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RESUMO

A alergia alimentar e as infec¢des parasitarias sao desordens clinicas freqiientes na infancia
e com alta prevaléncia em muitas areas do mundo. Entretanto, a natureza da resposta imune
dessas infecgdes em pacientes alérgicos nao esta totalmente esclarecida. O presente estudo
procurou avaliar as citocinas presentes nesta relagdo em modelos experimentais de alergia
alimentar e esquistossomose. Essa avaliagdo foi feita através das dosagens de citocinas por
ELISA no figado, intestino delgado e baco, e através da utilizagdo de animais deficientes
para as citocinas IL-4, IL-10 e IFNy e iNOS A alergia alimentar foi induzida através da
sensibilizagdo de camundongos BALB/c com 10 pg de ovalbumina em Al(OH); no dia 0 e
no dia 14. O desafio oral foi feito no dia 21 através da ingestdo de solucao de clara de ovo
20% (SCO). Apods 28 dias da imunizagdo primaria, os animais foram infectados
subcutaneamente com 50 cercarias de Schistosoma mansoni. Na fase aguda da
esquistossomose (sétima semana), foi observado um alto indice de mortalidade nos animais
selvagens BALB/c alérgicos (80%) quando comparados com grupos nao alérgicos. As
citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e TNFo mostraram-se elevadas nos animais alérgicos, mas nao
o IFNy, que se mostrou diminuido nas trés condig¢des: alergia, infeccdo e infeccdo mais
alergia. Animais IL4”" tiveram aumento da mortalidade, porém na condigio alérgica houve
aumento da sobrevida e diminui¢do da 4rea do granuloma hepatico. Animais IL-10" ndo
alérgicos também mostraram diminui¢do da sobrevida apds a infec¢do e aumento na area
granulomatosa. Na condi¢do alérgica, animais infectados aumentaram a sobrevida e a area
granulomatosa. Camundongos IFNy”, ndo apresentaram mortalidade nem alteragdes
morfologicas e parasitologicas na condi¢do alérgica ou ndo. Os animais iNOS™ também
ndo apresentaram diferencas na mortalidade, porém tiveram o numero e area granulomatosa
alterados. Nossos resultados mostraram que o modelo de alergia utilizado foi capaz de
desencadear modificacdes imunoldgicas que alteraram o curso da infeccdo. O
entendimento de como o hospedeiro faz a decisdo de montar as respostas Th2 durante a
infec¢do permanece como uma area obscura e de alta prioridade, pois auxiliard na

compreensao de outras patologias.



ABSTRACT

Food allergy and parasitic infections are very frequent clinical disorders in children and are
highly prevalent in many areas of the world; however the nature of the immune response to
parasitic infections in allergic patients is not fully understood. Murine experimental models
have been used to characterize a dynamic fluctuation in cytokine responses in experimental
schistosome infection of mice. The present study examined the relationship between a
helminthic infection on a model of food allergy and the role of iNOS and of the interleukins
4, 10 and IFNy”in the pathological process. First BALB/c mice was sensitized with
ovalbumin and challenged with egg white solution, after this, they were infected with 50
Schistosoma mansoni cercarie. In the early achute stages of schistosomiasis the allergic
mice suffered a high mortality (80%) in contrast to controls (10 to 20%). The cytokines IL-
4, IL-10, IL-13 and TNFa were elevated on allergic animals, but IFNy was diminished on
the three conditions: allergy, infection and infection with allergy. IL-4"" animals had shown
increased mortality, but in the allergic condition there was increased survival and a
decrease on the hepatic granuloma area. IL-107 not allergic animals had shown decreased
survival after infection and increasing of the granuloma’s area. On the allergic condition,
infected animals had increased survival and granuloma’s area. IFNy"/ “mice did not show
mortality neither morphological and parasitological alterations on the allergic or not
allergic conditions. iNOS™ animals did not show differences on mortality, but the
granuloma’s area and number were altered. Our results showed that the allergy model used
was able to trigger immunological modifications and alter the infection course. The
understanding about how the host makes the decision to mount the Th2 responses during
the infection remains an obscure and very important area because it will help other

pathologies comprehension.
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INTRODUCAO



I- INTRODUCAO

1.1 ALERGIA ALIMENTAR

Alergia alimentar ¢ um termo utilizado para denominar uma reagao imunologica
desencadeada pela ingestdio de um alimento, ou aditivo alimentar, afetando alguns
individuos previamente sensibilizados e ndo estando relacionada ao efeito fisioldgico da
substancia. Nestes individuos, a alergia estd relacionada com a presenga no soro de
imunoglobulinas IgE e IgG1 especificas para os antigenos alimentares.

Cerca de 20% da populacdao dos paises ocidentais sofrem de doencas alérgicas
(GEHA, 2000). A maior incidéncia ocorre em criancas. Destas, cerca de 8% tém menos de
trés anos de idade (SAMPSON et al., 2000).

O mecanismo envolvido na reacdo de hipersensibilidade imediata do tipo I ¢
relativamente bem conhecido. Esse estado de imunizagdo ¢ caracterizado pelo aumento dos
titulos de anticorpos IgG1, IgG4 e principalmente IgE. As reacdes alérgicas aos alimentos
podem afetar varios oOrgdos: a pele (urticaria, angioedema), o trato respiratdrio (rinite,
asma) e trato gastrointestinal (diarréia, vomito,colica), e o sistema cardiovascular (choque
anafilatico) (SICHERER, 2002). Os sintomas das alergias alimentares variam dependendo
da idade do individuo, do alérgeno envolvido e da quantidade de alimento ingerida, entre
outros. As reacdes alérgicas ao alimento ingerido podem aparecer em poucos minutos ou

horas ap0s ingestdo e pode variar de leve a severo (BURKS, 1998).

Acredita-se que a interagdo entre o linfécitos B e a célula Th, (IL-5, IL-10, IL-13 e,
principalmente, 1L-4) seja responsavel pela troca de isotipo para IgE (ROMAGNANI,
1994). Linhagens de células T especificas a ovalbumina tém sido encontradas em pacientes
com alergia ao ovo de galinha. Alguns autores sugerem que tais células, através da secre¢do
de IL-5, poderiam ser as responsaveis pelo infiltrado de eosinodfilos nas reacdes alérgicas
(SHIMOIJO et al., 1994).

As alergias alimentares sdo particularmente comuns durante a infancia e podem
afetar a altura e o peso das criangas que possuem esta patologia (CHRISTIE et a/ 2002). A

alergia alimentar na fase infantil tem sido relacionada até mesmo com o desenvolvimento



de colite ulcerativa e doenga de Crohn na fase adulta (GLASSMAN et al., 1990), bem
como a sindrome de irritabilidade intestinal em algumas criangas (BARAU & DUPONT,
1990).

A susceptibilidade as alergias alimentares ¢ aumentada em criancas e resulta, em
parte, de uma imaturidade tanto do sistema imunoldgico como das barreiras
gastrointestinais. Em criangas geneticamente predispostas, a ingestao de antigenos estimula
a producao de anticorpos IgE especificos aos antigenos alimentares. Existe uma tendéncia
do quadro clinico da alergia ser normalizadas com a idade (BRADLEY, 1997). Alguns
adultos podem perder a sensibilidade alérgica a um alimento se evitarem sua ingestdo por
um tempo prolongado; em outros, porém, esta alergenicidade se eleva (PASTORELLO et
al., 1989). As razdes desse fenomeno ainda ndo estdo esclarecidas.

Mesmo frente as barreiras protetoras intestinais, os antigenos da dieta podem
entrar na mucosa intestinal através das células M situadas nas placas de Peyer. Macrofagos
residentes nesta placa fagocitam, processam e apresentam peptideos unidos a molécula de
histocompatibilidade principal (MHC) II para linfocitos T. Estes ativam linfocitos B
comprometidos com a sintese de IgA. As células T e B migram, entdo, das placas de Peyer
para os linfonodos mesentéricos; destes, trafegam para o ducto toracico chegando na
circulacao sangiiinea. Da circulagdo, os linfocitos ativados retornam a mucosa digestiva e
passam a residir na lamina prépria onde irdo secretar mais IgA (HELM & BUURKS,
2000).

Em algumas situagdes, a interagdo do antigeno com as células imunoldgicas ira
conduzir a uma producdo de IgE. O mecanismo responsavel pelo desenvolvimento
preferencial desse tipo de resposta imunologica em sujeitos atopicos ndo estd ainda
completamente esclarecido. Atengdo especial tem sido dada aos possiveis papéis das
células apresentadoras de antigenos, ao repertorio de células T e citocinas presentes no

microambiente durante a apresentagdo do antigeno (PICCICCI et al., 2000).

Nessas condigdes, as células B sintetizam IgM especifica ao antigeno na primeira
exposicao ao alérgeno. O peptideo ¢ entdo apresentado a célula T CD4+ especifica ao
antigeno pela via MHC de classe II. A mudanga de IgM para IgE requer interagdes entre
antigeno, células B especificas e células T. As células T ativadas, secretam interleucina IL-

4 e expressam o ligante CD 40, que agem sobre as células B, tornando-as plasmoécitos



secretores de IgE e produzindo células B de memoria. A IgE especifica sera secretada pelos
plasmocitos e se ligardo aos mastédcitos. Em um segundo contato com o antigeno, a reagao
imediata ¢ iniciada. Ocorre o crosslinking de IgE pelo antigeno desencadeando a ativagdo e
desgranulacao dos mastdcitos. Mediadores pré-formados como a histamina, enzimas e
fatores quimiotaticos sdo liberados, e outros mediadores (prostaglandinas e leucotrienos)
sdao formados. Fatores quimiotaticos sdo formados, prolongando assim a resposta alérgica

(ANDERSON, 1997; FULEIHAN, 1998; SMARTIN et al., 2001).

Esses mediadores atuardo no aumento da producdo de muco (trato respiratorio e
digestivo), na broncoconstri¢ao (trato respiratério) e no desequilibrio eletrolitico com perda
de ions e 4gua, levando a um estado de diarréia e aumento da permeabilidade a
macromoléculas, intensificando assim o estimulo antigénico (WASSERMAN, 1983;
PLAUT, 1993). Os sintomas podem incluir uma urticaria generalizada, dificuldades para
respirar, edema na lingua ou labios e até choque anafilatico que podem culminar na morte

do paciente (BROSTOFF & GAMLIN, 2000).

Somente uns poucos alimentos sdo capazes de provocar uma reagdo de
hipersensibilidade imediata, mas na teoria, qualquer proteina alimentar ¢ capaz de causar
uma reagdo anafilatica. Em criangas, os alimentos mais comumente incriminados sao: leite
de vaca, ovo de galinha, soja, trigo, amendoim e os menos comuns, peixes, castanhas e
crustaceos por serem introduzidos mais tardiamente na dieta (BOCK, 1986). Todavia, a
acessibilidade aumentada as frutas frescas e vegetais em todos os paises, € a recomendacao
de nutricionistas para uma dieta mais diversificada e natural tém resultado em um aumento
de reacdes alérgicas a frutas como kiwi, papaia, graos de gergelim, papoula e canola
(SAMPSON, 2000). Individuos reativos ao ovo de galinha geralmente sdo particularmente
sensiveis a clara do ovo. A ovo-albumina, ovomucoide e conalbumina sdo as principais

proteinas alergénicas (FOX & FOSTER, 1957).

Modelos animais tém fornecido uma excelente oportunidade para examinar as
conseqiiéncias fisiologicas do desafio agudo com o antigeno e para elucidar os mecanismos
basicos envolvidos. Uma caracteristica consistente de todos os estudos experimentais ¢ a
especificidade da resposta ao desafio com o antigeno sensibilizador, assim como o aumento

da permeabilidade do epitélio intestinal e/ou vascular seguida ao desafio em individuos



previamente sensibilizados. Estes dados tém resultado em novas idéias sobre os
mecanismos patofisioldgicos envolvidos no fendmeno.

Outro fator que parece influenciar no desenvolvimento de alergias ¢ o contato
anterior com agentes infecciosos. Pesquisas relacionadas com infec¢des virais mostram
que, se por um lado infecgdes em estagios recentes da vida reduzem o risco de atopias
(LOVIK 1997), por outro lado podem servir como fator de risco para sensibilizacao
alérgica (LEBREC et al., 1996). Essas diferencas de resposta se baseiam principalmente em
infecgoes bacterianas (STOKES et al., 1987), parasitoses extracelulares (JARRET &
BAZIN, 1974) e intracelulares (ELSE et al., 1992).

Ha uma prevaléncia consideravel de doengas alérgicas nos paises desenvolvidos
em detrimento aos paises em desenvolvimento. (LANCET, 1996). Ha também clara
diferenca na prevaléncia das alergias entre o meio rural e urbano de cada pais. Por exemplo,
na Etidpia a asma € mais prevalente em areas urbanas que nas tribos € mais comum nos
residentes das areas urbanas da Alemanha do que nos residentes das fazendas rurais da
Bavaria (YEMANEBERHAN ef al,1997).

Fatores ambientais tais como industrializagdo, aumento da polui¢do, maior
exposicao a antigenos domiciliares, mudangas na alimentacdo e amamentagdo, colaboram
como fatores de risco nestas areas urbanas (STRACHAN, 1989). Uma hipotese que vem
sendo proposta para explicar este fato ¢ que o controle das infecgdes nestes paises
industrializados, a melhora das condi¢cdes de saneamento e higiene, vacinacao e utilizacao
de antibidticos podem alterar o sistema imunoldgico que acaba respondendo
inapropriadamente a substancias indcuas causando assim aumento das alergias. Esta € a tao
falada “hipotese da higiene”, onde se propde que as parasitoses e alergias ndo co-existem
no mesmo hospedeiro por serem ambas acompanhadas por uma forte resposta imune do
tipo Th2 (MASTERS & BARRET, 1985).

Existem poucas duvidas de que a resposta Th2 e seus produtos sejam essenciais
para a imunidade anti-nematodeo (BELL, 1996). Com relagdo as helmintoses, GODFREY
(1975) observou-se uma baixa prevaléncia de asma em populagdes rurais da Gambia, a
despeito de seus elevados niveis de IgE para helmintos. Uma provavel explicagdo para o
fenomeno ¢ que a presenca de helmintos na infincia promove uma ativagdo cronica, mas

compativel com a homeostase, de células Th2, particularmente nas mucosas. A auséncia



desse estimulo pode levar a expressdes aberrantes da imunidade tipo Th2, que ¢ observada
nas condicdes alérgicas (BELL, 1996).

Estudos realizados no Brasil, por ARAUJO e colaboradores (2000), em areas
rurais endémicas da esquistossomose, mostraram uma correlagdo negativa entre reacdes a
testes cutaneos positivos a aero-alérgenos comuns e infec¢des por S. mansoni. No Gabao,
area endémica de doengas parasitarias, principalmente esquistossomose e filariose, criangas
apresentaram baixa reatividade a testes cutdneos com aeroalérgenos (YAZDANBAKHSH
& VAN DEN BIGGELAAR, 2001). Outros trabalhos mostram que o tratamento anti-
helmintico em criangas de area endémica, como a Venezuela, foi associado com o aumento
da incidéncia de alergias (LYNCH et al., 1993).

A primeira explicacdo para essa associagdo negativa ¢ a “hipotese do bloqueio de
IgE”. As desordens clinicas alérgicas requerem um eficiente “cross-linking” com receptores
de IgE de alta afinidade nos mastocitos e basofilos (HOLT et al, 1999). Infeccdes
helmiticas sdo freqiientemente associadas com alta produgdo policlonal de IgE, que ndo ¢
especifica para o antigeno do parasita. Se a IgE ndo especifica satura os receptores nos
mastocitos, ha o impedimento para a ligacdo da IgE especifica e conseqiiente inibi¢do da
resposta de hipersensibilidade imediata aos alérgenos.

Em um editorial da Lancet em 1976, foi proposto um tratamento para se prevenir
ou tratar as doencas alérgicas fundamentado na inducdo de altos niveis de IgE inespecifica,
através de infecgdes artificiais com parasitas. Entretanto esta hipotese ja esta obsoleta e

vem sendo substituida pela hiporesponsividade e citocinas anti-inflamatorias.



1.2 ESQUISTOSSOMOSE

O Schistosoma ¢ um parasita Trematodeo que infecta o homem e outros mamiferos
desencadeando a doenga denominada esquistossomose causadora de consideravel indice
de morbidade e mortalidade em todo o mundo (WHO, 2000). Estima-se que mais de 200
milhdes de pessoas nas regides tropicais e subtropicais estejam infectadas por este
parasita. Dessas, 20 milhdes sofrem graves conseqiiéncias e 120 milhdes sdo

sintomaticos. Estima-se que cerca de 500-600 milhdes de pessoas tém risco de infecgao.

Das varias espécies de Schistosoma que parasitam o homem, destacam-se trés: S.
mansoni (Sambon, 1907), S. haematobium (Bilhartz, 1852) e S. japonicum (Katsurada,
1904). Dessas, s6 o S. mansoni € encontrado no Brasil.

