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RESUMO

Alteragdes funcionais pulmonares e sintomas pulmonares tém sido descrito em
pacientes infectados por helmintos com ciclo pulmonar. Previamente foi
demonstrado que a infecgdo com nematddeo Strongyloides venezuelensis induz
um significante aumento na hiperreatividade brénquica em ratos infectados. O
objetivo do presente estudo foi testar a hipétese que a broncodilatagdo durante a
fase de migracdo da larva pelo pulméao favorece o ciclo parasitario e o numero
de vermes que alcanca o intestino. Para este propodsito, ratos infectados com S.
venezuelensis foram tratados com salbutamol durante as primeiras 48 horas
apos a infecgdo. A dose de salbutamol utilizada (0.25 mg/mL por 10 min a cada
4 horas) preveniu mudangas na fungdo pulmonar durante a migragao
parasitaria. Isto foi acompanhado por um aumento de parasitos nos pulmoes e
intestino. Em seguida investigamos os mecanismos da hiperreatividade
brébnquica e observamos que IL-13 ndo é essencial para essa alteracéo
funcional pulmonar, mas € importante para producdo de ovos no intestino. Por
outro lado, as fibras nervosas sensoriais sensiveis a capsaicina mostram
relevante papel na hiperreatividade brénquica independente da inflamagéo

pulmonar.

Palavras Chaves: S. venezuelensis, hiperreatividade brénquica, infeccéo,

capsaicina, fibras C, inflamagao neurogénica e IL-13



ABSTRACT

Alterations in lung function and pulmonary symptoms have been described in
patients infected with helminthes with a lung cycle. We have previously shown
that infection with the nematode Strongyloides venezuelensis induced a
significant increase in airway hyperreactivity in infected rats. The aim of the
present study was to test the hypothesis that bronchodilation during the lung
phase of parasite migration would favor completion of the life cycle and infection
indices. For this purpose, Strongyloides venezuelensis infected rats were treated
with salbutamol during the first 48 h after the nematode infection. At the dose
used (0.25 mg/mL for 10 min every 4 h), treatment with salbutamol prevented
changes in lung function during the parasite migration. This was accompanied by
a significant increase in parasite burden, as assessed in the lung and the small
intestine. We also investigated the mechanisms of airway hyperresponsiveness
and observed that IL-13 does not have effect on this lung alteration. On the other
hand, sensory C fibers have an important role in the airway hyperresponsiveness

independent of lung inflammation.

Keywords: Strongyloides venezuelensis; Airway responsiveness; inflammation;

infection, capsaicin, C Fibers, neurogenic inflammation and IL-13
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1) Parasito: Strongyloides venezuelensis e Strongyloides stercolaris.

O Strongyloides venezuelensis € um parasito com ciclo pulmonar, natural
de ratos (Takamure, 1995). A infecgdo experimental por S. venezuelensis tem
sido uma ferramenta importante para o estudo da estrongiloidiase humana e
também para a compreensio da relacado parasito/hospedeiro. Os nematddeos
do género Strongyloides pertencem a classe Rabditea, ordem Rhabditida e
familia Strongyloididae. O S. venezuelensis nao afeta o homem; no entanto, o
S.stercoralis € o principal causador da estrongiloidiase humana, afetando de 30
a 100 milhdes de pessoas em 70 paises no mundo (GENTA, 1989; SIDDIQUI &
BERK, 2001; BOULWARE ET AL., 2007).

O desenvolvimento do S. stercolaris e S. venezuelensis ocorre no
ambiente (ciclo de vida livre) e no hospedeiro (ciclo de vida parasitaria). A fase
parasitaria inicia-se com a penetracdo das larvas filaridides (L3) através da
mucosa e da pele, e chegam ao intestino delgado onde atingem a maturidade. O
parasito é eliminado através das fezes do hospedeiro na forma de ovos e/ou
larvas rabditéides. Essa via de infecgéo € similar a varios parasitos que infectam
o homem tais como Ancylostoma duodenale e Necator americanus.
As infecgdes crénicas por S. stercoralis ndo apresentam sintomas. Porém, em
muitos casos, podem ocorrer manifestacdes cutaneas, gastrintestinais e
sintomas pulmonares (Genta, 1989). Os sintomas pulmonares muitas vezes nao
sdo especificos, mas podem incluir hemoptise alveolar, hiperreatividade
brénquica (HRB) e dispnéia. O diagnostico da estrongiloidiase é dificil na fase

pulmonar e, na maioria das vezes, é erroneamente tratado com altas doses de



corticoide, o que piora o processo da infecgdo (Boulware et al., 2007; Smith et

al., 1985; Woodring et al., 1994; Woodring et al., 1996).

2) Definigao e avaliagao da hiperreatividade bronquica

A hiperreatividade brénquica (HRB) é um excessivo estreitamento do
[lumen das vias aéreas causado por algum estimulo que ocasionaria pouco ou
nenhum efeito em individuos normais (Black & Johnson, 1996; Nadel & Busse,
1998; Woolcock et al., 1984). O estimulo usado para mensurar HRB pode ser
diferenciado em direto e indireto. O estimulo direto (acetilcolina, metacolina,
histamina) atua diretamente nos receptores da musculatura das vias aéreas
(muscarinicos e receptores Hq respectivamente). Os indiretos atuam através de
mais de uma via de liberacdo de células inflamatdrias (mastécitos, etc.) e
incluem os estimulos fisicos (exercicio, ar frio, hiperventilagdo) e certos
estimulos quimicos, como por exemplo, manitol.

As técnicas para estudo da hiperreatividade brénquica diferem-se em
invasivas e ndo invasivas (lrvin & Bates, 2003). Os meétodos invasivos sao
usados em situagdes em que se necessita estudar a fungdo pulmonar do animal
apenas uma vez, pois € uma técnica terminal. Os métodos invasivos requerem
que os animais sejam anestesiados cuidadosamente para prevenir esforgos
ventilatérios, um fator que pode complicar a interpretacdo da HRB. Dentre as
desvantagens dessa técnica incluem-se o uso de anestésicos e de instrumentos
invasivos para vias aéreas. Por outro lado, técnicas n&o invasivas podem ser

realizadas mais de uma vez no mesmo animal, sem anestesia ou cirurgia. Um



exemplo € a pletismografia de corpo inteiro, em que o animal € colocado em
uma caixa, utilizando-se o Penh (pausa expiratoria) como medida (Bates & Irvin,
2003). A desvantagem dessa técnica é a falta de acuracia, pois, muitas vezes,
alteragdes do Pehn n&o correspondem apenas a broncoconstricdo (Lundblad et
al., 2002).

Os métodos invasivos vém sendo de grande importancia para os estudos
genéticos da hiperreatividade bronquica bem como para a analise das

alteragdes funcionais pulmonares em patologias inflamatdrias.

3) Hiperreatividade Bronquica e Asma

A HRB vem sendo exaustivamente estudada na asma e correlacionada,
principalmente, com inflamacgao pulmonar. Ha varios estudos que correlacionam
células inflamatédrias, geralmente do lavado broncoalveolar (LBA), com HRB.
Esses estudos frequentemente usando estimulos diretos, como a metacolina
(Ferguson & Wong, 1989; Jeffery, 1991), no entanto ha estudos que
correlacionam a HRB com inflamagao apenas quando usam estimulos indiretos
como AMP (Polosa et al., 1998; van den et al., 2001). Muitos estudos nao
detectam relagc&o entre células inflamatérias e HRB independente do estimulo
utilizado(Kirby et al., 1987).

Os indutores mais comuns de HRB s&o as respostas alérgicas mediadas
por IgE(Knisz & Rothman, 2007); a maioria dos pacientes com asma s&o
atopicos(Contopoulos-loannidis et al., 2007). Asma atopica é caracterizada por

eosinofilia e produgédo de citocinas CD4" T2 (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13). O papel dos



eosinofilos na indugcdo da HRB pela alergia tem sido investigado no nivel de
citocinas Tw2, CD4". A IL-5 esta dentre as citocinas que esteve em grande
evidéncia.

A interleucina 5 (IL-5) é responsavel pelo crescimento, diferenciagcéo e
ativacao de eosindfilos. Ha varios trabalhos mostrando que a IL-5 atua na HRB e
inflamagéao (Hamelmann et al., 1999; Shi et al., 1998). Por outro lado, ha alguns
trabalhos mostrando que a HRB induzida por antigenos pode desenvolver-se
independentemente de IL-5 (Corry et al., 1996; Proust et al., 2003).Juntamente
com a IL-5, as IL-4 e IL-13, estdo sendo alvo de estudos na inflamagao
pulmonar e HRB (Nag et al., 2003; Perkins et al., 2006a; Yang et al., 2004).

Aliados aos estudos que relacionam inflamacdo e hiperreatividade
brénquica, os estudos genéticos da HRB nativa em animais laboratoriais vém
trazendo importante conhecimento para este fenbmeno(Chen et al., 2006).

Alguns estudos tém demonstrado que a HRB fintrinseca” esta sob
controle genético, em camundongos e ratos. Um grande numero de ragas de
camundongos vem sendo estudado e observa-se que diferentes racas
apresentam distintos graus de HRB em resposta a broncoconstritores (De
Sanctis et al., 2001; De Sanctis et al., 1995; Ackerman et al., 2005; Ewart et al.,
1996). A raga dos ratos Fisher 344 apresenta maior grau de HRB inata quando
comparada a outras ragas (Pauwels, 1989; Pauwels et al., 1985). E interessante
notar que raga de camundongos que sao hiperreativas (AJ, Balb/c e DBA/J2),
quando expostas a alérgenos, desenvolvem mais inflamag&o pulmonar que as

linhagens hiporreativas (C57B/L6 e C3H/HedJ) (Ewart et al., 2000). De maneira



interessante, alguns estudos com gémeos estimam a hereditabilidade da HRB a
metacolina em 66%. Muitos dados apontam para uma predisposigéo genética a
asma que pode ocorrer independente da atopia e que a hiperreatividade
brénquica pode ser necessaria se nao suficiente para o desenvolvimento da
doenga clinica (Van Eerdewegh et al., 2002; Ewart et al., 2000). Isso levanta a
grande questdo: Qual a importédncia da inflamagdo para a hiperreatividade
brénquica ou vice-versa?

Recentemente, tem sido demonstrado que a musculatura lisa das vias
aéreas vem mostrando um papel importante na inflamacgao pulmonar. Trabalhos
mostram que danos na contragdo e relaxamento da musculatura lisa causam
obstrugdo aguda e persistente do fluxo da vias aéreas. Isto contribui para a
inflamacado das vias aéreas por expressar poderosas quimiocinas, tais como
eotaxina (CCL11) e RANTES (CCL5) (Oliver et al., 2007; Fredberg, 2000).
Muitos tratamentos ja trazem alguns beneficios para musculatura lisa. Novas
terapias que atuam na musculatura lisa vém sendo objeto de estudo de alguns
laboratorios (Solway & Irvin, 2007).

Em suma, ha varios fatores envolvidos na HRB e na patogénese da
asma, tais como, inflamac&o, predisposicdo genética e alteragbes na
musculatura das vias aéreas.

Os estudos citados acima favorecem o conhecimento sobre HRB. No
entanto, os fatores relacionados a este fendmeno durante a infeccdo por
helminto podem ser completamente diferentes ou muito semelhantes aos fatores

envolvidos na asma. Em adi¢cdo, o estudo da HRB em helmintos pode ser



modelo importante e interessante para entender a relacdo entre inflamacéo e

HRB.

4) Fase pulmonar da infeccao e hiperreatividade bronquica causada por
helminto

Os pulmdes sédo orgaos alvos de muitos nematodeos gastrointestinais —
incluindo  Necator americanus, Ancylostoma duodenale, Strongyloides
stercoralis, Ascaris lombricoides, os quais tém migracdo pulmonar em seu ciclo
de vida (Chan et al., 1994; Miller, 1979; Phills et al., 1972).

A fase pulmonar das infec¢gdes causadas por parasitos tem sido bastante
investigada desde o surgimento de importantes trabalhos cientificos mostrando
que os parasitos com ciclo pulmonar sdo capazes de causar prolongadas
alteragdes imunoldgicas nos pulmdes (Marsland et al., 2005; Pinelli et al., 2005).
Por exemplo, os niveis de inflamagdo pulmonar causada por alérgicos foram
menores em animais infectados previamente com Nippostrongylus brasiliensis
(N. brasiliensis) (Maizels et al., 2004).

