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RESUMO

A asma € uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas, associada a fatores
genéticos e ambientais. A exposicdo a helmintos parece exercer um efeito protetor
sobre algumas doencas crbnicas, como a asma. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito imunomodulador de diferentes extratos de Angiostrongylus cantonensis (A.
cantonensis) no desenvolvimento da resposta pulmonar alérgica por ovalbumina
(OVA) em camundongos. Os animais foram divididos em 6 grupos: controle negativo
(PBS), controle positivo (OVA), animais com asma imunizados com extrato total
soltvel de A. cantonensis (Ac/OVA), com proteinas do aparelho digestivo (AcD/OVA),
com proteinas do aparelho reprodutor (AcCR/OVA), e de proteinas da cuticula
(AcC/OVA). No final do protocolo de OVA, os animais foram eutanasiados para coleta
de sangue, lavado broncoalveolar e tecido pulmonar. Foram dosados IgE especifica
para OVA no sangue, e contagem de células, IL-4, IL-5, IL-10, INF- y e eotaxina (no
lavado broncoalveolar) e realizada analise histologica do pulméo. Foi observada
significativa reducdo na contagem total de células nos grupos que foram imunizados
com o extrato total soluvel (ET) e com o extrato soluvel dos sistemas (ES) de A.
cantonensis, em relacdo ao grupo OVA (p<0,001). Verificamos uma reducédo
significativa de eosindfilos, macrofagos e linfocitos no grupo imunizado com ET, bem
como nos grupos com ES, em relagdo ao grupo OVA. No entanto, a imunizacao por
via intraperitoneal com ET e ES ndo promoveu alteracdo significativa nos niveis de
IgE especifica para OVA e citocinas avaliadas, exceto aumento de IL-10 e IFN- y
(p<0,01) no grupo imunizado com o ET. Concluindo, os diferentes extratos de vermes
de A. cantonensis, em especial o ET, quando administrado precocemente por via
intraperitoneal, resulta em uma modulacéo na resposta pulmonar alérgica induzida por

OVA em camundongos, com uma resposta distinta de IL-10 e INF- y no grupo ET.

Palavras-chave: Asma; Helmintos; Imunomodulacao; Parasitos.




ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways, associated with
genetic and environmental factors. Exposure to helminths appears to exert a protective
effect on some chronic diseases, such as asthma. The objective of this study was to
evaluate the immunomodulatory effect of different extracts of Angiostrongylus
cantonensis (A. cantonensis) on the development of allergic pulmonary response by
ovalbumin (OVA) in mice. The animals were divided into 6 groups: negative control
(PBS), positive control (OVA), animals with asthma immunized with total soluble
extract of A. cantonensis (Ac/OVA), animals with proteins from the digestive tract
(AcD/OVA), animals with proteins from the reproductive tract (AcR /OVA), and animals
with proteins from the cuticle (AcC / OVA). At the end of the OVA protocol, the animals
were euthanized for blood collection, bronchoalveolar lavage and lung tissue. OVA-
specific IgE was analyzed in blood, and cell counts, IL-4, IL-5, IL-10, INF- y and eotaxin
in bronchoalveolar lavage. Histological analysis of the lung was also performed. A
significant reduction in the total cell count was observed in the groups that were
immunized with the total soluble extract (TE) and with the soluble extract of the
systems (SE) of A. cantonensis, compared to the OVA group (p <0.001). We found a
significant reduction of eosinophils, macrophages and lymphocytes in the group
immunized with TE, as in the SE groups, in relation to the OVA group. However,
intraperitoneal immunization with TE and SE did not alter the levels of OVA-specific
IgE and cytokines, except for an increase in IL-10 and IFN-y (p <0.01) in the group
immunized with TE. In conclusion, the different worm extracts from A. cantonensis,
especially TE, when administered early intraperitoneally, result in a modulation of the
OVA-induced allergic lung response in mice, with a distinct response of IL-10 and e
INF-y in the TE group.