Entre as espécies de Schistosoma que foram trazidas para as Américas, durante o
trafico de escravos e com os imigrantes ocidentais e asidticos, apenas o S. mansoni se
instalou no Brasil, seguramente pelo encontro de bons hospedeiros intermediarios e pelas
condi¢des ambientais semelhantes a regido de origem (MELO & COELHO, 1996).

O Schistosoma mansoni apresenta um ciclo bioldégico complexo envolvendo
moluscos planorbideos de agua doce (hospedeiros intermediarios), nos quais ocorre a
reprodugdo assexuada, ¢ varias espécies de mamiferos incluindo o homem (hospedeiros
definitivos), nos quais ocorre a reproducao sexuada. A infecgao pelo parasito no hospedeiro
intermedidrio ¢ iniciada com a penetragdo do miracidio no caramujo aquaticos do género
Biomphalaria (PRESTON, 1910) que sao seus hospedeiros intermediérios (Figura 1).

A infecg@o natural do hospedeiro definitivo, da-se pela penetragdo ativa das cercarias
pela pele. Durante a penetragdo, as cercarias perdem sua cauda e se transformam em
esquistossomulos. Estes permanecem na pele por cerca de dois dias para,
posteriormente, alcancando capilares da pele, atingirem os pulmdes via coragdo. Dos
pulmdes migram, principalmente pelo sistema sangiiineo para o sistema porta hepatico,
onde se alojam e se transformam em vermes adultos. Nesse ambiente, os vermes
acasalam-se e, conseqiientemente, ha postura de ovos pelas fémeas. Alguns ovos
rompem a mucosa intestinal, sendo eliminados pelas fezes. Todavia, outros ficam retidos

nos tecidos do hospedeiro, sobretudo no intestino e figado, provocando, ao redor de si,



uma reacdo inflamatdria cronica do tipo granulomatosa que ¢ a base fisiopatologica

dessa doenca.

Quando ocorrem alteragdes hemodinamicas como hipertensao portal devido a fibrose
periportal, ha anastomoses porto-cava, que permitem que os ovos atinjam qualquer
orgdo. O figado e bagco aumentam de tamanho em parte dos pacientes infectados

(BOROS, 1986 & PRATA, 1991).

A esquistossomose, como doenca, apresenta duas fases distintas de evolugao: fase
aguda e fase cronica. Duas sdo as formas agudas da esquistossomose mansonica: nao-
toxémica, muito mais freqiiente, que passa desapercebida sem sintomas caracteristicos € a
toxémica, pouco comum, caracterizada pela rica sintomatologia clinica que ocorre duas ou
trés semanas apos a infec¢do. Em ambas sdo reconhecidas duas fases evolutivas: pré e pos-
postural. A fase pré-postural é provocada pela cercaria, esquistossdmulos e vermes adultos,
comandadas principalmente pela resposta humoral do hospedeiro. A infeccdo se da pela
penetragdo ativa da cercaria (fase de invasao) na pele ou mucosa, mesmo que estas estejam
integras. Nessa fase podem ocorrer lesdes da pele por cercarias e esquistossomulos, lesdes
nos vasos linfaticos, linfonodos, pulmodes e lesdes hepaticas. A fase cronica inicia-se no
homem em torno de 120 dias apds a infeccdo podendo atingir qualquer 6rgdo. De acordo
com o nimero de ovos por grama de fezes, podem ser classificadas como leve e moderada.
Em estreita relacdo com a inflamacdo granulomatosa, desenvolve-se intensa neoformagao
conjuntiva nos espago porta causando hipertensdo portal e suas conseqiiéncias. A forma
intestinal também pode acontecer causando vdrias patologias, alteragcdes em outros 6rgaos
como esOfago e rins também sdao comuns nesta fase (PEREIRA & BOGLIOLO., 1993) .

Nas lesdes pos-postural, a principal lesdo ¢ a reagao inflamatdria que se forma em
torno dos ovos. A reagdo granulomatosa ¢ uma resposta induzida pelos antigenos
secretados pelo miracidio que passam através de poros ultramicroscopicos da casca do ovo
e esta ¢ a lesdo principal na patogenia da esquistossomose (MOORE et al., 1977).

Essa reacdo de hipersensibilidade tardia tipo granulomatosa tem como fungdo
proteger o hospedeiro de produtos toxicos liberados pelo ovo chamados de antigenos
soltiveis do ovo (SEA), e restringir o foco antigénico (WILLIAMS & WILLIAMS, 1983).
A reacdo granulomatosa ¢ constituida por macréfagos, eosinofilos, linfocitos, plasmocitos,

células gigantes e epitelidides, mastocitos e fibroblastos (SMITH, 1977), entretanto a



constitui¢ao celular, a aparéncia e o tamanho sofrem mudangas com a evolu¢do da doenca
(SILVA et al., 2000).

A resposta ao ovo do parasita é caracterizada inicialmente com uma exsudagdo
celular constituida de polimorfonucleares (PMN) e macrofagos que se dispdem ao redor
dos ovos. Destaca-se, entre os PMN, grande nimero de eosindfilos. Estes podem aderir a
superficie dos ovos. Logo adjacente aos ovos pode ocorrer area de necrose. Posteriormente,
os macréfagos vao se transformando em células epitelidides e se organizam de forma
concéntrica ao redor do ovo. Concomitantemente, verifica-se o aparecimento de células
gigantes multinucleadas. Nesta fase os eosinodfilos sdo vistos em menor densidade e mais
espalhados. Ha também pequeno numero de linfocitos. Finalmente, inicia-se a proliferagao
de fibroblastos a partir da periferia do granuloma com conseqiiente deposicao de colageno
em orientacdo centripeta relativamente ao ovo. Ha progressiva reducdo da celularidade e,
como evento final, tem-se a forma¢do de uma cicatriz fibrosa (PEREIRA & BOGLIOLO,
1993 e de BRITO e FRANCO, 1994).

A esquistossomose ¢ a infec¢do helmintica humana que apresenta melhor
reprodutibilidade da doenca no modelo murino (GRYCH et al.,1991). O camundongo (Mus
musculus) tem sido intensivamente e extensivamente usado em varios estudos tais como no
desenvolvimento de drogas esquistossomicidas, em estudos bioldgicos, bioquimicos,
patoldgicos e imunologicos da interagdo parasita hospedeiro. Este animal ¢ um excelente
modelo experimental pois reproduz alguns aspectos patologicos da esquistosomose humana
e permite estudos sobre regulacdo imunoldgica (WARREN et al., 1958, DE WITT et al,
1959, ANDRADE et al, 1987, WYNN et al, 1998). A infeccdo experimental pelo S.
mansoni em camundongos, embora variando bastante em fun¢do de linhagens diferentes
(HERNANDEZ et al., 1997), segue um padrdo evolutivo relativamente uniforme e
amplamente semelhante ao que ocorre em humanos (WARREN, 1961 ¢ WARREN et al.,
1965). A formacao dos granulomas coincide com o inicio da postura de ovos, ou seja, cerca
de 5-6 semanas apds a infecgao.

Estima-se que 7 a 8 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo S. mansoni no

Brasil, que ¢ considerado hoje um dos maiores focos endémicos (WHO, 2000).
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Figura 1: Ciclo de vida do verme trematodeo Schistosoma mansoni. (PEARCE & MACDONALD, 2002).
O parasita infecta o hospedeiro definitivo, 0 homem, através da penetracdo ativa das cercarias através da pele.
Os vermes adultos se alojam nas veias mesentéricas e quando antigem a maturidade sexual se acasalam
liberando ovos. Estes podem atingir qualquer 6rgdo, porém a maior parte fica presa no limen intestinal
podendo ser conduzida ao figado. Parte dos ovos ¢ eliminada com as fezes e alcancando as aguas e sob
influéncia da luz e temperatura, eclodem dando origem a forma larval ciliada denominada miracidio. Esta tem
pouco mais de 8 horas para encontrar e penetrar em um caramujo do género Biomphalaria que lhe servird de

hospedeiro intermedidrio.
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1.3 O PARADIGMA Th1 E Th2 NAS ALERGIAS E NA ESQUISTOSSOMOSE

As citocinas representam um papel importante na diversidade funcional da
resposta imune, podendo gerar efeitos sinérgicos ou antagdnicos em diferentes situacoes.
De acordo com os padrdes de citocinas produzidas, os linfécitos T tém sido classificados
em dois tipos: Thl ou Th2 (MOSMANN & COFFMAN, 1989).

As células Thl e Th2 desenvolvem-se de células T CD4+ tendo uma mesma célula
T precursora (ThO). Ja é conhecido que, com o encontro do antigeno, as células T virgens
podem se diferenciar ao longo de duas vias para se tornarem células T helper do tipo 1
(Th1) ou 2 (Th2), que diferem quanto ao perfil de citocinas secretadas.

Na resposta do tipo Th2 as células secretam citocinas que promovem inflamacao
alérgica mediada por uma eosinofilia (dependente de IL-5) e IgE (dependente de IL-4 e
IL-13), assim como IL-10 que tem um amplo efeito anti-inflamatério e anti-alérgico;
enquanto que na resposta tipo Thl as células, secretam IFN-y, que junto com IL-12
promovem a diferenciagdo das células ThO para a via Th1 (TRINCHIERI, 1995). Esta via
inibe as agOes de citocinas derivadas de células Th2: IL-4, IL-5, IL-13, IL-12 e IL-2,
(MOORE et al., 2001).

Os fatores que determinam a diferenciagdo da resposta Thl ou Th2 relacionam-se
as caracteristicas do antigeno (tipo, dose, exposi¢do natural), do hospedeiro (fatores
genéticos, idade, histdrias prévias de infeccdes), do ambiente (adjuvantes naturais) e das
citocinas presentes durante a apresentacao do antigeno (ABBAS et al, 1996).

Um dos mecanismos propostos para explicar as diferentes respostas encontradas
na relacdo parasita hospedeiro estd relacionado a este paradigma Thl/Th2. Alguns
patogenos estimulam preferencialmente uma resposta Thl, outros uma resposta Th2
(SCOTT, 1991; PEARCE, et al 1995) e em algumas infecgdes parasitarias como na
causada pelo S. mansoni, esta resposta depende do estagio de vida do parasita.

O Schistosoma € um parasita que exemplifica a complexidade de um patdgeno que
parasita o homem e desenvolve uma resposta imune celular complexa. Durante a infec¢ao
murina pelo S. mansoni, hd uma alteragdo dinamica na prevaléncia das respostas Th1(IL-2

e IFNy) e Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) (Figura 2).
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Durante as primeiras semanas da infec¢do ha uma predominancia da resposta Th1
(GRZYCH et al.,1991; PEARCE et al., 1995). Neste estagio inicial da infecg¢do, a resposta
Thl ¢ refletida por aumento de IFNy produzidos por células CD4 e CD8 no bago e
linfonodos linfaticos de camundongos infectados (FALLON et al.,1998). Coincidindo com
o inicio da oviposi¢ao do parasita (4 — 5 semanas de infecgdo), a resposta Th2 superpoe a
resposta Th1 inicial (GRZYCH et al.,1991). A predominancia da resposta Th2 em torno da
7-8 semanas de infeccdo esta associada a uma regulacao da resposta Thl que ¢ refletida em
uma diminui¢do de células CD4 e CD8 (FALLON et al.,1998).

J& nas alergias, a diferenciag@o de células T virgens para o fendtipo Th2 parece ser
dependente de certas citocinas presentes nos estagios iniciais da resposta imune (HAAS,
1999). Estudos tém mostrado que as células T do sangue periférico respondem ao alergeno
in vitro produzindo citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, e ndo por citocinas do
tipo Thl, como IFN-y e IL-12 (SCOTT et al., 1991); (MOSMANN, et al., 1989);
(ROMAGNANI, 1994); (KAY, 2000).

Animais modificados geneticamente (knockouts) tém sido muito uteis na
investigacao do papel das citocinas nas respostas imunes e inflamatorias. Estes animais sao
especialmente uteis na investigacdo de genes que nao podem ser facilmente inibidos por
anticorpos ou outros meios, ¢ o caso de diversas quimiocinas, citocinas e seus respectivos
receptores.

A interleucina-4 (IL-4) tem um papel importante em varias areas da biologia das
células T, incluindo o desenvolvimento da resposta Th2 (KOPF ef a/.,1993) e também sao
importantes por bloquear o mecanismo Th1 mediado por IFNy, tal como a indugdo de iNOS
(BOGDAN, et al., 1994).

A infeccdo pelo S. mansoni em animais deficientes para IL-4 (IL-47") causou uma
falha no desenvolvimento de uma resposta Th2 e a producdo de elevados niveis de
mediadores inflamatorios, tais como IFNy e NO, desenvolvendo severa caqueccia e morte
por nao conseguir formar granulomas adequados (FALLON et al.; 2002). Nesses animais
ha um aumento na producdo de NO em esplendcitos cultivados que foi correlacionada a
uma maior severidade da doenca (BRUNET et al., 1997). Outra caracteristica na infec¢ao
de camundongos IL-47 ¢ a falha desses animais no desenvolvimento da esplenomegalia,

condicdo caracteristica da infec¢dao nos animais selvagens (VASCONCELOS et al., 2001).
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Camundongos tratados com aminoguanidina, um inibidor seletivo de iNOS,
exibem caqueccia e exacerbada patologia hepatica sugerindo que o NO limita os danos
hepaticos quando este ¢ exposto ao ovo do parasita (BRUNET et al., 1999).

Camundongos deficientes em IL-10 mantém um perfil Th1 durante toda a infeccao
levando a um aumento da morbidade e da mortalidade durante a fase aguda da infeccao
(WYNN et al., 1998) e pode resultar em uma patologia hepatica granulomatosa mais
severa. O aumento da producao de IL-10, tanto em animais quanto em humanos t€ém sido
correlacionados com diminui¢do da suscetibilidade de atopias e auto-imunidade durante a
schistosomiase.

Dados de experimentos realizados durante o nosso mestrado, mostraram que
animais BALB/c alérgicos tém uma resposta modificada a infeccdo experimental pelo S.
mansoni, marcada por uma prematura e drastica mortalidade na sétima semana de infecgao,
onde ocorre a transi¢do da predominancia do tipo de resposta Thl para Th2, que coincide
com o inicio da oviposi¢ao parasitaria. Outra interferéncia observada nestes animais foi o
tamanho da reacdo inflamatdria granulomatosa contra o ovo do parasita no figado que se
mostrou significativamente menor neste grupo (GARGIULO, 2002).

SALDANHA em 2002, também mostrou modificagdes na relacdo parasita
hospedeiro em animais alérgicos infectados com Leishmania major. Estes animais tiveram
um desenvolvimento menor da lesdo, bem como uma maior produgdo de NO por
macréfagos peritoneais frente a este parasita.

Nos dois casos, a alergia interferiu na relagdo parasita hospedeiro. Neste trabalho,
procuramos estudar, com base no balango das citocinas Th1/Th2, os mecanismos

envolvidos na mudanga do hospedeiro alérgico frente ao Schistosoma mansoni.

13



Irteraity of mmure resporse

W-Y— ) o

Coay codices Sedul

ORI

Figura 2 Desenvolvimento da resposta imune durante a infeccio com Schistosoma mansoni. (PEARCE
& MACDONALD, 2002) A resposta imune possui trés fases distintas. Nas primeiras 3-5 semanas apds a
infeccdo, o parasita imaturo induz uma resposta dominante do tipo Thl. Com a maturagdo do parasita (5-6
semanas) a resposta do tipo Th1l comeca a decair e se inicia uma forte resposta do tipo Th2. Esta resposta ¢
induzida primeiramente pelos antigenos dos ovos do parasita (cerca de 300 por dia). A partir da sétima
semana hd uma diminuicdo progressiva da resposta TH2 com a formag@o granulomatosa que inicialmente

protege o hospedeiro mas com a substitui¢do fribrotica gera uma forte hepatotoxidade.
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II - OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel das citocinas no mecanismo modulatério da infecgdao experimental por

Schistosoma mansoni em camundongos com alergia alimentar.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Investigar o tipo de resposta imunologica durante a infec¢do pelo Schistosoma mansoni
em BALB/c infectados alérgicos e respectivos controles, através da dosagem de citocinas
IL-4 , IFNy e IL-10 no intestino e figado na sétima semana pods-infec¢do que justifiquem a
mortalidade precoce e a diferenca no recrutamento celular nos granulomas destes animais.

e Avaliar o papel das citocinas no modelo da alergia alimentar através dos seguintes
parametros: emagrecimento e produgdo de IgE e IgG1 anti-ovalbunina no soro em animais
selvagens BALB/c e C57BL6 e em camundongos deficientes para IL-4, IFNy, IL-10 e
iNOS;

e Avaliar a modulagdo da infeccdo experimental por  Schistosoma mansoni em
camundongos submetidos previamente a um processo de alergia alimentar experimental e
seus respectivos controles apenas infectados que interfira na mortalidade, nimero e
tamanho dos granulomas hepaticos e intestinais, numero de parasitas e ovos excretados nas
fezes em animais selvagens BALB/c e C57BL6 e em camundongos deficientes para IL-4 ,

IFNy, IL-10 e iNOS .
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III - MATERIAS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas e machos, jovens, das linhagens
BALB/C selvagens e deficientes para a citocina IL-4 e IL-12, e camundongos C57BL/6
selvagens e deficientes em IFNy, IL-10 e iNOS. Os animais deficientes foram obtidos
através de matrizes mantidas sob responsabilidade da Prof* Leda Quércia Vieira, do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais das linhagens selvagens serdo
fornecidos pelo CEBIO. Todos os animais sdo mantidos em estantes climatizadas no
Biotério do Departamento de Patologia Geral. Antes de cada experimento os camundongos
passaram por protocolo de vermifugacdo, via oral, com solucdo de Invermectina 1%
(CHEMITEC, Brasil) por sete dias consecutivos. Ao final de todos os experimentos, a
eutanasia ¢ feita através de deslocamento cervical em animais anestesiados com xilazina e
quetamina. Os procedimentos realizados estdo de acordo com os estabelecidos pelo
CETEA (Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFMG).