Mudangas na fungdo pulmonar e sintomas pulmonares, tais como
producdo de muco e hiperresponsividade das vias aéreas, sdo descritos em
pacientes com infec¢des helminticas com ciclo pulmonar (Coyle et al., 1998; Hall
et al., 1998; Wehner et al., 1994). O modelo de infecgdo por S. venezuelensis é
caracterizado por alteragbes imunoldgicas e patologicas tipicamente vistas em
modelos experimentais de asma alérgica, predominante resposta local Th2 que

resulta em inflamagao pulmonar eosinofilica, aumento da concentracio local de



IgE, exagerada producdo de muco e hiperreatividade brénquica(Silveira et al.,
2002; Negrao-Correa et al., 2003).

Experimentalmente, HRB pode ser definida como um estreitamento
exagerado das vias aéreas em resposta a varios agentes broncoprovocativos
(Brusasco et al., 1998). E descrita na infeccdo experimental por Brugia malayi
(Hall et al., 1998) e Nippostrongylus brasiliensis (Coyle et al., 1998), em
camundongos, e S. venezuelensis (Silveira et al., 2002) em ratos. Esses e
outros helmintos de importancia na saude publica possuem fase obrigatoria de
migragado nos pulmdes do hospedeiro durante a fase de desenvolvimento larval.
Alguns trabalhos mostram que a passagem pelos pulmdes no inicio do ciclo
parasitario é extremamente importante para o desenvolvimento do parasito. Por
outro lado, existe pouco conhecimento sobre moléculas e alteragdes fisioldgicas
que beneficiam (ou ndo) os parasitos nos pulmdes. A HRB é uma alteragao
fisiolégica pulmonar intrigante quanto aos seus beneficios para o parasito, pois,
como demonstrado por Silveira et al. (2002), ela ndo coincide com a presenga
de pico de larvas de S. venezuelesis nos pulmdes (2°dia apds infeccéo), porém
coincide com um aumento da producgao de eosindfilos e TNF-a nos pulmdes. A
infeccéo por S. venezuelensis induz um aumento na HRB ao 2° dia e pico ao 5°
dia ap6s (Silveira et al., 2002). Demonstrou-se também que ratos imunizados e
desafiados com OVA apresentam HRB e, quando sdo infectadas com S.
venezuelensis concomitantemente a imunizagado e desafio com OVA, a HRB é

reduzida (ao tempo que a larva passa pelo pulmao). Teoricamente, a indugéo



da contracdo das vias aéreas ao redor da larva poderia prevenir e facilitar a
morte por mecanismos imunolégicos.

O nosso estudo visa a compreender melhor as alteragcbes funcionais
pulmonares, especialmente a HRB ocasionada por S. venezuelensis, além
disso, a mostrar a importancia das alteracbes funcionais pulmonares para a
infecgcdo. A maioria dos trabalhos que estuda a HRB causada pela infeccéo
parasitaria ndo demonstra sua importancia para infecgdo, focando apenas os
efeitos de interleucinas na hiperreatividade brénquica(Coyle et al., 1998; Hall et

al., 1998; Mehlotra et al., 1998; Mehlotra et al., 2001).

5) Interleucina 13 e inflamagao pulmonar

A interleucina 13 (IL-13) é uma citocina imunomodulatéria produzida por
células T e muitos outros tipos celulares, mastécitos e células dendriticas(Akiho
et al., 2002; Hershey, 2003; Kibe et al., 2003). Em humanos, os niveis de IL-13
sdo aumentados tanto sistemicamente quanto nos pulmdes durante ataque
asmatico (Prieto et al., 2000). Alguns polimorfismos da IL-13 sdo associados
com altos niveis de soro de IgE e ataque de asma (Vercelli 2002).
Adicionalmente, a IL-13 exibe atividade estimulatéria para multiplos tipos de
células envolvidas na asma, incluindo células B, mastdcitos, eosinofilos, células
epiteliais pulmonares, fibroblastos e células da musculatura lisa (Wynn, 2003).
Em estudos com animais, a administracao de IL-13 recombinante ou o aumento

na expressdo de IL-13 nos pulmdes induz sintomas similares a asma, como
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inflamacdo, producdo de muco e remodelamento; sabe se que todos esses
fatores estdo envolvidos com HRB.

A literatura apresenta dados interessantes a respeito da IL-13 em
modelos de asma alérgica em camundongos. A administragdo de anticorpo anti-
IL-13 (Yang et al., 2004) e receptor a2 de IL-13 (Leigh et al., 2004) diminuem a
HRB. Por outro lado, ha evidéncias sugerindo que a HRB ocorre na auséncia de
IL-13 (Proust et al., 2003).

O remodelamento das vias aéreas € uma caracteristica importante da
asma. O remodelamento constitui de hiperplasia das células caliciformes e
fibrose subepitelial. A inducdo da hiperplasia das células caliciformes nao é
devida a proliferagdo de células in vivo (Vargaftig & Singer, 2003) mas é devida
a diferenciagédo de células epiteliais em secretoras (Zuhdi et al., 2000). Muitos
estudos demonstram que a administracdo de um recombinante murino (rm) IL-
13 nos pulmdes de camundongos induz hiperplasia de células caliciformes,
eosinofilia e HRB (Grunig et al., 1998; Kibe et al., 2003; Singer et al., 2002;
Vargaftig & Singer, 2003; Wills-Karp, 2000).

Em resumo, a IL-13 esta envolvida em multiplos processos fisioldgicos e
patolégicos nos pulmdes, incluindo HRB. Essa interleucina poderia ter também

um papel importante na HRB e producdo de muco causada por helminto.
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6) Interleucina 13 e infec¢ao por nematédeos

As citocinas Ty2 sao instrumentos protetores contra a infecgdo por
helmintos e alguns resultados demonstram um papel dominante para IL-13.

Estudos com Nippostrongylus brasiliensis foram os primeiros a revelar
que a IL-13 tem um papel importante e ndo redundante na imunidade do
hospedeiro (Kibe et al., 2003; McKenzie et al., 1998; Urban, Jr. et al., 1998).
Desde entéo varios vermes vém sendo estudados: Trichuris muris, Heligmooides
polygyrus, Trichinella spiralis e N. brasiliensis.

Embora alguns estudos venham mostrando que a expulsdo de parasitos
requer resposta celular T42 CD4" (Katona et al., 1988), IL-4, sozinha, ndo é t&o
importante devido ao fato de camundongos tratados com anti IL-4 e knockout
para essa citocina serem t&o resistentes a infecgdo quanto animais selvagens
(Madden et al., 1991; Kopf et al., 1993). Esses estudos foram os primeiros a
sugerir que outro mediador da resposta celular Ty2 poderia ser importante para
expulsdo do verme. IL-13 foi um forte candidato devido ao fato de animais
deficientes de IL-4Rao-, deficientes em STAT6, IL-13 e IL-4 serem mais
susceptiveis do que animais deficientes em IL-4 apenas (Barner et al., 1998;
Kibe et al., 2003; McKenzie et al., 1998; Urban, Jr. et al., 1998).

Negrédo-Correa (2006) mostraram que a expressao do receptor de IL-4 em
células ndo derivadas da medula 6ssea € necessaria para eliminagdo do S.
venezuelensis, mas nao para a producao de IL-4 intestinal; e que animais IL-
4Ra KO infectados por S. venezuelensis excretam mais ovos quando

comparados a animais controle infectados. Somado a isso, demonstrou se
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também que a indugao de IL-13 é parcialmente dependente do receptor IL-4a.
Esse estudo foi o primeiro a demonstrar a relagao da IL-13 com a infecgao por
S. venezuelensis.

A IL-4 e IL-13 apresentam alguns efeitos que se sobrepdem, no entanto
muitos efeitos podem ser independentes. Essas interleucinas contribuem para
expulsdo dos vermes, incluindo estimulagdo por IgE, mastdcitos, eosindfilos,
producao de muco, inducdo de mudancgas especificas nas células epiteliais e
células da musculatura lisa(Grunig et al., 1998; Kibe et al., 2003). Elas dividem
0s mesmos componentes dos receptores. Ha trés tipos de receptores que se
ligam a IL-4 e/ou a IL-13. O receptor tipo 1 € composto de uma cadeia comum
IL-4Ra1. Ja o receptor tipo 2 é composto das cadeias IL-4Ra1 e IL-13 Ra1. A
ligacéo da IL-4 ao receptor tipo1 ou tipo 2, e da IL-13 ao receptor tipo 2, leva a
fosforilacdo da IL-4 a1 e a ativacdo do fator de transcricdo nuclear STAT6
(Morimoto et al., 2006). Uma segunda cadeia, liga-se a IL-13 com alta afinidade,
mas atua indpendentemente de STAT6; a acdo deste receptor permanece
incerta. Ha alguns trabalhos mostrando que ele inibe a agao da IL-13Ra2 in vivo
(Wood et al., 2003; Chiaramonte et al., 2003).

Ha uma caréncia de trabalhos a respeito da importancia da IL-13 para
fase pulmonar do ciclo parasitario de diversos helmintos. Por outro lado ha
varios trabalhos mostrando o papel da IL-13 na fase intestinal do helminto. Ela é
importante para supressao da produgdo de ovos e expulsdao de vermes do
intestino na infecgdo por N. brasiliensis (Finkelman et al., 2004). A defesa contra

o parasito pode ser desenvolvida pela acédo da IL-13 em células n&do derivadas
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da medula 6ssea como por exemplo,células da musculatura lisa intestinal,
epitélio e células caliciformes(Akiho et al., 2002). Em alguns helmintos a agéo da
IL-13 sozinha n&o é tao eficaz para expulsdo de verme quanto em agéo conjunta

com IL-4.

7) Terminagdes nervosas sensitivas sensiveis a capsaicina nas vias aéreas

Estimulos nocivos a pele ou ao tecido subcutaneo, como articulagdes,
ativam classes de terminais nociceptivos, classificados como periféricos dos
neurénios sensitivos primarios, cujos corpos celulares estdo localizados nos
ganglios da raiz dorsal e nos géanglios do trigémeo. Ha trés importantes tipos de
nociceptores: térmicos, mecanicos e polimodais. Os nociceptores térmicos séo
ativados por temperaturas extremas e possuem fibras Ad, que s&o fibras
mielinizadas. Os nociceptores polimodais sao ativados por estimulos mecanicos,
quimicos e térmicos, possuem fibras C de pequeno diametro e nao mielinizadas
que conduzem sinais lentamente. As fibras aferentes nociceptivas terminam em
neurénios de projegdo no corno dorsal da medula espinhal e transmitem a
informacéo dolorosa para centros superiores, como talamo, amidala e cortex,
por cinco vias ascendentes. O papel das fibras sensorias sensitivas nao
mielinizadas pode ser estudado pelo tratamento de capsaicina em ratos
neonatos, que ocasiona perda da capacidade desses neurdnios, resultando em
diminuic&do da resposta inflamatéria neurogénica e dor (Jancso et al., 1977).

A capsaicina é uma substancia da pimenta vermelha, e é popularmente

usada como comida na india, América do Sul, sudoeste da Asia e da Africa. Os
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efeitos farmacoldgicos da capsaicina foram reportados pela primeira vez em
1878, quando foi notado que ela produzia uma sensag¢ao de queimadura quando
em contato com pele (Monsereenusorn et al., 1982). Desde entédo os efeitos da
capsaicina vém sendo investigados. Esses efeitos sdo dependentes da rota de
aplicacdo, dosagem, idade, raca e espécies de animais. Quando a capsaicina é
aplicada em estagio neonatal, atua como uma neurotoxina e induz destruigao
irreversivel e especifica de neurbnios sensoriais primarios. Em contraste,
quando aplicada em adultos causa perda reversivel de estoques de
neuropeptideos.

A deplecdo de neurocinina pelo tratamento neonatal com capsaicina
produz danos irreversiveis das fibras sensoriais, levando a perda permanente e
degeneragao de 50 a 90% de todas as fibras ndo mielinizadas aferentes (Jancso
et al., 1977). Descobriu-se um novo receptor de capsaicina, chamado vaniloide
(VR) (Caterina et al., 1997). Ele tem facilitado o entendimento dos efeitos da
capsaicina nas fibras nervosas sensoriais aferentes primarias. As fibras
nervosas sensoriais sdo as maiores fontes de taquicininas (Holzer, 1998).