Key-words: Asthma; Helminths; Immunomodulation; Parasites.
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1 INTRODUCAO

A asma é definida como uma alteracéo inflamatoria crénica das vias aéreas, na
qgual muitas células desempenham papel ativo, em particular mastocitos, eosindfilos e
linfécitos T. Os pacientes com asma apresentam episodios recorrentes de dispneia,
sibilancia, sensacdo de aperto no peito e tosse, reversivel espontaneamente ou

através de tratamento[1].

A rede de interacfes celulares mediada por citocinas responsaveis pelo
processo inflamatério desenvolvido na asma, possivelmente esta relacionada a
exposicdo antigénica na presenca das citocinas apropriadas, sendo as células
dendriticas as principais responsaveis por este primeiro contato entre o sistema imune
e alérgenos externos. A partir deste processo, moléculas co-estimuladoras na
superficie da célula apresentadora de antigenos levam o estimulo e proliferacdo das
células Th2 [2], dando inicio a complexa interacdo celular que leva a disfuncdes e
alteracOes teciduais observadas na asma. Dentre as principais alteracdes teciduais,
destaca-se o remodelamento das vias aéreas, com obstrucdo brbnquica nao

reversivel [3].

A diminuicdo das doencas parasitarias e outras doencas infecciosas, no século
XX, foram associadas a um aumento substancial na prevaléncia de doencas
inflamatorias crénicas, como asma e doencas autoimunes (diabetes tipo 1, esclerose
multipla e doenca de Crohn) [4]. Estes resultados epidemiolégicos estdo de acordo
com a hipotese da higiene [5] e a hipotese da biodiversidade [6], que sugerem que a
remocao dos efeitos reguladores de microrganismos e parasitas em populacdes
geneticamente adaptadas a conviver com eles, acaba levando a um desequilibrio no
sistema imunologico, e consequentemente a um aumento das doencas

imunomediadas [7].

Em estudos anteriores do nosso grupo, demonstramos que,
independentemente dos mecanismos particulares envolvidos, camundongos

imunizados precocemente com extratos de diferentes helmintos, como
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Angiostrongylus cantonensis, Angiostrongylus costaricensis e Ascaris lumbricoides,
inibiram significativamente a inflamacao pulmonar alérgica [8, 9]. As respostas imunes
relacionadas aos helmintos podem ajudar a prevenir patologias durante a co-infeccéo,
e possivelmente a reatividade exacerbada a antigenos ambientais. Atualmente, existe
grande interesse no entendimento das respostas causadas por infec¢des helminticas
para o tratamento de alergias e doengas autoimunes, explorando a sua capacidade
de induzir a hiporresponsividade antigeno-especifica [10].

Assim, nosso estudo, utilizando modelo de asma induzida por OVA em
camundongos BALB/c, imunizados com diferentes extratos de A. cantonensis, busca
uma melhor compreensdo acerca dos mecanismos relacionados ao efeito
imunomodulador caracteristicos deste helminto em relagdo a asma, com o objetivo de
investigar vias imunolégicas especificas utilizadas por este parasito com potencial alvo

terapéutico para tratamento da asma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASMA

A prevaléncia da asma de origem atopica nas ultimas décadas tem aumentado
em diversas populacdes, especialmente em paises desenvolvidos ou que encontram-
se em processo de urbanizagéo, existindo poucas regides no mundo nao afetadas
pela doenca [11]. Geralmente, o inicio da doenca se d& na infancia, causando grande

impacto nessa populacdo, com importante repercussao na qualidade de vida [12].

Sao varios os fatores desencadeantes no desenvolvimento da asma, existindo
um sistema complexo de interacdo entre as diversas células que compdem o trato
respiratorio, com papel central exercido por citocinas e mediadores, em fenébmenos
bioldgicos de inflamacdo e reparacdo tecidual. Tanto em condi¢des normais como
patolégicas, estas citocinas modulam as atividades funcionais de células e tecidos
através de receptores especificos na superficie das células alvo. As citocinas também
tem a capacidade de mediar interacdes diretas entre células, e de regular processos
que ocorrem no ambiente extracelular, atuando também sobre células-alvo,
modulando uma ampla gama de funcdes celulares, que incluem ativacao, proliferacéo,
guimiotaxia, imunomodulacéo, liberacdo de outras citocinas ou mediadores, fatores

de crescimento e diferenciagdo celular [13].