Os camundongos foram divididos em quatro grupos: controle, alérgico,
infectado e infectado alérgico. Para a investigagdo da participagdo de citocinas na reagao
alérgica, foram usados 5 animais em cada grupo experimental (controle e alérgico) das
linhagens BALB/c, C57BL/6, IFNy 7, IL-107~ iNOS™ e IL-4”" , perfazendo um total de 70
animais. Para o estudo da interferéncia da alergia na infec¢ao experimental por S. mansoni
foram usadas as mesmas linhagens supracitadas, porém contendo 10 animais por grupo,

perfazendo um total de 140 animais.

3.2 INDUGCAO DA ALERGIA ALIMENTAR

A indugdo da alergia alimentar foi realizada através da injecdo de ovalbumina OVA
(10pg) adsorvida em hidréxido de aluminio AI(OH)3 (1 mg) via sub-cutanea. Os animais

receberam uma segunda imunizacdo 14 dias depois e tiveram como Unica fonte liquida
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solucdo de agua contendo clara de ovo a 20% do sétimo dia ap6s a segunda imunizagdo até
o final do experimento.

3.3 AVALIAGCAO IMUNOLOGICA DA ALERGIA ALIMENTAR

A dosagem foi feita através do teste de E.L.I.S.A. (Enzime Linked Immunosorbent

Assay) para os anticorpos IgGlanti-OVAe IgE anti-OVA.

3.4 OBTENCAO DO SORO

Sangrias foram feitas através dos vasos retroorbitais e axilar em animais
anestesiados com uma mistura de Xilazina (10mg/kg) e Ketamina (100mg/Kg). Apods
coagulacdo, o sangue obtido foi centrifugado por 10 minutos a 900G e o soro congelado

para dosagem de imunoglobulinas anti-OVA.

3.5 DOSAGEM DE IMUNOGLOBULINA IgG1 ANTI-OVA NO SORO

A dosagem de IgGl foi feita através do teste de ELISA (Enzime Linked
Immunosorbent Assay), que, resumidamente, segue a metodologia descrita a seguir:
microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram incubadas overnight (4°C),
com 2 pg de OVA diluidos em 100 pl por pogo de tampao carbonato concentrada pH=9,6
(Coating Buffer). Ap6s 18 horas, as placas foram lavadas duas vezes com salina fisiologica
contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA Chemical Co., St Louis, MO, USA — solucdo salina
tween) e incubadas, por uma hora, com 200 pl de solugdo de caseina a 25% em PBS (PBS-
caseina), por pogo, para bloqueio, a temperatura ambiente. A solugdo de bloqueio foi
desprezada e as placas incubadas, por 1 hora, com 100ul por pogo de seis dilui¢des
seriadas dos soros a serem testados, iniciando com a diluicdo 1:100 (fator de diluicao
seriada = 0,5 , diluigdes 1:100 a 1:12800). As placas foram lavadas seis vezes com salina-
Tween e incubadas por 1 hora (37°C) com 100ul , por pogo de uma solugdo com anticorpos
de cabra anti-IgGl de camundongo (Goat anti-mouse IgGl, (Southern Biothecnology
Associates, Birmingham, AL, USA), diluidos a 1:20000. As placas foram novamente

lavadas com salina-Tween e incubadas por 1 hora (37°C) com anticorpos de coelho anti-
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IgG de cabra conjugados com peroxidase (Rabbit anti-goat IgG — HRP, Southern
Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA). As placas foram novamente lavadas
seis vezes com salina-Tween e incubadas, no escuro, com 100 pl por poco de tampao
citrato (pH=5,0) contendo H,O, e ortofenileno-diamino (OPD). Ap6s 20 minutos, a reacao
foi interrompida pela adicdo de 20ul por pogo de H,SO4 a 2%. Em todas as placas foi
corrido um controle positivo padrdo (poo/ de soros de animais imunes), um controle
negativo (pool de soros de animais normais), além de um controle da prépria placa
(branco). A densidade optica foi obtida em Leitor de ELISA com filtro de 490 nm. Os
resultados foram amostrados em unidades arbitrarias (U.A.) da melhor diluiccdo das

amostras (3600) usando o soro controle positivo como sendo 1000 unidades.

3.6 DOSAGEM DE IMUNOGLOBULINAS IgE ANTI-OVA NO SORO

Microplacas de poliestireno serdo incubadas a 4°C, com antigeno IgE de rato anti-
camundongo na concentragdo de 1:250 diluidos em 50ul de tampao carbonato pH 9.6, por
poco, durante uma noite. Posteriormente, as placas serdo lavadas com salina-Tween e
incubadas por 1 hora com 200ul de solucdo caseina a 0,25% em PBS, por pogo, para
bloqueio a temperatura ambiente. A solucdo serd desprezada e as placas incubadas por 2
horas com 50ul por pogco de soro total dos animais a serem testados. As placas serdo
lavadas com solugdo salina-Tween e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com 1ul
de OVA-Biotina em 50ul de PBS-caseina, por pogo. As placas serdo novamente lavadas
com salina-Tween e incubadas, no escuro, com 50ul por poco de estreptoavidina-
peroxidase na concentragdo de 1:6000 por 45 minutos a temperatura ambiente. As placas
serdo lavadas com salina-Tween e incubadas, protegidas da luz, por 15 minutos a
temperatura ambiente com 100pul, por poco, de tampao citrato pH=5.0 contendo H,O, e
ortofenileno-diamino (OPD). As reacdes serdo interrompidas, apds 15 minutos, pela adicao
de 20ul por pogo de H,SO4 2N. Em todas as placas serd corrido um controle positivo
padrdo (pool de soros de animais imunes), um controle negativo (pool de soros de animais

normais), além de um controle da propria placa (branco). A densidade Optica sera obtida em
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Leitor de ELISA com filtro de 490 nm. Os resultados foram amostrados em unidades

arbitréarias (U.A.) a partir do padrao positivo considerado como 1000 unidades.

3.7 AVALIAGAO GERAL

3.7.1 Avaliagao do peso corporeo
Todos os animais foram pesados individualmente, uma vez por semana, em balanga

digital, a fim de se avaliar a variagdo do peso corporal ao longo de todo o experimento. O

peso corporal final de cada grupo foi obtido através da média dos pesos.

3.7.2 Avaliagao do consumo liquido

As mamadeiras contendo agua ou clara de ovo a 20% foram pesadas e trocadas

diariamente, a fim de se avaliar o consumo liquido diério de cada grupo.

3.7.3 Avaliagao do consumo de ragao

Todos os grupos receberam ragdo "ad libitum" ao longo de todo experimento. Para
controle do consumo, a racdo foi pesada antes e depois de ser colocada nas gaiolas, a partir

da imunizagao primaria (1* semana). Esta pesagem foi realizada com balanga digital.
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3.8 ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL

3.8.1 Parasitas

Em todos os experimentos foi utilizada a linhagem L.E. de Schistosoma mansoni,
isolada de um paciente de Belo Horizonte e mantida durante mais de 30 anos por passagens
sucessivas entre hamsters (Mesocricetus auratus) e caramujos Biomphalaria glabrata nos
laboratorios do Grupo Interdepartamental de Estudos sobre Esquistossomose (GIDE),

situado no Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), UFMG.

3.8.2 Obtenc¢ao das cercarias

Para a emergéncia das cercarias, os planorbideos infectados foram colocados
em um béquer contendo dgua sem cloro e expostos a iluminagdo artificial indireta durante
duas horas. Apos este periodo, os caramujos foram retirados do béquer e as cercarias
concentradas, segundo técnica de Pellegrino & Macedo (1955). As  cercarias  foram

contadas e ajustado o numero de cercarias desejadas no volume do in6culo (0,5 ml).

3.8.3 Infecgao com as cercarias do Schistosoma mansoni

Todos os grupos foram infectados sete dias apds o desafio, através da
inoculagdo sub-cutanea de 0,5 ml da suspensdo aquosa, diretamente no dorso dos
camundongos, com auxilio da seringa (BD CornWall de 2 cc e agulha 20 x 10), contendo
cerca de 50 cercérias. Os grupos que continham 20 animais, foram divididos em dois
grupos de 10 animais. Um grupo foi mantido para se observar a mortalidade e o outro para

ser sacrificado e analisado.
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3.9 AVALIACAO DA ESQUISTOSSOMOSE EXPERIMENTAL

3.9.1 Mortalidade e necrépsia

Os animais eram observados diariamente e o numero de mortos era anotado a fim de
se fazer uma curva da mortalidade natural pelo parasita, nos quatro grupos experimentais
que continham 10 animais cada. Paralelamente, outros dois grupos contendo 10 animais
cada, ap6s sete semanas da infecgdo sub-cutanea, foram sacrificados e necropsiados, sendo

coletados o figado, baco e intestino delgado para analise histopatoldgica.

3.9.2 Processamento histolégico e coloragao

Os figados obtidos dos animais infectados foram seccionados em trés fragmentos
em por¢des previamente padronizadas e representativas do 6rgdo. O intestino delgado foi
lavado com salina fisiologica, aberto com o auxilio de tesoura cirtrgica e enrolado em toda
sua extensdo na forma de "rocambole". Os bagos foram seccionados em dois fragmentos. O
material foi fixado em formol tamponado a 10%. Posteriormente os cortes foram
processados em histotécnico automatizado, que desidratou o material em solugdes
sucessivas de alcoois (70 a 100° GL), clarificou os tecidos com xilol e incluiu as pecas em
parafina. Os blocos assim obtidos foram seccionados em cortes de 4 um de espessura,
realizados em microtomo (American Optical). Posteriormente os cortes histologicos foram
corados pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE) para a avaliacao histologica da lesdo, assim

como contagem e morfometria dos granulomas.

3.9.3 Contagem dos granulomas

Foram confeccionadas laminas de figado e intestino. No figado, trés fragmentos de
cada animal (n=5) foram seccionados e examinados em microscépio o6ptico (OLYMPUS B
201) com objetiva de 10X, onde todos os granulomas foram contados com o auxilio de um

contador manual. Cada fragmento hepatico foi mensurado através de imagens com o
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programa KS 300, versdo 2.0 da Kontron Elektronik (CALIARI, 1997), para a obtengdo da
area em cm”. O nimero de granulomas de cada fragmento foi entio dividido pela sua
respectiva area, obtendo-se o numero de granulomas por cm” de cada fragmento. Foi feita
uma média do numero destes granulomas por animal e depois por grupo. Os fragmentos de
intestino delgado foram seccionados em quatro por¢des e enrolados em toda sua extensao
na forma de "rocambole", todos os granulomas presentes foram contados.

Os critérios utilizados consideraram como um uUnico granuloma aquele que
apresentava um ou mais de um ovo mas apenas uma unica reacao inflamatoria envolvendo-
os ¢ como granulomas individuais aqueles que apresentavam sua rea¢do inflamatoria
particular. Os que se mostravam coalescentes, porém com reacdes distinguiveis, foram
considerados granulomas diferentes. Os ovos esquistossomoticos presentes no figado que
ndo apresentavam reag¢do inflamatoria granulomatosa, também foram contados

separadamente.

3.9.4 Mensuragao dos granulomas

Foram escolhidos aleatoriamente trés granulomas por fragmento hepatico e
intestinal. Cada animal do grupo (n=5) teve trés fragmentos hepaticos avaliados, portanto
nove granulomas hepaticos e 12 intestinais foram mensurados por animal. Cada medida foi
realizada trés vezes em cada granuloma, sendo a area final definida como a média das trés
medidas obtidas. O tnico critério utilizado nesta escolha foi granulomas bem delimitados e
ndo coalescentes, com ovo vidvel na regido central.

Para essa mensuragdo utilizou-se um analisador de imagens digital da
Kontron Eletronik, programa KS 300; versdo 2.0., como mostrado na figura 3. A medida

- 2
foi expressa em pm®.
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Figura 3 - Mensuracdo da area de granuloma hepatico (HE) no analisador de imagens Kontron
Elétronics, programa KS 300 2.0. A linha verde delimita a area do granuloma. A &rea total do campo

microcopico corresponde a 871.392 um®.

3.9.5 Contagem de ovos nas fezes

Foram contados os ovos do Schistosoma mansoni expelidos nas fezes dos
camundongos que foram infectados com 50 cercérias, apos sete semanas de infecgdo.
Utilizou-se o método de sedimentacdo Lutz ou de Hoffmann, (Pons & Janer, 1953). A
técnica foi modificada para a quantificagdo dos ovos obtidos. Cada animal teve 3g de fezes
colhidas e diluidas em 3ml de salina, depois de diluidas foram passadas em gaze dobrada
em quatro partes. O material foi ressuspendido por trés vezes em formol tamponado. Trés
amostras contendo 100 pl dessa solucdo foram usadas para contagem dos ovos em
microscopio optico por animal. Posteriormente fez-se a média deste nimero por animal e

depois a média do grupo. O valor foi expresso em nimero de ovos/grama de fezes.
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3.9.6 Perfusdo do sistema porta

Cinco animais de cada grupo foram submetidos a perfusdo portal para a contagem e

diferenciacao sexual dos vermes adultos, segundo a técnica de Pellegrino & Siqueira, 1956.

3.10 AVALIAGCAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS

Os niveis das citocinas IL-4, IL-10 e IFNy foram quantificados por ELISA (REES et
al 1999) no intestino delgado e figado de animais selvagens infectados e ndo infectados,
alérgicos e ndo alérgicos. Cem miligramas de tecido foram retirados durante a necropsia,
mantidos a temperatura de -20°C e, posteriormente homogeneizados com PBS contendo
antiproteases (0.1 mM PMSF, 0,1 nM benzethonium cloridrico, 10 mM EDTA e 20 KI
aprotinina A) e 0,05% Tween20. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos a
3000 g e o sobrenadante imediatamente utilizado para o ensaio de ELISA diluido de 1:5.
Placas de ELISA foram cobertas com anticorpo policlonal anti-IL-4, IL-10 e IFNy de
camundongo (1-2 pg/ml) e incubadas a 4° C por 24 horas. As placas foram lavadas 3 vezes
e entdo a reacdo bloqueada com albumina bovina 1% e deixadas em agitador horizontal
durante 1 hora. Apos nova lavagem, as placas foram incubadas com amostras ou citocinas
recombinantes de rato de um dia para o outro (“overnight”). Os anticorpos policlonais
biotinilados foram usados com diluig¢do de 1:1000 ou 1:2000. A detec¢do foi feita
utilizando-se estreptoavidina e OPD como substrato. A curva padrdo foi construida com as

concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 60, 30 e 15 pg/mL. A leitura foi realizada a 490 nm.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Diferengas nas respostas entre grupos relacionados foram realizadas pela ANALISE
DE VARIANCIA (ANOVA). Para comparagdes pareadas entre grupos controle e
experimentais, foi utilizado o TESTE T DE STUDENT e corregao de Bonfferroni.
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RESULTADOS



IV —RESULTADOS

Dados de experimentos realizados durante o mestrado mostraram que animais
BALB/c alérgicos, quando infectados com 50 cercarias de Schistosoma mansoni,
apresentam prematura e drastica mortalidade (80%) na sétima semana de infeccao, periodo
inicial da oviposi¢do parasitaria e de alteracdes na resposta imunoldgica do hospedeiro que
passa a ser predominantemente Th2. Ja nos grupos controles esta mortalidade nesta mesma
semana, nao ultrapassa 20%. Outra interferéncia da alergia observada nesses animais foi o
tamanho da reacdo inflamatdria granulomatosa contra o ovo do parasita no figado que se
mostrou significativamente menor ou mesmo inexistente nesse grupo (GARGIULO, 2002).