A inflamagao resultou da liberacdo de substancias de fibras nervosas
sensoriais primarias € denominada de inflamagédo neurogénica. Substancia P e
neurocinina A sdo membros da familia de peptideos chamados de taquicininas
que sao potentes vasodilatadores e vasoconstritores. As taquicininas estao
presentes nas terminagcdes nervosas primarias. Estudos em roedores tém
demonstrado que as taquicininas sdo neurotransmissores que medeiam o

sistema nervoso ndo adrenérgico e n&o colinérgicos (NANC)(Barnes, 1996).
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As taquicininas, podem também exercer numerosos efeitos nas células do
trato respiratorio. Os efeitos broncoconstritores da substancia P exdgena foram
reportados pela primeira vez em 1977 em porcos da india e gatos. Desde entéo
as taquicininas vém sendo exaustivamente estudadas. A neurocinina A (NKA)
causa constricdo da musculatura das vias aéreas em humanos, in vivo, via
receptores NK2 (Frossard & Barnes, 1991). Na asma, a administracdo da
neurocinina A intravenosamente ou por inalagdo leva a broncoconstricdo.
(Frossard & Barnes, 1991; Lundberg & Saria, 1982; Shore et al., 1988);
adicionalmente muitos estudos demonstram que a deplecao de neuropeptideos
pode influenciar a hiperreatividade brénquica causada por alérgeno (Warth et al.,
1995; Wu et al., 1997).

As taquicininas exercem outros efeitos no trato respiratério, tais como
secre¢cdo glandular, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
estimulacdo dos nervos colinérgicos, estimulagdo de células mastdcitos,
estimulacdo dos linfocitos T e B, estimulagdo de macrofagos, quimioatragdo de
eosinofilos e neutréfilos e adesao vascular de neutréfilos(Barnes, 1996).

Em resumo, muitos estudos demonstram o papel do neuropeptideos na
vias aéreas e na asma, porém nado ha estudos a respeito do papel dos

neuropeptideos na HRB causada por helminto.
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Justificativa:

Esse estudo visa a desvendar a importancia e os mecanismos das
alteragdes funcionais pulmonares causadas por S. venezuelensis. A alergia
induz mudangas na fungédo das vias aéreas que podem afetar a migracéo da
larva através dos pulmbées em animais infectados por S. venezuelensis com
alergia experimental. Desta maneira, resposta funcional pulmonar induzida pela
larva, como a hiperreatividade brénquica, poderia ser um mecanismo protetor

importante para hospedeiro.

1) Objetivo geral:
Avaliar a importancia e os possiveis mecanismos das alteracbes
funcionais pulmonares durante a infecgcdo causada por S. venezuelensis em

ratos.

2) Objetivos especificos:
+ Avaliar a hiperreatividade brénquica induzida por diferentes cargas de
larvas do parasito (150, 500, 1.500 e 4.500) inoculadas em ratos.
+ Investigar se a hiperreatividade brénquica altera o curso da infecgao
parasitaria.
+ Investigar o papel da IL-13 na inflamacado induzida pela infecgéao,
avaliando seus efeitos na hiperreatividade brénquica e infecgao,

utilizando-se de anticorpo monoclonal anti-1L-13.
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+ Investigar se a hiperreatividade brénquica causada por S. venezuelensis
em ratos tem como mecanismo a ativacido das fibras sensoriais sensitivas

capsaicina.



NMaterial ¢ Nstodos
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1) Animais:

Ratos Wistar machos pesando entre 250-300 gramas foram
obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais-
UFMG e Fundagédo Oswaldo Cruz na Bahia (Fiocruz-BA). Os animais receberam
agua e racao (Nuvilab, Brasil). Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica Animal da UFMG (019/05). Todos os animais tiveram suas
fezes examinadas e foram rotineiramente vermifugados. O tratamento foi
realizado com Ivermectina, via oral, durante uma semana (0,8 ml de Ivermectina
1% - Chemitac ® / litro de agua, fornecida ad libidum). Depois do tratamento, os
ratos foram mantidos em um local isolado, em gaiolas contendo maravalha e
racao autoclavada, assim como agua filtrada, para evitar uma reinfecgéao.

Antes de serem infectados com S.venezuelensis, os ratos ficaram em
descanso por 10 dias, para evitar qualquer efeito residual da Ivermectina, e
passaram por um novo exame de fezes para garantir que estivessem sem

nenhuma infeccéo.

2) Parasito:

S. venezuelensis foi usado em todos os experimentos. O
nematodeo foi isolado de Rattus norvegicus (BRENER & CHAIA, 1960), sendo
posteriormente separado do S. rafti em ciclos de passagem em ratos Wistar
machos no Biotério do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal

de Minas Gerais da UFMG.
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3) Obtencgao das larvas filaridides:

As larvas filaridides (L3) usadas na infecgdo dos ratos foram obtidas por
coprocultura das fezes de ratos Wistar infectados experimentalmente com S.
venezuelensis. Para a coleta das fezes, ratos com 7-21 dias de infecgdo foram
transferidos para uma gaiola de arame e as fezes foram coletadas numa caixa
coletora encaixada no fundo da gaiola fisioldgica. Esta caixa foi coberta com
jornal molhado, que evitava o ressecamento das fezes. As fezes coletadas foram
misturadas com vermiculita, na propor¢ao de 1:2. A coprocultura era umedecida
e mantida em estufa a 28°C, onde permanecia por 72h, para que se
desenvolvessem as larvas filaridides (L3). As larvas filaridides foram
recuperadas pela técnica de Baerman-Moraes (Neves et al., 2003), lavadas em
solugéo fisiologica 0,85% (NaCL) e quantificadas através da contagem das
larvas vivas em 3 amostras de volume conhecido da solucdo de larvas. Para a
infeccdo dos ratos, foram utilizadas 1.500 larvas filaridides para cada animal,

que foram inoculados subcutaneamente na regi&do abdominal.

4) Modelo experimental de asma - Modelo de imunizagao e desafio com
ovalbumina:

Para imunizagdo os animais foram anestesiados levemente, realizou-se
uma incisdo na regido dorsal, para implantagdo subcutdnea da ovalbumina
coagulada. Apds o implante suturou-se o local. O desafio foi feito pela
aerolizagdo com 2% de ovalbumina (Sigma), como descrito por Silveira et al.

(2002).
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5) Tratamento com Salbutamol:

Verificamos o efeito broncodilatador do Aerolin® (Sulfeto de Salbutamol
solugéo para nebulizagdo-GlaxoWellcom) em ratos imunizados e desafiados
com ovalbumina. Os animais infectados foram entdo tratados com salbutamol
via inalagao (0.25 mg/mL; veiculo solugdo fisioldgica durante 10 minutos, de 4
em 4 horas). O aerosol com Salbutamol foi realizado dentro de uma camera
adaptada acoplada a um nebulizador ultra-sénico (Pulmosénic Star-Marc:

Sonicler).

6) Tratamento com anticorpo monoclonal anti —IL13:
Ratos Wistar foram tratados intraperitonealmente com 500 uL de
anticorpo monoclonal anti-IL13 ou mesmo volume do veiculo (anti-soro de

carneiro), durante os seguintes dias de infecgdo: 2°, 4°, 6°, 8°, 10°.

7) Tratamento neonatal com capsaicina:

Ratos Wistar foram tratados no segundo dia de vida com capsaicina (50
mg/Kg, s.c) ou veiculo (10% de etanol e 10% de tween 80 em 0.9% w/v solugéo
de NaCl), como previamente descrito (Jancso et al., 1977). Os animais foram
infectados com S. venezuelensis na idade adulta (aproximadamente 3 meses

apos tratamento com capsaicina).
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8) Resposta comportamental a dor pela inje¢cao de formalina sobre o tempo
(teste de “licking time”):

Para confirmar a eficacia da deplecdo das terminagdes nervosas
sensitivas sensiveis a capsaicina, 0s animais receberam uma injegao
intraplantar de formalina (3% em PBS, 100 pyL por pata) e o efeito
comportamental foi avaliado por 10 min (fase inicial) e de 20 a 30 min (fase
tardia) (Jancso et al., 1977). Anotava-se o tempo no qual o animal lambia a pata

e/ou permanecia com esta suspensa ou ndo apoiada completamente no piso.

9) Avaliagao parasitolégica da infecg¢ao:

Os dias escolhidos para avaliagado parasitolégica foram de acordo com o
ciclo do parasito e o objetivo dos tratamentos. Em geral os ratos infectados
foram sacrificados no 2° dia pds-infecgcdo para a recuperacdo de larvas do
pulmao; e no 12° dia pos-infeccdo para recuperacdo de vermes adultos do
intestino delgado e coleta de porgbes do intestino delgado para analise
imunologica. A coleta de fezes foi realizada 5, 7 e 10 dias apos infec¢édo no
protocolo de tratamento com anti-IL13. Em cada periodo da infecgdo foram
examinados 4 a 5 animais de cada grupo experimental, e cada experimento foi
repetido pleo menos 2 vezes.

Para a recuperacido das larvas, os pulmdes de cada rato foram lavados
com salina e o tecido foi fragmentado para facilitar a saida das larvas durante a
incubacao do material a 37°C por 4h. Para a recuperacédo dos vermes adultos, a

regido anterior do intestino delgado, que compreende o duodeno e a porgéo
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proximal do jejuno, foi separada, aberta longitudinalmente e limpa com salina.
Tanto na recuperacao de larvas quanto na recuperacdo de vermes adultos, o
pulmao ou intestino delgado foi individualmente colocado num calice contendo
salina e uma rede de malha fina, 0 que permitia que o parasito, ao ser atraido
pelo calor do banho-maria (37°C/4h), saisse do tecido e sedimentasse no fundo
do calice. Depois disso, tanto as larvas como os vermes adultos recuperados no
fundo do calice, assim como os vermes que permaneciam no intestino delgado
foram quantificados em microscépio esteroscoépico.

Os ovos de S. venezuelensis eliminados nas fezes de cada animal
necropsiado foram quantificados nos sedimentos de fezes coletados na regido
do reto. As fezes formadas recolhidas do reto de cada animal foram pesadas e
homogeneizadas com 1mL de salina, e, posteriormente, conservadas com a
adicdo de 4mL de solucdo de formalina tamponada a 10%. A contagem dos
ovos foi feita em 100 puL da solugdo, em 02 laminas, para que fosse estimado o
numero de ovos por grama de fezes (OPG). A partir do OPG e da contagem de
vermes adultos de cada rato infectado, estimou-se a quantidade de ovos
produzidos por cada verme/grama de fezes naquele periodo da infecgéo:
considerado como indice de fecundidade.

A regiao posterior do intestino delgado recolhido dos ratos necropsiados
foi dividida em dois segmentos e lavada com solugao fisioldgica, acondicionada
em microtubos e imediatamente armazenada em freezer a —-20°C, até a

utilizacdo. Este material foi utilizado para quantificagdo de citocinas (jejuno
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distal) e do nivel de peroxidase no tecido — EPO (ileo), conforme descrigao

detalhada abaixo.

10) Cultura in vitro de vermes adultos de S. venezuelensis:

Vermes adultos foram obtidos da por¢éo superior do intestino delgado ao
7° dia apos infeccdo em ratos. Os vermes que emergiram do tecido foram
lavados varias vezes com PBS 1X, pH=7.2 contendo 500U/mL de penicilina e
500 mg/mL de estroptomicina (Sigma), ressuspendido em RPMI 1640 (Sigma,
St. Louis MO, USA) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL,
Rockville MD, USA), 100U/mL de penicilina, 100U/mL de estreptomicina, e
plagqueado em placa de cultura de tecido contendo Salbutamol em
concentracdes diferentes (10 e10° M Sigma); cultura controle sem Salbutamol
foi realizada. Cada tratamento com droga foi testado em triplicata. A cultura foi
incubada a 37°C em estufa contendo 5% de CO, por 48 horas. O numero de
vermes e sua mobilidade, juntamente com os numeros de ovos, foram

quantificados apos incubacao de 24 e 48 horas.

11) Medida da fungao intestinal:

Segmento duodenal (1 cm) foi suspendido longitudinalmente em um
recipiente de vidro preenchido com 10 mL de solugdo de Tyrode mantido a 37° e
continuamente ventilado com 95% de O, e 5% CO,. Uma das porg¢des finais do
tecido foi fixada a um transdutor de tensdo isométrica (World Precision

Instruments, Inc, Sarasota, FL, USA) e outra a uma superficie mais baixa da
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solucdo de banho. Tecidos foram estendidos a uma forca de 9.9 mN (2 g). Os
tecidos permaneciam na solugcdo de banho durante 30 minutos iniciais e depois
o banho era renovado a cada 15 minutos. O sinal de tensdo foi processado em
um amplificador (TBM-4; World Precision Instruments, Inc.). Os dados foram
expressos como porcentagem de aumento da tensdo em comparagado a linha

basal depois de cada dose de acetilcolina (10°a 102 M-Sigma).

