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RESUMO

Introducio: a busca de novos farmacos para o tratamento da asma alérgica deve
objetivar a prevencdo primdria a doenca. Os produtos bacterianos parecem inibir a resposta
inflamatoria de forma potente, porém o momento de exposicdo com maior efeito e seus

mecanismos de agdo ainda ndo foram claramente identificados.

Objetivo: estudar o efeito do extrato bacteriano OM-85 no desenvolvimento de resposta
pulmonar alérgica a ovalbumina em um modelo murino, avaliando particularmente o fator

temporal da exposicao.

Métodos: camundongos BALB/c fémeas foram expostas a lisado bacteriano (OM-85)
por gavagem em diferentes momentos da vida (neonatal e pré-sensibilizagdo), com um grupo
controle positivo € um negativo. Apds exposi¢ao ao OM-85, foram realizados contagem total de
células e exame citologico diferencial no lavado broncoalveolar, e ensaio de peroxidase

eosinofilica (EPO) e andlise histopatoldgica em tecido pulmonar.

Resultados: o extrato bacteriano OM-85 ndo apresentou efeito inibidor da resposta
pulmonar alérgica em camundongos. No grupo com intervengdo precoce, houve redugdo
somente do numero de eosindfilos no lavado broncoalveolar (p=0,001). Os niveis de EPO e as
alteragdes histopatoldgicas observadas nos tecidos pulmonares ndo foram diferentes entre os

grupos.

Conclusao: A exposi¢ao ao extrato OM-85, no periodo neonatal e pré-sensibilizagdo na
idade adulta, por via oral, ndo inibe a resposta pulmonar alérgica em camundongos. Esse
resultado ndo exclui a possibilidade de um efeito inibidor neste modelo com doses mais altas do

OM-85 ou outras vias de administragao.

Palavras-chave: asma, camundongos, extrato bacteriano OM-85, resposta pulmonar

alérgica, exposi¢ao precoce.
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ABSTRACT

Introduction: the search for new therapies to treat asthma should currently aim the
disease primary prevention. Bacterial products seem to strongly inhibit the inflammatory

response, but the period of major effect and the mechanisms of action are not clearly identified.

Objective: to study the effect of the bacterial extract OM-85 in the development of
allergic pulmonary response to ovalbumin in a murine model, evaluating particularly the

temporal factor of the exposition.

Methods: female Balb/c mice were exposed to the bacterial lysate (OM-85) by gavage in
different moments of life (neonatal, pre-sensitization). One positive control and one negative
control were used. After exposition of OM-85, the following procedures were performed:
bronchoalveolar lavage with total cell counts and differential cytology, and eosinophil

peroxidase (EPO) activity and histopathological analyzis in lung tissue.

Results: OM-85 did not show an inhibitory effect of allergic pulmonary response in
mice. In the early intervention group, there was only a reduction of the number of eosinophils in
bronchoalveolar lavage (p=0,001). The levels of EPO and histopathological alterations in lung

tissue did not show differences between the groups.

Conclusion: OM-85 extract exposition during neonatal and pre-sensitization in adult life
periods, by gavage, did not inhibit allergic pulmonary response in mice. Our results do not
exclude the possibility of an inhibitory effect to in this model with higher doses of OM-85 or

other routes of administration.

Key-words: asthma, mice, bacterial lysate OM-85, allergic pulmonary response, early

exposition.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A asma ¢ uma doenga cronica das vias aéreas que ocorre em todas as idades,
freqiientemente iniciando nos primeiros anos de vida. Caracterizada por limitacdo do fluxo aéreo
e hiperresponsividade das vias aéreas inferiores, a inflamagdo bronquica exerce um papel central
na fisiopatogenia da doenga. A partir da sensibilizacdo a alergenos especificos, diversas células,
citocinas e mediadores inflamatoérios participam da resposta imune e inflamagdo tecidual. A
presenca e atividade de eosindfilos/macréfagos/mastocitos, IgE especifica para alergenos e de
linfocitos Th-2 nas vias aéreas sdo caracteristicas da doenga. Os leucotrienos, TNF-a, IL-4, IL-5,
IL-6, ECP e EPO sao alguns dos principais mediadores e citocinas envolvidos na resposta

s o 1
alérgica.

A asma ¢ uma doenca com elevada morbidade e altos custos para os sistemas de saude.”
Estima-se que aproximadamente 300 milhdes de individuos sofram desta doenga no mundo,
sendo atualmente a doenga cronica mais comum na infancia. Estima-se também que 250.000
pessoas morrem de asma por ano ¢ que havera 100 milhdes de pessoas a mais com esta doenga
em 2025. Além disto, o custo economico para a sociedade € substancial, estando diretamente
associado aos custos de saude publica e do paciente e sua familia. Estimativas da década de 90
mostram que um pais pode gastar 12,7 bilhdes de dolares por ano com esta doenga.' O impacto
da asma na crianga ¢ muito grande, com importante repercussdo na qualidade de vida. Um
numero significativo de criangas com asma apresenta crises freqiientes, consultas médicas em
emergéncia, perdas escolares e repercussoes no aspecto emocional. O inicio da asma ¢ comum

nos primeiros anos de vida. Um estudo com criangas americanas demonstrou que 2,7 milhdes de



criangas com asma apresentavam inimeras perdas escolares e consultas médicas, com 200.000

. . ~ . 4
hospitalizagdes anuais.

A prevaléncia de asma de origem atdpica tem aumentado em diversos paises nas ultimas
décadas, particularmente em paises desenvolvidos ou em populagdes em processo ativo de
urbanizagdo, existindo poucas regidoes no planeta nao tocadas por esta doenca. O estudo ISAAC
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood), que comparou a prevaléncia de asma
e atopia em 155 centros de 56 paises, demonstrou que as prevaléncias de asma em criangas
variam bastante entre paises (entre 2% e 33%), incluindo variagdes dentro de um mesmo pais.’
Além disso, tanto na Etidpia como na Alemanha, a asma € mais prevalente em zonas urbanas do
que nas rurais.”’ Essas diferengas de prevaléncias entre populagdes resultaram no surgimento de
diversas hipoteses do ponto de vista causal. Nao excluindo o indiscutivel papel genético na
fisiopatogenia da doenca, aspectos relacionados a fatores ambientais, principalmente associados a
infec¢des particularmente nos primeiros anos de vida, tém sido amplamente estudados nos

ultimos anos e parecem exercer um papel importante no desenvolvimento da doenga.

As doengas alérgicas sdao causadas por uma interagdo complexa entre caracteristicas
genéticas do individuo e fatores ambientais. Assim, o aumento significativo da prevaléncia de
asma atopica em poucas décadas em algumas populagdes sugere que a exposicao a fatores
ambientais possa apresentar um papel relevante nesta relagdo. Resultados de estudos
epidemioldgicos tém demonstrado uma relacdo inversa entre a prevaléncia de asma e atopia e
exposi¢do a infecgdes (virus, bactérias e parasitas) e produtos bacterianos (endotoxinas).™”
Exposicao a patdgenos tais como virus da hepatite A, Toxoplasma gondii, Helicobacter pilori e
Mycobacterium tuberculosis parecem reduzir significativamente o risco de atopia, talvez por

110

estimulo de reposta Th- Além disto, inimeros estudos tem associado a exposi¢do a parasitos



com inibi¢do de doencas alérgicas.!' Muitas destas evidéncias e estudos foram conseqiiéncia
direta ou influenciadas pela “hipdtese da higiene”, publicada no final da década de 80, postulando
que infecgdes inibem o desenvolvimento de doencas atopicas.® Para melhor entender esta
relacdo, no inicio da década de 90 foi também desenvolvida e apresentada uma distingao
“didatica” e dicotomica da resposta imune linfocitaria, classificando-a em Th-1 e Th-2. A
resposta Th-1 estando associada a “imunidade natural” a bactérias e virus e a Th-2 relacionada
com a imunidade aos parasitas ¢ a resposta alérgica.'” Esses conceitos trouxeram luz a rumos de

pesquisa no desenvolvimento da asma de origem atdpica e busca de novas terapias.

Efeito de produtos bacterianos na inibi¢do de asma e atopia

Entre os microorganismos do ambiente, os agentes bacterianos parecem inibir asma e
atopia de forma significativa. Estudos com exposicdo de animais a endotoxina bacteriana
demonstraram que este produto inibe a sensibilizag¢do a alergenos e inflamagao alérgica das vias
aéreas.”'* Em um estudo publicado no New England Journal of Medicine em 2002, a presenca
de lipopolissacarideo (LPS) - endotoxina da parede de bactérias gram negativas - no ambiente da
crianca também demonstrou estar associada com uma redugao do risco de asma, rinite alérgica e

atopia.

Estudos com um lisado bacteriano, chamado OM-85, demonstraram que este produto
apresenta um efeito imunomodulador que ativa diferentes sistemas na cadeia de reacdes
imunolégicas de defesa, podendo estar relacionado com o aumento das propriedades Th-1."!'" O
OM-85 ¢ um extrato bacteriano imunoativador liofilizado, obtido de oito bactérias patogénicas do

trato respiratorio.'’® O OM-85 demonstrou apresentar uma reducio significativa de exacerbagdes



agudas em adultos com bronquite cronica e de infecgdes do trato respiratério superior em

criancas. " Os mecanismos destes efeitos ainda nao sdo conhecidos.

Partindo do pressuposto de que o OM-85 estimula a reposta imune Th-1, a realiza¢do de
estudos sobre seu efeito no tratamento ou prevencdo de asma atoOpica ¢ bastante atraente. O
estudo principal dessa dissertagdo de Mestrado envolve analisar o efeito do OM-85 no
desenvolvimento de doenga pulmonar alérgica em um modelo de camundongos. Segundo revisao
dos autores, ndo existem estudos publicados analisando especificamente esta questdo, além de
existirem inumeras lacunas a serem preenchidas em relagdo a forma de inibi¢do ¢ momento da
exposi¢do. A busca de produtos da biodiversidade (bioprodutos) pode ser um caminho promissor
na descoberta de alternativas terapéuticas ou profilaticas no tratamento da asma de origem

alérgica.

Devido a todos os aspectos mencionados sobre a asma, existe uma justificada, intensa e
constante pesquisa nesta area em todo o mundo, particularmente em relagdo a um melhor
entendimento dos mecanismos de desenvolvimento da doenca, e avangos no tratamento e
prevencdo. A utilizagdo de um hospedeiro ndo humano como modelo experimental
(camundongos geneticamente idénticos) facilita o estudo das questdes propostas nessa
dissertacdo por diversos motivos, entre eles o conhecimento prévio da anatomia e fisiologia
pulmonar deste tipo de modelo, a diminui¢do do numero de fatores de confusdo, a ampla
variedade de anticorpos e marcadores imunologicos disponiveis comercialmente e as inumeras

linhagens desenvolvidas.

Com uma visdo ampla do futuro, acredita-se que pesquisas deste tipo sdo importantes para

proporcionar potenciais descobertas que possam reduzir em longo prazo a prevaléncia, morbi-



mortalidade e custos de uma doenga que representa um dos maiores problemas de saude publica

no mundo.