Para avaliar se a alergia estd alterando o perfil das citocinas na infec¢do foram
dosadas : IL-10, IL-4, IL-13, IFNy e TNFa no figado, intestino delgado e bago de animais

SV alérgicos e ndo alérgicos na sétima semana de infecgao.

4.1- DOSAGEM DAS CITOCINAS

A alergia foi capaz de diminuir os niveis de IL-4 no figado e no intestino de animais infectados

Os niveis de IL-4 foram dosados no figado, intestino e bago de animais SV alérgicos
e ndo alérgicos, ndo infectados e infectados. Nos animais ndo infectados essa dosagem foi
feita quatro semanas apos o desafio oral e nos animais infectados, sete semanas apos a
infec¢do, periodo da predominancia da resposta do tipo Th2 e do inicio da mortalidade
observada nos animais alérgicos infectados.

Os animais ndo infectados alérgicos apresentaram aumento dos niveis de IL-4 no
figado quando comparados aos ndo alérgicos (Figura 5A). Ja no intestino delgado ndo
foram observadas diferencas significativas entre esses dois grupos (Figura 5B).

Os animais infectados apresentaram niveis elevados de IL-4 no figado, porém
quando alérgicos, apresentam niveis significativamente menores dessa citocina no figado e
intestino (Figura 5). Nao foi detectada a presenga desta citocina no bago em nenhum dos

grupos analisados.
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FIGURA 4 - Produgiio de IL-4 no tecido. Os niveis de IL-4 foram dosados no figado (A) e intestino delgado (B) dos
animais selvagens (BALB/c) alérgicos e ndo alérgicos. Camundongos receberam 10 pg OVA com AI(OH)3 no dia 0
(s.c.), reforgo de 10 ug OVA no dia 14 e solucdo de clara de ovo a 20% (SCO) no dia 21. Os grupos ndo infectados
foram sacrificados apés quatro semanas de consumo de SCO. Os grupos infectados receberam 50 cercérias de S.
mansoni no dia 28 e foram sacrificados sete semanas apo6s a infeccdo. Fragmentos teciduais foram analisados quanto a
producdo de citocinas. 4, dosagem de IL-4 no figado. B, niveis de IL-4 no intestino delgado. C, niveis de IL-4 no
baco. Os dados foram obtidos das médias dos niveis de citocinas detectadas em teste de duplicata. *(p < 0,05)
comparado grupo ndo alérgico. ** (p < 0,05) comparado ao grupo ndo-infectado. (ANOVA-Test T-Student).
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A alergia foi capaz de diminuir os niveis de IL-13 no figado e intestino de animais infectados

Os niveis de IL-13 foram dosados no figado, intestino e baco de animais SV
alérgicos e ndo alérgicos, ndo infectados e infectados. Nos animais ndo infectados essa
dosagem foi feita quatro semanas apos o desafio oral e nos animais infectados, sete
semanas apos a infec¢ao.

Os animais alérgicos nao infectados apresentaram niveis elevados de IL-13 no
figado e intestino quando comparados aos seus controles ndo alérgicos (Figuras SA e B).

Os niveis de IL-13 estdo elevados em todos os tecidos analisados nos grupos nao
alérgicos quando comparados aos animais nao infectados também nao alérgicos. Porém os
animais infectados alérgicos apresentam diminuicdo nos niveis dessa citocina quando

comparados aos seus respectivos grupos nao alérgicos também infectados (Figura 5).
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FIGURA 5 - Produgéo de IL-13 no tecido. Os niveis de IL-13 foram dosados no figado (A) e intestino delgado (B)
dos animais selvagens (BALB/c) alérgicos e ndo alérgicos. Camundongos receberam 10 pg OVA com Al(OH)3 no dia
0 (s.c.), refor¢o de 10 ng OVA no dia 14 e solug@o de clara de ovo a 20% (SCO) no dia 21. Os grupos ndo infectados
foram sacrificados ap6s quatro semanas de consumo de SCO. Os grupos infectados receberam 50 cercarias de S.
mansoni no dia 28 e foram sacrificados sete semanas apos a infec¢@o. Fragmentos teciduais foram analisados quanto a
producdo de citocinas. 4, dosagem de IL-13 no figado. B, niveis de IL-13 no intestino delgado. C, niveis de IL-13 no
bago. Os dados foram obtidos das médias dos niveis de citocinas detectadas em teste de duplicata. *(p < 0,05)
comparado ao grupo nao alérgico. ** (p < 0,05) comparado ao grupo nao-infectado. (ANOVA-Test T-Student).
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A IL-10 mostrou-se elevada na alergia, porém seus niveis foram diminuidos quando associada a

infecgdo

Os niveis de IL-10 foram dosados no figado, intestino e baco de animais SV
alérgicos e nao alérgicos, ndo infectados e infectados. Nos animais ndo infectados essa
dosagem foi feita quatro semanas apos o desafio oral e nos animais infectados, sete
semanas apos a infecgao.

Os animais alérgicos nao infectados apresentaram niveis elevados de IL-10 no
figado e baco quando comparados aos seus controles nao alérgicos (Figura 6A e B).

Os niveis de IL-10 estdo significativamente elevados em todos os tecidos analisados
nos grupos nado alérgicos infectados quando comparados aos animais também nao alérgicos
ndo infectados (Figura 6). J4 os infectados alérgicos apresentaram diminui¢do nos niveis
dessa citocina no figado quando comparados aos seus respectivos grupos controles nao
alérgicos (Figura 6). Nao foi detectada a presenca desta citocina no intestino delgado de

nenhum dos grupos analisados.
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FIGURA 6 — Produgéo de IL-10 no tecido. Os niveis de IL-10 foram dosados no figado (A) e intestino delgado (B)
dos animais selvagens (BALB/c) alérgicos e ndo alérgicos. Camundongos receberam 10 pg OVA com Al(OH)3 no dia
0 (s.c.), reforgo de 10 pg OVA no dia 14 e solugdo de clara de ovo a 20% (SCO) no dia 21. Os grupos ndo infectados
foram sacrificados apds quatro semanas de consumo de SCO. Os grupos infectados receberam 50 cercarias de S.
mansoni no dia 28 e foram sacrificados sete semanas apos a infecgdo. Fragmentos teciduais foram analisados quanto a
producdo de citocinas. A, dosagem de IL-10 no figado. B, niveis de IL-10 no bago. Os dados foram obtidos das médias
dos niveis de citocinas detectadas em teste de duplicata. *(p < 0,05) comparado grupo ndo alérgico. ** (p < 0,05)
comparado ao grupo nao-infectado. (ANOVA-Test T-Student).
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O IFNy apresentou niveis baixos em especial nos grupos alérgicos

Os niveis de IFNy foram dosados no figado, intestino e baco de animais SV
alérgicos e ndo alérgicos, ndo infectados e infectados. Nos animais ndo infectados essa
dosagem foi feita quatro semanas apds o desafio oral e nos animais infectados, sete
semanas apos a infec¢ao.

Os animais alérgicos ndo infectados apresentaram niveis significativamente
menores dessa citocina no figado e bago quando comparados aos nao alérgicos infectados
(Figura 7A e B).

Na infec¢do, os niveis de IFNy estdo significativamente diminuidos em todos os
tecidos analisados nos grupos ndo alérgicos infectados quando comparados aos animais nao
alérgicos ndo infectados (Figura 7). Ja os infectados alérgicos apresentaram diminui¢ao
ainda maior nos niveis dessa citocina no figado e baco quando comparados aos seus
controles ndo alérgicos também infectados (Figura 7). Nao foi detectada a presenca dessa

citocina no intestino delgado de nenhum dos grupos analisados.
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FIGURA 7 — Producio de IFNy no tecido. Os niveis de IFNy foram dosados no figado (A) e intestino delgado (B)
dos animais selvagens (BALB/c) alérgicos e ndo alérgicos. Camundongos receberam 10 pg OVA com Al(OH)3 no dia
0 (s.c.), reforgo de 10 pg OVA no dia 14 e solugdo de clara de ovo a 20% (SCO) no dia 21. Os grupos ndo infectados
foram sacrificados apos quatro semanas de consumo de SCO. Os grupos infectados receberam 50 cercarias de S.
mansoni no dia 28 e foram sacrificados sete semanas apos a infecgdo. Fragmentos teciduais foram analisados quanto a
produgio de citocinas. 4, dosagem de IFNy no figado. B, niveis de IFNy no baco. Os dados foram obtidos das médias
dos niveis de citocinas detectadas em teste de duplicata. *(» < 0,05) comparado grupo ndo alérgico. ** (p < 0,05)
comparado ao grupo nio-infectado. (ANOVA-Test T-Student).
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Os niveis de TNF a estdo aumentados no figado dos animais alérgicos infectados ou nao

Os niveis de TNFa so6 foram detectados no figado, ndo sendo observados no bago e
intestino delgado destes animais. Os animais alérgicos, infectados ou ndo, apresentaram
niveis significativamente elevados dessa citocina quando comparados aos infectados nao
alérgicos. Porém, a infec¢do ndo foi capaz de, por si sd, elevar estes niveis, pois 0 grupo
ndo alérgico e ndo infectado apresentou resposta semelhante ao infectado nao alérgico

(Figura 8).
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FIGURA 8- Producio de TNFa no tecido. Os niveis de TNFa foram dosados no figado dos animais selvagens
(BALB/c¢) alérgicos e nao alérgicos. Camundongos receberam 10 pg OVA com AI(OH)3 no dia 0 (s.c.), refor¢o de 10
png OVA no dia 14 e solugéo de clara de ovo a 20% (SCO) no dia 21. Os grupos ndo infectados foram sacrificados apds
quatro semanas de consumo de SCO. Os grupos infectados receberam 50 cercarias de S. mansoni no dia 28 ¢ foram
sacrificados sete semanas apos a infec¢do. Fragmentos teciduais foram analisados quanto a produc@o de citocinas. Os
dados foram obtidos das médias dos niveis de citocinas detectadas em teste de duplicata. *(p < 0,05) comparado grupo
nao alérgico. (ANOVA-Test T-Student).
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4.2- AVALIACAO DA ALERGIA ALIMENTAR E ESQUISTOSSOMOSE EM
ANIMAIS DEFICIENTES EM IL-4 (IL-4-/-)

4.2.1 - Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA antes da ingestao de
SCO a 20%.

A sensibilizagdo parenteral foi capaz de induzir a producdo de IgG1 e IgE nos animais SV

~ /-
mas nao nos IL-4

Sete dias apods a sensibilizacdo secundaria foi realizada uma sangria retro-
orbital, nos animais dos grupos nao alérgicos e alérgicos, selvagens e deficientes em IL-
4 para andlise dos niveis das imunoglobulinas IgG1 e IgE anti-OVA. Os animais SV
sensibilizados apresentaram significativos niveis de IgGle IgE anti-OV A mostrando que
o protocolo de imunizacdo foi capaz de desencadear a producdo de imunoglobulinas
especificas ao antigeno em relagdo aos grupos ndo alérgicos que receberam apenas o
adjuvante hidroxido de aluminio (Figura 9). O grupo de camundongos sensibilizados
deficientes em IL-4 ndo apresentou alteracdo nos niveis dessas imunoglobulinas

(Figura 9).
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FIGURA 9: Avaliacio dos anticorpos IgG1 e IgE sete dias apés sensibilizacfio secunddria. Camundongos
SV e IL-4-- receberam 10 pg de OVA mais Img de AI(OH), no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo
alérgico recebeu apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14 e continuou a beber apenas d4gua. Antes de serem
desafiados com SCO, foi coletado o soro de todos os animais e feita a dosagem da imunoglobulina IgG1(4 e B)
e IgE (C e D) anti OVA. As barras representam a média dos valores obtidos na dilui¢do 1/1600 para IgG1 e para
o soro total para IgE comparado ao soro positivo sendo considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.).
Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em rela¢do ao seu grupo nao alérgico. ** P < 0.05

comparado ao grupo selvagem. (ANOVA-Test T-Student).
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4.2.2 - Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA apés a ingestao de SCO
a20%

A ingestio de SCO aumentou os niveis de IgG1 e IgE anti-OVA apenas nos animais SV

Os grupos sensibilizados foram também desafiados oralmente com solugdo de clara
de ovo a 20% enquanto os grupos ndo alérgicos continuaram a ingerir somente agua.
Sangrias foram realizadas 35 dias apos o inicio da ingestdo de SCO ou agua, através de
vasos axilares para andlise da produg¢do de imunoglobulinas especificos IgGl e IgE. A
ingestao prolongada através da solucdo contendo o antigeno (OVA) foi capaz de aumentar
ainda mais os niveis dessas imunoglobulinas nos SV sensibilizados (Figura 10). Porém, nos

animais IL-4"", se mantiveram inalterados (Figura 10).
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FIGURA 10 - Avaliacdo dos anticorpos IgGl e IgE no soro apdés 56 dias de ingestio de SCO ou nio.
Camundongos SV e IL-4-- receberam 10 ng de OVA mais 1mg de Al(OH), no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo
ndo alérgico recebeu apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14 e continuou a beber agua. Sete dias apods a
sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO permanecendo,
ininterruptamente, por 56 dias. Foi coletado o soro de todos os animais ¢ feita a dosagem da imunoglobulina IgG1(4) e
IgE (B) anti OVA. As barras representam a média dos valores obtidos na diluigdo 1/1600 para IgG1 e para o soro total
para IgE comparado ao soro positivo sendo considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5
animais/grupo. * P < 0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico. ** P < 0.05 comparado ao grupo selvagem.

(ANOVA-Test T-Student).
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4.2.3 - AVALIAGAO GERAL

Camundongos SV e deficientes em IL-4 foram monitorados ao longo de todos

os protocolos experimentais, quanto:

Peso corporal

. . . / . . ~ -/
A alergia induziu perda de peso corporeo nos animais SV, mas niao nos IL-

Pode-se observar na Figura 11A que os animais SV tiveram uma perda de peso em torno

de 20% apos o contato com o antigeno através da SCO que permaneceu ao longo de

. y /- o~ ~
todas as semanas em experimento. Ja os camundongos IL-4"" ndo apresentaram alterag@o

no peso corporeo quando comparados aos animais nao sensibilizados (Figura 11A).

Consumo de racgao

Todos os grupos apresentaram o mesmo consumo de ragcdo

Para verificar se havia diferenca no consumo entre os animais que justificasse o
emagrecimento do grupo SV alérgico, a racdo de todos os grupos foi pesada
semanalmente. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos selvagens e

deficientes, sensibilizados ou nao (Figura 11B).
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Consumo liquido

Todos os grupos apresentaram o mesmo consumo liquido

Sete dias apos a sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos alérgicos
foram substituidas por SCO, enquanto os grupos nao alérgicos permaneceram bebendo
agua durante todo o experimento. Essas mamadeiras foram trocadas e pesadas diariamente.
Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos selvagens e deficientes, alérgicos

ou nao no consumo liquido (Figura 11C).
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FIGURA 11 - Avalia¢iio Geral: Camundongos SV e IL-47- receberam 10 pg OVA+1mg Al(OH), (dia 0) e OVA no
dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apos a sensibilizacdo
secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais continuaram a beber
agua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni. A, o peso corporal foi monitorado
semanalmente. Assim como o consumo de ragdo (B) e o consumo liquido (C.). * P < 0.05 em relag@o ao seu grupo nao

alérgico. (ANOVA-Test T-Student).
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4.2.4 - AVALIAGAO DA INFECGAO EXPERIMENTAL

Avaliacao da Sobrevida ao Parasita

. e e . . . ~ ol e e
A alergia diminuiu a sobrevida em animais SV, mas ndo em IL-4" alérgicos

Todos os camundongos, SV e deficientes, foram infectados com 50 cercarias de S.
mansoni. Os selvagens alérgicos apresentaram mortalidade precoce, tendo no dia 49
apenas 20% dos seus animais vivos, contra 80% dos nao alérgicos (Figura 12). Ja os
IL-4" tiveram uma inversio neste perfil, apresentando maior sobrevida no grupo
alérgico quando comparado ao grupo nao alérgico (Figura 12). Quando comparamos
apenas os grupos nao alérgicos, SV e deficientes, observamos que a retirada da citocina
IL-4 piora a sobrevida desses animais, visto que no dia 49, apenas 60% dos animais

deficientes estavam vivos contra 90% dos animais SV (Figura 12).

Avaliacio Parasitologica

Apenas os animais SV alérgicos apresentaram diferencas nos padrées parasitologicos

analisados

Todos os animais foram submetidos a perfusao portal apos sete semanas de infec¢ao
para a contagem e diferenciacao sexual dos vermes adultos, segundo a técnica de Pellegrino
& Siqueira, 1956. Também foram contados os ovos expelidos nas fezes dos camundongos
no dia anterior a perfusdo portal. Utilizou-se para essa quantificacdo a técnica adaptada do
método de sedimentacdo Lutz ou de Hoffmann, (PONS & JANER, 1953).