12) Avaliagao da fung¢ao pulmonar:

Avaliamos a hiperreatividade brénquica das vias aéreas em ratos
imunizados e desafiados com OVA e em ratos infectados com S. venezuelensis
ao 2° e 5° dia apds a infecgdo e em ratos normais (sem infecgédo ou tratamento).
Os ratos foram anestesiados com uretana (1.400 mg/Kg ip., Sigma) e a variagao
da pressédo intratraqueal a doses crescentes de acetilicolina (10, 100 e 300
ug/Kg) foi avaliada como descrito por Silveira et al. (2002) usada como medida
indireta da resisténcia pulmonar. Dados foram expressos como porcentagem de

aumento da pressao da pressao intratraqueal em comparagao a linha basal.

13) Lavado broncoalveolar (LBA) e Contagem total de células:

Apoés a avaliagdo da fungdo pulmonar, os animais foram eutanaziados
para realizagdo do lavado broncoalveolar (LBA) através da instilagdo na traquéia
de 6 mL de PBS( pH=7.4) acrescido de 0.1 % de albumina bovina (BSA-Sigma)
e de inibidor de proteases (Complete Protease Inibidor Coktail-Boeringer

Mannheim Biochemical-1 tablete em 25 mL de PBS). Essa solugéo foi injetada e
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aspirada por 3 vezes, através de uma canula inserida na traquéia. O LBA obtido
foi centrifugado (1.200 rpm — 7 min), as células foram separadas do
sobrenadante, que foi estocado (-20°C) para dosagem de citocinas. O sedimento
de células foi ressuspendido em 0.1 mL de PBS, acrescido de 0.3% de BSA e
utilizado para a contagem de total e diferencial de células, como descrito por

Silveira et al. (2002).

14) Contagem diferencial de leucécitos:

A amostra de células presentes no LBA, suspensas em 100 pL de
albumina 3%, foi depositada (20 uL de cada suspensao) em laminas de vidro,
previamente preparadas com papel de filtro, contendo 2 pogos com 0,5 cm de
didmetro. Posteriormente as laminas foram coradas pelo método de May-
Grunwald-Giemsa.

Foram contadas 100 células por 3 vezes em cada lamina e realizada uma
média para se obter o numero das células diferenciadas por critérios
morfolégicos. O numero de cada tipo celular foi calculado a partir da

porcentagem encontrada em relagdo ao numero total de células.

15) Quantificagdo da Peroxidase de eosinéfilo (EPO):

A quantificagdo dos niveis de peroxidase de eosindfilos no tecido foi
utilizada como uma maneira indireta de estimar a eosinofilia pulmonar e
intestinal. Para tanto, aproximadamente 100 mg de tecido foi pesado e

homogeneizado em PBS (pH 7.2), usando um homogeinizador de tecido;
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obtendo-se um volume final de 2ml. O homogenato foi centrifugado a 3.000g por
10 minutos e o sobrenadante foi desprezado. O sedimento foi sujeito a lise
hipoténica em salina 0,2%, seguido pela adicdo de salina 1,6% e glicose 5%.
Depois disso, o material foi novamente centrifugado a 3.000g por 10 minutos,
para que o sobrenadante fosse desprezado e o sedimento ressuspenso em PBS
(pH 7.4), contendo HTAB (Hexadecyl trimethyl ammonium bromide; Sigma)
0,5%. Essa solugcdo foi novamente homogeneizada, e o homogenato foi
separado em aliquotas de 1 ml/eppendorf, congelado 3 vezes em nitrogénio
liquido e centrifugado a 3.000g por 15 minutos. Apenas o sobrenadante foi
utilizado para quantificar a peroxidase (Silveira et al., 2002).

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocgos, sendo que em cada pogo
75ul de amostra ou branco (PBS) foi incubada com 75ul de substrato (1,5um de
OPD em tampao Tris-HCI 0,075uM pH 8 acrescida de H,O; 6,6uM). A placa foi
incubada no escuro por aproximadamente 30 minutos, e a reacido foi
interrompida pela adigdo de 50ul de H,SO4 1M e a leitura era realizada em leitor
de Elisa com filtro de 492 nm.

Os niveis de EPO no tecido correlacionam com a quantidade de
eosindfilos no mesmo; utilizamos o método descrito por Silveira et al. (2002)
para sua deteccdao. O pulmao direito foi utilizado e o processo de preparo do
tecido para quantificacao foi de acordo com a descrigcao feita em publicacdes

(Silveira et al., 2002).
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16) Avaliagcao da expressao de citocinas:

As concentragcbes de IL-4, IL-6, IL-10 e TNF e IFN-y foram estimadas no
homogenato do pulmdo e intestino delgado reservado para a analise de
citocinas, através da técnica de ELISA. Pares de anticorpos foram gentiimente
doados por Stephen Poole (National Institute for Biological Standards and
Control, England) e os ensaios foram avaliados como descrito por Silveira et

al.2002.

17) Andlise histologica:

Ao final de cada experimento os pulmdes foram lavados para remover o
sangue, em seguida, o pulméo foi inflado, via canula inserida na traquéia, com
10% de formoldeido em PBS, sendo fixado na mesma solugdo. Apods
desidratacdo em alcool e diafanizagdo em xilol, o tecido foi incluido em parafina
e foram obtidas sessdes de 4 um. As sessdes foram coradas com periodic acid-
Schiff (PAS) e/ou hematoxilina eosina. Para avaliar a frequéncia de coloragao, a
razao da area do parénquima por area corada foi analisada sob microscopio

com uma régua microscopia em quadrantes.

18) Analise estatistica:

Os dados foram expressos como meédia + erro padrao da média.
Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas utilizando-se
analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Student-Newman-Keuls.

Valores de P< 0,05 foram considerados significativos
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19) Grupos experimentais:
Protocolo experimental 1: Avaliar hiperreatividade brénquica em diferentes
doses de larvas do S. venezuelensis em ratos

Para esse objetivo os animais foram separados em 5 grupos:

Grupo1: Animais ndo foram infectados com larvas. Esse grupo foi
denominado grupo controle (n=5).

Grupo 2: Animais infectados com 150 larvas (n=5).

Grupo 3: Animais infectados com 500 larvas (n=5).

Grupo 4: Animais infectados com 1.500 larvas (n=5).

Grupo 5: Animais infectados com 4.500 larvas (n=5)

EPO no tecido pulmonar de cada grupo descrito acima foi realizado e o
numero de vermes recuperados no intestino dos grupos 2, 3,4 e 5 foi

determinado.

Protocolo experimental 2: Avaliar se a hiperreatividade brénquica altera o
curso da infec¢ao causada por S. venezuelensis em ratos

Para esse objetivo os animais foram separados em 4 grupos:

Grupo 1: Animais nao infectados com larvas sem tratamento com
salbutamol. Esse grupo foi denominado grupo controle (n=6).

Grupo 2: Animais infectados com larvas tratados com salbutamol durante
as primeiras 48 horas apos infecgao (n=6).

Grupo 3: Animais infectados com 1.500 larvas e sem tratamento com

salbutamol. Esse grupo foi denominado infectado (n=8).
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Grupo 4: Animais infectados com 1.500 larvas tratados com salbutamol
durante as primeiras 48 horas apds infeccdo. Esse grupo foi denominado
infectado mais salbutamol (n=8)

Ao 2° e 5° dias ap06s infecgéo foram avaliados HRB e células inflamatdrias
do BAL, EPO e citocinas no tecido pulmonar de cada grupo. A presenga de
ovos e vermes foi avaliada nos grupos infectados no 12° dia apos a infecgdo. A
contratilidade intestinal foi avaliada aos 2° e 12° dias apds infeccdo. Animais
tratados com OVA foram utilizados para provar a eficacia do salbutamol em

broncodilatar as vias aéreas na dose de 0.25 mg/mL.

Protocolo experimental 3: Avaliar o papel da IL-13 nas alteragoes
funcionais pulmonares e na infec¢ao induzida por S. venezuelensis em
ratos

Para esse objetivo os animais foram separados em 3 grupos:

Grupo 1: Animais ndo infectados e sem tratamento com anticorpo
monoclonal anti-IL13. Esse grupo foi denominado controle (n=5).

Grupo 2: Animais infectados sem tratamento com anticorpo monoclonal
anti-IL13. Esse grupo foi denominado infectado (n=5).

Grupo 3: Os animais infectados tratados com anticorpo monoclonal anti-
IL13. Esse grupo foi denominado infectado mais anti-IL-13 (n=5).

O tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 foi realizado durante os

seguintes dias de infecgdo: 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia.
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Ao 5° dia ap6s infeccao foram avaliados HRB, presenca de células
inflamatdérias do LBA, atividade de EPO e deteccdo de citocinas no tecido
pulmonar de cada grupo. A presenca de ovos nas fezes foram avaliados ao 5°,
7°,10°, 12° dia ap6s infecgdo. O numero de vermes foi avaliado ao 12° dia apés

infecgao.

Protocolo experimental 4: Avaliar o papel da fibras nervosas sensoriais
sensitivas a capsaicina nas alteragées funcionais pulmonares e na
induzida por S. venezuelensis em ratos

Para esse objetivo os animais foram separados em 3 grupos:

Grupo 1: Animais nao infectados e sem tratamento com capsaicina. Esse
grupo foi denominado controle (n=5).

Grupo 2: Animais infectados e tratados com capsaicina no 2° dia de vida.
Esse grupo foi denominado infectado mais capsaicina (n=5).

Grupo 3: Animais nao infectados tratados com capsaicina no 2° dia de
vida (n=5).

Ao 5° dia apos infecgao foram avaliados HRB, presenca de células
inflamatérias do LBA, atividade de EPO e detecgao de citocinas no tecido
pulmonar de cada grupo. A presencga de ovos nas fezes foram avaliadas ao 5°
para confirmar a infecgdo. O teste de analgesia foi realizado para confirmar a

eficacia do tratamento com capsaicina.
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OBJETIVO 1: AVALIAR A HIPERREATIVIDADE BRONQUICA INDUZIDA
POR DIFERENTES CARGA DE LARVAS DO PARASITO (150, 500, 1.500 e

4.500) DO S. venezuelensis EM RATOS
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1) As via aéreas de ratos infectados com 1500 larvas apresentaram maior
responsividade a acetilcolina

Experimentos iniciais foram realizados para avaliar a melhor dose de
larvas utilizada para os estudos das alteragcdes funcionais pulmonares causadas
por S. venezuelensis. A administracdo i.v. de doses crescentes de acetilcolina
induziu aumento na resisténcia das vias aéreas em ratos infectados e ratos
normais. Ratos infectados com 1.500 e 4.500 larvas apresentaram-se mais
responsivos ao tratamento quando comparados a ratos infectados com 150 e
500 larvas. No entanto, a dose de 1.500 larvas apresentou aumento significativo
da resisténcia das vias aéreas quando comparado aos animais que receberam

4.500 larvas infectivas (Figura 1).
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Figura 1: Efeito da dose de larvas na hiperreatividade brénquica ao 5°dia apés a
infeccdo. Variagdo da presséo intratraqueal em resposta a acetilcolina (10, 30,
100, 300 ug/kg) em animais normais (sem infec¢ao) e infectados com 150, 500,
1500 e 4500 larvas de S. venezuelensis (5 dias apos infecgéo). Os resultados
foram expressos como média + erro padrao de 5 animais.* p<0,05, comparando-
se infectado com 4.500 e 1.500 em relagdo aos demais grupos e # p<0,05,

comparando-se grupo infectado com 1.500 aos demais grupos.
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2) Infecgcao pulmonar em ratos infectados com 150, 500, 1.500 e 4.500
larvas de S. venezuelensis

A migracdo das larvas através dos pulmdes induziu um aumento
significativo de numero total de células no lavado broncoalveolar ao 5° dia apds
a infeccdo nos animais infectados com 4.500 larvas quando comparado a
animais nao infectados. Por outro lado, o numero de células totais ndo aumentou
significativamente em animais infectados com 150, 500, 1.500 (Figura 2A). O
numero de eosindfilos no lavado broncoalveolar aumentou a partir da infeccéo
com 500 larvas, acentuando-se com a infeccéo de 1.500 e 4.500 larvas (Figura
2B). Apenas a dose de 4.500 larvas produziu significativo aumento da

peroxidase eosinofilica no lavado broncoalveolar (Figura 2C).
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Figura 2: Efeito da dose de larvas na inflamagao pulmonar. O numero de células
totais (A) e eosindfilos (B) no lavado broncoalveolar (LBA) e nivel de peroxidase
eosinofilica (EPO) no tecido pulmonar de ratos foram avaliados 5 dias apos
infeccdo com 150, 500, 1500, 4500 larvas de S. venezuelensis. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo de 5 animais. * p<0,05,
comparando-se grupo infectado com 4500 de S. venezuelensis em relagao aos
grupos infectados com 150, 500 e 1500 larvas de S.venezuelensis e animais

normais.
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3) Vermes recuperados no intestino apdés a infec¢ao de doses crescentes
de larvas

A Figura 3 mostra um aumento no numero de vermes do intestino de
ratos infectados com 1.500 e 4.500 larvas quando comparados com ratos

infectados com 150 e 300 larvas (Figura 3).
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Figura 3: Efeito da dose de larvas no numero de vermes recuperados do
intestino. O numero total de vermes adultos no intestino foi avaliado ao 5° dia
apos infeccdo com 150, 500, 1500, 4500 larvas de S. venezuelensis. Os
resultados foram expressos como média + erro padrao de 5 animais. # p<0,05,
comparando-se infectado com 1500 em relacdo a de 4.500 larvas de S.
venezuelensis. * p<0,05 comparando-se o grupo infectado com 4.500 e 1.500 de
S. venezuelensis em relagdo aos grupos infectados com 150, 500 larvas de S.

venezuelensis.