2.2 RESPOSTA INFLAMATORIA NA ASMA

A exposicdo inicial das células dendriticas aos alérgenos, com posterior
ativacao de linfocitos T CD4+ auxiliares, faz com que as células Th2 efetoras entrem
em contato com os alérgenos, secretando IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, levando a inducdo
da asma pela producdo de imunoglobulina E (IgE), histamina e leucotrienos,

recrutando e ativando mastocitos e eosindfilos, com posterior produgcdo de muco pelas
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células caliciformes e hiperresponsividade das vias aéreas. ApOs sucessivas
exposi¢des a antigenos ambientais (alérgenos), a asma é desencadeada, causando
elevada producao de IgE pelos linfocitos B, degranulacdo de mastécitos e inflamacao
eosinofilica no tecido pulmonar, com consequente edema, broncoconstricdo e

secrecdo de muco [14].

As quimiocinas também apresentam importante papel na asma, sendo
imprescindivel a identificacdo de seus receptores especificos e suas funcdes na
doenca. O numero de quimiocinas identificadas na asma, parece estar relacionado
com a gravidade da doenca. As células epiteliais e macrofagos produzem quimiocinas,
sendo a eotaxina uma importante quimiocina com a funcdo de recrutar eosinofilos
durante a resposta alérgica [15]. A eotaxina, ao contribuir para o recrutamento de
células Th2 para o sitio da reacdo, promove a iniciacdo e manutencdo da reacéo
alérgica. Varios estudos tem também destacado o importante papel dos linfécitos na
regulacao da inflamacédo, associados a eosinofilia e a danos causados no tecido
pulmonar [16, 17].

2.3 ASMA E HIPOTESE DA HIGIENE

Mesmo reconhecendo que grande parte das pessoas com asma sejam
atopicas, outros fatores além da alergia parecem contribuir para a inflamacéo e para
o remodelamento das vias aéreas. Ha evidéncias de que diferentes processos estao
envolvidos nas alteracdes alérgicas e na inflamacdo da asma. A presenca de
respostas Th2 (atopica) € a mais caracteristica da doenca, mas individuos com asma
podem responder de modo distinto a alérgenos, com aumento tanto da resposta do
tipo Thl quanto Th2. Esse fato sugere que a alteracdo imune se dé em etapas iniciais

do processo regulatdrio, anteriormente a diferenciagdo Th1/Th2 [18].

A hipétese da higiene, associa o crescimento de doencas de perfil Th2 a
reducdo de agentes patogénicos causadores de doencas infecciosas no ambiente,
com consequente diminuicdo dos potentes estimulos pro-Thl necessarios para a
maturag&o imunologica, sugerindo também que a exposi¢cdo a parasitas no inicio da

vida, interfira no desenvolvimento de processos fisiologicos e imunolégicos. Desta
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forma, o momento de uma intervencdo em estudos experimentais pode ser um
elemento determinante para melhor compreenséo desta relagdo. De acordo com
esta hipotese, um estudo realizado em Cuba mostrou que criangas que cresceram
durante a crise econ6mica dos anos 90, tiveram um risco reduzido no
desenvolvimento de asma e doencas autoimunes na idade adulta [18, 19].
Velasquez-Manoff também relacionou a condicdo de “epidemia de auséncia’, a
ambientes livres de parasitas e consequentes infec¢des parasitarias desencadeando
seu efeito modulador no sistema imunologico, sendo mais propensos para 0
desenvolvimento de doencas alérgicas, visto que parasitas podem “amortecer’ o
sistema imunolégico de seu hospedeiro para promover sua propria sobrevivéncia,
evitando indesejaveis reacfes exacerbadas que acabam gerando doencas

imunologicas [20].