Os animais selvagens alérgicos apresentaram um numero significativamente maior
de ovos excretados nas fezes, quando comparados aos ndo alérgicos. Os animais IL-47
apresentaram diminuicdo significativa do numero de ovos excretados nas fezes quando
comparados a todos os outros grupos. J& os animais alérgicos deficientes mostraram uma

reversao neste processo tento nimero estatisticamente igual ao dos selvagens nao alérgicos.
(Tabela I).
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FIGURA 12 - Indice de sobrevida a infeccio pelo S. mansoni. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+1mg
Al(OH);, (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber dgua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni. Os graficos
acima mostram curva de sobrevida apés a infec¢do, ocorrida no dia 1. O grafico representa a curva de mortalidade dos
animais selvagens (SV) e dos animais deficientes em IL-4 . * P < 0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico. ** P <

0.05 comparado ao grupo selvagem (ANOVA-Test T-Student).
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Tabela I — Comparacao parasitolégica e morfologica entre os grupos selvagens e IL-4
infectados com S. mansoni alérgicos e ndo alérgicos.

Grupos Tamanho
Granuloma (um?)

SV (OVA-/SCO-) 96,3 +31,5
SV (OVA+/SCO+) 100,6 +25,2
IL-4-/- (OVA-/SCO-) 98,5 +£22,7
IL-4-/- (OVA+/SCO+) 96,3 £31,5

Camundongos selvagens (SV) e deficientes em IL-4 (IL-47) receberam 10 ug OVA com AI(OH)3 no dia 0 (s.c.)
(OVA+), reforgo de 10 pg OVA no dia 14 e solugdo de clara de ovo a 20% no dia 21 (SCO+). Todos os animais foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. Apos 49 dias da infec¢ao, foi feita contagem dos ovos nas fezes e
perfusdo portal para contagem dos parasitas. Houve aumento do niimero de ovos excretados pelos animais selvagens
alérgicos (OVA+/ SCO+). Porém ndo houve diferenca no niimero de casais de parasitas ou ovos excretados nos
animais deficientes para IL-4 alérgicos ou ndo. O numero e tamanho dos granulomas intestinais foi avaliado e também

s6 se mostrou significativamente diferente apenas no numero e nos selvagens alérgicos. * P < 0.05 comparado ao

intestino

NCgranulomas
(n/campo)

1,10 £0,28
0,80 £ 0,098*
1,00 £0,23

1,20 £ 0,40**

Ovos fecais

(ovos/g)
240 +50
298 +82*

159,5448,9*
271,4 £28,3*

(OVA-/ SCO-). ** P < 0.05 comparado ao grupo selvagem. ANOVA-Test T-Student.

/e

casais de vermes

11 0,50
10 £5,6
12 42,0

11+ 1,0
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Avaliacao Morfoldgica

e Numero de granulomas

O numero de granulomas intestinais dos SV alérgicos foi significativamente menor

O figado e o intestino de todos os animais foram necropsiados, processados e
analisados histologicamente na sétima semana ap6s a infec¢do. O ntimero de reagdes
inflamatorias granulomatosas, tipicas dessa patologia, foi contado no figado e intestino
dos animais SV e deficientes em IL-4, alérgicos e ndo alérgicos. Nao houve diferenca
significativa no nimero dos granulomas hepaticos entre os grupos alérgicos e nao
alérgicos, selvagens e deficientes (Figura 13). Porém o nimero de granulomas intestinais
dos animais selvagens alérgicos foi significativamente menor que nos demais grupos

(Tabela I).

e Area da granulomatosa

Animais alérgicos apresentaram diferencas no tamanho dos granulomas hepdticos

As areas dos granulomas hepaticos e intestinais, foram analisadas pela
morfometria computadorizada. O tamanho dos granulomas hepaticos dos animais selvagens
alérgicos foi significativamente menor que dos seus controles ndo alérgicos (Figura 14).
Porém os animais IL-4” tiveram uma inversdo neste perfil: os animais alérgicos
apresentaram granulomas hepaticos maiores quando comparados aos ndo alérgicos (Figura
14). A é4rea média dos granulomas intestinais ndo foi diferente entre os animais selvagens e

deficientes, alérgicos ou ndo alérgicos (Tabela I).
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FIGURA 13 — Avaliacio do nimero de granulomas hepaticos. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+1mg
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber agua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apds a infecgdo e o numero de reagdes granulomatosas foi contada no figado de

animais selvagens e de animais deficientes em IL-4. (p<0,05). ANOVA-Test T-Student.
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FIGURA 14 — Avaliacio da area dos granulomas hepaticos. Os grupos alérgicos receberam 10 pug OVA+1mg
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber agua. Todos os animais foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni no dia 28. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apds a infecgdo e a area granulomatosa foi quantificada. A, area média dos
granulomas hepaticos dos animais selvagens. B, rea granulomatosa hepatica dos animais IL-4-~. * P < 0.05 em relagdo

a0 seu grupo ndo alérgico. ** P < 0.05 comparado ao grupo selvagem. ANOVA-Test T-Student.
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4.3 - AVALIACAO DA ALERGIA ALIMENTAR E ESQUISTOSSOMOSE EM
ANIMAIS DEFICIENTES EM IL-10 (IL-107)

4.3.1 - Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA antes da ingestao de
SCO a 20%.

A sensibilizacdo parenteral foi capaz de induzir a producio de IgG1 e IgE nos SV e IL -10 ™

Sete dias apods a sensibilizagdo secundaria foi realizada uma sangria retro-orbital, nos
animais dos grupos nado alérgicos e alérgicos, selvagens (C57BL/6) e deficientes em
IL-10, do mesmo background, para andlise dos niveis das imunoglobulinas IgG1 e IgE
anti-OVA. Os animais SV sensibilizados apresentaram significativos niveis de IgGle
IgE anti-OVA mostrando que o protocolo de imunizagdo foi capaz de desencadear a
producdo de imunoglobulinas especificos ao antigeno em relagdo aos grupos nao
alérgicos que receberam apenas o adjuvante hidroxido de aluminio (Figura 15). O grupo
de camundongos sensibilizados deficientes em IL-10 também apresentou elevagdo nos

niveis dessas imunoglobulinas (Figuras 15).

52



IgG1

A
800
600 —ndo glérgico
< [ alérgico
2
é 400+
— *
L *
200+
0
Sv IL-107
IgE
B
800+
—~ 600- o
< 1 n&o alérgico
2 = alérgico
é 400+
— *
Lu e —
200 -
0 1 — 1
SV IL-10 ™"

FIGURA 15: Avaliaciio dos anticorpos IgG1 e IgE sete dias apés sensibilizacdo secundaria. Camundongos SV ¢
IL-107- receberam 10 pg de OVA mais 1mg de Al(OH); no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo alérgico
recebeu apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Antes das mamadeiras serem trocadas (desafio oral), foi coletado o
soro de todos os animais e feita a dosagem da imunoglobulina IgG1(4) e IgE (B) anti OVA. As barras representam a
média dos valores obtidos na diluigdo 1/1600 para IgG1 e para o soro total para IgE comparado ao soro positivo sendo

considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo.

grupo nao alérgico. ANOVA-Test T-Student.

* P <0.05 em relagao ao seu
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4.3.2 Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA apods a ingestao de SCO a
20%

A ingestiio de SCO aumentou ou manteve os niveis de IgG1 e IgE anti-OVA nos SV e IL-10 ™"

Os grupos sensibilizados foram também desafiados oralmente com solugdo de clara
de ovo a 20% enquanto os grupos ndo alérgicos continuaram a ingerir somente agua.
Sangrias foram realizadas 35 dias apos o desafio, através de vasos axilares para analise da
producao de imunoglobulinas especificas IgG1 e IgE. A ingestdo prolongada através da
solucdo contendo o antigeno (OVA) foi capaz de aumentar ou mesmo manter elevados os
niveis dessas imunoglobulinas em todos os animais sensibilizados, selvagens e deficientes

em IL-10 (Figura 16).
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FIGURA 16 — Avaliacio dos anticorpos IgG1 e IgE no soro apos 56 dias de ingestio de SCO. Camundongos SV
e IL-10"- receberam 10 pg de OVA mais 1mg de AI(OH), no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo alérgico
recebeu apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a sensibilizagdo secundéria, apenas as
mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO permanecendo, ininterruptamente, por 56 dias. Foi
coletado o soro de todos os animais e feita a dosagem da imunoglobulina 1gG1(4) e IgE (B) anti OVA. As barras
representam a média dos valores obtidos na dilui¢do 1/1600 para IgG1 e para o soro total para IgE comparado ao
soro positivo sendo considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo. * P <

0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico. ANOVA-Test T-Student.
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4.3.3 AVALIAGAO GERAL

Camundongos SV e deficientes em IL-10 foram monitorados ao longo de todos

os protocolos experimentais, quanto:
Peso corporal

Animais selvagens e deficientes em IL-10 alérgicos ndo apresentaram perda de peso corporeo

Pode-se observar na Figura 17A que ndo houve diferenca no peso corporeo dos animais
selvagens e deficientes alérgicos mesmo apds o contato com o antigeno através da

ingestao de SCO (desafio) ao longo de todas as semanas do experimento.

Consumo de racgao

Ndo houve diferencas significativas no consumo de racdo entre os grupos

A ragdo de todos os grupos foi pesada semanalmente. No entanto, ndo houve diferenga

significativa entre os grupos selvagens e deficientes, sensibilizados ou nao (Figura 17B).

Consumo liquido
Todos os grupos apresentaram o mesmo consumo liquido

Sete dias apos a sensibilizacdo secundaria, as mamadeiras dos grupos alérgicos
foram substituidas por SCO, enquanto o grupo nado alérgico permaneceu bebendo agua
durante todo o experimento. Essas mamadeiras foram trocadas e pesadas diariamente. Nao
foi observada diferenga significativa entre os grupos selvagens e deficientes, sensibilizados

ou nao no consumo liquido (Figura 17C).

56



A

30+
D 25+
©
S 20+
a
—
g 15+ desafio oral
§ 10-
S g | % SValérgico  —&—1-10"n&o alérgico
—0— SV néo alérgico —«— |L-10"alérgico
O T T T T T T T T T 1
01 2 3 4 5 6 7 8 910
semanas
B
—~ 40+
=
©
€
c 304
©
°
o]
O
S 204
[0]
kel
g
2 10+
S —0— SV ndo alérgico —&— |[-10" n&o alérgico
o —=— SV alérgico —&— |L-10" alérgico
0 T T T T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
semanas
C
15
-
% 12 —H— SV néo alérgico —a— 1-10"ndo alérgico
£ —=— SV alérgico —&— |L-10""alérgico
c
s o
g
i o
=}
2
g 39
0 T T T T 1

T T T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 910
semanas

FIGURA 17 - Avalia¢do Geral: Camundongos SV e IL-10- receberam 10 pg OVA+1mg Al(OH), (dia 0) e OVA no
dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apos a sensibilizagao
secundaria, somente as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO. No dia 28 todos os grupos foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni. A, o peso corporal foi monitorado semanalmente, assim como o consumo

de ragdo (B) e o consumo liquido (C.). * P <0.05 em relag¢do ao seu grupo ndo alérgico. ANOVA-Test T-Student.
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4.3.4 - AVALIAGAO DA INFECGAO EXPERIMENTAL

Avaliacao da Sobrevida ao Parasita

A alergia aumentou a sobrevida nos animais deficientes em IL-10

Todos os camundongos foram infectados com 50 cercérias de Schistosoma mansoni
sete dias ap6s o desafio oral. Os animais selvagens alérgicos nao tiveram mortalidade,
assim como os nao alérgicos (Figura 18) passando ndo alérgicomente da fase aguda para
a fase cronica. Porém os IL-10 7 tiveram diminuigio na sua sobrevida a partir da oitava
semana poés-infecgdo. J4 os animais deficientes alérgicos tiveram maior sobrevida

quando comparados aos nao alérgicos (Figura 18).

Avaliacio Parasitoldégica

. . /- . ~ o o) .
Os animais IL-10 " apresentaram diferencas nos padréoes parasitologicos analisados

Como descrito anteriormente, todos os animais foram submetidos a perfusao portal
apos sete semanas e tiveram os ovos expelidos nas fezes contados.

Os grupos de animais selvagens apresentaram perfil parasitolégico semelhante
entre si. Porém os animais deficientes em IL-10 mostraram diferencas significativas entre si
e em relagdo aos SV: houve diminui¢do no nimero de ovos excretados, bem como no
numero de casais de vermes nos dois grupos de animais deficientes (Tabela II). No grupo
alérgico esta diminui¢do foi ainda mais significativa quando comparada ao seu controle nao
alérgico. O mesmo ocorreu com o nimero de vermes neste grupo que se mostrou menor

nos animais alérgicos (Tabela II).
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FIGURA 18 - Indice de sobrevida a infeccdo pelo S. mansoni. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+1mg
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber agua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni. Os graficos
acima mostram curva de sobrevida a partir da infec¢do, ocorrida no dia 1, em animais selvagens (SV) e deficientes em

IL-10. * P < 0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico. (ANOVA-Test T-Student).
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Tabela II — Comparacdo parasitologica e morfologica entre os grupos selvagens e
IL-107 infectados com S. mansoni alérgicos e néo alérgicos.

intestino
Grupo Tamanho Ngranuloma Ovos fecais casais de vermes
Granuloma (um?) (ncampo) (ovos/g)
SV (OVA-/SCO-) 86,3 +19,5 1,20 +£0,48 420 +80 14 +1,9
SV (OVA+/SCO+) 95,6 +29,2 1,40 £ 0,1 368 +51,7 16 +2,6
IL-10-/- (OVA-/SCO-) 79,5 +£20,7 0,8 0,63 ** 241,4+38,7** 7 £0,8 **
IL10-/- (OVA+/SCO+) 83,3 30,5 1,34 0,30* 18654293 * 4+ 1,6%

Camundongos selvagens (SV) e deficientes em IL-10 (IL-10) receberam 10 pg de OVA com Al(OH)3 no dia 0 (s.c.)
(OVA+), reforgo de 10 pg OVA no dia 14 e solugdo de clara de ovo a 20% no dia 21 (SCO+). Todos os animais foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. Apos 49 dias da infecgao, foi feita contagem dos ovos nas fezes e
perfusdo portal para contagem dos parasitas. Houve dimunuigdo do niimero de ovos excretados pelos animais IL-10-
quando comparados aos selvagens. Nestes animais deficientes, o grupo alérgico (OVA+/SCO+) teve uma diminui¢do
ainda mairo na excre¢do dos ovos que os ndo alérgicos. O nimero de casais de parasitas nos animais deficientes para
IL-10 também foi significativamente menor que nos selvagens. O grupo alérgico teve uma diminui¢do ainda maior em
relagdo aos normais. O nimero dos granulomas intestinais também s6 se mostrou significativamente diferente nos
animais IL-10"-. O grupo deficiente ndo alérgico teve diminui¢do nas reagdes granulomatosas quando comparado aos
grupos selvagens, mas o grupo alérgico teve uma diminuicao significativa, quando comparado ao grupo néo alérgico.
* P <0.05 comparado ao OVA-/ SCO - ** P <0.05 comparado ao grupo selvagem. (ANOVA-Test T-Student).
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Avaliacao Morfologica

e Numero de granulomas

. . /e ;e . . . . , .
Animais IL-10"" alérgicos tiveram aumento significativo na drea dos granulomas hepdticos

O figado e o intestino de todos os animais foram necropsiados, processados e
analisados histologicamente na sétima semana apds a infeccao com 50 cercérias. O
numero de reagdes inflamatorias granulomatosas, tipicas dessa patologia, foi contado no

figado e intestino dos animais SV e deficientes em IL-10, alérgicos e ndo alérgicos.

O numero de granulomas hepaticos e intestinais nao foi significativamente

diferente nos animais SV e deficientes ndo alérgicos ou alérgicos (Figura 19).

Os granulomas intestinais tiveram nimero menor nos animais IL-10 deficientes
nao alérgicos quando comparados aos alérgicos e aos grupos SV. J4 o grupo alérgico
reverteu essa alteragdo mostrando nimero maior destes granulomas quando comparado

ao deficiente ndo alérgico apresentando perfil semelhante aos grupos SV (Tabela II).

. Area da granulomatosa

A auséncia de IL-10 aumentou o tamanho dos granulomas hepdticos e combinada a alergia

esse aumento foi ainda maior

As areas dos granulomas hepaticos e intestinais, foram analisadas pela
morfometria computadorizada. Os granulomas hepaticos dos animais SV nao apresentaram
diferencas na area granulomatosa (Figura 20). Porém, a auséncia da IL-10 foi capaz de
aumentar esta area que foram ainda maiores nos deficientes em IL-10 alérgicos (Figura 20).