OBJETIVO 2 : INVESTIGAR SE A HIPERREATIVIDADE BRONQUICA AFETA
O CURSO DA INFECGAO CAUSADA POR S. venezuelensis EM RATOS
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1) Salbutamol preveniu o aumento da HRB induzida por acetilcolina apés a
infecg¢ao por S.venezuelensis em ratos

Experimentos iniciais foram realizados para confirmar se a dose usada de
salbutamol foi suficiente para prevenir mudancas nas funcdes das vias aéreas. A
administragdo i.v. de doses crescentes de acetilcolina induziu aumento
significativo na resisténcia das vias aéreas em ratos que foram previamente
imunizados e desafiados com OVA. O tratamento desses animais com
salbutamol reduziu a HRB induzida restaurando os niveis de pressao
intratrauqueal aqueles dos animais n&do imunizados e desafiados por OVA
(Figura 4).

Nosso grupo mostrou previamente que a infecgado por S.venezuelensis
causou uma alteracdo significante da HRB em resposta a acetilcolina que se
iniciou ao 2° dia apds a infeccdo com pico ao 5°dia apds a infecgéo (Silveira et
al., 2002). A broncodilatagao induzida pelo tratamento com salbutamol preveniu
significativamente o aumento da responsividade das vias aéreas a acetilcolina
no 2° dia apds a infeccao (Figura 5). Por outro lado, ocorreu um aumento
significativo da HRB no 5° dia apos infecgdo em animais infectados tratados e

nao tratados com salbutamol (Figura 6).



42

oo
<

—e— Controle
—— OVA
—=— OVA + Salbutamol

*%k*%

[}
<

Variagao da pressao
intratraqueal (%)
N B
2

o
[

10 100 1000
Acetilcolina(ug/Kg)

Figura 4: Efeito do tratamento com salbutamol em ratos imunizados e
desafiados com ovalbumina. Para avaliarmos a eficacia da dose utilizada de
salbutamol em provocar broncodilatagao, investigamos a variagdo da pressao
intratraqueal em resposta a acetilcolina (10, 30, 100, 300 ug/kg) em animais
desafiados e imunizados com OVA (ovalbumina) e tratados ou ndo com
salbutamol. Os resultados foram expressos como média + erro padrao de 6 a 8
animais. * p<0,05 e ***p<0, 01, comparando-se grupo OVA em relagdo ao grupo

OVA tratado com salbutamol e controle.
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Figura 5: Efeito do tratamento com salbutamol na hiperreatividade brdonquica
durante o 2° dia ap6s infecgdo. Os dados reapresentam a variagdo da pressao
intratraqueal em resposta a acetilcolina (10, 30, 100, 300 ug/kg) de animais
normais (sem infeccéo), infectados (2 dias apds infeccéo) e infectados (2 dias
apos infecgdo) mais tratados com salbutamol (4 em 4 horas) durante o periodo
de 48 horas apods infecgdo. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo de 6 a 8 animais.; * p<0.05, comparando-se grupo infectado em relagéo

ao grupo infectado tratado com salbutamol e controle.
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Figura 6: Efeito do tratamento com salbutamol na hiperreatividade brdénquica
durante o 5° dia apds infeccdo com S.venezuelensis. Avaliamos a variagao da
pressao intratraqueal em resposta a acetilcolina (10, 30, 100, 300 ug/kg) em
animais normais (sem infecgao), infectados (5 dias apds infec¢ao) e infectados
(5 dias ap6s infecgdo) mas tratados com salbutamol durante o periodo de 48
horas apos infecgdo. Os resultados foram expressos como média + erro padrao
de 6 a 8 animais. # p<0,05, comparando-se grupo infectado em relagdo grupo
normal; * p<0,05, comparando-se o grupo infectado em relagdo grupo infectado

mas tratado com salbutamol.
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2) Efeito do tratamento com salbutamol na infecgao

Houve um aumento do numero de larvas nos pulmdes de ratos tratados
com salbutamol quando comparado ao controle (Figura 7). Além disso, 0 numero
de vermes recuperados do intestino delgado ao 12° dia apos infecgdo com S.
venezuelensis nos ratos tratados com salbutamol foi significativamente maior do
que o de animais controle (Figura 7). Por outro lado, ratos tratados com
salbutamol eliminaram um reduzido numero de ovos quando comparados aos
animais nao tratados (Figura 8). O reduzido numero de ovos recuperados foi
devido a significante reducao da fecundidade (Figura 8).

Devido ao fato de o tratamento com salbutamol afetar a recuperagao de
larvas nos pulmdes e de vermes no intestino, avaliou-se os efeitos da droga no
parasito. Salbutamol nas concentragdes de 10° a 102 M nado alterou
significativamente a sobrevida dos vermes e sua habilidade de depositar ovos.
Observou-se, também, que os vermes permaneceram vivos durante e depois de
48 horas em cultura com salbutamol e eliminaram numeros similares de ovos,
independentemente da concentragado de salbutamol (Figura 9).

Para testar a hipotese de que o tratamento com salbutamol poderia influenciar a
contratilidade intestinal, foi realizada ao 2°dia apds infeccdo (dados nao
apresentados) e 12° dias apos infecgédo. O tratamento com salbutamol foi capaz
de abolir, a uma pequena resposta, a acetilcolina observada ao 2° dia apds
infecgdo. Por outro lado, infecgdo induziu um aumento na tensao (P<0,05) que
foi similar nos animais controle e tratados com salbutamol ao 12° dia de infeccao

(Figura 10).
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Figura 7: Efeito do tratamento com salbutamol no numero de larvas
recuperadas nos pulmoes e de vermes recuperados no intestino apds infeccéo
com S. venezuelensis. Resultados expressam o total de numeros de larvas no
pulméo (A) ao 2° dia apos infecgao e vermes adultos no intestino (B) ao 12° dia
apos infeccéo. Os resultados foram expressos como média + erro padréo de 6 a
8 animais. * p<0.05, comparando-se o grupo infectado em relagdo ao grupo

infectado tratado com salbutamol.
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Figura 8: Efeito do tratamento com salbutamol no numero de ovos e
fecundidade de animais infectados com S.venezuelensis. O numero de ovos nas
fezes (A) ao 12° dia apéds infeccao foi avaliado. Numero de ovos por vermes
adultos (fecundidade) foi avaliado ao12° (B) dia apds infecgdo. Os resultados
foram expressos como média + erro padrao de 6 a 8 animais. * p<0.05,
comparando-se o grupo infectado em relagdo grupo infectado tratado com

salbutamol.
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Figura 9: Efeito direto do tratamento com salbutamol em diferentes
concentracdes (102, 107, 10, 10°, 10® M) na fecundidade dos parasitos. A
fecundidade foi calculada dividindo-se o numero de vermes vivos pelo numero
de ovos. Os parasitos em cultura sem salbutamol foram comparados com os que

tiveram tratamento com salbutamol.
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Figura 10: Efeitos do tratamento com salbutamol na contratilidade intestinal. A
contragdo intestinal em resposta a acetilcolina foi avaliada em ratos nao
infectados e infectados no 12° dia de infec¢ao por S.venezuelensis. Resultados
sdao mostrados como porcentagem de aumento da tensdo em comparagao aos
valores basais, depois de cada sucessiva dose de acetilcolina. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo de 6 a 8 animais. *** p<0.01,
comparando-se aos grupos controle e controle mais salbutamol em relagado aos

grupos infectado e infectado tratado com salbutamol.
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3) Efeito do tratamento com salbutamol na inflamagao pulmonar induzida
pelo parasito

O tratamento com salbutamol ndo alterou os niveis basais de citocinas
nos pulmdes de ratos nao infectados. Os niveis de IFN-y foram abaixo do limite
de detecgéo para o ensaio. Os niveis de citocinas IL-6 e TNF-a ndo aumentaram
significantemente nos ratos infectados quando comparados aos ratos nao
infectados, porém o salbutamol n&o afetou os niveis dessas citocinas (Figura 11
A). A concentragao da IL-10 foi aumentada em ambos os grupos infectados, no
entanto, ocorreu um grande aumento no grupo tratado com salbutamol (Figura
11 C). Os niveis de IL-4 aumentaram para ambos os grupos infectados e
novamente o grupo tratado com salbutamol teve um aumento mais pronunciado
(Figura 11 B).

A migracao das larvas induziu um aumento no numero total de células no
lavado broncoalveolar ao 2° e 5° dias apds a infeccdo, mas nao houve diferenca
entre o grupo tratado com salbutamol e o n&o tratado (Figura 12 A). O numero
de eosindfilos no lavado broncoalveolar aumentou depois da infeccgao,
especialmente ao 5° dia depois da infecgdo (Figura 12 B), ocorreu também um
aumento da atividade da peroxidase eosinofilica (Figura 12 C). O tratamento
com salbutamol aumentou significantemente o numero de eosindfilos e atividade
da peroxidase eosinofilica no lavado broncoalveolar apenas no 5° dia apds a
infeccéo (Figura 12 C)

A patologia pulmonar no grupo infectado e tratado com salbutamol foi diferente

dos animais infectados nao tratados, apresentando infiltrado pulmonar difuso e
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mais evidente, ao contrario dos animais infectados com S. venezuelensis que

apresentam infiltrado mais local (Figura 13).
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Figura 11: Efeito do tratamento com salbutamol na produgado de citocinas em
ratos infectados com S. venezuelensis. Niveis de IL-6 (A), IL-4(B) e IL-10 (C)
registrados no homogenato do tecido pulmonar nos 2° e 5° dias apods infecgéo.
Niveis de citocinas foram mensurados por ELISA como descrito nos Materiais e
Métodos. As linhas tracejadas indicam os niveis basais de IL-6, IL-4 e IL-10 em
ratos nao infectados (normais). Os resultados foram expressos como meédia +
erro padrao de 6 a 8 animais. ** p<0.001, comparando-se grupo infectado em

relacéo ao grupo infectado tratado com salbutamol.
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Figura 12: Efeitos do tratamento com salbutamol na inflamagé&o pulmonar de
ratos infectados com S. venezuelensis. O numero de células totais (A) e
eosindfilos (B) no LBA foram avaliados ao 5° e 12° dias apés infecgao; nivel de
peroxidase eosinofilica (EPO) no tecido pulmonar de ratos foi avaliada 5° dia
apos infecgao (C). As linhas tracejadas indicam os niveis basais de células e
eosindfilos totais e EPO em ratos nao infectados. Os niveis de eosindfilos totais
de animais normais foram significativamente diferentes dos de animais tratados
e nao tratados com salbutamol ao 2° e 5° dia apos infecgao. Niveis de EPO no
pulmdo de ratos normais foram significativamente diferentes dos de animais
tratados com salbutamol ao 5° dia apoés infecgao. Os resultados foram expressos
como média + erro padrao de 6 a 8 animais. * p<0.05, comparando-se grupo

infectado em relag&o grupo infectado tratado com salbutamol
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Figura 13: Corte histolégico do pulmé&o de rato no 2° dia apds a infecgdo com S.
venezuelensis. O corte foi corado com PAS. As fotos histologicas do painel A, B
e C (animal sem infecgdo, infectado e infectado tratado com salbutamol,
respectivamente). As fotos D, E e F (animal sem infecgao, infectado e infectado
tratado com salbutamol, respectivamente). Os cortes histolégicos B e C estdo no
aumento de 20 X, A e D no aumento de 40 X e E e F no aumento de 60 X. As

setas indicam para células caliciformes do epitélio respiratorio.