A grande questédo levantada € se helmintos por si s6 podem desempenhar um
efeito modulador sobre o sistema imune do hospedeiro, contribuindo
significativamente para “silenciar” doencas imunoldgicas. Se assim for, serd de suma
importancia estudar e identificar os mecanismos e vias imunoldgicas impulsionadas

por estes, para o desenvolvimento de futuras terapias [21].

2.4 EFEITO IMUNOMODULADOR DOS HELMINTOS

A partir da associacéo entre infec¢cbes, hiporresponsividade imunolégica e a
distorcdo do sistema imunolégico para respostas Th2 modificadas, confere aos
helmintos a capacidade de influenciar o sistema imunolégico de seu hospedeiro. E
provavel que estas respostas caracteristicas sao desenvolvidas para garantir sua
sobrevivéncia a longo prazo no hospedeiro humano, enquanto este poderia beneficiar-

se através do bloqueio de reac¢des imunopatoldgicas [22].

Diferentes células do sistema imunoldgico sdo encarregadas por reconhecer e
eliminar patégenos, entre elas estdo as células linféides, células dendriticas e as
células T-helper, sendo essenciais para o controle de entrada dos diferentes agentes
patogénicos. Acredita-se que respostas imunes do tipo Thl proteja contra patdgenos
intracelulares, do tipo Th2 combata helmintos e ectoparasitas e as células do tipo
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Th17 seriam importantes contra bactérias e fungos extracelulares [23]. No entanto,
essas respostas, se ndo controladas, podem causar danos aos 0rgaos e tecidos. As
células Thl e Th17 liberam citocinas pro-inflamatdrias que recrutam e ativam
macrofagos e neutréfilos no combate aos patdégenos. Entretanto, sua ativacao
inadequada esta associada a doencas inflamatérias e autoimunes. As células de
perfil Th2 desencadeiam respostas que desativam, degradam e eliminam
parasitas[24], mas se superativadas podem levar a doencas alérgicas. Portanto, a
rede reguladora, através de células T reguladoras (Tregs) torna-se um componente
essencial para o sistema imunoldgico, sendo capaz de controlar as células T efetoras
ativadas através da expressao de moléculas inibitérias [25]. Além disso, subtipos de
células apresentadoras de antigenos, incluindo mondcitos, macrofagos, células
dendriticas e células B, contribuem para a inibicdo do sistema imune, auxiliando na
reducdo do processo inflamatério e na reparacéao tecidual [26]. A0 mesmo tempo,
novos estudos sobre o papel anti-inflamatoério da IL-10 tem mostrado seu efeito nas
infeccbes helminticas [11-14, 18]. Alguns estudos experimentais de infec¢des por
helmintos, mostram elevados niveis de IL-10, porém sua fonte e papel parecem
variar com as diferentes espécies estudadas. Em alguns modelos experimentais, 0s
altos niveis de IL-10 foram atribuidos a células Tregs, ndo ocorrendo 0 mesmo com
outros modelos [27-31]. Um estudo utilizando camundongos knockout para IL-10
demonstrou que seus niveis, derivados de células Tregs ou ndo, desempenharam um
papel essencial na imunomodulacgéo induzida por helmintos [31-33]. Esta citocina anti-
inflamatdria desenvolve um importante papel, modulando e atenuando respostas
imunes exageradas em todo o sistema imune, inibindo a ativagdo de células T,
producdo de IgE, recrutamento de eosindfilos e outros fatores da inflamacéao
alérgica[34]. Seu papel na patogenia da asma ainda ndo esta claro, mas, como €&
produzida também por células epiteliais, pode ser um importante mediador nas

interacdes entre respostas imunes sistémicas e doenca local na via aérea [35].

Estudos realizados em seres humanos, bem como em modelos animais,
indicaram que as células Thl e Th1l7 podem fazer parte da resposta imune induzida
por infeccbes helminticas, desempenhando um importante papel nas diversas
patologias [36]. Através de um mecanismo dependente do receptor de IFN-y, linfocitos
Thl podem regular a inflamacdo das vias aéreas, inibindo o recrutamento de

eosindfilos e producdo de muco pelas células caliciformes [37]. Du e colaboradores
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observaram uma diminuicdo nos niveis IL-5 e elevados niveis de IFN-y em
camundongos, quando uma droga anti-helmintica foi administrada em combinacéo

com IL-12, em modelo experimental de infec¢do por A. cantonensis [38].