Concluindo, ao longo desta dissertagdo a autora apresenta um artigo de revisdo sobre
doenca pulmonar alérgica e camundongos, baseado em importantes artigos da area. Este artigo
serd submetido ao Jornal Brasileiro de Pneumologia. Ap6s o primeiro artigo, ¢ apresentado o
artigo original, mencionado anteriormente, que deu nome a esta dissertacao. Nesta segunda parte
encontram-se detalhados a pergunta do estudo, bem como seus objetivos e resultados mais
importantes, discutidos com base na literatura vigente. No apéndice I, a autora apresenta o artigo
original intitulado “Effect of early exposition to parasitic extract in allergic pulmonary response
in mice”, que sera submetido ao periddico Pediatric Allergy and Immunology, cuja tradugdo para
o Inglés estd em processo de conclusdo. A autora desta dissertacdo ¢ co-autora do mesmo, tendo
atuado como colaboradora durante a pesquisa experimental ¢ redacdo cientifica deste, entre

outros trabalhos em andamento.
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INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca cronica das vias aéreas, com elevada prevaléncia e morbidade em
todo o mundo, caracterizada por limitagdo do fluxo aéreo e hiperresponsividade bronquica. A
inflamag¢do bronquica cronica exerce um papel central na fisiopatogenia da doenca, orquestrada
principalmente por linfocitos Th2.! A partir da sensibilizagio a alergenos especificos, diversas
células, citocinas e mediadores inflamatorios participam da resposta imune e inflamacao tecidual.
A presenca e atividade de eosinofilos/macrdofagos/mastocitos, IgE especifica para alergenos e de
linfocitos Th-2 nas vias aéreas sdo caracteristicas da doenca.™® A asma tem sido uma das
doencas mais estudadas nas ultimas décadas. No entanto, inimeras questdes relacionadas a
fisiopatogenia da doenga ainda ndo foram respondidas e modelos experimentais eficazes para

testes pré-clinicos de novas terapias ainda nao estdo bem estabelecidos.

Os modelos animais tém sido utilizados, por mais de 100 anos, para elucidar a
fisiopatogenia de doengas humanas e para avaliar novos alvos terapéuticos. Em relacdo a asma,
varios modelos tém sido estabelecidos para estudar aspectos especificos desta doenca, permitindo
realizar estudos em animais isogénicos com sistemas imune e respiratdrio intactos, além de serem
o unico método disponivel para estudar alguns processos in vivo da doenca, cujos aspectos éticos

- . . . . . 3.7 .
ndo permitem realizar alguns procedimentos invasivos em seres humanos.”’ Muitas
caracteristicas fisiopatologicas da asma de origem atdpica foram descobertas em alguns modelos

. . 8 .
animais, entre eles camundongos, ratos, ovelhas, gatos, cachorros e cavalos.” A partir de estudos
com modelos animais em asma, destacou-se a importancia da resposta imune Th2 e estes tém
sido importantes na identificagdo de potenciais novas terapias. Porém, algumas terapias que
mostraram algum efeito benéfico nestes modelos, acabaram demonstrando pouco beneficio

clinico em humanos com asma. A extrapolacdo de resultados de estudos em animais para seres
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humanos depende de varios fatores limitantes que t€ém sido discutidos pela comunidade cientifica

i 5
nos ultimos anos.

O modelo animal ideal deve reproduzir os principais aspectos da asma, incluindo a
sensibilizagdo ao antigeno mediada por IgE, broncoconstri¢do aguda, aumento da resisténcia de
vias aéreas, producdo de citocinas, linfocitos Th2, eosinofilia, entre outros.* Este modelo ideal
infelizmente ainda ndo foi possivel de ser desenvolvido, com iniimeros modelos descritos e

utilizados apresentando limitagcdes e vantagens que serdo discutidas no presente artigo.

Nenhum modelo animal estd apto a reproduzir as caracteristicas completas da asma em
humanos, porém existem algumas espécies onde alguns aspectos sao mais similares, sendo eles
os mais utilizados.** Apesar das inimeras considera¢des que devem ser tomadas antes da escolha
do modelo animal, o nimero de espécies animais para estudos em asma ¢ vasto. Os estudos em
murinos com resposta pulmonar alérgica aguda tém sido o modelo mais amplamente utilizado
com o propdsito de elucidar mecanismos de doenca e de avaliar a eficicia de novos farmacos
como teste pré-clinico, ja que sdo mais faceis de manusear e tem, ainda, a vantagem do baixo
custo e de linhagens transgénicas, quando comparados a outros animais de maior porte.'” Desta
forma, a partir dessas consideragdes, este artigo tem como objetivo, a luz da literatura vigente,
discutir as vantagens e limitagdes de pesquisas em modelos murinos em asma e suas aplicacdes
mais imediatas. O termo “modelo murino de asma”, apesar de nao refletir do ponto de vista
translacional a doenga em humanos, serd utilizado nesse artigo devido ao seu amplo uso na
literatura e eventos cientificos, tornando-se um termo relativamente padronizado na comunidade

cientifica.
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MODELOS EXPERIMENTAIS EM CAMUNDONGOS

Existem muitas vantagens relacionadas ao uso do camundongo em estudos experimentais.
A mais importante delas estd relacionada as consideragdes éticas, que limitam a realizagdo de
muitos estudos em humanos, em situagdes que necessitam de procedimentos mais invasivos e
quando ndo existe conhecimento prévio da eficacia e toxicidade in vivo de novos farmacos. Outro
fator importante a ser considerado € o custo financeiro que envolve um ensaio clinico em seres
humanos, ja que camundongos sdo uma espécie de baixo custo e de facil alojamento e cuidados.
Levando em consideracao os aspectos técnicos de uma pesquisa em modelos animais, podemos
dizer também que outras vantagens relacionadas ao uso dessa espécie sdo a existéncia de animais
inbred, que definem as propriedades imunoldgicas e fisioldgicas da doenca (incluindo diferengas
na suscetibilidade a alergia e caracteristicas da mesma) e ampla disponibilidade de reagentes para
marcadores da resposta imune, quando comparadas a outras espécies animais.” As vantagens €
limitagdes especificas dos modelos murinos em estudos de asma de origem atopica serdo

detalhadamente discutidos a seguir.

Animais

E importante que se escolha a espécie ideal para a sensibilizagdo ja que esta escolha afeta
o tipo de inflamagdo alérgica produzida pelo desafio a OVA em modelos de asma. Os
camundongos do tipo BALB/c produzem niveis maiores de anticorpos IgE anti-OVA, além de
maiores concentracdes de citocinas Th2, como IL-4 ¢ IL-5, no lavado broncoalveolar quando
comparados com os animais da espécie C57BL/6."° Outras linhagens sd3o pouco utilizadas em

modelos de asma, por ndo serem muito sensiveis a alergenos respiratorios.
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A sensibilizacdo e o desafio com alergenos em camundongos resultam numa clara
resposta tipo Th2 nos pulmdes, com niveis de IgE especifica para o antigeno, aumento de
eosinofilos e redugdo do calibre das vias aéreas aos agentes broncoconstritores. Estudos
realizados com animais transgénicos destacaram a importancia das citocinas 1L-4, IL-5 e IL-13,
que parecem estar envolvidas na reagdo alérgica das vias aéreas da maioria dos humanos com

asma.!!™P

Existem diversas linhagens de camundongos disponiveis no mercado hoje em dia. Por
isso, ¢ importante que se conhecam as caracteristicas de cada uma delas no momento em que a
pergunta do estudo ¢ formulada. Os modelos inbred sdo aqueles cujo animal € cruzado entre
irmaos por 10 geracdes ou mais, até tornar-se 99% geneticamente idéntico.'® O fato dos animais
possuirem as mesmas caracteristicas genéticas reduz muito os fatores de confusdo que sdo
caracteristicos de estudos em seres humanos. Além disso, os camundongos knockout, aqueles
onde o animal mutante ndo expressa o gene de interesse, permitem estudar a fun¢ao especifica do
gene. Atualmente, para a producao deste tipo de linhagem, ¢ mais comum que se descubra e isole
o gene normal e depois se determine sua fung¢ao, substituindo-o in vivo por uma copia inativa. Os
animais sdo entdo intercruzados e detectados pela auséncia de uma copia intacta do gene de
interesse.'® Dentre os exemplos mais comuns deste modelo estdo aqueles com imunodeficiéncias
graves, onde o gene ausente é necessario para o desenvolvimento de linfocitos T e B.'” Por fim,
os animais transgénicos referem-se aqueles que carregam um DNA estranho que foi
intencionalmente implantado em seu proprio DNA. O exemplo mais comum deste modelo sao
aqueles que desenvolvem esclerose lateral amiotréfica, onde o camundongo carrega copias
inseridas de um gene humano que leva a uma enzima anormal.'” A possibilidade de escolha de

linhagens torna os camundongos a espécie ideal para estudar a maioria das doencas, ja que sua
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genética ¢ detalhadamente entendida, além dos desfechos serem facilmente manipulados usando
tecnologia transgénica.’” No inicio do século 21, o genoma deste modelo foi totalmente

. . ~ . . 18
codificado, seguindo o genoma humano, e estes dados sdo encontrados facilmente na internet.

Mesmo tendo um bom entendimento da genética, € importante lembrar que embora este
modelo desenvolva caracteristicas de asma alérgica parecidas com as do ser humano existem
grandes diferencas entre os dois. Estas diferencgas incluem: (1) hiperresponsividade de vias aéreas
transitoria; (2) falta de um papel claro de IgE e mastdcitos; (3) falta de um modelo similar de
doenca inflamatoria cronica; (4) diferengas anatomicas em pulmodes e fungdo eosinofilica entre
eles. Mesmo com estas diferencas, 0 modelo murino desenvolve caracteristicas inflamatorias
semelhantes da doenca e tem sido util nos testes de novos agentes terapéuticos que tem por
objetivo reduzir a inflamag¢do pulmonar, a hipersecrecdo de muco, hiperresponsividade de vias

aéreas e producio de IgE especifica."

Desenvolvimento da resposta alérgica ao alergeno

Além da preocupagdo com a escolha dos animais utilizados, o alergeno e protocolo de
desenvolvimento de alergia em um camundongo devem ser criteriosamente estudados. Os
modelos murinos ndo desenvolvem a resposta alérgica espontaneamente, por isso € necessario
que se induza uma resposta alérgica “artificial” nas vias aéreas.’ Camundongos sao facilmente
sensibilizados por um grande numero de antigenos que normalmente ndo estdo expostos,
incluindo a ovalbumina (OVA), que ¢ o mais utilizado, e alguns outros alergenos humanos, como

o0 &caro da poeira e fungos.
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Antigenos utilizados

A OVA ¢ o antigeno mais popular em pesquisa em camundongos por se tratar de uma
substancia disponivel comercialmente, de facil manipulagdo e que o camundongo de laboratdrio
nao tem contato ambiental. A OVA ¢ a principal proteina encontrada na clara do ovo,
representando cerca de 60% do total das proteinas, fazendo parte da superfamilia das serpinas.
Sua fungdo ainda é desconhecida embora acredita-se que ela seja um armazenamento protéico.”
E uma proteina muito importante entdo em pesquisa, particularmente nas areas de imunologia.
Alguns autores ndo consideram a OVA um alergeno ideal para esse modelo, pois ndo ¢ um
antigeno comum em asma em humanos e costuma desenvolver tolerancia imunoldgica em
exposicao cronica em camundongos. Desta forma, outros alergenos tém sido testados e
apresentados como alternativas para modelos experimentais em asma, como O

Dermatophagoides.”!