OBJETIVO 3: AVALIAR O PAPEL DA IL-13 NAS ALTERAGOES
FUNCIONAIS PULMONARES E NA INFECGCAO INDUZIDAS POR S.

venezuelensis EM RATOS
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1) O tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 nao alterou a
hiperreatividade das vias aéreas a acetilcolina ao 5° dia apés infecgao com
S. venezuelensis

A administragcdo i.v. de doses crescentes de acetilcolina induziu grandes
alteracbes na resisténcia das vias aéreas em ratos infectados que receberam
tratamento com anti-IL-13 e em ratos que nao receberam tratamento. A IL-13
parece nao participar do aumento da resisténcia das vias aéreas ao 5° dia apos

a infeccao (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL13 na
hiperreatividade bronquica de ratos infectados com S.venezuelensis. Avaliamos
a variagao da pressao intratraqueal em resposta a acetilcolina (10, 30, 100, 300
ug/kg) em ratos infectados (5 dias apds infecgao), tratados com veiculo, e
infectados (5 dias apods infecgdo), tratados com anti-IL13. Os resultados foram

expressos como média + erro padrao de 4 a 5 animais
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2) Efeito do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 na inflamagao
pulmonar induzida pelo parasito

A migragao de larvas através dos pulmdes levou ao aumento de células
totais, eosindfilos e neutréfilos no fluido do lavado broncoalveolar ao 5° apés
infeccdo, mas nao causou diferenga entre o grupo infectado tratado com anti-IL-
13 e o veiculo no numero de células totais e neutrdfilos, apenas no numero de
eosindfilos (figura 15). O tratamento com anti-IL13 ndo alterou o nivel de
peroxidase eosinofilica nos pulmdes de animais infectados (Figura 15).

Os niveis de IFN-y e IL-6 apresentaram-se abaixo dos limites de deteccéo
do ensaio. Os niveis pulmonares de IL-10, IL-4 e TNF-a foram acentuados nos
animais infectados quando comparados a animais nao infectados, porém o
tratamento com anti-IL-13 alterou apenas os niveis de IL-4 (Figura 16). A IL-13
foi dosada ao 5° dia apés infeccdo no tecido pulmonar de animais infectados
(93.04 £ 2.4, n=4) onde foi significativamente maior que animais n&o infectados
(29.74 £ 9.9, n=5), dados nao apresentados.

A infeccdo por S.venezuelensis aumentou o numero de ceélulas
caliciformes no epitélio respiratério. O tratamento com anti-IL-13 reduziu o

numero de células caliciformes induzida pela infecgéo (Figura 17).
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Figura 15: Efeito do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 na
inflamagédo pulmonar de ratos infectados com S. venezuelensis. O niumero de
células (A), neutrofilos (B) e eosindfilos (C) no LBA e nivel de peroxidase
eosinofilica (EPO, figura D) no tecido pulmonar avaliado ao 5° dia apods infecgéo.
Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo de 4 a 5 animais.
*p<0.05, comparando-se grupo infectado em relagdo ao grupo infectado tratado

comanti-IL-13; linha rachurada representa o grupo controle em D.
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Figura 16: Efeitos do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 na
producado de citocinas pulmonares de ratos infectados com S.venezuelensis.
Niveis de IL-10, IL-4 e TNF-a registrados no homogenato do tecido pulmonar no
5° dias apos infecgdo. Niveis de citocinas foram mensurados por ELISA como
descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados foram expressos como média +
erro padrédo de 4 a 5 animais.* p<0.05, comparando-se grupo infectado em
relagdo ao grupo infectado tratado com anti-IL13; linha rachurada representa o

grupo controle.
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Figura 17: Quantificacdo de células caliciformes. O tratamento com anticorpo
monoclonal anti-IL-13 inibiu a hiperplasia de células caliciformes pulmonares ao
5° dia de infecgao por S. venezuelensis. Os resultados foram expressos como

*kk

média + erro padrdao de 4 a 5 animais. p<0.001, comparando-se grupo

infectado em relagao ao grupo infectado tratado com anti-IL-13.
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3) Efeito do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 no
numero de parasitos e ovos

O numero de vermes recuperados do intestino delgado no 12° dia apés
infeccdo com S. venezuelensis nos ratos tratados com anti-1L-13 foi similar aos
animais tratados com veiculo (figura 18). Em adicdo, o numero de ovos
eliminados no grupo tratado com anti-IL13 e tratado com veiculo foi similar no 5°
e 12° dia apos infecgdo. Por outro lado, ratos tratados com anti-IL-13 eliminaram
um numero maior de ovos quando comparados aos animais tratados com
veiculo no 7°e 10° dia apds infecgao (figura 19). A fecundidade foi similar entre

0s grupos ao 12° dia apds infecgéao.

4) Efeito do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 na inflamagao
intestinal induzida pelo parasito

Os niveis de IFN-y e IL-4 apresentaram-se abaixo dos limites de deteccao
do ensaio. O nivel de IL-13 intestinal (dados ndo apresentados) foi acentuado
nos animais infectados (68.8 + 8.8, n=4) quando comparados a animais nao
infectados (0, n=4) ao 7° dia apds infeccao. O nivel intestinal de TNF-a foi
acentuado nos animais infectados quando comparados a animais nao
infectados, porém tratamento com anti-IL-13 ndo alterou o nivel dessa
interleucina durante a infecgao(figura 19).

A infeccdo com S. venezuelensis aumentou o nivel de peroxidase
eosinofilica e o tratamento com anti-IL-13 reduziu esse aumento ao 7° dia apds

a infeccao (figura 20).
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A analise histologica das células caliciformes do tecido intestinal foi
realizada qualitativamente e ndo demonstrou diferenga entre o grupo infectado

tratado com veiculo e tratado com anti-IL-13.
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Figura 18: Efeito do tratamento com anti-IL-13 no numero de vermes
recuperados do intestino e ovos apoés infecgao com S. venezuelensis. Avaliamos
o total de numeros de vermes adultos no intestino (A) ao 12° dia apos infeccao e
de ovos (B) ao 5°, 7°, 10°, 12° dia apos infecgao(dai) foram avaliados. Todos
esses parametros foram avaliados em animais infectados e animais infectados
mas tratados com anti-IL-13 durante o 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia apds infecgao . Os
resultados foram expressos como média + erro padrao de 5 animais. * p<0.05,
comparando-se o grupo infectado em relagdo ao grupo infectado tratado com
anti-1L-13
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Figura 19: Efeitos do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 na
producao de citocina intestinal de ratos infectados com S.venezuelensis. Niveis
de TNF-a registrado no homogenato do tecido intestinal ao 5° e 7° dia apods
infeccdo (DAI). Nivel de TNF-a foi mensurado por ELISA como descrito nos
Materiais e Métodos. Os resultados foram expressos como média + erro padrao

de 4 a 5 animais. Linha rachurada representa o grupo controle.
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Figura 20: Efeito do tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 nos niveis
de peroxidase eosinofilica intestinal de ratos infectados com S. venezuelensis.
O nivel de peroxidase eosinofilica (EPO) no tecido intestinal avaliado ao 7° dia
apos infeccdo. Os resultados foram expressos como média + erro padrao de 4 a
5 animais. *p<0.05, comparando-se grupo infectado em relagdo ao grupo

infectado tratado com anti-IL-13. Linha rachurada representa o grupo controle.



OBJETIVO 4: AVALIAR O PAPEL DAS FIBRAS SENSITIVAS SENSIVEIS A
CAPSAICINA NAS ALTERAGOES FUNCIONAIS PULMONARES INDUZIDAS

POR S. venezuelensis EM RATO
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1) Avaliagcdao da deplecdo das fibras aferentes desmielinizadas pelo
tratamento neonatal com capsaicina

Avaliou-se a depleg¢ao dos nervos sensoriais sensitivos a capsaicina pelo
teste da formalina. Os animais tratados com capsaicina no periodo neonatal
mostraram significante redugdo do teste comportamental denominado ‘“licking

time” quando comparado ao grupo veiculo. (figura 21).

Controle Capsaicina

Figura 21: Efeito da administragcdo intraplantar de formalina sobre o “licking
time”. Os animais tratados com capsaicina e veiculo infectado com S.
venezuelensis (5° dia apos infecgdo) receberam uma injegao intraplantar de
formalina 3% (100 uL) e o efeito comportamental foi avaliado por 10 min (12
fase). Os resultados sédo apresentados como média + erro padrdao de 4-5

animais em cada grupo.*™ P < 0,01, em relagdo ao grupo controle.
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2) O tratamento neonatal com capsaicina atenuou o aumento da
responsividade das vias aéreas a acetilcolina ao 5° dia apés infecgdo com
S. venezuelensis

A administracdo i.v. de doses crescentes de acetilcolina induziu grandes
alteracdes na resisténcia das vias aéreas em ratos que receberam capsaicina
durante o periodo neonatal e foram infectados por S.venezuelensis (Negrao-
Correa et al., 2003) mostraram que a infecgdo por S.venezuelensis foi
acompanhada por um significante aumento na resisténcia das vias aéreas a
acetilcolina ao 5° dia apos a infecgéo.

Os animais tratados com capsaicina e infectados com S. venezuelensis
apresentaram atenuacao da hiperreatividade brénquica ao 5° dia apés
infeccdo quando comparados com ratos infectados n&o tratados com
capsaicina (figura 22); logo, as fibras C sdo importantes para

hiperreatividade brénquica induzida por helminto.
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Figura 22: Efeitos do tratamento com capsaicina na hiperreatividade brénquica
de ratos infectados com S.venezuelensis. Variagdo da pressao intratraqueal em
resposta a acetilcolina (10, 30, 100, 300 ug/kg) em animais infectados (5 dias
apos infecgao) tratados com veiculo e infectados (5 dias apds infecgao) tratados
com capsaicina no periodo pré-natal. Os resultados foram expressos como
média + erro padrao de 4 a 5 animais.;*** p<0.001 comparando-se 0 grupo
infectado em relacdo ao infectado tratado com capsaicina e controle. * p<0.05,

comparando-se o grupo infectado em relagdo ao tratado com capsaicina mais
infectado.
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3) Efeito do tratamento neonatal com capsaicina na inflamagao pulmonar
induzida pelo parasito

O tratamento com capsaicina n&o teve efeito significativo na expressao basal de
citocinas nos pulmdes de ratos ndo infectados (dados ndo apresentados). Os
niveis de INF-y e IL-10 apresentaram-se abaixo dos limites de deteccdo do
ensaio. Os niveis pulmonares de IL-6, IL-4 e TNF-a foram acentuados nos
animais infectados quando comparados a animais nao infectados, porém o
tratamento com capsaicina ndo alterou os niveis dessas citocinas (figura 23). A
migracdo de larvas através dos pulmdes levou ao aumento de células totais,
eosindfilos e neutréfilos no fluido do lavado broncoalveolar ao 5° apds infeccéo,
mas nao causou diferenga entre o grupo infectado tratado com capsaicina e o
veiculo (figura 24). Porém, o tratamento com capsaicina aumenta o nivel de
peroxidase eosinofilica nos pulmdes de animais infectados (figura 24).