Outro importante fator € a funcdo da IgE sérica total e especifica na infeccéo
por helmintos. Copper et al. descrevem que helmintos, além de estimular o anticorpo
especifico também induzem a forma inespecifica, levando a uma sintese exagerada
de IgE policlonal durante a infeccdo [39]. Normalmente, na fase aguda da infeccéo
parasitaria, ha o desenvolvimento de uma resposta especifica ao parasita, que €&
caracterizada por eosinofilia e altos niveis de IgE especifica, ao mesmo tempo que
leva ao aumento e recrutamento de eosindfilos para o local da agresséao [40]. Também
h& evidéncias de que helmintos possam induzir a proliferacdo de células B ativadas,
resultando em niveis elevados de IgE total e especifica no soro [41]. Em decorréncia
disso, esses parasitas, por serem associados a esses hiveis de IgE circulante,
acabam desenvolvendo um mecanismo de evasao, induzindo a saturagdo dos
receptores FcEpsilonRI dos mastodcitos, com inibicdo da reatividade alérgica e de

qualquer acao de defesa referente a IgE especifica contra o préprio parasita [42].

Neste contexto, a asma, sendo uma das doencas crénicas mais comuns em
todo o mundo, é uma doenca muito complexa, com diferentes fenétipos clinicos em
adultos e criangas. Por isto, estudar e identificar os mecanismos exatos pelos quais
esses parasitas atenuam as respostas alérgicas, incluindo a identificacdo de
antigenos parasitarios responsaveis por essa inducdo, embora sejam mudltiplos e
ainda longe de serem totalmente compreendidos, serd& um grande desafio para
promissores alvos diagndsticos e terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito imunomodulador de diferentes compostos de extratos de
Angiostrongylus cantonensis no desenvolvimento da resposta pulmonar alérgica em

modelo experimental de asma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito de diferentes extratos de Angiostrongylus cantonensis no

perfil inflamatério celular em modelo experimental de asma aguda,;

e Verificar o efeito de diferentes extratos de Angiostrongylus cantonensis nos
niveis de IL-4, IL-5, IL-10, INF- y e eotaxina no LBA em modelo experimental

de asma;

e Investigar o efeito de diferentes extratos de Angiostrongylus cantonensis sob
os niveis de IgE no soro de animais submetidos a um modelo experimental de

asma,

e Avaliar alteracfes histopatologicas no tecido pulmonar de animais submetidos
a um modelo experimental de asma e com administragdo dos diferentes

extratos de Angiostrongylus cantonensis.
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4 HIPOTESE

A exposicdo precoce de diferentes extratos de Angiostrongylus cantonensis

reduz a resposta inflamatoria da asma em um modelo experimental murino.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados camundongos fémeas, com 21 dias de vida, da linhagem
BALB/c. Os animais foram divididos em 6 grupos, sendo estes (grupo BPS- controle
negativo), (grupo OVA — animais com asma induzida por ovalbumina (OVA)), (grupo
Ac / OVA - animais imunizados com extrato total solavel de A. cantonensis (Ac) +
OVA), (grupo AcD / OVA), (grupo AcR / OVA) e (grupo AcC / OVA) nestes trés ultimos
grupos, os animais foram imunizados com o extrato soluvel dos sistemas digestivo,
reprodutor e cuticula de vermes de Angiostrongylus cantonensis + OVA. Este projeto

tem aprovacao do comité de ética para uso de animais (CEUA). Aprovacgédo 11/00238.