Adjuvante

Os adjuvantes, tais como o hidroxido de aluminio (Alum), sdo conhecidos por promover a
ativacdo mais robusta de um fenotipo Th2 pelo sistema imune quando exposto a um antigeno.22
O uso de Alum em modelos de resposta pulmonar alérgica em murinos € constante na
metodologia das publicacdes cientificas da area. No entanto, nos ltimos anos, o uso de adjuvante
juntamente com OVA tem sido discutido. Questiona-se a necessidade do uso desta substancia por
ser um método bastante artificial quando comparado a fisiopatogenia de doengas alérgicas em
humanos. Em um estudo realizado por Conrad et al., com protocolo de OVA subcutanea (s.c.)
sem o uso de adjuvante, os autores concluiram que esse protocolo resulta em um fenotipo similar

ao protocolo padrio (com adjuvante), usado na maioria dos estudos que investigam os

. . . , . 23 . .
mecanismos de alergia respiratoria em camundongos.” Em um estudo piloto realizado por nosso
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grupo de pesquisa, a contagem total de células (leucdcitos e eosinodfilos) no lavado
broncoalveolar em um grupo sensibilizado com OVA sem adjuvante foi semelhante ao grupo
com adjuvante (dados ndo publicados). Provavelmente, a tendéncia futura seja abolir os

adjuvantes de estudos experimentais de asma.

Dose e via de administracdo

Além da escolha do tipo de animal e do alergeno, a dose do antigeno e a via de
administragdo também sdo varidveis importantes. Existem diversas rotas de administracdo, tais
como: intraperitoneal (i.p.), subcutidnea (s.c.), intranasal (i.n.) ou intratraqueal. As mais
comumente utilizadas sdo as i.p. (sensibilizacdo) e i.n. (desafio). A dose i.p. para sensibilizagdao
administrada ao animal varia entre 1ug e 100pg dependendo do estudo, porém doses entre 10 pg

e 50ug sdo freqiientemente empregadas.'”

A OVA administrada i.n. ¢ aspirada para o pulmao
somente através de anestesia geral do animal. Este ¢ um procedimento facil de ser realizado, sem
complicagdes para o animal, exceto o pequeno estresse da anestesia (Figura 1). Alguns
pesquisadores utilizam o desafio com OV A por nebulizacao, cujo custo € mais elevado, mas nao

necessita de multiplos procedimentos de anestesia, particularmente mais incomodo em protocolos

de exposicao cronica.
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Figura 1: Técnica de administracdo de ovalbumina intranasal sob anestesia geral.

Em um estudo realizado por Sakay et al., os niveis de IgE, intensidade da inflamagdo
pulmonar e eosindfilos no lavado broncoalveolar (LBA) encontrados foram inversamente
proporcionais a dose de sensibilizagio.”* Destaca-se, também, que a resposta inflamatoria
produzida nesta espécie sensibilizada com OVA, dependendo da dose utilizada, geralmente
resulta em um influxo elevado de células inflamatorias para as vias aéreas, com predominio
importante de eosinofilos. Nesses protocolos, o nimero de eosinofilos no LBA atinge numeros
entre 40-60% das células.”>*® Embora a inflamagio aguda reproduza muitas caracteristicas da
asma humana, como niveis elevados de IgE no lavado broncoalveolar e histologia o influxo de

eosindfilos é muito intenso, o que ndo ocorre na asma em humanos.

Protocolo de resposta aguda versus resposta cronica

Um dos temas mais discutidos quanto aos méritos do protocolo de resposta pulmonar
alérgica com OVA em camundongos ¢ a auséncia do aspecto cronico da doenga. A asma, em
geral, ¢ caracterizada por inflamac¢do cronica das vias aéreas, com remodelamento bronquico em
alguns pacientes, que inclui fibrose subepitelial, metaplasia e hiperplasia de c€lulas caliciformes,

hipertrofia de musculatura lisa e hipersecrecdo bronquica. Como conseqiiéncia, ocorre uma
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alteracdo persistente na estrutura da parede da via aérea, causando reducdo no fluxo respiratério
nao reversivel. Essas alteragdes ndo sao encontradas nos modelos de inflamacao aguda, que sdao
as mais utilizadas no presente.”’”"

Os modelos de asma cronica em camundongos envolvem exposi¢des ao antigeno por um
periodo de 8 semanas ou mais, porém, muitas vezes, o desafio de longa duragdo induz uma
resposta inflamatoria granulomatosa ou a tolerancia imunoldgica, com inibi¢do da inflamagao,
hiperresponsividade brénquica e mudancas na estrutura da via aérea.’’>* Desta maneira,
diferencas nos protocolos podem ter um efeito significativo nos desfechos escolhidos para o
estudo.'® Sabe-se que o modelo murino, bem como outros modelos, ativamente sensibilizados
particularmente com OV A, responde ao desafio inalado inicialmente, mas com o seguimento do

313536 por isto, muitos

protocolo, o animal geralmente se torna tolerante ao alergeno.
pesquisadores optaram historicamente por protocolos de resposta aguda.

Devido ao desenvolvimento da tolerancia apos repetidos desafios com OVA, a resposta
inflamatoria € reduzida, tornando os protocolos crénicos com o uso de OVA inadequados para a
avaliacdo da lesdo tecidual cronica da asma.' Alguns pesquisadores vem utilizando outros tipos
de alergenos, relevantes ao ambiente, para estabelecer uma exposic¢ao cronica, tias como pélen ou
acaro domiciliar. Além do alergeno, tanto a linhagem quanto a via de administragdo sdo fatores
que podem influenciar a indugdo da tolerancia.’

Os modelos de exposicao cronica em camundongos parecem ser a escolha ideal para
estudos que envolvam o papel especifico de certos tipos celulares e de mediadores e citocinas
inflamatorios. Estes modelos podem ainda promover um sistema mais adequado para a avaliagao

, y . A . 21 . ~ .
pré-clinica de novos agentes terap€uticos.” No entanto, ainda ndo foi encontrado nenhum

protocolo de exposicao cronica que parece refletir adequadamente a asma em humanos.
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Abaixo sdo apresentados os protocolos de resposta alérgica aguda e cronica mais

comumente utilizados (Figura 2)."

A)

Desfechos

OVA ip. i.p. Ln. i.n. in.

Dia 14 25 26 27 28
B)

Desfechos
OVA i.p. i.p. ip. Desafio i.n. v

Dia 0 7 14 5 dias/semana - 8 semanas

Figura 2: Protocolo de resposta pulmonar alérgica aguda (A) e cronica (B) em modelo murino. OVA:

. . . . . . 10
ovalbumina, i.p.: intraperitoneal e i.n.: intranasal.

Aspectos translacionais

Apesar do modelo animal em asma ser, por motivos éticos, a ferramenta que permite
investigagoes mais especificas dos mecanismos de doenga e testes pré-clinicos de novas terapias,
pesquisadores da area, reconhecidos e respeitados mundialmente, concordam que a extrapolagao
dos dados dos estudos relacionados a resposta pulmonar alérgica em modelo murino deve ser

cuidadosamente interpretada.’>'°
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O modelo murino ocupa uma posi¢do Unica nas pesquisas relacionadas aos mecanismos
de agdo da asma, porém ¢ importante lembrar que existe um nivel de variagdo entre a resposta
desenvolvida por este animal e o ser humano e esta variabilidade pode ser explicada pelas
diferencas genéticas entre eles, a linhagem utilizada, o tipo de alergeno e a via de aldministra(;ﬁo.8

Por outro lado, estudos epidemioldgicos demonstraram que os fatores ambientais

1

. . A . 13 . . . ’
influenciam a prevaléncia de asma.” Desta forma, o modelo animal “ideal” deveria também

. .y . . . ;y . .~ . . ~ 6
reproduzir estas variaveis epidemioldgicas (poluicdo, tabagismo, infecgdes, etc.).

Concluindo, ¢ importante que o modelo animal seja valido e reflita os aspectos clinicos
da asma o mais proximo possivel do modelo humano. Nos ultimos anos, inimeros grupos de
pesquisa no mundo tém buscado novos modelos experimentais com o objetivo de refinar e
melhorar os protocolos em animais ja existentes para que ocorra uma diminui¢do das limitagcdes
relacionadas a asma e estudos em humanos. Acredita-se que essa busca devera refinar os aspectos
translacionais da pesquisa em asma atopica, aproximando as caracteristicas de modelos animais e
da doenga em humanos, permitindo novas descobertas mecanisticas e melhores modelos de testes
pré-clinicos desta doenca que atinge e aflige milhdes de pessoas no mundo todo. Na opinido dos
autores, em curto prazo, dificilmente havera um modelo que abranja todos os aspectos
translacionais da doenga. Provavelmente, mais de um protocolo devera ser utilizado para
responder perguntas mecanisticas ou de prevencao e tratamento em asma, incluindo experimentos
de fase aguda e cronica, com exposi¢do a diferentes alergenos, reproduzindo o mais proximo

possivel as caracteristicas da asma humana.
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RESUMO

Introducio: a busca de novos farmacos para o tratamento da asma alérgica deve objetivar
a prevencgao primaria a doenga. Os produtos bacterianos parecem inibir a resposta inflamatéria de
forma potente, porém o momento de exposicdo com maior efeito e seus mecanismos de acao

ainda ndo foram claramente identificados.

Objetivo: estudar o efeito do extrato bacteriano OM-85 no desenvolvimento de resposta
pulmonar alérgica a ovalbumina em um modelo murino, avaliando particularmente o fator

temporal da exposicao.

Métodos: camundongos BALB/c fémeas foram expostas a lisado bacteriano (OM-85) por
gavagem em diferentes momentos da vida (neonatal e pré-sensibilizagdo), com um grupo
controle positivo € um negativo. Apds exposi¢do ao OM-85, foram realizados contagem total de
células e exame citoldgico diferencial no lavado broncoalveolar, e ensaio de peroxidase

eosinofilica (EPO) e analise histopatoldgica em tecido pulmonar.

Resultados: o extrato bacteriano OM-85 ndo apresentou efeito inibidor da resposta
pulmonar alérgica em camundongos. No grupo com intervengdo precoce, houve reducdo somente
do numero de eosinofilos no lavado broncoalveolar (p=0,001). Os niveis de EPO e as alteracdes

histopatoldgicas observadas nos tecidos pulmonares nao foram diferentes entre os grupos.