A figura histolégica mostra que os animais infectados e tratados com capsaicina
apresentam um numero maior de eosinofilos quando comparado ao grupo

infectado tratado com veiculo (figura 25).
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Figura 23: Efeitos do tratamento com capsaicina nos niveis de citocinas
pulmonares de ratos infectados com S.venezuelensis. Avaliamos os niveis de IL-
4, TNF-a e IL-6 registrados no homogenato do tecido pulmonar no 5° dia apds
infeccdo. Niveis de citocinas foram mensurados por ELISA como descrito nos
Material e Métodos. Os resultados foram expressos como média + ERRO

PADRAO de 4 a 5 animais.
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Figura 24: Efeitos do tratamento com capsaicina nos niveis inflamagao
pulmonar de ratos infectados com S.venezuelensis. O numero de células totais,
neutréfilos e eosindfilos no LBA (A) e nivel de peroxidase eosinofilica (EPO) (B)
no tecido pulmonar foi avaliado ao 5° dia apds infecgao. Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrao de 4 a 5 animais. *p<0.05, comparando-se
grupo infectado em relagdo ao grupo infectado tratado com capsaicina; linha

rachurada representa o grupo controle
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Figura 25: Corte histolégico do pulméo de rato ao 5° dia apds a infecgdo com S.
venezuelensis. O corte foi corado com H&E. As fotos histolégicas do painel A e
B estdo no aumento de 20X (animal infectado e infectado tratado com
capsaicina, respectivamente). As fotos C e D estdo no aumento de 40X

(infectado e infectado tratado com capsaicina, respectivamente).
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4) A infecgao dos animais foi avaliada pelo numero de ovos nas fezes
A infeccdo dos animais por S.venezuelensis foi comprovada pela presenca de

ovos nas fezes (figura 26).
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Figura 26: Numero de ovos de animais infectados e tratados com capsaicina. O
total de numeros de ovos no intestino foi avaliado ao 12° dia apds infecgao em
animais tratados com capsaicina e tratados com veiculo. Os resultados foram

expressos como media + erro padrao de 4 a 5 animais.
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1) Importancia das alteragoes funcionais pulmonares na infec¢ao causada
por S. venezuelensis

Strongyloides venezuelensis € um parasito gastrointestinal que apresenta
uma fase obrigatoria de passagem pulmonar antes de se estabelecer na mucosa
intestinal de ratos (Silveira et al., 2002). As infec¢des por nematdédeos induzem
uma significante mudanga na fungédo das vias aéreas do hospedeiro, como por
exemplo, aumento da HRB em resposta a acetilcolina (Silveira et al., 2002).
Alguns estudos clinicos tém demonstrado que mudangas na fungdo pulmonar
podem ocorrer apos a infecgdo por parasitos com ciclo pulmonar (Miller, 1979;
Phills et al., 1972), incluindo infecgdo por S. stercolalis (Ochoa et al., 2003;
Wehner et al., 1994). Nossos resultados mostram que o tratamento com droga
broncodilatadora durante os primeiros dois dias de infec¢do preveniu a HRB
induzida pela infecgéo e facilita o ciclo parasitario, ou seja, um maior numero de
parasitas consegue chegar ao intestino. O tratamento com salbutamol também
diminui a resposta contractil do intestino em resposta a acetilcolina no 2° dia
apo6s infeccdo. Porém, ao mesmo tempo, a resposta intestinal dos animais
infectados foi muito mais baixa e nao foi diferente da dos animais sem infeccéo.
Sabe-se que a maioria das larvas do S. venezuelensis alcanga o intestino 60
horas apds a infecgao subcutanea (Silveira et al., 2002). Somado a este fato, o
salbutamol é rapidamente metabolizado pelo hospedeiro, sua meia-vida é
calculada em 3.4 + 1.1 horas em ratos (Narasimha & Hiremath, 2004), o que

justifica a falta de efeito da droga nas alteragdes funcionais pulmonares ao 5° dia
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apo6s infeccdo e na contratilidade intestinal observada em animais tratados e
infectados ao 12° dia apds infecgéo. Logo, esta claro que nenhum efeito precoce
do salbutamol teria efeito no intestino e no estabelecimento do verme no
intestino. Esses resultados indicam que a indugao da contragdo das vias aéreas
poderia afetar a progresséo da larva através dos pulmdes e facilitar a morte por
mecanismos das imunidades inata e adquirida.

A falta de efeitos diretos do salbutamol no verme e a falta de efeitos do
tratamento precoce com salbutamol na resposta intestinal tardia favorecem a
hipétese apresentada acima. O mecanismo que explicaria a habilidade de o
tratamento com salbutamol aumentar a infeccdo poderia ser a inibicdo da
inflamagéao no pulméo, consequentemente facilitando a progressédo das larvas.
Varios estudos tém demonstrado claramente a habilidade do tratamento com
salbutamol por curto periodo e outros B2-adrenoreceptores agonista para inibir o
influxo de eosindfilos in vivo (Teixeira et al., 1995) e produgédo de citocinas
(Sekut et al., 1995). Porém, no nosso modelo experimental o tratamento com
salbutamol induz um significante aumento na produgao de citocinas (IL-10 e I1L4)
desenvolvido por aumento do infiltrado inflamatério nos pulmbes de ratos
infectados. Os dados presentes confirmam os prévios estudos do nosso
laboratorio segundo os quais a produgéo da IL-10 coincide com a passagem do
parasito através dos pulmdes e reduz ao 5° dia apds a infecgédo, quando a
inflamagdo pulmonar é mais evidente. Como o salbutamol parece facilitar a
passagem do parasito através dos pulmdes, o aumento nos niveis de IL-10

reflete o grande numero de parasitos (Negrao-Correa et al., 2003; Silveira et al.,
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2002). Uma explicagdo para o aumento dos niveis de IL-10 observados depois
do tratamento com salbutamol seria corroborado por estudos do nosso grupo,
mostrando que ligantes TLR2 induz produgdo de IL-10 por macrofagos na
presenca de agentes que elevam o AMP ciclico, tais com salbutamol (Procopio
et al., 1999). Embora agonista TLR2 do S. venezuelensis ndo tenha sido
demonstrado, outros helmintos, tais como S. mansoni, expressam ligantes para
TLR2 e induzem a expresséo de IL-10 por células dendriticas (van der et al.,
2002). O tratamento com salbutamol também aumentou a expressao de IL-4 nos
pulmdes de ratos infectados em estagios precoces da infecgdo. Embora poucos
estudos demonstrem que agonistas B2-adrenoreceptores favoregam a resposta
Th2 (Lang et al., 1988), uma possivel explicagdo para este aumento da IL-4
poderia ser o tratamento com salbutamol somado a infecgdo por S.
venezuelensis. Além disso, agonistas B2- adrenérgicos tém demonstrado
facilitar o aumento de histamina e liberacdo de IL-4 em células mastdocitos em
linhagens de camundongos (Cho et al., 2001). Embora a IL-4 seja importante
para 0s mecanismos imunes que controlam o estabelecimento parasitario no
intestino, nossos estudos ndo mostram um papel precoce dessa citocina no
curso primario da infeccao (Negrao-Correa et al., 2003). Além disso, durante a
migragdo parasitaria através dos pulmdes, o aumento nos niveis de IL-4 n&o
esta associado com aumento da inflamacgao eosinofilica, possivelmente devido
aos efeitos anti-inflamatérios da IL-10 que foram elevados juntamente com a IL-4
(Negrao-Correa & Teixeira, 2006; Negrao-Correa et al., 2003). O elevado

numero de eosindfilos e maior infiltrado inflamatério foram detectados em ratos
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tratados com salbutamol apenas no 5° dia apds infec¢ao; neste tempo o parasito
ja se estabeleceu no intestino do hospedeiro, logo os mecanismos pelos quais o
tratamento com salbutamol aumentou os niveis de IL-10 e IL4 parecem ndo ser
importantes para o estabelecimento do parasito no intestino. As acgdes
broncodilatadoras do salbutamol sdo o principal mecanismo pelo qual a droga
facilita o estabelecimento do parasito no intestino.

Um inesperado achado foi o numero de ovos nas fezes ao 12° dia apds
infeccdo, que diminui nos animais tratados com salbutamol, em consequéncia da
baixa fecundidade neste grupo. Uma possivel explicagdo para esses achados
seria que o aumento do numero de parasitos no intestino, em resposta ao
tratamento com salbutamol, poderia levar a competicdo entre parasitas e,
consequentemente, a diminuicdo da fecundidade. A competicao entre parasitos
€ um fenbmeno bem estabelecido nos estudos em helmintos adultos em seus
hospedeiros (Hesselberg & Andreassen, 1975) e poderia explicar a baixa
fecundidade na presenga de um numero aumentado de vermes. Outra
alternativa mais especulativa € que os parasitos precisam receber sinais dos
hospedeiros que favoreceriam a maturacdo e a ovoposicdo. No caso dos
animais PAFR-/- infectados por S. venezuelensis , esses exibiram atraso na
eliminagédo dos vermes e uma diminuigao na fecundidade (Negrao-Correa et al.,
2004). Como o salbutamol facilitou a passagem dos vermes através dos
pulmdes, eles podem nao ter recebido adequados sinais para sua maturacgao.

Como conclusédo, os nossos dados sugerem que as alteragdes funcionais

pulmonares sao respostas do hospedeiro contra o parasito com ciclo pulmonar,
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com papel na prevencdo da excessiva infeccdo. No entanto, ainda nao estédo
claros os mecanismos genéticos e moleculares envolvidos na hiperreatividade

brénquica causada pelo parasito com ciclo pulmonar.

2) Papel da IL-13 nas alteragdoes funcionais pulmonares e infec¢ao
induzidas por S. venezuelensis
A interleucina 13 é uma citocina envolvida em multiplos processos
fisiologicos e patoldgicos do organismo. Nossos dados mostram que IL-13 esta
aumentada nos pulmdes no 5° dia apds a infecgdo e no intestino no 7° dia apds
a infeccdo por S. venezuelensis. Muitos dados indicam que a IL-13 tem
importante participacdo na infecgdo causada por helmintos (Urban, Jr. et al.,
1998); no entanto ha poucos estudos sobre o papel da IL-13 nas alteragbes
funcionais pulmonares causadas por parasito. O presente estudo demonstra que
o tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-13 n&o alterou a HRB induzida
por S.venezuelensis. Corroborando com os nossos estudos, (Proust et al., 2003)
demonstraram que a HRB induzida por antigeno pode desenvolver-se
independentemente de IL-4, IL-5, IL-13 e do receptor IL-4a, em camundongos
BALB/c experimentalmente alérgicos. Em contraste, outro estudo mostra que a
inibicdo da IL-13 pode, quase que completamente, inibir a HRB mesmo com
modesto efeito na inflamagéao (Leigh et al., 2004).
O tratamento com anti-IL.-13 levou a uma redugdo no numero de
eosindfilos e dos niveis de IL-4. Uma possivel explicacdo para a reducado de

eosindfilos é o fato de a IL-13 ser importante para induzir a expressdo de
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eotaxina nas células epiteliais (Li et al., 1996). Além disso, sabe-se que a
eotaxina estimula eosinofilos a secretar IL-4. Exdgena administragcao (Grunig et
al., 1998; Singer et al., 2002; Wills-Karp, 2000) ou expressao exagerada de IL-13
induz infiltracdo celular de neutréfilos, eosindfilos e células mononucleares
dentro dos pulmdes com estimulacdo de muitas quimiocinas, como eotaxina
(CCL11) e KC. O numero reduzido de eosindfilos e IL-4 secundarios a reducéo
da IL-13 ndo causaram alteracdo na HRB. No entanto, a IL-4, como vem sendo
relatada, esta envolvida independentemente de IL-13 na HRB em asma
experimental e na hiperplasia de células caliciformes (Perkins et al., 2006b).
Além disso, alguns estudos mostram a importancia da IL-4 para HRB induzida
por filaria (Mehlotra et al., 2001) ja outros estudos mostram a importancia da IL-5
e eosindfilos (Hall et al., 1998). Em nosso modelo de infecgdo, a redugéo da IL-
4, juntamente com a IL-13, ndo alterou a HRB na infecgdo causada por
S.venezuelensis. Provavelmente, essas interleucinas n&o possuem papéis
centrais na hiperreatividade bréonquica causada por S. venezuelensis, mas
podem ter efeitos importantes quando somadas a outros fatores. Acgdes
conjuntas da IL-13 com TNF- a para produgdo de eotaxina vém sendo
demonstrado (Li et al., 1999). Além disso, receptores de TNF- a sdo expressos
na musculatura lisa das vias aéreas; em adicdo o TNF- a aumenta a
contratilidade in vitro das vias aéreas em camundongos (Chen et al., 2003). De
maneira interessante, os niveis de TNF-a encontram-se aumentados ao 5° dia

apo6s infeccdo em nosso modelo e coincide com o pico de hiperreatividade
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brénquica (Silveira et al., 2002). O tratamento com anti-IL-13 n&o influenciou os
niveis de TNF- a no pulmao.

Muitos estudos mostram que HRB em modelos experimentais de asma é
dissociada da inflamagédo; da mesma forma alguns estudos com helmintos
também mostram que a HRB na infeccdo parasitaria € independente de
eosinofilos (Coyle et al., 1998). Paralelamente a diminuicdo da inflamagao
eosinofilica, houve uma diminuigado de células caliciformes nos animais tratados
com anticorpo monoclonal anti-IL-13 e infectados com S.venezuelensis quando
comparados a animais infectados sem tratamento. Sabe-se que IL-13 também
apresenta papel importante no remodelamento, das vias areas de asmaticos,
(Leigh et al., 2004 ) caracterizado por hiperplasia de células caliciformes e fibrose
subepitelial. Estudo associa a HRB ao aumento de muco em modelo de asma
experimental (Morcillo & Cortijo, 2006), outros n&do encontram associagao entre
os dois fenébmenos (Cohn et al., 1999). Igualmente, os nossos dados mostram
que a diminuicdo do muco n&o causou alteragdes na hiperreatividade bronquica.
Estudos prévios demonstram que a indugao de células caliciformes pela IL-13 é
dependente parcialmente da inflamagao (Shim et al., 2001; Singer et al., 2002).
Logo, a diminuigdo da inflamagéo em animais infectados e tratados com anti-IL-
13 pode ter contribuido para a reducao de células caliciformes.