As médias das mensuragdes dos granulomas intestinais ndo apresentaram
diferencas significativas entre os animais selvagens e deficientes, alérgicos ou nao.

(Tabela II).
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FIGURA 19- Avaliacdo do numero de granulomas hepaticos. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+Img
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH), no dia 0 ¢ salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber agua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apos a infec¢do e o nimero de reagcdes granulomatosas foi contadano figado de
animais selvagens e deficientes em IL-10. (p< 0,05) . ANOVA-Test T-Student.
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FIGURA 20- Avaliacio da area dos granulomas hepaticos. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+Img
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber dgua. Todos os animais foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apés a infec¢do e a area granulomatosa foi quantificada. 4, area média dos
granulomas hepaticos dos animais selvagens. B, area granulomatosa hepatica dos animais IL-10-. * P < 0.05 em
relacdo ao seu grupo ndo alérgico. ** P <0.05 comparado ao grupo selvagem. ANOVA-Test T-Student.
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4.4 - AVALIACAO DA ALERGIA ALIMENTAR E ESQUISTOSSOMOSE EM
ANIMAIS DEFICIENTES EM IFNy (IFNy ™)

4.4.1 - Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA antes da ingestao de
SCO a 20%.

A sensibilizacdo parenteral foi capaz de induzir a producdo de IgG1 e IgE nos SV e IFN ;/'/ i

Sete dias apds a sensibilizagdo secundaria foi realizada uma sangria retro-orbital, nos
animais dos grupos ndo alérgicos e alérgicos, selvagens (C57BL/6) e deficientes em IFNy,
do mesmo background, para anélise dos niveis das imunoglobulinas IgG1 e IgE anti-OVA.
Os animais SV sensibilizados apresentaram significativos niveis de IgGle IgE anti-OVA
mostrando que o protocolo de imunizacdo foi capaz de desencadear a producgdo de
imunoglobulinas especificos ao antigeno em relacdo aos grupos ndo alérgicos que
receberam apenas o adjuvante hidroxido de aluminio (Figura 21). O grupo de camundongos
sensibilizados deficientes em IFNy também apresentou elevagdo nos niveis dessas

imunoglobulinas (Figura 21).
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FIGURA 21: Avaliacdo dos anticorpos IgG1 e IgE sete dias apos sensibilizacdo secundaria. Camundongos SV e
IFNy”- receberam 10 pg de OVA mais 1mg de Al(OH); no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo alérgico
recebeu apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14 e continuou a beber apenas dgua. Antes de serem desafiados com
SCO, foi coletado o soro de todos os animais e feita a dosagem da imunoglobulina IgG1(4) e IgE (B) anti OVA. As
barras representam a média dos valores obtidos na dilui¢do 1/1600 para IgG1 e para o soro total para IgE comparado ao
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4.4.2 Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA apés a ingestao de SCO a
20%

A ingestio de SCO aumentou ou manteve os niveis de IgG1 e IgE anti-OVA nos SV e IFN}/'/ .

Os grupos sensibilizados foram também desafiados oralmente com solugdo de clara
de ovo a 20% enquanto os grupos ndo alérgicos continuaram a ingerir somente agua.
Sangrias foram realizadas 35 dias ap6s o desafio, através de vasos axilares para analise da
producdo de imunoglobulinas especificas IgG1 e IgE. A ingestdo prolongada através da
solucdo contendo o antigeno (OVA) foi capaz de aumentar ou mesmo manter elevados os
niveis dessas imunoglobulinas em todos os animais sensibilizados, selvagens e deficientes

em IFNy (Figura 22).
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FIGURA 22 - Avaliacido dos anticorpos IgG1 e IgE no soro 56 dias apos desafio oral. Camundongos SV e IFNy”
receberam 10 pg de OVA mais Img de Al(OH), no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo alérgico recebeu
apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14 e continuou a beber agua. Sete dias apds a sensibilizagdo secundéria as
mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO permanecendo, ininterruptamente, por 56 dias. Foi
coletado o soro de todos os animais e feita a dosagem da imunoglobulina IgG1 (4) e IgE (B)anti OVA. As barras
representam a média dos valores obtidos na dilui¢do 1/1600 para IgG1 e para o soro total para IgE comparado ao soro
positivo sendo considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em

relagdo ao seu grupo nao alérgico. ANOVA-Test T-Student.
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4.4.3 AVALIAGAO GERAL

Camundongos SV e deficientes em IFNy foram monitorados ao longo de todos

os protocolos experimentais, quanto:

Peso corporal

Animais selvagens e deficientes em IFNy alérgicos ndo apresentaram perda de peso corpdreo

Pode-se observar na Figura 23A que ndo houve diferenca no peso corporeo dos animais
selvagens e deficientes alérgicos mesmo apds o contato com o antigeno através da

ingestao de SCO (desafio) ao longo de todas as semanas do experimento.

Consumo de racgao

Ndo houve diferencas significativas no consumo de racdo entre os grupos

A ragdo de todos os grupos foi pesada semanalmente. No entanto, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos selvagens e deficientes, sensibilizados ou ndo (Figura 23B).

Consumo liquido

Todos os grupos apresentaram o mesmo consumo liquido

Sete dias apos a sensibilizacdo secundaria, as mamadeiras dos grupos alérgicos foram
substituidas por SCO, enquanto o grupo ndo alérgico permaneceu bebendo dgua durante
todo o experimento. Essas mamadeiras foram trocadas e pesadas diariamente. Nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos selvagens e deficientes, sensibilizados ou

ndo no consumo liquido (Figura 23C).
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FIGURA 23 - Avaliaciio Geral: Camundongos SV e IFNy”- receberam 10 ug OVA+1mg Al(OH), (dia 0) e OVA no
dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a sensibiliza¢do

secundaria, somente as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO. No dia 28 todos os grupos foram

infectados com 50 cercarias de S. mansoni. A, o peso corporal foi monitorado semanalmente, assim como o consumo
de ragdo (B) e o consumo liquido (C.). (p<0,05) ANOVA-Test T-Student.
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4.3.4 - AVALIAGAO DA INFECGAO EXPERIMENTAL

Avaliacao da Sobrevida ao Parasita

A alergia nao interferiu na sobrevida dos animais deficientes em IFNy

Todos os animais foram infectados com 50 cercarias de Schistosoma mansoni. Vinte e
oito dias apos a sensibilizacdo primaria. A sobrevida foi total, ndo houve mortalidade em

nenhum dos grupos selvagem ou IFNy ”~ (Figura 24).

Avaliacio Parasitoldégica

o . A e . . ~ . r .
Os animais IFNy ™" alérgicos apresentaram diferencas nos padrées parasitolégicos
analisados

Como descrito anteriormente, todos os animais foram submetidos a perfusao portal
apods sete semanas e tiveram os ovos expelidos nas fezes contados.
Os grupos de animais selvagens apresentaram perfil parasitologico semelhante entre si.
Porém os animais deficientes em IFNy alérgicos mostraram diferengas significativas entre
si e em relagdo aos SV: houve diminui¢do no numero de ovos excretados, bem como no

numero de casais de vermes (Tabela III).
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FIGURA 24 — Indice de sobrevida a infecgio pelo S. mansoni. Os grupos alérgicos receberam 10 ug OVA+1mg
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizacdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber agua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni. O grafico

acima mostra curva de sobrevida a partir da infecgdo, ocorrida nodia 1.  (p<0,05) ANOVA-Test T-Student.
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Tabela 3 — Comparacéo parasitolégica e morfologica entre os grupos selvagens e IFNy ™"

infectados com S. mansoni alérgicos e ndo alérgicos.

intestino
Grupos Tamanho Ngranuloma Ovos fecais casais de vermes
Granuloma (um?) (n/campo) (ovos/g)
SV (0VA-/SCO-) 49,3 +19,5 1,002 347+ 71 11,0+ 1,4
SV (OVA+/SCO+) 49,6 £49,2 1,20+ 0,1 302 #52,7 12426
IFNy* (0VA-/SCO-) 5714337 13+03 398,480, 7** 19+ 3,3%%
IFNy*(OVA+/SCO+) 61,3 10,5 0,9 40,2 387,5 £30,4* 17+ 35%

Camundongos C57BL/6 (SV) e deficientes em IFNy (IFNy’-) receberam 10 ug de OVA com Al(OH)3 no dia 0 (s.c.)
(OVA+), reforgo de 10 pg OVA no dia 14 e solugdo de clara de ovo a 20% no dia 21 (SCO+). Todos os animais foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. Apos 49 dias da infeccao, foi feita contagem dos ovos nas fezes e
perfusdo portal para contagem dos parasitas. Houve dimunui¢do do niimero de ovos excretados pelos animais IFNy”
quando comparados aos selvagens. Nestes animais deficientes, o grupo alérgico (OVA+/SCO+) teve uma diminuigao
ainda mairo na excre¢do dos ovos que os ndo alérgicos. O niimero de casais de parasitas nos animais deficientes para
IFNy também foi significativamente menor que nos selvagens. O grupo alérgico teve uma diminuigdo ainda maior em
relagdo aos normais. O numero dos granulomas intestinais também s6 se mostrou significativamente diferente nos
animais IFNy” .O grupo deficiente ndo alérgico teve diminuigdo nas reagdes granulomatosas quando comparado aos
grupos selvagens, mas o grupo alérgico teve uma diminuigao significativa, quando comparado ao grupo nao alérgico.
*P < 0.05 comparado ao OVA-/ SCO - . ** P < (.05 comparado ao grupo selvagem. (ANOVA-Test T-Student).
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Avaliacao Morfologica

e Numero de granulomas

Ndo houve diferencas significativas no numero dos granulomas hepdticos e intestinais entre
todos os grupos analisados
O figado e o intestino de todos os animais foram necropsiados, processados e
analisados histologicamente na sétima semana apos a infec¢do com 50 cercérias. O
numero de reagdes inflamatdrias granulomatosas, tipicas dessa patologia, foi contado no

figado e intestino dos animais SV e deficientes em IFNy, alérgicos e ndo alérgicos.

O nuamero de granulomas hepaticos ndo foi significativamente diferente nos

. . - , . , . /- .
animais SV ndo alérgicos ou alérgicos, nem entre os IFNy ™ (Figura 25). Os granulomas
intestinais também ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos como

mostra a Tabela III.

e Area da granulomatosa

A alergia e a auséncia de IFNy ndo interferiram na drea dos granulomas hepadticos e
intestinais

As areas dos granulomas hepaticos e intestinais foram analisadas pela morfometria

computadorizada e ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos selvagens e

deficientes em IFNy, alérgicos ou ndo alérgicos no figado (Figura 26) e no intestino

(Tabela III).
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FIGURA 25- Avaliacdo do niimero de granulomas hepaticos. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+Img
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber 4gua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercérias de. S. mansoni. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apos a infecgdo e o numero de reagdes granulomatosas foi contada no figado de
animais selvagens e animais deficientes em IFNy. (p<0,05) ANOVA-Test T-Student.
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FIGURA 26— Avaliacio da drea granulomatosa no figado. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+lmg
Al(OH); (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber agua. Todos os animais foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana ap6s a infecgéio e a area granulomatosa foi quantificada nos animais selvagens e
IFNy”. (p< 0,05) ANOVA-Test T-Student.
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4.5 - AVALIACAO DA ALERGIA ALIMENTAR E ESQUISTOSSOMOSE EM
CAMUNDONGOS DEFICIENTES EM iNOS (iNOS )

4.5.1 - Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA antes da ingestao de
SCO a 20%.

A sensibilizacdo parenteral foi capaz de induzir a producio de IgG1 e ISE nos SV e iNOS ™

Sete dias apds a sensibilizacdo secundéria foi realizada uma sangria retro-orbital, nos
animais dos grupos nado alérgicos e alérgicos, selvagens (C57BL/6) e deficientes em iNOS,
do mesmo background, para andlise dos niveis das imunoglobulinas IgG1 e IgE anti-OVA.
Os animais SV sensibilizados apresentaram significativos niveis de IgGle IgE anti-OVA
mostrando que o protocolo de imunizagdo foi capaz de desencadear a producdo de
imunoglobulinas especificos ao antigeno em relagdo aos grupos ndo alérgicos que
receberam apenas o adjuvante hidroxido de aluminio (Figura 27). O grupo de camundongos
sensibilizados deficientes em iNOS também apresentou elevacdo nos niveis dessas

imunoglobulinas (Figura 27).
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FIGURA 27: Avaliaciao dos anticorpos IgG1 e IgE sete dias apos sensibilizacdo secundaria. Camundongos SV e
iNOS” receberam 10 pg de OVA mais Img de AI(OH), no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo alérgico
recebeu apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Antes de serem desafiados com SCO, foi coletado o soro de todos
os animais e feita a dosagem da imunoglobulina IgG1(4) e IgE (B) ant OVA. As barras representam a média dos
valores obtidos na diluigdo 1/1600 para IgGl e para o soro total para IgE comparado ao soro positivo sendo
considerado como 1000 unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo.  * P < 0.05 em relagdo ao seu

grupo nao alérgico. ANOVA-Test T-Student.
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4.5.2 Avaliagao dos niveis de anticorpos anti-OVA apés a ingestao de SCO a
20%

A ingestio de SCO aumentou ou manteve os niveis de IgG1 e IgE anti-OVA nos SV e iNOS 7

Os grupos sensibilizados foram também desafiados oralmente com solucao de clara
de ovo a 20% enquanto os grupos ndo alérgicos continuaram a ingerir somente agua.
Sangrias foram realizadas 35 dias apos o desafio, através de vasos axilares para analise da
produ¢do de imunoglobulinas especificas IgG1 e IgE. A ingestdo prolongada através da
solucdo contendo o antigeno (OVA) foi capaz de aumentar ou mesmo manter elevados os
niveis dessas imunoglobulinas em todos os animais sensibilizados, selvagens e deficientes

em iNOS (Figura 28).
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FIGURA 28 — Avaliacio dos anticorpos IgG1 e IgE no soro apo6s 56 dias de ingestiao de SCO. Camundongos SV e
iNOS-- receberam 10 pg de OVA mais 1mg de AI(OH), no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo ndo alérgico
recebeu apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias ap6s a sensibiliza¢do secundéria as mamadeiras dos
grupos alérgicos foram substituidas por SCO permanecendo, ininterruptamente, por 56 dias. Foi coletado o soro de
todos os animais e feita a dosagem da imunoglobulina 1gG1(4) e IgE (B). As barras representam a média dos valores
obtidos na diluigdo 1/1600 para IgG1 e para o soro total para IgE comparado ao soro positivo sendo considerado como
1000 unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico.

ANOVA-Test T-Student.
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4.5.3 AVALIAGAO GERAL

Camundongos SV e deficientes em iNOS foram monitorados ao longo de todos

os protocolos experimentais, quanto:
Peso corporal

Animais selvagens e deficientes em iNOS alérgicos ndo apresentaram perda de peso corpdreo

Pode-se observar na Figura 29A que ndo houve diferenca no peso corporeo dos animais
selvagens e deficientes alérgicos mesmo apds o contato com o antigeno através da

ingestao de SCO (desafio) ao longo de todas as semanas do experimento.

Consumo de racgao

Ndo houve diferencas significativas no consumo de racdo entre os grupos

A ragdo de todos os grupos foi pesada semanalmente. No entanto, ndo houve diferenca

significativa entre os grupos selvagens e deficientes, sensibilizados ou ndo (Figura 29B).

Consumo liquido

Todos os grupos apresentaram o mesmo consumo liquido

Sete dias apo6s a sensibilizagdo secundaria, as mamadeiras dos grupos alérgicos foram
substituidas por SCO, enquanto o grupo nao alérgico permaneceu bebendo 4dgua durante
todo o experimento. Essas mamadeiras foram trocadas e pesadas diariamente. Nao foi
observada diferencga significativa entre os grupos selvagens e deficientes, sensibilizados ou

ndo no consumo liquido (Figura 29C).
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FIGURA 29 - Avalia¢iio Geral: Camundongos SV e iNOS”- receberam 10 pg OVA+1mg Al(OH), (dia 0) e OVA no
dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias ap6s a sensibilizacdo
secundaria, somente as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO. No dia 28 todos os grupos foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni. A. O peso corporal foi monitorado semanalmente, assim como o consumo
de ragdo (B) e o consumo liquido (C.). (p< 0,05) ANOVA-Test T-Student.
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4.3.4 - AVALIAGAO DA INFECGAO EXPERIMENTAL

Avaliacao da Sobrevida ao Parasita

A alergia ndo interferiu na sobrevida dos animais deficientes em iNOS

Todos os animais foram infectados com 50 cercérias de Schistosoma mansoni. Vinte e
oito dias apos a sensibilizacdo primaria. A sobrevida foi total, ndo houve mortalidade em

nenhum dos grupos selvagem ou iNOS™ (Figura 30).