Conclusio: A exposicdo ao extrato OM-85, no periodo neonatal e pré-sensibilizacdo na
idade adulta, por via oral, ndo inibe a resposta pulmonar alérgica em camundongos. Esse
resultado ndo exclui a possibilidade de um efeito inibidor neste modelo com doses mais altas do

OM-85 ou outras vias de administragao.

Palavras-chave: asma, camundongos, extrato bacteriano OM-85, resposta pulmonar

alérgica, exposicao precoce.
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ABSTRACT

Introduction: the search for new therapies to treat asthma should currently aim the
disease primary prevention. Bacterial products seem to strongly inhibit the inflammatory

response, but the period of major effect and the mechanisms of action are not clearly identified.

Objective: to study the effect of the bacterial extract OM-85 in the development of
allergic pulmonary response to ovalbumin in a murine model, evaluating particularly the

temporal factor of the exposition.

Methods: female Balb/c mice were exposed to the bacterial lysate (OM-85) by gavage in
different moments of life (neonatal, pre-sensitization). One positive control and one negative
control were used. After exposition of OM-85, the following procedures were performed:
bronchoalveolar lavage with total cell counts and differential cytology, and eosinophil peroxidase

(EPO) activity and histopathological analyzis in lung tissue.

Results: OM-85 did not show an inhibitory effect of allergic pulmonary response in mice.
In the early intervention group, there was only a reduction of the number of eosinophils in
bronchoalveolar lavage (p=0,001). The levels of EPO and histopathological alterations in lung

tissue did not show differences between the groups.

Conclusion: OM-85 extract exposition during neonatal and pre-sensitization in adult life
periods, by gavage, did not inhibit allergic pulmonary response in mice. Our results do not
exclude the possibility of an inhibitory effect to in this model with higher doses of OM-85 or

other routes of administration.

Key-words: asthma, mice, bacterial lysate OM-85, allergic pulmonary response, early

exposition.
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INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca cronica das vias aéreas que ocorre em todas as idades,
freqlientemente iniciando nos primeiro anos de vida, com elevada morbidade e altos custo para os
sistemas de saude. Estima-se que aproximadamente 300 milhdes de individuos sofrem desta

N . P
doeng¢a no mundo, sendo atualmente a doenga cronica mais comum na infancia. ~ O tratamento
medicamentoso mais eficaz hoje em dia ¢ o glicocorticdide, porém sua eficicia se resume ao
periodo apos o estabelecimento da doenca, ndo sendo capaz de reverter indefinidamente a

resposta inflamatoria bronquica apos a suspensio do tratamento.*®

O farmaco ideal que poderia modificar drasticamente o comportamento mundial da asma
na infancia deveria apresentar um efeito potente na modulagdo precoce do sistema imune,
possivelmente com alvo em células T ou na imunidade inata. Desta forma, novas terapias mais
seguras ¢ mais eficazes, com potencial efeito na prevencdo primaria da doenca, devem ser
prioridade de pesquisadores do mundo todo.” E intervindo precocemente em pesquisas com asma
que pode se descobrir algum farmaco com potencialidade para evitar que a doenca se estabeleca

ou para reduzir a intensidade desta.

Surpreendentemente, a diferenciagdo das células T para células Th2 ocorre inicialmente in
utero, provavelmente devido a inibi¢do da resposta Thl, com producdo de IFN-y, que ¢ toxico
para a placenta.*’ Apos o nascimento, este tipo de resposta linfocitaria Th2 é reduzida em
individuos ndo atopicos, provavelmente ativada por antigenos ambientais, resultando em um
predominio de diferenciagdo para linfocitos Th1."” Em atopicos, este processo pos-natal parece
ser retardado ou inibido.!' Além disto, um excesso de estimulos microbianos e infecciosos no
inicio da vida pode explicar a reduzida prevaléncia de doencgas alérgicas em populagcdes de paises

desenvolvidos. A maturacdo da funcdo imune pods-natal parece estar também totalmente
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desenvolvida ja antes da idade pré-escolar. Populagdes de linfocitos T de memoria, com suas
respectivas caracteristicas de diferenciacdo e predominio de subtipos, ja estariam estabelecidas
nesta idade.'? Estes achados permitem especular que somente antes dos 2 ou 3 anos de idade as
intervengdes no sistema imune podem alterar o processo de desenvolvimento de uma doenca
inflamatoria, tal como a da asma atdpica. Desta maneira, ¢ importante buscar novas terapias ¢ o

melhor momento de intervengao para a obtengao de uma resposta imune eficaz.

Entre os microorganismos, os agentes bacterianos parecem inibir asma e atopia de forma
potente. Estudos com exposicdo de animais a endotoxina bacteriana demonstraram que este
produto inibe a sensibilizagdo a alergenos e inflamagio alérgica das vias aéreas.'>'* Estudos
epidemioldgicos tem demonstrado que a exposicdo da criangca a lipopolissacarideo (LPS)

bacteriano esta associada com uma redugdo do risco de asma, rinite alérgica e atopia.'>'°

Partindo do pressuposto de que o lisado bacteriano OM-85 estimula a reposta imune Th-1,
a realizacdo de estudos sobre seu efeito no tratamento ou prevencao de asma atopica € bastante
atraente, ja que os mecanismos destes efeitos ainda ndo sdo conhecidos. Estudos com
camundongos sao uma boa escolha para testar os diversos momentos de exposicdo e o efeito
inibidor da reposta pulmonar alérgica, ja que por motivos éticos este tipo de estudo ndo pode ser
testado em seres humanos, pois eles nos permitem aplicar a terapia nos periodos: intra-uterino,
neonatal, pré-natal e ainda, poés-natal utilizando animais isogénicos que reduzem
significativamente o percentual de fatores de confusdo. O objetivo deste estudo € estudar o efeito
do extrato bacteriano OM-85 no desenvolvimento de resposta pulmonar alérgica a ovalbumina
em um modelo murino, avaliando o fator temporal da exposi¢do em relagdo ao desenvolvimento

de resposta pulmonar alérgica.
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METODOS
Animais

Foram utilizados 37 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas, com idade
entre 3 semanas (neonatal) e 8 semanas (adultos), provenientes da Fundagdo Estadual de
Producdo e Pesquisa em Satde (FEPPS) do Rio Grande do Sul. Os animais foram divididos em
quatro grupos, dois grupos expostos ao OM-85, um grupo controle positivo € um grupo controle

negativo (Tabela 1).

Tabela 1: Grupos de camundongos estudados, classificados de acordo com o momento da intervengdo

com o lisado bacteriano (OM-85).

Grupos Numero de animais
(n=37)
Controle negativo n=5
Controle com OVA n=10
Neonatal n=10
Pré-sensibilizagao n=12

Os animais foram criados sob condig¢des de biotério convencional, localizado no Instituto
de Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). Antes e durante a fase experimental, os
animais foram alimentados com rac¢do padrao balanceada para roedores e agua ad libitum e foram
mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperiodos de 12 horas claro e 12 horas

escuro (06:00/18:00).
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Preparo do lisado bacteriano

O lisado bacteriano escolhido foi o OM-85, comercialmente denominado no Brasil de
Paxoral®. Cada céapsula contém 3,5mg de lisado bacteriano de Haemophilus influenzae,
Diplococcus pmeumoniae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella ozaenae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Moraxella catarrhalis (neisseria). Uma capsula

foi diluida em 500 pl de solugao salina a 0,9%, sendo a concentragdo utilizada de 700 pg/animal.

Administracdo do lisado bacteriano

O lisado bacteriano foi administrado por via oral através da técnica de gavagem na dose
de 100 pl por animal, durante cinco dias consecutivos. O momento de administracao foi
diferentes nos 2 grupos, conforme demonstrado no protocolo a seguir. O grupo controle positivo
recebeu apenas solucdo fisioldgica por gavagem no momento pré-sensibilizacdo e o grupo

controle negativo ndo sofreu nenhuma intervencdo durante o estudo.

Protocolo de resposta pulmonar alérgica com ovalbumina

Os animais foram sensibilizados com ovalbumina (OVA, grau V, Sigma, USA)
intraperitoneal (dose: 20pg de OVA com 1mg de Alum em 200ul de DPBS), em um intervalo de
14 dias, por 2 vezes. O desafio intranasal com instilagdo pulmonar de solugdo de OVA foi
realizado 11 dias apds, por 3 dias consecutivos. Esta solucdo de OVA (100ug) € preparada em 50
ul de DPBS. Para facilitar a aspiragdo pulmonar os animais foram anestesiados com isoflurano,
por via inalatoria, ¢ a OVA administrada por via intranasal. O protocolo de resposta pulmonar

alérgica ¢ ilustrado a seguir na Figura 1.
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Desfechos

OVA ip. i.p. Ln i.n. in.

Dia 14 25 26 27 28

Figura 1- Protocolo de OVA utilizado no estudo. Os animais dos grupos intervencdo foram expostos a
intervencdo com OM-85 nos dias -21 (grupo neonatal) e -7 (grupo pré-sensibilizagdo) do protocolo. Tanto
o grupo pré-sensibilizacdo quanto o grupo controle positivo foram submetidos a gavagem por 5 dias
consecutivos e tiveram dois dias de repouso antes do inicio do protocolo de resposta alérgica. OVA:
ovalbumina, i.p.: intraperitoneal, i.n.: intranasal.

Lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi realizado através da canulagdo da traquéia com agulha de ponta romba, apds
anestesia com xilazina (100mg/ml):cetamina (100mg/ml), propor¢ao de 1:9 na solugdo (dose: 0,1
ml), por via intraperitoneal (i.p.). foi injetado e aspirado 1 mL de DPBS, por 3 vezes. Apos o
procedimento, os animais foram sacrificados com doses letais destes farmacos (dose: 0,3 ml, i.p.)

e descartados de acordo com as normas da institui¢ao.

Contagem total de células e exame citologico diferencial do LBA

A amostra de LBA foi pesada e centrifugada (420g, por 10 segundos). O precipitado foi
suspenso com 1 mL de DPBS. Foi realizada a contagem total de células (CTC) e o calculo de
viabilidade celular nesta suspensao, em todas as amostras, através do método de exclusdo de azul
de tripan, em camara de Neubauer (Boeco, Germany). Para a andlise da citologia diferencial, a
suspensao do precipitado foi colocada em citocentrifuga (30g, por 5 minutos). As células foram

analisadas de acordo com sua morfologia, apds coloracdo com May-Griinwald-Giemsa. Os tipos
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celulares observados ao microscopio Optico sdo expressos em percentagem, apds a contagem de

200 células.

Ensaio de peroxidase eosinofilica (EPO)

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

peroxidases que possam estar presentes no tecido analisado.'’

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

sulfurico e a absorbancia das amostras foi determinada a 492nm.

Analise histopatologica

Apos a realizagao do LBA, os pulmdes foram removidos e perfundidos com formalina
tamponada 10%, através de coluna de gravidade (20 mmHg). As laminas foram preparadas a

partir de blocos de parafina de tecido pulmonar, corados com hematoxilina-eosina (HE), para
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analise histopatologica em microscopio Optico. Uma avaliagdo qualitativa da presenca de resposta

inflamatoria bronquica foi realizada.