5.2 E’REPARAQAO DO EXTRATO TOTAL SOLUVEL (TE) E DO EXTRATO
SOLUVEL DOS SISTEMAS DIGESTIVO, REPRODUTOR E CUTICULA (SE) DE
VERMES DE ANGIOSTRONGYLUS CANTONENSIS

Vermes fémeas adultos de Angiostrongylus cantonensis (A. cantonensis) foram
isolados de ratos infectados, a partir do ciclo jA existente no Laboratério de
Parasitologia Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas, da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul. Quarenta vermes fémeas de A.
cantonensis foram macerados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1mL de
tampao fosfato salino (PBS), sonicado por 3 pulsos de 15” com intervalo de 30” em
gelo em amplitude de 40 (Ultrasonic Processor 75021 BIOBLOCK SCIENTIFIC, FR).
ApoOs sonicacdo o extrato foi centrifugado (Centrifuge Refrigerated Harrier 18/80,
SANYO Gallenkamp PLC, UK) por 20’ a403 x g a 4°C, e a fracao soluvel foi adicionado
inibidores de protease, conforme instru¢des do fabricante (Protease Inhibitor Mix GE
Healthcare, USA) e o pellet descartado. A concentracao total de proteinas do extrato

total soluvel foi determinada pelo aparelho Qubit® (Invitrogen, USA).
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A separacao do sistema digestivo, reprodutor e cuticula de quarenta vermes
fémeas de A. cantonensis, foi realizada manualmente, com auxilio de uma lupa (Zeiss,
Stemi DV4) com base refrigerada e duas agulhas de calibre 1,20 x 40mm, as partes
foram separadamente maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 1mL
de tampéao fosfato salino (PBS), sonicado por 3 pulsos de 15” com intervalo de 30”
em gelo em amplitude de 40 (Ultrasonic Processor 75021 BIOBLOCK SCIENTIFIC,
FR). ApGs sonicacdo o extrato foi centrifugado (Centrifuge Refrigerated Harrier 18/80,
SANYO Gallenkamp PLC, UK) por 20’ a 403 x g a 4°C, e a fracdo total soluvel foi
adicionado inibidores de protease, conforme instrucbes do fabricante (Protease
Inhibitor Mix GE Healthcare, USA) e o pellet descartado. A concentracao total de
proteinas do extrato total sollvel dos sistemas digestivo, reprodutor e cuticula foi

determinada pelo aparelho Qubit® (Invitrogen, USA).

5.3 IMUNIZACOES COM AS PROTEINAS DO EXTRATO TOTAL SOLUVEL (TE) E
COM O EXTRATO SOLUVEL DOS SISTEMAS DIGESTIVO, REPRODUTOR E
CUTICULA (SE) DE VERMES DE A. CANTONENSIS

Vinte e um dias antecedentes ao protocolo de asma, foram realizadas trés
imunizacdes com TE e SE de A. cantonensis na concentracdo de 200 pg/animal por
via intraperitoneal (I.P), totalizando 600 pg de proteina, com intervalo de sete dias
entre elas, a partir do dia 21 do protocolo, nos grupos (Ac / OVA), (AcD / OVA /), (AcR
/ OVA) e (AcC / OVA).

5.4 MODELO EXPERIMENTAL DE ASMA AGUDA

Sete dias ap0s a terceira imunizacdo com TE e SE, iniciou-se o protocolo de
asma aguda (dias 0 e 7 do protocolo), os animais dos grupos (OVA), (Ac/OVA),
(AcD/OVA), (AcR/OVA ) e (AcC/OVA), foram sensibilizados por via subcutanea com
20 ug de ovalbumina (OVA - grau V, Sigma, USA), diluido em Dulbecco’s phosphate-
buffered saline (DPBS), sem adjuvante, em duas sensibilizacbes (dias 0 e 7 do
protocolo). Desafios intranasais foram realizados com uma solucdo de OVA (50 ug)
em trés dias consecutivos (dias 14, 15 e 16). No grupo controle foi administrado