Avaliacio Parasitolégica

. . . o~ ;e . ~ . ;.
Os animais iNOS ™" ndo alérgicos apresentaram diferencas nos padréoes parasitologicos
analisados

Como descrito anteriormente, todos os animais foram submetidos a perfusao portal
apos sete semanas e tiveram os ovos expelidos nas fezes contados. Os grupos de animais
selvagens apresentaram perfil parasitologico semelhante entre si. Porém os animais
deficientes em iINOS mostraram diferengas significativas entre si e em relagdo aos SV:
houve diminui¢do no numero de ovos excretados nos animais ndo alérgicos quando
comparados aos alérgicos e quando comparados aos SV, tanto ndo alérgicos quanto

alérgicos (Tabela 1V).
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FIGURA 30 — indice de sobrevida i infecciio pelo S. mansoni. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+Img
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas Al(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber dgua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni. O grafico
acima mostra curva de sobrevida a partir da infecgdo, ocorrida no dia 1. (p<0,05) ANOVA-Test T-Student.
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Tabela 1V — Comparagio parasitologica e morfologica entre os grupos selvagens e

iNOS 7 infectados com S. mansoni alérgicos e nio alérgicos.

Grupos

SV (OVA-/SCO-)
SV (OVA+/SCO+)
iNOS”- (OVA-/SCO-)

iNOS7-(OVA+/SCO+)

Camundongos selvagens (SV) e deficientes iNOS em (iNOS”-) receberam 10 pg de OVA com Al(OH)3 no dia 0 (s.c.)
(OVA+), reforgo de 10 ng OVA no dia 14 e solucdo de clara de ovo a 20% no dia 21 (SCO+). Todos os animais foram
infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. Apos 49 dias da infeccao, foi feita contagem dos ovos nas fezes e
perfusdo portal para contagem dos parasitas. Houve dimunui¢do do nimero de ovos excretados pelos animais quando
comparados aos selvagens. Nestes animais deficientes, o grupo alérgico (OVA+/SCO+) teve uma diminuicao ainda
mairo na excre¢ao dos ovos que os ndo alérgicos. O niimero de casais de parasitas nos animais deficientes para também
foi significativamente menor que nos selvagens. O grupo alérgico teve uma diminui¢do ainda maior em relagdo aos
normais. O nimero dos granulomas intestinais também s6 se mostrou significativamente diferente nos animais iNOS-.
O grupo deficiente ndo alérgico teve diminuigéio nas reagdes granulomatosas quando comparado aos grupos selvagens,
mas o grupo alérgico teve uma diminui¢do significativa, quando comparado ao grupo ndo alérgico. * P < 0.05

intestino
Tamanho N‘granuloma
Granuloma (um?) (n/campo)
49,5 44,5 1,0 £0,3
42,6 +£32 0,8 £0,1
48,7 £13,7 0,8 £0,3
47,3 £10,5 1,240,1

Ovos fecais
(ovos/g)

302+ 60
279 #42,7
366,4+ 27,7

255,5 +£30,4*

casais de vermes

11,0 £3,6
13 +£23
18 £2,6**

14+ 35

comparado a0 OVA-/ SCO - ** P < 0.05 comparado ao grupo selvagem. (ANOVA-Test T-Student).
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Avaliacdo Morfologica

e Numero de granulomas

O numero dos granulomas hepdticos e intestinais foi diferente entre os grupos alérgicos SV e
iNOS™"

O figado e o intestino de todos os animais foram necropsiados, processados e
analisados histologicamente na sétima semana apo6s a infeccdo com 50 cercarias. O
numero de reacdes inflamatdrias granulomatosas, tipicas dessa patologia, foi contado no

figado e intestino dos animais SV e deficientes em iNOS, alérgicos e nao alérgicos.

O numero de granulomas hepaticos nao foi significativamente diferente entre os
animais SV ndo alérgicos. Porém, quando comparamos aos animais iNOS™™ observamos
significativo aumento (Figura 31). Os granulomas intestinais estio em menor numero
nos animais deficientes em iNOS, porém quando os mesmos estao alérgicos, o nimero ¢

igual aos dos SV (Tabela IV).

e Area da granulomatosa

A auséncia de iNOS foi capaz de aumentar os a drea granulomatosa no figado e a alergia

reverteu este processo

As areas dos granulomas hepdaticos e intestinais foram analisadas pela
morfometria computadorizada. O niimero de granulomas hepaticos ndo foi diferente nos
animais SV, porém os deficientes em iINOS apresentaram aumento no didmetro dos
granulomas hepaticos, o grupo alérgico porém mostrou diminui¢do desta area em
relacdo ao grupo nao alérgico (Figura 32). No intestino ndo houve alteragdo entre os

animais SV e deficientes em iNOS, alérgicos ou ndo alérgicos (Tabela IV).
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FIGURA 31- Avaliacdo do nimero de granulomas hepaticos. Os grupos alérgicos receberam 10 pg OVA+1Img
Al(OH), (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizagdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber 4gua. No dia 28 todos os grupos foram infectados com 50 cercarias de. S. mansoni. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apds a infecgdo e o nimero de reagdes granulomatosas foi contada no figado de
animais selvagens e de animais deficientes em iNOS * P < 0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico. ** P < 0.05

comparado ao grupo selvagem. ANOVA-Test T-Student.
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FIGURA 32 - Avaliacdo da area granulomatosa no figado. Os grupos alérgicos receberam 10 ng OVA+Img
Al(OH); (dia 0) e OVA no dia 14. Os grupos normais receberam apenas AI(OH), no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias
apos a sensibilizacdo secundaria as mamadeiras dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO e os animais normais
continuaram a beber dgua. Todos os animais foram infectados com 50 cercarias de S. mansoni no dia 28. O tecido
hepatico foi coletado na sétima semana apos a infecgéio e a 4rea granulomatosa foi quantificada no figado dos animais
selvagens e iNOS”-. * P <0.05 em relagdo ao seu grupo ndo alérgico. ** P < 0.05 comparado ao grupo selvagem.

ANOVA-Test T-Student.
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V — DISCUSSAO

Modelos animais t€ém fornecido uma excelente oportunidade para examinar as
conseqiiéncias fisioldgicas, bioldgicas, bioquimicas e imunoldgicas ndo s6 da alergia como
também da esquistossomose, permitindo estudos da interagdo parasita hospedeiro.

Utilizando modelos experimentais de alergia e infec¢ao pelo Schistosoma mansoni,
avaliamos a producdo de citocinas por varios 6rgaos, bem como a interferéncia da auséncia
de algumas dessas citocinas nos quadros dessas duas condi¢des patoldgicas, tanto nas

condigdes isoladas, como concomitantes.

5.1 - Alergia a ovalbumina em camundongos néo infectados e infectados
com Schistosoma mansoni

Animais sensibilizados com ovalbumina adsorvida em hidréxido de aluminio
consumiram solucdo de clara de ovo durante quatro semanas, quando entdo foram feitas as
dosagens de anticorpos no soro e citocinas no figado, bago e intestino delgado. Esse tempo
foi escolhido porque em experimentos prévios observamos que as manifestagdes desse
quadro alérgico se apresentaram logo nas primeiras semanas pos-desafio, se estabilizando a
seguir.

Os niveis de IL-4 e IL-13 nos tecidos analisados estavam aumentados nos
camundongos alérgicos com relagdo aos nao alérgicos (Figuras 4 e 5). Esses dados eram
esperados uma vez que se sabe que o uso de adjuvantes como Al(OH); induz a produgdo
de IgG1 e IgE, anticorpos dependentes de IL-4 (FAQUIM-MAURO & MACEDO,
2000) e que as duas citocinas estdo envolvidas na producdo de IgE nas condig¢des
alérgicas (KABESCH et al., 2006). De fato, niveis elevados de IgG; e IgE foram
detectados no soro dos animais selvagens imunizados (Figuras 9 e 10). Esse aumento
dos niveis dos isotipos anafilaticos foi observado logo apds a imunizag¢do secundaria,

antes mesmo do desafio e foi potencializado apos a ingestao oral do antigeno.

A importancia da IL-4 também foi confirmada com experimentos realizados com
. . . . . . . . A
animais deficientes para essa citocina (Figuras 9 e 10). Os animais IL-4 " ndo apresentaram

aumento nos niveis destas imunoglobulinas apds a sensibilizacdo nem apos o desafio oral, o
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que ja era esperado, pois a producao de IgG; e IgE induzida pelo adjuvante hidroxido de
aluminio, ¢ dependente de IL-4 (FAQUIM-MAURO & MACEDO, 2000).

A infecgdo posterior com S. mansoni reduziu tanto os niveis de IL-4, como de I1L-13
nos orgaos analisados, quando comparamos animais nao infectados e infectados, ambos
alérgicos. No entanto, ndo houve diferenca nos niveis séricos de IgG;, e IgE anti-
ovalbumina no final do experimento, ou seja 56 dias apds consumo continuo de clara que
coincide com sete semanas apo6s infeccao (Fig.10).

Outra marca deste modelo de alergia ¢ o emagrecimento dos animais selvagens
(BALB/c) sensibilizados e desafiados oralmente com o antigeno, que ocorre uma semana
apds a imunizagdo secundaria ¢ se mantém abaixo da média quando comparados aos
animais nao alérgicos por todo experimento.

Nossos experimentos anteriores mostraram que essa perda de peso corporal ndo esta
associada a um menor consumo de racdo por este grupo, nem a uma ma absor¢do dos
nutrientes advindos da dieta, j4 que a mucosa intestinal, analisada morfometricamente,
apresentou-se integra e os niveis de albumina sérica no soro ndo estavam alterados. A
desidratacdo também foi excluida como possivel causa para este emagrecimento, ja que o
teste de micro-hematocrito ndo se mostrou alterado. Embora ndo se tenha conhecimento do
mecanismo envolvido no emagrecimento dos animais nesse modelo, concluimos também
que a IL-4 ¢ importante para esse sinal, uma vez que camundongos 1L-4 "~ submetidos ao
protocolo de alergia alimentar ndo emagreceram.

Além de ndo interferir na producdo de imunoglobulinas anafilaticas anti-
ovalbumina, a infec¢ao nao alterou o emagrecimento observado na alergia (Figura 11).

Recentemente muitos trabalhos tém mostrado que a alergia estd diminuida em
pessoas com infeccdes helminticas. Experimentalmente, esse dado também tem sido
comprovado. Por exemplo, Bashir ¢ colaboradores mostraram que a infecgdo helmintica
protege contra uma resposta alérgica a antigenos da dieta (BASHIR et al., 2002). Nesse
trabalho, camundongos C3H/He] foram primeiramente infectados com larva de
Heligmosomoides polygyrus e, posteriormente, sensibilizados com proteinas do amendoim.
Os autores observaram que os niveis de histamina e os niveis de IgE anti proteina do
amendoim estavam diminuidos nos animais previamente infectados. Outro trabalho

mostrou que a infec¢do por S. mansoni protegeu animais do choque anafilatico (MANGAN
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et al., 2004). No nosso modelo, mesmo apds a infecgdo, ndo houve mudanga na producao
de anticorpos IgE e IgG1 antiovalbumina, bem como o emagrecimento nao foi alterado.
Provavelmente essa modulacdo ndo ocorreu devido a condicdo alérgica ter sido anterior a
da infecc¢ao.

Uma das principais citocinas envolvidas na caquexia observada em pacientes com
cancer ¢ o TNF-a. De fato, o aumento de TNFa observado no figado dos animais alérgicos
poderia estar refletindo o que estd ocorrendo de forma sistémica nestes animais e justificar
o emagrecimento deste grupo. Os niveis de TNF-a foram detectados apenas no figado e se
mostraram significativamente maiores nos animais alérgicos (Figura 8). A infec¢do ndo
interferiu nos niveis de TNF-a gerados pela inducdo da alergia (Figura 8). Niveis
aumentados de TNF-a levam a caquexia e caracterizam um quadro clinico semelhante ao
observado no nosso modelo de alergia, ndo s6 pela perda de peso corporal como também
pela aparéncia debilitada e diminui¢ao do paniculo adiposo.

O IFN-y tem sido associado de forma negativa com processos alérgicos, isto €,
geralmente a producdo desta citocina por células T de pacientes alérgicos ¢ menor quando
comparados com pacientes nao alérgicos (NG et al, 2002; SCOTT-TAYLOR et al., 2005).
Em acordo com dados da literatura, no nosso modelo de alergia, os niveis de IFN-y foram
significativamente reduzidos no bago e figado dos animais alérgicos quando comparados
aos nao alérgicos (Figura 7). Esses niveis ndo foram alterados pela infec¢do concomitante
(Figura 7). Embora a producao de IFN-y tenha sido reduzida nos camundongos selvagens
alérgicos, camundongos deficientes em IFN-y, submetidos ao mesmo protocolo de alergia,
tiveram producao de IgE e IgG1, bem como pesos corporeos (Figura 23), semelhantes aos
encontrados em animais selvagens. Esses dados mostram que, embora o IFN-y esteja
diminuido na alergia, sua auséncia ndo exacerba os sinais da alergia, como visto em outros
modelos. Yoshida e colaboradores, por exemplo, observaram que a responsividade
respiratoria e o infiltrado de eosinéfilos no lavado broncoalveolar, induzidos pelo desafio
de ovalbumina em camundongos sensibilizados, estdo aumentados em camundongos

deficientes em IFN-y (YOSHIDA et al., 2002).
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A IL-10 também esta relacionada com a protecdo da mucosa intestinal e seus
niveis estdo aumentados no intestino inflamado (LINDSAY & HODGSON, 2001). Os
niveis elevados de IL-10 (Figura 6), dosados nos animais alérgicos no figado e baco, nos
levam a acreditar que no intestino delgado também héa aumento desta citocina que estaria
protegendo a integridade da sua mucosa. Além da IL-10, outros fatores de protecao, tais
como o acido gastrico, enzimas proteoliticas que degradam as proteinas alimentares, a
motilidade intestinal que reduz o contato da mucosa com substancias potencialmente
antigénicas, a produ¢do do muco que recobre continuamente e de forma aderente toda a sua
extensdo, sdo essenciais para protegdo da mucosa intestinal (BRANDTZAEG, 1995).
Provavelmente no nosso modelo de alergia, a preserva¢do da integridade da mucosa
intestinal, mesmo com a exposicdo continua ao antigeno por via oral, reflete a acdo
integrada destes mecanismos protetores. Os niveis de IL-10, principalmente no figado,
foram reduzidos no animal com alergia concomitante a infec¢ao (Figura 6), no entanto esse
dado ndo interferiu no peso dos animais (Figura 17).

Animais deficientes em IL-10, assim como os selvagens, mesmo sendo de outro
background (C57BL/6), produziram IgE e IgG1l apds a sensibilizagdo e desafio quando
comparados aos nao alérgicos (ndo sensibilizados e ndo desafiados). Isso mostra que a IL-
10 ndo interfere na produgao de anticorpos anafilaticos.

A avaliagdao de animais deficientes em iNOS também mostrou que a produgdo de
IgE e IgGl, bem como o peso corpdreo, ndo se modificam na auséncia de NO sendo
equivalentes nos animais selvagens e deficientes alérgicos. Nos trés ultimos casos (animais
deficientes em IL-10, IFN-y e iNOS), os animais tinham o background C57BL/6. Embora
esses animais produzam anticorpos anafilaticos, ndo foi observada redugdo de peso apds
inducdo da alergia. Dados recentes de nosso laboratdrio mostram que, embora o protocolo
de alergia alimentar utilizado nao tenha induzido perda de peso nos animais C57BL/6, ha
retencdo de liquido e diminui¢do da gordura abdominal apds ingestdo continua de dieta
contendo ovalbumina por camundongos sensibilizados com ovalbumina (MOREIRA,
2006). Esse dado mostra que o modelo de alergia também tem interferéncia nesses animais.
Esse parametro poderd ser analisado em futuros experimentos com os camundongos

deficientes para IL-10, I[FN-y e iNOS.
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5.2 - Infecgao pelo S.mansoni em camundongos nao alérgicos e alérgicos a
ovalbumina

A infecgdo pelo Schistosoma mansoni é caracterizada imunologicamente por uma
alternancia nas respostas Thl e Th2 ao longo do processo infeccioso que ¢ observada
também ao longo da infec¢do experimental em camundongos (PEARCE et al.,1991).

Mais recentemente, o interesse neste parasita tem aumentado devido as
demonstracdes de que a maturagao e a fecundidade do schistosoma sdo, de alguma maneira,
dependentes da resposta imune do hospedeiro. O schistosoma, assim como outros
helmintos parasiticos, induz uma resposta Th2, fornecendo um excelente modelo para
estudar o desenvolvimento e a fungao desse tipo de resposta imune.