Andalise estatistica

As alteragdes celulares foram comparadas entre os grupos através do teste ANOVA, com
analise post-hoc por Dunnet. O nivel de significancia estabelecido foi de 0,05. O tamanho da
amostra calculado foi de 10 animais por grupo, total de 40 animais. O célculo do tamanho
amostral foi baseado em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, utilizando como desfecho
principal a contagem absoluta de eosinofilos no LBA, para uma média de 0,7x10°céls/ml, desvio
padrao de +£0,34, valor de p=0,05, poder se 80% e diferenca entra as medias dos grupos estimada

em 50%.

Aspectos éticos

O estudo foi realizado sob normas éticas para pesquisa em modelos animais, seguindo o
preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), preconizando a
utilizacdo do menor niimero de animais ¢ manejo da dor e sofrimento durante os procedimentos
do estudo e eutanasia.'® Este estudo teve a aprovagio do Comité de Etica para o Uso de Animais

da PUCRS.
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RESULTADOS

Foi avaliada a capacidade do lisado bacteriano OM-85 em inibir a resposta pulmonar
alérgica em camundongos BALB/c, em dois diferentes momentos do protocolo de sensibilizagao

a OVA. A inflamacao alérgica no pulmao foi utilizada como desfecho principal.

Os animais dos quatro grupos do estudo toleraram sem intercorréncias a administracao do
lisado bacteriano por gavagem. A média de retorno do LBA foi de 0,58 ml (DP: 0,14) e a
viabilidade celular média foi de 100%. A porcentagem média de eosinofilos no LBA do grupo
controle negativo foi de 14,5% (DP: 7,6) e, para o grupo controle positivo, esta média foi de
58,7% (DP: 4,8). Assim, o volume de retorno, a viabilidade celular € o nimero de eosinéfilos nos
grupos controle negativo e positivo compreendem os valores esperados em controles negativos e

positivos deste modelo.

A contagem total de células no LBA foi similar nos grupos controle positivo, exposi¢ao
precoce e pré-sensibilizacdo, ndo apresentando significancia (p=0,95), o mesmo ocorrendo com o
numero de linfocitos (p=0,46) e macrofagos (p=0,84). Em relagdo ao niimero de eosindfilos, o
grupo de intervencao precoce demonstrou uma ampla redugdo do nimero de células (p=0,001) e
o grupo pré-sensibilizacdo apresentou um valor muito proximo ao nivel de significancia
(p=0,059). O nuimero de neutr6filos no grupo de exposicdo precoce foi superior aos demais

(p=0,001) A resposta inflamatoria celular no LBA ¢ apresentada na Figura 2.
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Figura 2: Comparacdo da contagem total de células e da contagem diferencial de eosinofilos e neutrofilos
no LBA entre os grupos estudados. Utilizou-se o teste ANOVA, com post-hoc de Dunnet. * p<0,05. Os
grupos estudados foram: controle negativo (CN), controle positivo (CP), exposi¢do precoce (Precoce) e
pré-sensibilizagdo (Pré). O grupo controle negativo ndo foi incluido nas analises, sendo utilizado para

ilustragdo.



41

A andlise dos niveis de EPO no tecido pulmonar ndo demonstrou a existéncia de inibigao
da atividade eosinofilica nos grupos precoce e pré-sensibilizacdo, quando comparados ao grupo

controle positivo (Figura 3).
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Figura 3: Andlise do ensaio de atividade de peroxidase eosinofilica (EPO) em tecido pulmonar entre os
grupos estudados. Nao houve significancia estatistica entre os grupos estudados.

A andlise histologica qualitativa dos pulmdes ndo demonstrou diferenga entre os grupos
precoce, pré-sensibilizacdo e controle positivo, apresentando grandes quantidades de infiltrado
inflamatorio peribroncovascular, com predominio de linfomondcitos e eosinéfilos. Em alguns
animais foi possivel observar, ainda, micro-hemorragia difusa alveolar. O grupo controle
negativo apresenta anatomia intacta e tecidos preservados caracteristicos de animais saudaveis

(Figura 4).
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Figura 4: A primeira imagem (CN) ilustra o pulmdo de um animal do grupo controle negativo com
caracteristicas anatomicas intactas, sem resposta inflamatdria peribroncovascular. As imagens CP, Pré e
Precoce apresentam grandes quantidades de infiltrado inflamatorio nas regides peribronquica e
perivascular, com grandes quantidades de linfomonécitos e eosinofilos (HE, 200X).
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DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que a exposicao de camundongos BALB/c ao lisado
bacteriano OM-85, por via oral, ndo inibe de forma significativa a resposta pulmonar eosinofilica
induzida por OVA. Nenhum dos grupos com interven¢do apresentou inibicao significativa da

resposta alérgica pulmonar, quando comparados ao grupo controle positivo.

Analisando os resultados do grupo com intervencao precoce, verificamos que houve uma
reducdo do nimero de eosinéfilos no LBA, quando comparado ao grupo controle positivo. No
entanto, nenhuma das outras variaveis da resposta inflamatéria pulmonar (CTC, EPO ou anélise
histoldgica) deste grupo foi inibida pela exposi¢do precoce ao OM-85. Este achado isolado nao
resulta em concluir que o OM-85 inibe a resposta pulmonar alérgica, mas esta alteragdo poderia
ser um indicio de que outras formas de intervencdo (doses mais altas ou outra via de
administragdo) com OM-85 poderiam resultar em um maior efeito. Além disso,
surpreendentemente, encontramos uma maior concentracdo de neutrofilos no grupo com
intervencao precoce quando comparado ao grupo controle positivo. Os autores ndo apresentam
uma explicagdo plausivel para este achado, devendo ser repetido em outros estudos para ser

considerado um resultado nao espurio.

Diversos estudos tém demonstrado que a exposi¢do a endotoxinas inibe a resposta
pulmonar alérgica. Em um estudo publicado no New England Journal of Medicine, os autores
encontraram uma relagcdo inversa entre a exposicao a endotoxina e a capacidade dos leucocitos
sanguineos periféricos produzirem citocinas inflamatorias ou regulatorias apds a estimulagdo com
LPS em criancas com idade entre 6 ¢ 13 anos. Além disto, encontrou-se uma diferenga estatistica
significativa entre a exposicdo precoce ¢ os desfechos clinicos de alergia, incluindo a asma.'” Em

estudos em modelos animais, foi demonstrada uma reducdo no numero total de células e
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eosinodfilos nos grupos expostos ao LPS antes do desafio intranasal a OVA, demonstrando que o
LPS previne o desenvolvimento de resposta pulmonar alérgica a OVA.?’ Além disso, Gerhold e
colaboradores analisaram o efeito do momento da exposicdo a endotoxina em modelo
experimental de asma. Neste estudo, os autores demonstraram que a exposi¢do pré-natal
(camundongos BALB/c fémeas gravidas expostas a LPS inalatério) combinada com exposigdo
pos-natal, antes da sensibilizagio com OVA, inibe a resposta Th2 dos animais expostos.”!
Bliimer e colaboradores reforgam também os resultados encontrados demonstrando uma redugao
nos niveis de leucocitos, eosinofilos e macroéfagos no grupo de animais expostos ao LPS no
periodo pré-natal.”> Por outro lado, em outro estudo realizado com modelo murino, Tulic e
colaboradores verificaram que a supressdo da resposta alérgica ocorreu apenas no grupo onde a
exposi¢ao ao LPS foi anterior a sensibilizagdo com OVA. O mais interessante, ¢ que neste estudo
ocorreu um aumento da reposta alérgica nos animais expostos a endotoxina apos a
sensibilizagdo.” A partir desses achados, podemos especular que ap6s ter ocorrido uma resposta
Th2 induzida pelo antigeno, a endotoxina, além de nao suprimir esta reposta Th2, pode até
mesmo exacerba-la. Assim, uma mesma substancia pode possuir efeitos protetores bem como
desencadeantes de reposta alérgica, dependendo do momento ao qual o sistema imune € exposto

a tais substancias com potentes fatores imunomoduladores.

Nossos resultados diferem dos achados da literatura, onde o lisado bacteriano ndo
apresentou efeito inibidor na resposta pulmonar eosinofilica. Duas explicagdes possiveis podem
justificar esta discrepancia: o tipo de estimulo bacteriano e a via de administragdo da exposicao.
Em primeiro lugar, os estudos prévios utilizaram LPS em doses altas, ao invés de um lisado
bacteriano. Em segundo, a via de administracdo do nosso estudo foi por via oral, devido ao

interesse em aplicar o OM-85 posteriormente em humanos na forma comercialmente disponivel.
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Esta via de administracdo, comparada a administragdo sist€émica, poderia resultar em uma

resposta imune menos robusta em um protocolo de resposta alérgica pulmonar aguda.

Em relacdo ao desenvolvimento da resposta imune da asma atopica, os linfocitos Th2 sao
programados para produzir citocinas especificas (IL-4, IL-5, IL-13, etc.) que sustentam a
inflamagdo aguda e persistente nos bronquios de criangas com asma (producdao de IgE,
recrutamento/ativagao de eosinofilos e broncoconstricao). Foi demonstrado que a diferenciagdo
das células T para células Th2 ocorre inicialmente in utero, provavelmente devido a inibi¢do da
resposta Th1, com producdo de IFN-y, que ¢ toxico para a placenta.®® Apods o nascimento, este
tipo de resposta linfocitaria Th2 ¢ reduzida em individuos nao atopicos, provavelmente ativada
por antigenos ambientais, desviando-se para uma diferenciacdo de linfocitos Th1." Com isto,
acredita-se que o inicio da vida deve ser determinante na diferenciagdo fenotipica de linfocitos T,
células estas orquestradoras da resposta imune, desenvolvendo wuma caracteristica
predominantemente alérgica, naqueles individuos geneticamente predispostos. A exposi¢ao
precoce (final do periodo neonatal) de camundongos ao OM-85 no presente estudo ndo resultou
em uma supressdao da resposta pulmonar alérgica na vida adulta, exceto a reducdo isolada de
numero de eosindfilos no LBA. Uma ampla variedade de estudos tem reforgado a hipdtese de que
quanto mais precoce a intervencao terapéutica, maior a probabilidade de mudangas no perfil de
resposta de células T, através de individuos ndo atdpicos. Von Mutius e colaboradores realizaram
um estudo onde avaliaram a exposi¢do a endotoxina em criangas da Alemanha e concluiram que
a exposicao a endotoxina e outros componentes da parede bacteriana ¢ um determinante protetor
importante para o desenvolvimento de doencas atopicas na infincia.”* Em outro estudo, os

.. ~ .. . . 25
autores sugerem que a administragdo precoce de LPS inibe o desenvolvimento de alergia.
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O lisado bacteriano OM-85 foi estudado como um estimulante da resposta imune porém
seus efeitos sobre a inibicdo da resposta alérgica ndo sdo conhecidos e seus mecanismos no
sistem imune ainda ndo totalmente entendidos. Holt e colaboradores demonstraram que a
administragdo do OM-85 em ratos antes do periodo de desmame amplifica seletivamente a
fungio celular Thl, e assim parece acelerar a maturagio da competéncia imune adaptativa.’
Mauél acredita que o OM-85 ¢ capaz de estimular os componentes celulares e humorais da
resposta imune promovendo a atividade de mecanismos de protegdo desta resposta.”® O estudo de
Holt e colaboradores serve como base tedrica para justificar a realizacdo de pesquisas em doengas

alérgicas, como o presente estudo.