apenas PBS na sensibilizag&o (dias O e 7) e no desafio intranasal (dias 14, 15 e 16).
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Vinte e quatro horas ap0s o terceiro desafio intranasal os camundongos foram
anestesiados com cetamina (0,4 mg/g) e xilazina (0,2 mg/g) e eutanasiados através
de exanguinacédo por puncéo cardiaca (no 17° dia do protocolo), para a coleta do soro
por exanguinacdo por puncao cardiaca e centrifugado a 360 x g, por 5 minutos
(FANEM, Sao Paulo, Mod. 218) que foi armazenado em freezer a -80°C para posterior
mensuracao dos niveis de IgE especifica para OVA. O lavado broncoalveolar (LBA)
foi retirado por injecdo e aspiragao de 1 mL de PBS, centrifugado e o sobrenadante
congelado a -80°C, para posterior analise de niveis de IL-4, IL-5, IL-10, INF-y e
eotaxina. O pellet de células foi ressuspendido e utilizado para a contagem total e
diferencial celular. Por fim, retirou-se o tecido pulmonar que foi mantido em
paraformaldeido por 24 horas para posterior confeccdo do bloco de parafina para

analise histologica.

5.5 PROTOCOLO ASMA AGUDA
IMUNIZACAO SENSIBILIZACAO DESAFIO

21 0 7 14 15 16 17

‘

TE e SE OWA OVA

A cantonensis 20ug (S.C) 50ug (I.N) Desfecho
600ug (1.P) Intervalo de 7 dias 3 dias cTC
Intervalo de 7 dias consecutivos

Diferencial celular
Dosagem de citonas
Dosagem de IgE
Histologia

Figura 1. Esquema do protocolo de asma aguda utilizado no estudo. TE: extrato total soltvel de vermes
de A. cantonensis; SE: extrato sollvel dos sistemas digestivo, reprodutor e cuticula de vermes
de A. cantonensis; OVA: ovalbumina; I.P: intraperitoneal; S.C: subcuténeo; I.N: intranasal,
CTC: contagem total de células; A. cantonensis: Angiostrongylus cantonensis.
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5.6 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CELULAS NO LBA

A amostra de LBA foi centrifugada 717 x g, por 4 minutos. O precipitado foi
ressuspendido com 350 uL de PBS, para contagem total de células (CTC), através do
corante Azul de Tripan em camara de Neubauer. Laminas para citologia diferencial
foram preparadas com 80uL da suspenséo, em citocentrifuga (FANEM, S&o Paulo,
Mod. 218), a 360 x g, por 5 minutos. As laminas foram secas em ar ambiente e coradas
com corante pandético rapido (Laborclin Ltda, Brasil). As células foram analisadas por
um analista, de acordo com sua morfologia ao microscopio éptico e expressos em

contagem absoluta, sendo contadas 400 células.

5.7 ANALISE DAS CITOCINAS NO LBA

Os niveis de IL-4, IL-5, IL-10, IFN- y e eotaxina, foram mensurados pela técnica
multiplex (MAGPIX® TECHNOLOGY), pelo kit (MILLIPLEX® MAP, USA), conforme

instrucdes do fabricante e analise realizada no software MILLIPLEX® Analyst 5.1.

5.8 DOSAGEM DE IGE ESPECIFICA PARA OVA NO SORO

A dosagem foi realizada através de kit comercial (ELISA- Mouse IgE Ready-

SET-Go eBiosciences), segundo instru¢cdes do fabricante.

5.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO TECIDO PULMONAR

Cortes histologicos de 4um foram realizados a partir de blocos de parafina do
tecido pulmonar, corados com hematoxilina e eosina (H&E) (Produtos citologicos
Soldan, Brasil) para analise do infiltrado inflamatoério peribrénquico e coloragdo com
Alcian Blue (InLab, Brasil), para visualizagdo do muco produzido por células

caliciformes (globet cells) das vias aéreas inferiores.




23
Materiais e Métodos

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos através de média + desvio padréo (SD), através de
Teste t de Student. A analise estatistica e os graficos foram realizados no software
Graphpad Prism (versao 4), sendo considerado estatisticamente significativo quando
p < 0,05.
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6 CONCLUSOES

Demonstramos que a imunizacao precoce realizada com os diferentes extratos
de vermes de Angiostrongylus cantonensis resultou em uma inibicdo da resposta
celular eosinofilica pulmonar induzida por OVA em camundongos, com aumento de
IL-10 e INF-y no pulméo, apresentando novas perspectivas para avangos nha

prevencdo e tratamento da asma.
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