murino que extratos de vermes de Ascaris suum, administrados

subcutaneamente, foram capazes de inibir a inflamagdo eosinofilica em tecido pulmonar>.
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2.JUSTIFICATIVA

A prevaléncia da rinite alérgica tem aumentado exponencialmente nas duas ultimas
décadas, sobretudo nos paises de baixa e média incidéncia. Supde-se que seja a doenga
alérgica cronica mais freqiiente em paises desenvolvidos. Entretanto, os mecanismos
envolvidos no processo alérgico ainda ndo estdo bem estabelecidos. Estudos tém sido
realizados com o objetivo de melhorar as alternativas terap€uticas, tanto para vias de
administracdo como custo-efetividade; porém, a corticoterapia topica permanece como a
principal alternativa de tratamento ha mais de duas décadas.

Recentes estudos demonstraram que helmintos podem exercer um papel adjuvante
atenuando quadros alérgicos ou, como fator de protecdo para doengas alérgicas, através da
modulagdo da resposta imune tipo Th2. No entanto, até o momento, tem-se avaliado apenas
modelos de infeccdo parasitdria em relacdo a asma alérgica, sem a exposicao direta do
complexo antigeno do parasito. Atualmente, nenhum estudo experimental foi publicado
avaliando o efeito de parasitos no desenvolvimento de RA. Ha estudos que sugerem que
certas estruturas parasitarias como glican0556’ 37 lipidios, lipoproteinas ou proteasessg’ >
poderiam estar envolvidas neste processo. Portanto, a administrag@o sistémica do extrato de
helmintos pode expor o hospedeiro a todas estas estruturas, prescindindo as comorbidades
inerentes ao ciclo do parasito e resultando na modulacio da resposta imune do hospedeiro em
outras doengas. Estes bioprodutos podem, potencialmente, em linhas de pesquisa bem
desenvolvidas, resultar em futuras alternativas de prevengdo e tratamento das doencgas
respiratorias alérgicas. O presente estudo trata-se de um estudo inédito, de avaliacdo da
relacdo entre diferentes extratos parasitarios e inflamacdo alérgica de via aérea superior em

modelos murinos.
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3.0BJETIVOS

Avaliar o efeito na via aérea superior da exposi¢@o a diferentes extratos parasitarios na
resposta alérgica a ovalbumina em um modelo murino, através da contagem de eosin6filos em

cortes histologicos da mucosa nasal.
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