Em nosso estudo ndo foi mensurada a sensibiliza¢do por IgE especifica a OVA e, apesar
do resultado negativo, nao foi possivel inferir se estes resultados estao ligados a falta de inibicao
a sensibilizagcdo alérgica a OVA, porém, na opinido dos autores, a interpretacdo final dos

resultados ndo ¢ alterada por este fator.

Concluindo, apesar do resultado negativo do presente estudo, e baseado nas consistentes
evidéncias da literatura da relagdo inversa entre exposi¢ao a bactérias e desenvolvimento de
alergia, os autores sugerem que novos estudos devem ser realizados utilizando doses mais
elevadas e outras formas de administracao (intranasal ou inalado) de lisado bacteriano, enfocando

na exposicao precoce intrauterina ou neonatal.
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RESUMO

Introducio: Pesquisas sobre novas terapias em asma deveriam ter como alvo a mudanca
na resposta imune antes da expressdo da doenga, com farmacos ou substincias capazes de
modificar os fenotipos das células T no inicio da vida. O melhor momento para intervengodes
terapéuticas em asma, com este objetivo, ainda ndo esté claro e estabelecido.

Objetivos: analisar o efeito da exposicdo de extrato parasitario de Angiostrongylus
cantonensis em diferentes momentos do modelo murino de resposta pulmonar alérgica a
ovalbumina.

Métodos: Extrato de Angiostrongylus cantonensis foi injetado por via intraperitoneal (i.p)
em camundongos BALB/c adultos, em 3 diferentes momentos do protocolo de resposta pulmonar
alérgica a ovalbumina (OVA): 3 semanas antes (intervengdo precoce; periodo neonatal), 1
semana antes (pré-sensibilizacdo), ¢ 3 semanas depois do inicio do protocolo de OVA (pos-
sensibilizagdo). Foram mensuradas a contagem total e diferencial de células no lavado
broncoalveolar (LBA), os niveis de peroxidase eosinofilica (EPO) e alteracdes histologicas no
tecido pulmonar.

Resultados: No grupo com intervengdo neonatal houve redugdo significativa da
contagem total de células (p=0,01), de neutrdfilos (p=0,015) e linfécitos (p=0,01) no LBA e de
EPO no tecido pulmonar (p=0,008). A analise histologica demonstrou uma reducao do infiltrado
pulmonar eosinofilico peribronquico e perivascular mais acentuada no grupo com intervencao
precoce.

Conclusdes: O periodo neonatal foi o0 momento onde o extrato parasitario foi mais eficaz
em inibir a resposta pulmonar alérgica em camundongos. O melhor momento para testar novas
terapias imunomoduladoras em asma de origem atOpica parece ser os primeiros meses de vida.

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

Introduction: Studies on novel therapies for atopic asthma should focus on modulating
the immune response before diseases expression, with drugs or products capable of modifying T-
cell phenotypes in early life. The best moment for therapeutical interventions with this objective
is not clear and well established.

Aims: To analyze the effect of exposition to Angiostrongylus cantonensis extract in
different moments on a murine model of allergic pulmonary response to ovalbumin.

Methods: Angiostrongylus cantonensis extract was injected intraperitoneally in adult
BALB/c mice, in 3 different moments of ovalbumin (OVA) protocol: 3 weeks prior (early
intervention; neonatal period), 1 week prior (pre-sensitization) and 3 weeks after OVA protocol
(post-sensitization). Total and differential cell counts were measured in bronchoalveolar lavage
(BAL). Eosinophil peroxidase (EPO) and histological analisys from lung tissue were perfomed.

Results: In the early intervention group, total cell counts (p=0.01), neutrophils (p=0.015),
lymphocytes (p=0.01) from BAL and EPO (p=0.008) in lung tissue were reduced, when
compared to the control group. Histological analysis showed a marked reduction in eosinophil
infiltration in the airways of animals with early intervention.

Conclusions: Neonatal period was the moment when parasite extract was more
efficacious to inhibit eosinophilic pulmonary inflammation in mice. The first months of life seem
to be the best period to test novel immunomodulatory therapies in atopic asthma.

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

A asma de origem atdpica ¢ a doenca inflamatoria cronica mais comum na infancia,
resultando em elevada morbidade e importante impacto economico para familias e sistemas de
satide em todo o mundo.'™ O glicocorticéide é o medicamento antiinflamatério de escolha mais
eficaz no manejo da asma persistente. No entanto, sua eficicia restringe-se ao periodo apds
estabelecimento da doenga clinica. Além disto, este farmaco ndo ¢ isento de efeitos colaterais e
parece ndo prevenir a perda de fungdo pulmonar progressiva de muitos pacientes.* A
necessidade de se encontrar um tratamento preventivo para asma que possa ser iniciado antes da
sensibilizagdo alérgica e expressao da asma, evitando o processo de inflamacdo cronica das vias

aéreas inferiores, tem motivado pesquisas em todo o mundo.

Independentemente do farmaco ou substancia utilizada e do seu mecanismo de regulagao
do sistema imune, o momento de exposicdo do individuo a esta intervengdo parece ser
determinante para impedir a expressdo de um fendtipo atopico. Alguns pesquisadores tem
preconizado que um periodo critico no desenvolvimento da resposta imune alérgica, no qual se
pode modificar uma predisposi¢@o atopica do sistema imune geneticamente herdada, ¢ o melhor
momento para pesquisas de prevengdo primaria com novas terapias para asma.” '’ Este momento
provavelmente corresponderia ao periodo intra-uterino e primeiros meses de vida, caracterizado
ainda por uma imaturidade do sistema imune, particularmente em relacao a resposta de células
T.!%'* Apos a completa maturidade do sistema imune, a maioria das terapias imunoreguladoras
n3o modificariam fendtipos ja estabelecidos.'® Desta forma, estudos que determinem de forma
mais especifica o melhor momento para intervencdes de novas terapias para asma que

modifiquem a resposta imune sdo necessarios.
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Estudos epidemioldgicos demonstraram a existéncia de uma relagdo inversa entre asma e

15-18 1~
Diversos estudos

parasitose, abrindo linhas de pesquisa emergentes nos ultimos anos.
experimentais indicam que helmintos (infec¢do ou proteinas presentes nos parasitas) interferem
no desenvolvimento de atopia e asma.’?'**Foram identificadas também proteinas ou extratos de
diferentes parasitas (Ascaris suum, Nippostrongylus brasiliensis, Schistosoma mansoni,
angiostrongylus costaricensis e outros) que podem representar potenciais futuras terapias para
asma.”'*2>272932 produtos parasitarios tem sido utilizados para estudar a inibigdo da resposta

imune no desenvolvimento de atopia e asma.” %"

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

cantonensis em um modelo murino.
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METODOS

Animais

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

s foie 21,22
da resposta pulmonar alérgica em estudos prévios.”

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

Grupos Nimero de animais
(n=34)
Controle com OVA =8
Neonatal n=10
Pré-sensibilizagao n=7
Pos-sensibilizagao n=9

Os animais foram criados sob condigdes de biotério convencional no Instituto de
Pesquisas Biomédicas da PUCRS (IPB-PUCRS). Antes e durante a fase experimental, os animais
foram alimentados com rag¢do padrdo balanceada para roedores, receberam agua ad libitum e
foram mantidos em gaiolas, devidamente identificadas, sob fotoperiodos de 12 horas claro e 12

horas escuro (06:00/18:00).
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Preparo do extrato parasitdario

O parasita escolhido para a realizacao deste estudo foi 0 A. cantonensis. Os vermes foram
congelados em nitrogénio liquido, macerados e ressuspendidos em solugdo isotonica tamponada,
com posterior adicao de inibidores de proteinase. A concentragdo total de proteinas do extrato foi
determinada pelo método de Bradford **, sendo utilizada uma concentragio de 200mg/ml de

extrato.

Administracdo do extrato parasitario

O extrato foi administrado via intraperitoneal na dose de 200 pl. O momento de
administragdo foi diferente nos 3 grupos, conforme demonstrado no protocolo a seguir. O grupo

controle ndo recebeu extrato, sendo apenas submetido ao protocolo de ovalbumina (OVA).

Protocolo de resposta pulmonar alérgica com ovalbumina

Os animais foram sensibilizados com OVA (grau V, Sigma, USA) intraperitoneal (dose:
100pg, com100pg de Alum), em um intervalo de 14 dias, por 2 vezes. A realizagdo da instilagao
pulmonar de solu¢cdo com OVA foi realizada 11 dias apds, durante 3 dias seguidos. Esta solucao
de OVA (100pg) ¢ preparada em 50 pl de solucdo salina a 0,9%. Para facilitar a aspiracao
pulmonar, os camundongos foram anestesiados com halotano por via inalatéria e a OVA foi
administrada por via intranasal. O protocolo ¢ os momentos de intervengdo com extrato

parasitario sao ilustrados na Figura 1.
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Figura 1- Protocolo de OVA utilizado no estudo. As intervengdes com exposi¢do ao extrato parasitdrio foram
realizadas nos dias -21, -7 ¢ 21. OV A: ovalbumina, i.p.: intraperitoneal, i.n.: intranasal.

Lavado broncoalveolar (LBA)

O LBA foi realizado através da canulagdo da traquéia com agulha de ponta romba, apos
anestesia com xilazina (100mg/ml):cetamina (100mg/ml), propor¢do de 1:9 na solucao (dose: 0,1
ml), por via intraperitoneal (i.p.). Foi injetado e aspirado 1 mL de PBS, por 3 vezes. Apos o
procedimento, os animais foram sacrificados com doses letais destes farmacos (dose: 0,3 ml, i.p.)

e descartados de acordo com as normas da institui¢ao.

Contagem total de células e exame citologico diferencial do LBA

A amostra de LBA foi pesada e centrifugada (420g, por 2 minutos). O precipitado foi
suspenso com 1 mL de solugdo salina tamponada (PBS). Foi realizada a contagem total de

células (CTC) e o calculo da viabilidade celular nesta suspensdo, em todas as amostras, através
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do método de exclusdo com azul de tripan em cadmara de Neubauer (Boeco, Germany). Para a
analise da citologia diferencial, a suspensdo do precipitado foi colocada em citocentrifuga (30g,
por 5 minutos). As células foram analisadas de acordo com sua morfologia, apds coloragdo com
May-Griinwald-Giemsa. Os tipos celulares observados ao microscopio Optico sdo expressos em

percentagem, apds a contagem de 200 células.

Ensaio de peroxidase eosinofilica (EPO)

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

. . . 34
peroxidases que possam estar presentes no tecido analisado.