Em experimentos prévios, animais BALB/c alérgicos infectados com S. mansoni
apresentaram alto indice de mortalidade a partir da sétima semana de infec¢do mostrando
que a alergia repercutiu fortemente na sobrevida desses animais (GARGIULO, 2002).
Nesse periodo de infecgdo, o tipo de resposta predominante descrita ¢ Th2. Anteriormente,
a resposta era exclusivamente Thl, mas, com o inicio da oviposi¢do, em torno da quinta
semana, a resposta Th2 comeca a se sobrepor, o que se reflete em uma diminui¢cdo das
células CD4 ¢ CD8 (FALLON et al.;1998). Portanto, a sobrevida do hospedeiro parece
depender da capacidade de fazer um equilibrio apropriado da resposta TH que ¢ capaz de
orquestrar o desenvolvimento do granuloma, prevenir a doenca aguda debilitante e
minimizar a fibrose ¢ morbidade severa durante a infec¢do cronica.

As dosagens de citocinas caracteristicas das duas fases da resposta do hospedeiro
poderiam apontar uma possivel mudanga neste perfil imunoldgico que justificassem as
alteracdes causadas pela alergia no curso da infecgao.

Porém, quando as duas situagdes sdo concomitantes, alergia e infecgdo, as citocinas
IL-4 e IL-13 diminuem significativamente em relagdo aos nao alérgicos-infectados ficando
com niveis iguais ou menores aos nao alérgicos-nao infectados.

Dados da literatura mostram que a resposta Thl estd relacionada com a alta
morbidade nessa parasitose, € que a sua substituicdo pela resposta tipo Th2 se torna
necessaria, pois uma resposta Th1 continuada causaria uma resposta inflamatoria excessiva
e aumento da mortalidade (FALLON et al.,1998). Fallon e colaboradores mostraram que

camundongos deficientes em IL-4 tiveram alto indice de mortalidade entre a 5% -7* semanas
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pos-infeccdo, sugerindo que a IL-4 ou respostas IL-4 dependentes, tém um papel protetor
na infeccdo (FALLON et al., 2000). Nesse mesmo trabalho, ¢ relatado também que na
condicdo de deficiéncia dupla, IL-4 e IL-13, ha também aumento da mortalidade. Nas duas
condi¢des, ha uma reducdo do tamanho do granuloma hepatico. No nosso trabalho, os
resultados da diminuigdo da producdo de IL-4 e IL-13 pelo figado de camundongos
alérgicos-infectados estao de acordo com o aumento da mortalidade nesses animais e com a
reduzida reagdo granulomatosa nos figados desses animais (Figura 14), embora nao se saiba
a razdo que leva a diminuigdo dessas citocinas nesses animais,uma vez que nas duas
condic¢des a producdo dessas citocinas ¢ estimulada. Uma provavel hipdtese ¢ a de que a
superestimulacdo para a produgdo de citocinas Th2 pode ser requerida para o controle da
alergia que, semanas depois, se torna insuficiente ou mesmo incompetente para o controle
da infecgao pelo Schistosoma mansoni.

Portanto, com base nesses resultados pode-se sugerir que o padrao de resposta Thl,
presente em estagios iniciais nesta infec¢do, continue e ndo haja a substitui¢do pelo padrao
Th2 tipico deste periodo nestes animais alérgicos-infectados.

Os experimentos realizados com camundongos deficientes em IL-4 reproduziram
os dados de Fallon e colaboradores com relagdo a infeccdo com S. mansoni. A partir da
sétima semana de infeccdo, a auséncia de IL-4 também causou severa mortalidade. No
entanto, embora sinais de alergia (producdo de anticorpos e emagrecimento) ndo tenham
ocorrido em animais deficientes em IL-4, a sobrevida frente ao S. mansoni ndo foi a
mesma. Animais deficientes de IL-4 alérgicos-infectados tiveram sobrevida maior quando
comparados com animais nao alérgicos-infectados (Figura 12). Esse dado foi coerente com
o tamanho do granuloma hepdatico, que também foi aumentado nesses animais alérgicos-
infectados IL-4 quando comparados com os selvagens nas mesmas condigdes
experimentais (Figura 14).

A patologia intestinal ¢ uma caracteristica marcante na esquistossomose, pois
durante a infec¢do os ovos eliminados pelos parasitas adultos localizados nas veias
mesentéricas sdo translocados pela parede intestinal até o limem para serem excretados
pelas fezes. O nimero de granulomas intestinais nos selvagens alérgicos foi menor que nos
ndo alérgicos, o que foi justificado pelo maior nimero de ovos excretados nas fezes

(Tabela I). Em nossos experimentos, camundongos deficientes em IL-4 alérgicos-
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infectados apresentaram mais granulomas intestinais € menos ovos nas fezes que animais
selvagens nas mesmas condi¢des, mais uma vez mostrando que na auséncia de IL-4 a
alergia leva a diferente repercussao.

Com base nesses resultados vemos que a administragdo de ovalbumina com
hidroxido de aluminio traz repercussdes imunoldgicas mesmo na auséncia de IL-4. Esse
resultado também foi verificado por Brewer e colaboradores (BREWER et al., 1996). Esses
autores observaram que a administracdo de hidréxido de aluminio e ova em animais
deficientes de IL-4, embora nao tenha induzido a produgao de IgG1 e IgE, foi capaz de
estimular a producao de IgG,, e IL-5. Dessa forma, tanto uma resposta Th1 como Th2 pode
ter sido estimulada nos animais.

A Figura 6 mostra que os niveis de IL-10 nos animais alérgicos-infectados foram
menores quando comparados com os s6 alérgicos, ou s6 infectados. A diminui¢ao de IL-10,
causada pela infec¢do, ndo interferiu na alergia. No entanto, a mortalidade dos
camundongos BALB/c alérgicos pode estar relacionada com a diminui¢do da produgdo de
IL-10. Camundongos C57BL/6 também apresentam mortalidade frente ao s. mansoni na
auséncia de IL-10 (Figura 18), mostrando a importancia dessa citocina na protecao frente
ao parasita.

Admite-se que a interleucina 10 (IL-10) seja necessaria para a regulacdo do
granuloma na fase inicial, induzindo sua imunorregulagdo (WYNN et al., 1998). A IL-10 ¢
um importante depressor endogeno de sintese de citocinas do tipo Thl e Th2. Além disso,
sua indu¢do auxilia a polarizacdo da resposta tipo Th2 (SHER et al., 1991; STADECKER
& VILLANUEVA, 1994; AURIAULT, 1996).

A produgio da IL-10, que ocorre simultancamente com a redugdo na producao de
INF-y, pode ser responsavel pela supressdo da sintese de citocinas pelas células Thl
(AURIAULT, 1996). Portanto a retirada desta citocina poderia estar levando a morte nos
camundongos deficientes pela manutengdo de um perfil imunologico Thl que € deletério.
WYNN et al. em 1998 mostraram que a retirada de IL-10 levou a um aumento da
mortalidade e morbidade durante a fase aguda da doenga.

Porém, quando a alergia ¢ inserida nesse contexto hd uma significativa reducao na
mortalidade, ou seja, na auséncia de IL-10, a administragdo de ovalbumina e hidroxido de

aluminio, ajuda de alguma forma, na protecdo frente ao S. mansoni. O aumento da
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sobrevida foi, mais uma vez, relacionado com o aumento da area granulomatosa no figado,
quando comparado ao animal ndo alérgico, também IL-10"" e infectado (Figura 20).

Se pensarmos na area granulomatosa como fator protetor do hospedeiro contra a
reatividade dos antigenos do ovo (SEA), dirilamos que na alergia, na auséncia da IL-10,
estaria melhorando a infec¢do, o que explicaria o aumento da sobrevida destes animais em
relacdo ao grupo nao alérgico. Por outro lado, sabemos que a area granulomatosa ¢ um
local de grandes lesdes teciduais que posteriormente sdo substituidas por fibrose. Sendo
assim, na fase cronica da doenca, possivelmente esta auséncia de IL-10 na alergia acabe
sendo maléfica.

Curiosamente, os dados parasitologicos mostram diferencas significativas entre os
selvagens e IL-10", como numero menor de vermes e ovos excretados nas fezes, o que
poderia estar acontecendo por modificagdes da resposta inicial ao esquistossomulo,
impedindo-o de se transformar em verme adulto e conseqlientemente interferindo no
numero de ovos. Este dado pode estar mascarando os resultados do nimero de granulomas
nestes animais, onde estas diferencas seriam mais significativas em relagdo aos selvagens.

Na sétima semana de infec¢do, ndo houve diferenca nos niveis de IFN-y esplénicos
e hepaticos dos camundongos nao alérgicos e alérgicos (Figura 7). Da mesma forma,
animais deficientes em IFN-y, citocina marcante na primeira fase de resposta ao parasita,
nao altero nem o indice de sobrevida, nem o tamanho e nimero de granulosas hepaticos.

A inexisténcia de mortalidade no grupo deficiente em IFN-y alérgico frustra nossas
expectativas quanto a uma possivel exacerbacdo da resposta Thl como a causadora da
mortalidade e diminuicdo da resposta granulomatosa no grupo selvagem. Porém, como o
background destes animais ¢ C57BL/6, e estes quando alérgicos ndo apresentaram
mortalidade, isto poderia estar interferindo nessa avaliagdo. Portanto, a auséncia desta
citocina na alergia, aparentemente parece ndo ser importante na fase aguda da
esquistossomose, pois além de ndo interferir na sobrevida, também nao altera a formacao
granulomatosa. Talvez a deficiéncia desta citocina se reflita apenas na fase cronica onde
seu aumento tem sido relacionado com a fibrose hepatica em camundongos infectados
(CZAJA et al., 1989).

A retirada desta citocina aumenta indistintamente, no grupo alérgico e normal, o

numero de vermes e ovos excretados, o que pode estar refletindo um menor controle do
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hospedeiro frente aos esquistossomulos, nas fases inicias da infecgdo, o que ocasionaria um
nuimero maior de vermes adultos e conseqiientemente uma postura e eliminacdo maior de
ovos. Este fendmeno, porém nao foi capaz de interferir significativamente na mortalidade e
morbidade destes animais.

A regulacdo da producdo de oOxido nitrico (NO) produzido durante a
esquistossomose tem sido correlacionada com a morbidade e mortalidade, visto que
animais IL-4 deficientes tiveram seus niveis aumentados (PATTON et al, 2002). O NO
estaria aumentando a apoptose e causando danos celulares pela producdo de radicais
toxicos que acarretam extensas areas de necrose (JAMES et al., 1998; BRUNET et al.,
1999). A fungdo do NO em varias doengas experimentais tem sido estudada usando
inibidores de NO. A inativacdao da iNOS, uma das trés isoformas da enzima conversora
para a produc¢do de NO, ¢ uma das maneiras indiretas de se averiguar a producdo de gas.

A inibicao do NO por esta via ndo mostrou causar impacto na sobrevida dos animais
alérgicos ou ndo, mostrando que o NO parece ndo estar relacionado com a mortalidade
observada nos selvagens. Porém, mais uma vez, o background C57BL/6 pode estar
interferindo nestas conclusoes.

Apesar disso, modificagdes morfologicas e parasitologicas foram observadas nesses
animais, que sugerem um papel realmente protetor do NO visto que na sua retirada ha
aumento no numero e area dos granulomas hepaticos. O niimero de vermes e ovos
excretados pelas fezes nestes animais também se mostra alto provavelmente porque o NO
ativa macrofagos que degradam os esquistossomulos, aumentando assim o nimero de
parasitas adultos. A alergia, porém, quando induzida nestes animais deficientes, mostrou
reverter estas alteragdes, tendo um papel protetor na infecgao.

Por fim, nos animais infectados, o TNF-a estava aumentado no figado de
camundongos alérgicos, tanto infectados como nao infectados. Da mesma forma que essa
citocina pode estar relacionada com a caquexia dos animais alérgicos, pode também estar
prejudicando a resposta frente ao parasita. A mortalidade nesse grupo também poderia se
justificar por esta elevacdo de TNF-a pois de tdo debilitados este grupo pode ndo estar

resistindo a infecgéo.
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Durante a fase aguda da doenca, células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) produzem grande quantidade de TNF-o, bem como de interleucina-1 (IL-1) e de
IL-6 que ja foram detectadas no plasma de pacientes infectados (DE JESUS et al. 2002).

Nossos resultados ilustram como ¢ intrincada a rede de citocinas principalmente em
processos inflamatérios que ocorrem simultaneamente. E que a compreensdo dos
mecanismos que pioram a esquistossomose em animais alérgicos através de animais
deficientes ¢ confusa porque o sistema imune na auséncia de determinada citocina pode
encontrar outras vias e que o balango das citocinas Th1/Th2 ndo consegue explicar tudo de
forma coerente e logica.

Virias linhas investigativas vém sendo utilizadas para compreender estas interacoes.
Trabalhos usando andlises de DNA e genéticas refinadas prometem revelar de forma mais
eficaz como esse equilibrio ¢ obtido. Essa informag¢do devera auxiliar as terapéuticas para a
esquistossomose e doencas relacionadas. O entendimento de como o hospedeiro faz a
decis@o de montar as respostas Th2 durante a infec¢do permanece como uma area de alta
prioridade, pois o entendimento do impacto da resposta imune hospedeiro parasita auxiliara
na compreensao de outras patologias.

As células T regulatorias t€m sido cada vez mais estudadas e sendo apontadas como
responsaveis pela polarizacdo da resposta Th2 em detrimento a Thl durante infecgdes
helminticas (MCKEE & PEARCE, 2004). Portanto, uma possivel explicagdo para a piora
dos animais alérgicos frente ao Schistosoma mansoni seria a diminui¢do dessas células na
alergia o que acarretaria em uma resposta Th2 deficiente que, como ja foi extensivamente
discutido acima, ¢ fundamental para o curso desta normal desta parasitose. Este ¢ um vasto

campo para estudos futuros que se mostram promissores e ainda permanecem obscuros.
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VI - CONCLUSOES

Neste trabalho concluimos que o modelo de alergia utilizado foi capaz de, em
camundongos BALB/c, produzir anticorpos IgE e IgG1 séricos especificos (anti-OVA) e
emagrecimento e que esses fendmenos ndo ocorrem na auséncia de I1L-4. Além disso, a
alergia foi capaz de aumentar a producdo hepatica de IL-4, IL-13, IL-10 e TNF-a, mas
diminuir a de IFN-y. A infeccdo posterior com §. mansoni ndo interfere na producao de
IgE, IgG1 e perda de peso, mas reduz a produgao hepatica de IL-4, IL-13 e IL-10.

O modelo de alergia quando utilizado em camundongos C57BL/6 também induz a
producao de IgE e IgG1 séricas especificas, mas o emagrecimento. Esses fendmenos nao
sao modificados na auséncia de IL-10, IFN-y e iNOS. A infec¢do posterior com S. mansoni
ndo interfere nos parametros de alergia analisados nesses camundongos C57BL/6
(producao de IgE, IgG1 e perda de peso).

Camundongos BALB/c infectados com S. mansoni apresentam mortalidade de 40%
ao redor dos 49 dias apos infec¢do. A producao de IL-4, IL-13 e IL-10 estdo aumentadas no
figado. A auséncia de IL-4 aumenta a mortalidade, bem como a condi¢do alérgica. Nas
duas condigdes, ha diminuicdo da area do granuloma hepatico. Outros mecanismos
protetores sao desencadeados apds a alergia em camundongos deficientes de IL-4, frente ao
parasita.

Camundongos C57BL/6 infectados com S. mansoni ndo apresentam mortalidade. A
sobrevida ¢ reduzida na auséncia de IL-10, mas ndo na auséncia de IFN-y e iNOS, ou na
condicdo alérgica. A alergia em animais deficientes em IL-10 induz mecanismos protetores,

também relacionados com o aumento da area do granuloma hepatico.
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ANEXOS



VIII — ANEXOS

Aspecto tipico dos granulomas hepaticos, ap6s 7 semanas de infeccdo, 4,
camundongos selvagens (BALB/c) ndo alérgicos e selvagens alérgicos (B) que
apresentaram redugdo na média de seus didmetros em rela¢do ao seus controles. C,
camundongos IL47- ndo alérgicos e alérgicos (D) que apresentaram granulomas
maiores que seus controles selvagens e deficientes ndo alérgicos (H&E).
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Aspecto tipico dos granulomas hepaticos, apoés 7 semanas de infec¢do, 4, camundongos
selvagens (C57BL6) ndo alérgicos ¢ selvagens alérgicos (B) que ndo apresentaram diferengas
significativas no didmetro médio de seus granulomas. C, camundongos deficientes em /FNy ndo
alérgicos e alérgicos (D) que ndo apresentaram diferengas significativas no didmetro médio dos
granulomas. E, granuloma de camundongos /LI07- nao alérgico e alérgico (F), ambos
apresentaram aumento no didmetro em relagdo aos selvagens. G, granuloma de camundongo
deficiente em iNOS ndo alérgico com didmetro aumentado em relacdo ao selvagem e alérgico
(H) que apresentou didmetro semelhante aos selvagens (H&E).
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