Fragmentos do tecido pulmonar foram congelados e descongelados 3 vezes em nitrogénio
liquido. Apds a centrifugagdo a 4C°, por 10 minutos, foram realizadas 5 dilui¢des seriadas do
sobrenadante em placas de 96 pocos (50ul por pogo). Em seguida, foi adicionado 100ul de
substrato (1,5mM de OPD e 6,6 mM de H,0, diluidos em 0,05M de tampao Tris-HCI, PH 8,0).
Apo6s 30 minutos, a temperatura ambiente, a reagao foi interrompida com solugao de 1M de acido

sulfurico e a absorbancia das amostras foi determinada a 492nm.



61

Analise histopatologica

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

histolégica no microscopio Optico, por patologista experiente.

Ltica

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

durante os procedimentos do estudo e eutanasia. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa da PUCRS. ™

Andlise estatistica

As alteragdes celulares foram comparadas entre os grupos através do teste ANOVA, com
analise post-hoc por Dunnet. O nivel de significancia determinado ¢ de 0,05. O tamanho da
amostra calculado foi de 10 animais por grupo, em um total de 40 animais. O calculo do tamanho
amostral foi realizado baseado em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, utilizando como
desfecho principal a contagem absoluta de eosin6filos no LBA, para uma média de 0,7 x 10°
céls/ml, desvio padrao de + 0,34, valor de p=0,05, poder de 80% e diferenca entre as médias dos

grupos estimada em 50%.
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RESULTADOS

Foi avaliada a capacidade do extrato de 4. cantonensis em inibir a resposta pulmonar
alérgica em camundongos BALB/c, em trés diferentes momentos do protocolo de sensibilizagao

a OVA, utilizando desfechos de inflamagdo alérgica no pulmao.

Os animais toleraram sem complicagdes a administracdo do extrato parasitario, nos
diferentes grupos estudados, incluindo o periodo neonatal. A média de retorno do volume do
LBA foi de 0,6 ml (DP:0,15) e a viabilidade celular média foi de 100%. A porcentagem média
de eosindfilos no LBA do grupo controle foi de 48,2% (DP: 7,4), refletindo o niimero de
eosinodfilos esperados neste tipo de modelo experimental. Desta forma, o volume de retorno, a
viabilidade celular, ¢ o niumero de eosinofilos no grupo controle compreendem os valores

esperados em um controle positivo deste modelo.

A contagem total de células no LBA foi menor no grupo com intervencdo precoce
(p=0,01), o mesmo ocorrendo com o niamero de linfocitos (p=0,01), e neutrofilos (p=0,01). Em
relacdo ao numero de eosindfilos, o grupo com intervencao precoce demonstrou uma reducgao de
células com valor de p muito proximo do nivel de significancia (p=0,055) (Figura 2). A andlise
dos niveis de EPO no tecido pulmonar demonstraram a existéncia de inibi¢do da atividade dos
eosinofilos nos grupos de intervencao precoce e pré-sensibilizagao (p=0,008) (Figura 3). O grupo
com intervencao pos-sensibilizacdo ndo apresentou nenhuma redugdo significativa da resposta

pulmonar alérgica, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 2 - Comparag¢éo da contagem total de células (total cell counts: TCC) e da contagem diferencial de células no
lavado broncoalveolar entre os grupos estudados. Foi utilizado o teste ANOVA, com post-hoc de Dunett.
* p=0,01. Na contagem de eosinofilos, o nivel de significancia foi marginal (p=0,055). Os grupos
estudados foram: Neonatal, Pre: pré-sensibilizacdo, Post: pos-sensibilizagdo e Control: controle.



64

450
400
350
300
250

200

150 —O— Control
—— Post
—&— Pre

—0— Early

Absorbance

100

50

[T [T T[T T[T T[T [T T[T T [TITT[TTTT]

1/2 1/4 1/8 116

-

Dilutions

Figura 3 - Analise do ensaio de atividade da peroxidase eosinofilica (EPO) em tecido pulmonar, entre os grupos
estudados. p=0,008.

A analise histologica dos pulmdes demonstraram que os animais dos grupos com
exposi¢do neonatal e pré-sensibilizacdo apresentaram histologia praticamente normal, com
discreto infiltrado inflamatorio no grupo pré-sensibilizacdo (Figuras 4 e 5, respectivamente),
quando comparados com os grupos poés-sensibilizacdo e controle (Figura 6-A e 6-B). Nestes
ultimos dois grupos, pode se observar intenso infiltrado inflamatorio linfocitario e
polimorfonuclear, com notavel participagdo de eosindfilos, predominando macicamente em
regides peribronquicas e perivasculares, nos animais estudados. Nestes grupos foi observada

também maior congestdo vascular e infiltrado mononuclear e macrofigico nas paredes alveolares.
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Figura 4 - Pulmao de animal do grupo com exposi¢do neonatal, apresentando bronquios com paredes de espessura
normal e vasos com agregados linféides perivasculares de distribuicdo normal a direita e espago alveolar permeavel e
aerado. (HE, 50X).
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Figura 5 - Pulméo de animal do grupo com exposi¢ao pré-sensibilizagdo, observando-se bronquios com paredes de
espessura normal, vasos com agregados linféides perivasculares muito discretos e espagos alveolares permedaveis e
aerados. O aspecto histologico desse grupo parece exibir infiltrado inflamatério de intensidade discretamente
aumentada quando comparado ao grupo de exposi¢do neonatal (HE, 50X).
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Figura 6 - Pulmao de animal do grupo com intervengdo poés-sensibilizacdo (A) e grupo controle (B). O aspecto
histoldgico mostra intenso infiltrado inflamatério peribronquico e perivascular, com infiltrado predominantemente
linfocitario e polimorfonuclear, sendo caracteristico de intensa resposta pulmonar alérgica (HE, 50X).
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DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos que a exposicdo de camundongos BALB/c ao extrato bruto
de A. cantonensis no periodo neonatal inibe de forma significativa a resposta pulmonar
eosinofilica induzida por OVA. O grupo com intervencdo neonatal apresentou redugdo da
resposta inflamatdria pulmonar (redugdo da contagem total de células, neutréfilos e linfocitos), e
da atividade e presenga de eosindfilos no pulmao (redugdo dos niveis de EPO e do infiltrado
polimorfonuclear peribronquico e perivascular), quando comparado ao grupo controle. Este
resultado sugere que o momento de intervengdo no periodo neonatal deve ser o mais eficaz em

relacdo a inibi¢do da resposta pulmonar alérgica neste estudo.

Analisando os resultados do grupo com intervencao pds-sensibilizacdo (semelhante ao
grupo controle), verificamos que ap6s a sensibilizacdo com o alérgeno, o uso de substancias
imunomoduladoras, como o extrato parasitario, nao resulta na inibicdo da resposta alérgica. O
grupo exposto ao extrato parasitario pré-sensibilizagdo apresentou somente redugdo nos niveis de
EPO e no infiltrado inflamatoério em tecido pulmonar, quando comparados ao grupo controle.
Estes resultados confirmam a hipotese dos autores de que a inibicdo ¢ mais significativa em
exposigdes muito precoces, sugerindo que, em individuos com predisposi¢do atdpica, o uso
precoce de substancias imunomoduladoras poderia inibir a resposta alérgica Th2, antes mesmo
do individuo entrar em contato com alérgenos ambientais. Assim, do ponto de vista clinico,
podemos conjeturar que o uso de qualquer farmaco ou produto imunomodulador, apds o
estabelecimento da doenga clinica atdpica, ndo deve alterar o desenvolvimento da “marcha”
atopica.

Diversos estudos tem demonstrado que a exposi¢ao a parasitas inibe a resposta pulmonar

23-32

alérgica, incluindo estimulos de resposta linfocitaria reguladora. Esses resultados vem ao
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encontro do efeito inibidor da resposta alérgica desencadeada pelo extrato parasitario utilizado no
presente estudo. No entanto, somente Wohlleben e colaboradores demonstraram que, em relacao
a diferentes momentos da exposicdo, a infeccdo por Nippostrongylus brasiliensis em
camundongos inibiu com mais intensidade a resposta pulmonar alérgica, quando os animais eram
infectados 4 semanas antes do desafio intranasal com OVA.” Segundo os autores, animais
infectados mais precocemente (8 semanas antes do desafio com OVA) apresentaram inibigdo
menos intensa. Nossos resultados diferem deste estudo, uma vez que nossa exposicado mais
precoce ao extrato parasitdrio apresentou a resposta inibitdria mais robusta. O nosso achado
parece ser mais concordante com as hipdteses levantadas de desenvolvimento da resposta imune

alérgica no inicio da vida, particularmente em relagdo a diferenciagdo das células T.

Em relacdo ao desenvolvimento da resposta imune da asma atopica, os linfocitos Th2 sdo
programados para produzir citocinas especificas (IL-4, IL-5, IL-13, etc.) que sustentam a
inflamag¢do aguda e persistente nos bronquios de criangas com asma (produgdo de IgE,
recrutamento/ativagao de eosinofilos e broncoconstricao). Foi demonstrado que a diferenciagao
das células T para células Th2 ocorre inicialmente in utero, provavelmente devido a inibi¢ao da
resposta Th1, com produgdo de IFN-y, que é toxico para a placenta.’®*’ Apds o nascimento, este
tipo de resposta linfocitaria Th2 ¢ reduzida em individuos nao atopicos, provavelmente ativada
por antigenos ambientais, desviando-se para uma diferenciacdo de linfocitos Th1.*® Com isto,
acredita-se que o inicio da vida deve ser determinante na diferenciagdo fenotipica de linfocitos T,
células estas orquestradoras da resposta imune, desenvolvendo wuma caracteristica

predominantemente alérgica, naqueles individuos geneticamente predispostos.

Outros estudos tem reforgado nossa hipotese de que quanto mais precoce as intervengdes

terapéuticas, maior a probabilidade de mudangas no perfil de resposta imune de células T, através
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de estimulos ndo atdpicos. Lima e colaboradores avaliaram a importancia do momento de
exposicao a interferon-y (IFN-y) exdgeno no desenvolvimento da resposta alérgica em modelo
murino, incluindo grupos com exposicdo ante-natal e durante amamentacdo. Apds todos os
animais serem submetidos ao protocolo de sensibilizagdo a OVA na idade adulta, os resultados
com maior inibi¢cdo da resposta alérgica foram daqueles animais que receberam IFN-y no periodo
pré-natal, quando comparados a intervencao pds-natal (amamentacao). Gerhold e colaboradores
também analisaram o efeito do momento da exposi¢ao a endotoxina em modelo experimental de
asma. Neste estudo, os autores demonstraram que a exposi¢ao pré-natal (camundongos BALB/c
fémeas gravidas expostas a LPS inalatorio) combinada com exposicdo pos-natal, antes da
sensibilizagdo com OVA, inibia a resposta Th2 dos animais expostos.” Fusaro e colaboradores
realizaram também um estudo em que avaliaram a exposi¢cdo a OVA em camundongos fémeas
antes mesmo da fecundacao, e também durante a gestacdo. Foi observada passagem de anticorpos
especificos para OVA através do liquido amnidtico, da circulagdo placentaria e do leite materno,
ocorrendo inibi¢ao da resposta de IgE a OVA na prole, principalmente se a exposi¢do ocorria
precocemente na gestagio.*’ Por fim, Tulic e colaboradores realizaram um estudo com modelo
murino, verificando que a resposta de supressao da resposta alérgica ocorreu somente no grupo
que foi exposto a endotoxina antes da sensibilizacdo com OVA. No grupo que ja havia sido
sensibilizado, a endotoxina aumentava a resposta alérgica.*’ Com este estudo, parece entdo que
apos ter ocorrido uma resposta Th2 induzida pelo antigeno, a endotoxina (e provavelmente outras
substancias com potencial imunomodulador, como os extratos parasitarios), além de nao
suprimirem mais a resposta Th2, podem até mesmo ocasionar uma exacerbagdo da mesma. Desta
forma, um mesmo fator pode ser protetor ou desencadeante de sintomas alérgicos, dependendo

do momento da exposi¢do. Assim, todos estes estudos demonstram que o momento que o sistema
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imune ¢ exposto a fatores imunomoduladores parece ser essencial na determinagdo da expressao

de doencas alérgicas.

Do ponto de vista translacional, parece importante determinar, particularmente através da
resposta linfocitaria, quando € possivel intervir na evolucao de um fendtipo alérgico. A partir dos
nossos resultados e dos estudos prévios apresentados, pode-se inferir que 0 momento crucial para
se evitar a expressdo clinica de doengas alérgicas parece ser o periodo neonatal, ou mesmo
antenatal. Estas evidéncias reforcam a necessidade de se modificar o rumo das pesquisas de
novas terapias em asma, concentrando esfor¢os em farmacos ou bioprodutos que possam
modificar precocemente a resposta imune celular, principalmente aquelas ligadas as células T.
Alguns autores falam em “periodo critico do desenvolvimento™ e “janela de oportunidade™'%!742

como fator determinante para se alcangar uma modulagao efetiva do sistema imune a ponto de se

alterar um fenoétipo atopico.

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

modulacdo da resposta imune (estimulos T reguladores ou Thl).

Apesar das limitagdes inerentes aos estudos experimentais, podemos transferir algumas
informagdes relevantes do nosso estudo para a asma em humanos. Intervengdes terapéuticas com
caracteristicas imunomoduladoras nao parecem ser eficazes apds a sensibilizagdo ao alérgeno.

Além disto, podemos imaginar que, em um futuro proximo, ao isolarmos proteinas
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imunomoduladoras que possam ser utilizadas com seguranca em pacientes, estas proteinas
provavelmente devam ser utilizadas o mais precocemente possivel, durante a gestacdo ou nos
primeiros meses de vida, em criangas com alto risco de doencas alérgicas. Apos a sensibilizacao
da crianga a alérgenos ambientais, o uso de substancias imunomoduladoras talvez ndo altere mais
o fendtipo atdpico. No entanto, uma limitagdo que nosso estudo apresenta ¢ a auséncia de
mensuragdo de sensibilizacdo a OVA (IgE especifica a OVA). Com esta limita¢do, ndo podemos
inferir que nossas intervengdes inibem a sensibilizagdo alérgica a OVA, mas somente a resposta
pulmonar eosinofilica a este alérgeno, o que, na opinido dos autores, ndo modifica a interpretagao

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

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

uma realidade mundial.



73

REFERENCIAS

1.

von Mutius E. The burden of childhood asthma. Arch Dis Child 2000; 82 (Suppl
11):82-5.

Fischer GB, Camargos PAM, and Mocelin HT. The burden of asthma in children:
a Latin American perspective. Pediatr Respir Rev 2005; 6: 8-13.

Cooper PJ, Rodrigues LC, Cruz AA, and Barreto ML. Asthma in Latin América: a
public health challenge and research opportunity. Allergy 2009; 64:5-17.

Guilbert TW, Morgan WJ, Zeiger RS, ef al. Long-term inhaled corticosteroids in
preschool children at high risk for asthma. N Engl J Med 2006; 354:1985-97.
Bisgaard H, Hermansen MN, Loland L, et al. Intermittent inhaled corticosteroids
in infants with episodic wheezing. N Engl J Med 2006; 354:1998-2005

Murray CS, Woodcock A, Langley SJ, et al. Secondary prevention of asthma by
the use of Inhaled Fluticasone propionate in Wheezy Infants (IFWIN): double-
blind, randomized, controlled study. Lancet 2006; 368:754-62.

Wohlleben G and Erb KJ. Immune stimulatory strategies for the prevention and
treatment of asthma. Curr Pharm Des 2006; (vol 12), Ny 25: 3281-92.

van Riet E, Hartgers FC, and Yazdanbakhsh M. Chronic helminth infections
induce immunomodulation: consequences and mechanisms. Immunobiol
2007;212: 475-90.

Erb KJ. Can helminths or helminth-derived products be used in humans to prevent

or treat allergic diseases? Trends Immunol 2008; (vol 30) Ny 2: 75-82.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

74

Cooper PJ, Barreto ML, and Rodrigues LC. Human allergy and geohelminth
infections: a review of the literature and a proposed conceptual model to guide the
investigation of possible causal associations. Br Med Bull 2006; 79:203-18.

Correa JMM and Zuliani A. Imunidade relacionada a resposta alérgica no inicio da
vida. J Pediatr 2001; 77(6):441-6.

Prescott SL, Macaubas C, Smallacombe T, et al. Development of allergen-specific
T-cell memory in atopic and normal children. Lancet 1999; 353:196-200.

Holt PG and Jones CA. The development of the immune system during pregnancy
and early life. Allergy 2000; 55:688-97.

Prescott SL. Early origin of allergic disease: a review of process and influences
during early immune development. Curr Opin Allergy Clin Immunol 2003; 3:125-
32.

Leonardi-Bee J, Pritchard D, Britton J, and the Parasites in Asthma Collaboration.
Asthma and current intestinal parasite infection. Am J Respir Crit Care Med; 174:
514-23.

Cooper PJ. Intestinal worms and human allergy. Parasite Immunol 2004; (vol 26),
No 11/12:455-67.

Flohr C, Quinnell RJ and Britton J. Do helminth parasites protect against atopy
and allergic disease? Clin Exp Allergy 2008; 39: 20-32.

Cooper PJ. Interactions between helminth parasites and allergy. Curr Opin Allergy
Clin Immunol 2009; 9 (1):29-37.

Carvalho EM, Bastos LS, and Araujo MI. Worms and allergy. Parasite Immunol

2006; vol 28(10): 525-34.



20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

75

Garn H and Renz H. Epidemiological and immunological evidence for the hygiene
hypothesis. Immunobiol 2007; 212:441-52.

Pinto LA, Dias AC, Rymer B, ef al. Effect of Angiostrongylus costaricensis
extract on eosinophilic pulmonary response in BALB/c mice. Parasitol Res 2006;
vol. 98: 295-8.

Pinto LA, Pitrez PMC, Fontoura GR, et al. Infection of BALB/c mice with
Angiostrongylus costaricensis decrease pulmonary inflammatory response to
ovalbumin. Parasite Immunol 2004; (vol 26) 3:151-5.

Kitagaki K, Businga TR, Racila D, et al. Intestinal helminths protect in a murine
model of asthma. J Immunol. 2006; 177: 1628-35.

Negrao-Correa D, Silveira MR, Borges CM, et al. Changes in pulmonary function
and parasite burden in rats infected with Strongyloides venezuelensis concomitant
with induction of allergic airway inflammation. Infect Immun 2003; 71(7):2607-
14.

Wohlleben G, Trujilo C, Muler J, et al. Helminth infection modulates the
development of allergen-induced airway inflammation. Int Immunol
2004;16(4):585-96.

Niamh EM, van Roojrmn N, McKenzie ANJ, and Falon PG. Helminth-modified
pulmonary immune response protects mice from allergen-induced airway
hiperresponsiveness. J Immunol 2006; 176:138-47.

Trujillo-Vargas CM, Werner-Kein M, Wohlleben F, et al. Helminth-derived
products inhibit the development of allergic response in mice. Am J Respir Crit

Care Med 2007; vol 175:336:44.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

3s.

36.

76

Wang CC, Nolan TJ, Schad GA, and Abraham D. Infection of mice with the
helminth Strongiloides stercoralis suppresses pulmonary allergic responses to
ovalbumin. Clin Exp Allergy 2001;31(30):495-503.

Itami DM, Oshiro TM, Aratjo CA, et al .Modulation of murine experimental
asthma by Ascaris suum components. Clin Exp Allergy 2005; 35:873-9.

van der Kleij D, Latz E, Brouwers JF, et al. A novel host-parasite lipid cross-talk.
Schistosomal Lyso-Phosphatidylserine activates Toll-like receptor 2 and affects
immune polarization. J Biol Chem 2002; 277:48122-29.

Faquim-Mauro EL and Macedo MS. The immunosupressive activity of Ascaris
suum is due to high molecular weigth components. Clin Exp Immunol 1998;
114:245-51.

Lima C, Perini A, Garcia A, et al. Eosinophilic inflammation and airway hyper-
responsiveness are profoundly inhibited by a helminth (Ascaris suum) extract in a
murine model of asthma Clin Exp Allergy 2002; 32(11):1659-66.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem
1976; 72:248-54.

Strath M, Warren DJ, and Sanderson CJ. Detection of eosinophils using an
eosinophil peroxidase assay. Its use as an assay for eosinophil differentiation
factors. J Immunol Methods 1985; 83:209-15.

Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal. Principios éticos e praticos do uso
de animais de experimentagdo. UNIFESP, 1 ed., 167 paginas, 2004.

Holt PG, Macaubas C, Stumbles PA, and Sly PD. The role of allergy in the

development of asthma. Nature 1999; (vol 402): supp25:12-17.



37.

38.

39.

40.

41.

42.

71

Wegmann TG, Lin H, Guilbert L et al. Bidirectional cytokine interactions in the
maternal-fetal relationship: is successful pregnancy a Th2 phenomenon? Immunol
Today 1993; 14:353-6.

Prescott SL, Macaubas C, Holt BJ, et al. Transplacental priming of the human
immune system to environmental allergens: universal skewing of initial T cell
responses toward the Th2 cytokine profile. J Immunol 1998; 160:4730-37.
Gerhold K, Avagyan A, Seib C, et al .Prenatal initiations of endotoxin airway
exposure prevents subsequent allergen-induced sensitization and airway
inflammation in mice. J Allergy Clin Immnol 2006; 118:666-73.

Fusaro AE, Brito CA, Victor JR, et al. Maternal-fetal interaction: preconception
imunization in mice prevents neonatal sensitization induced by allergen exposure
during pregnancy and breastfeeding. Immunol 2007;122:107-15.

Tulic M, Wale JL, Holt PG, and Sly PD. Modification of the inflammatory
response to allergen challenge after exposure to bacterial lipopolysaccharide. Am J
Respir Cell Mol Biol 2000; 22:604-12.

Holt PG, and Sly PD. Prevention of allergic respiratory disease in infants: current
aspects and future perspectives. Curr Opin Allergy Clinn Immunol 2007; 7:547-

55.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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