Embora a IL-13 possa agravar a eosinofilia em modelos de inflamacéo
alérgica (Park et al., 2003; Walter et al., 2001; Wills-Karp, 2000), ela também
pode exibir importantes propriedades anti-inflamatérias. A IL -13 pode induzir a

expressao de antagonista IL-1R (Vannier et al., 1996) e diminuir a regulagéo de



86

citocinas pro-inflamatérias e IL-12 em mondcitos. Ela tem sido também
reportada como tendo efeitos anti-inflamatorios em encefalite experimental
autoimune (Cash et al., 1994), modelos de artrite (Isomaki et al., 1996) e em
alguns modelos de inflamacéo alérgica aguda (Lentsch et al., 1999).

Em suma, a IL-13 ndo é essencial para HRB causada por S.
venezuelensis. Por outro lado, esses dados diferem da maior parte dos modelos
experimentais de asma que mostram que a IL-13 é fundamental para HRB. Em
seguida, podemos sugerir que no nosso modelo de infecgdo a hiperreatividade
brénquica nao é totalmente dependente de eosindfilo e da producédo de muco.

O tratamento com anti-IL-13 ndo afetou a hiperreatividade brénquica
induzida pelo S. venezuelensis, mas afetou significativamente a producdo de
ovos no 7° e 10° dia apds a infecgdo. O numero de vermes e ovos no 12° dia
apos infeccao nao foi significativamente afetado pelo tratamento com anti-IL-13.

E bem conhecido o papel dominante da resposta Th2, para expulsdo de
um numero de parasitos entéricos, incluindo T. spiralis, N.brasiliensis, H.
polygyrus e T.muris (Akiho et al., 2002; Urban, Jr. et al., 1998). As IL-4 e IL-13
quando se ligam ao receptor IL-4 tipo2(IL-4Ra/IL-13a1) sdo unicamente ligada a
sinalizagado da STAT 6. A importancia da IL-4 e IL-13, na expulsdo do parasito é
reforgcada por muitos estudos. O nosso grupo estudou camundongos deficientes
em receptor de IL-4 ou STAT 6 e infectados com S. venezuelensis e mostrou
atraso na eliminagdo de vermes juntamente com aboligdo da producdo de IgE
mas sem alteracdo da eosinofilia tecidual induzida pela infeccdo. O presente

estudo nao mostrou significativo atraso na eliminagao do parasito no 12°dia apés



87

infeccdo em ratos tratados com anti-IL-13 pois o numero de vermes né&o foi
diferente entre o grupo tratado com anti-IL-13 e veiculo, no entanto néo
podemos afirmar que o tratamento com anti-IL-13 ndo afetaria a expulsdo de
parasitos em dias anteriores no 12° dia. Ao 7° e 10° dia apds a infecgado houve
maior produc¢do de ovos coincidindo com diminuicdo dos niveis de peroxidase
eosinofilica no intestino no 7° dia.

Esses resultados mostram que a IL-13 é importante para a fase intestinal
da infeccdo, especialmente na producdo de ovos pelo S. venezuelensis e

eosinofilia intestinal.

3) Papel das fibras nervosas sensiveis a capsaicina na hiperreatividade
brénquica induzida por S. venezuelensis

O sistema nervoso excitatorio e o sistema n&o adrenérgico e nao
colinérgico (NANC) tém-se demonstrado importantes nas mudancas observadas
nas vias aéreas de humanos e animais. A ativacao das fibras sensoriais C nas
vias areas libera neurocininas tais como, substancia P e neurocinina A (Barnes,
1996). Esses peptideos sao importantes neuromediadores de efeitos biolégicos
dentro dos pulmdes, tais como a contratilidade da musculatura lisa das vias
aeéreas. A deplecdo de neurocinina pelo tratamento neonatal com capsaicina
produz irreversivel dano das fibras sensoriais, levando a perda permanente e
degeneracgao de 50 a 90% de todas as fibras ndo mielinizadas aferentes (Jancso
et al., 1977). As fibras nervosas sensoriais sdo a maior fonte de taquicininas

(Holzer, 1998).
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A infeccdo por neomatddeos induz uma mudanga significante nas
funcbes das vias aéreas do hospedeiro. O S. venezuelensis induz HRB com pico
ao 5° dia de infecgao (Silveira et al., 2002). Os nossos dados demonstram que a
perda permanente das fibras C inibe a HRB induzida pelo parasito. Algumas
hipéteses poderiam explicar esses achados. Primeiro, a estimulagdo das fibras
sensoriais das vias aéreas por helmintos liberaria substancia P e neurocinina A
que levariam a broncoconstricdo por diferentes mecanismos, tanto pela ativagao
direta dos receptores NK2 quanto por estimulacdo ou facilitagdo da contragao
colinérgica causada por taquicininas ou degranulacédo de mastocitos. (De Swert
& Joos, 2006). Em segundo, Sakae et al. (1994) sugerem que a acetilcolina
requer nervos sensitivos a capsaicina para realizar seus efeitos no tecido
pulmonar e que, por isso, animais tratados com capsaicina seriam menos
responsivos a metacolina. Por ultimo, e igualmente importante, durante a
infeccdo por helminto a produgcédo de muco aumenta e isso levaria a HRB, visto
que o aumento de muco pode ser mediado pelas neurocininas (Sakae et al.,
1994). No entanto, nossos resultados indicam que a HRB ndo diminui em
animais que possuem diminuicdo do muco consequente ao tratamento com
anticorpo monoclonal anti-l1L-13.

O S. venezuelensis tem uma rapida passagem pelos pulmdes (6 a 72
horas). O numero de larvas ao 5° dia apds infecgao é insignificante. No entanto,
o pico de HRB ocorre no momento em ha um numero insignificante de larvas
nos pulmdes e ndo durante o pico de larvas neste 6rgéo (Silveira et al., 2002).

Quando as vias aéreas sao dilatadas durante o periodo de pico de larvas nos
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pulmdes (2°dia apos infecgdo), o numero de vermes que atingem a maturidade e
de vermes que alcancam o intestino € maior do que na auséncia da
broncodilatagdo, portanto a HRB ao 2° dia apo6s infecgao poderia impedir a
passagem de vermes dos pulmdes o para intestino. O tratamento neonatal com
capsaicina diminui HRB ao 5°dia apds infec¢ao; no entanto, a diminuicado da
HRB poderia também acontecer durante o 2° dia apds infeccdo e facilitar a
chegada dos vermes ao intestino. O 2° dia apos infecgéo nao foi estudado, pois
objetivamos desvendar o mecanismo da HRB, e o 5° dia apds infecgéo é pico
de HRB, além disso, como ja demonstrado (Negrao-Correa et al., 2003), os
parasitos podem modular alteragdes na HRB no 2° dia apés infeccédo e poderiam
mascarar os possiveis resultados.

Alguns estudos demonstram que o tratamento neonatal com capsaicina
aumenta a inflamagéo ao ozénio (Sterner-Kock et al., 1996) e aumenta a HRB
quando exposto ao gas SO2 (Long et al., 1997), o mesmo ocorrendo durante a
infecgdo por Mycoplasma pulmonis (Bowden et al, 1996) e em ratos
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (Medeiros et al., 2001). Quando as
fibras C sao estimuladas por agentes nocivos pode ocorrer uma variedade de
respostas fisiologicas que protegem os pulmdes contra possiveis danos; como,
por exemplo, secrecao de muco (Richardson & Peatfield, 1987), alteragdo na
frequéncia do batimento ciliar (Eljamal et al., 1994; Wong et al., 1990; Wong et
al., 1991) e tosse; todas essas alteragdes poderiam auxiliar na expulsao de
agentes nocivos e na limpeza pulmonar. A broncoconstrigdo das vias aéreas

também é um mecanismo protetor que pode ser ocasionado pela ativacido das
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fiboras C (Bergren & Rendell, 2004). No caso da infecgcdo ocasionada por S.
venezuelensis, a broncoconstricdo impediria a progresséo da infecgao; por outro
lado, a producédo de muco, a tosse e o aumento da frequéncia do batimento ciliar
poderiam facilitar a saida do parasito dos pulmdes para o intestino, e, dessa
forma, ndo ter um papel protetor para o hospedeiro. Apesar de o0 muco conter
células responsaveis pela defesa do hospedeiro, ndo seria surpreendente que o
muco favorece o parasito, como saida do pulmao ao intestino. Essa hipdtese
necessita de maior esclarecimento, visto que nao ha evidéncias na literatura que
a suportem.

Além da diminuicdo da HRB, nossos resultados também mostram que o
tratamento neonatal com capsaicina em ratos infectados por S. venezuelensis
aumentou a peroxidase eosinofilica (EPO). A degranulacéo de eosindfilos leva a
liberacdo de proteinas catidnicas, tais como EPO que podem, através da
estimulacao das fibras, C levar a inflamagéo e HRB (Lee et al., 2001). Nossos
resultados anteriores mostram que eosindfilos ndo sdo fundamentais para HRB,
em nosso modelo de infecgdo. Alguns trabalhos ndo encontram aumento de
eosindfilo apds tratamento neonatal com capsaicina. (Medeiros et al.; Davies et
al., 1994). MEDEIROS et al. (2001) demonstraram que o tratamento neonatal
com capsaicina aumentou o numero de neutréfilos, mas ndo de eosinodfilos no
lavado broncoalveolar em ratos sensibilizados e desafiados com ovalbumina.
Outros trabalhos mostram que, apds degeneragéo das fibras C por tratamento
neonatal de capsaicina, ocorre aumento na inflamagao, concluindo-se que a

fibora C tem papel protetor contra a inflamagao (Vesely et al., 1999; Lee et al.,
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2001; Sterner-Kock et al., 1996). Esses dados estdo de acordo com 0s nossos
resultados que demonstram aumento de eosindfilos no pulmdo em animais
infectados com degeneragdo das fibras C quando comparados a animais
infectados que possuem as fibras C intactas.

Nossos estudos demonstram que HRB ocasionada por S. venezuelensis
em ratos é independente de eosindfilos, IL-13, IL-4 e muco, e que, a diminuigao
da hiperreatividade brénquica em animais infectados e tratados com capsaicina,
nao foi acompanhada por queda nos niveis de TNF-a, sugerindo que essa
citocina pode nédo ter papel fundamental na HRB induzida por S. venezuelensis
como discutido no tépico acima. Ha contradicbes sobre o efeito do tratamento
pré-natal com capsaicina na inflamagao e HRB e isso possivelmente se deva a
uso de diferentes espécies de animais. Em porcos da india, a SP e NKA séao
ambos potentes broncoconstritores; em ratos, dependo da linhagem, as
taquicininas sédo tanto potentes broncoconstritores (Joos et al., 1986) quanto
broncodilatadores (Devillier et al., 1992). Além disso, os diferentes modelos de
inflamacao também levam a diferentes resultados sobre o papel da fibra C.

A auséncia permanente de fibras C no nosso modelo experimental levou
a um aumento da inflamagao; no entanto, houve uma diminuicdo da HRB,
indicando mais uma vez que essas alteragdes sdo independentes no nosso
modelo de hiperreatividade bronquica causada por helminto. Multiplos estudos,
como os desafios com OVA, demonstram dissociagdo entre componentes
celulares inflamatérios (particularmente eosindfilos) e HRB (Taube et al., 2002;

Walter et al., 2001; Yang et al., 2004).
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Em suma, a perda permanente da fibra C reduz a HRB induzida por
helminto ao 5° dia de infec¢do e aumenta a inflamagéo, sugerindo novamente
que a HRB induzida por S.venezuelensis pode ser independente da inflamacéo.
A relevancia das fibras C para alteragcbes funcionais pulmonares durante a
infecgao por helminto leva-nos a acreditar que elas seriam importantes para a

infeccdo e isso vem sendo investigado em nosso laboratorio.
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Baseando-se nos nossos resultados podemos concluir que:

1. O parasito induz hiperreatividade bronquica e é inéculo-dependente.

2. A broncoconstricdio € uma importante alteragcdo funcional pulmonar
durante a infecgéo, visto que sua diminuigdo leva a maior passagem de
larvas através do pulm&o e a maior recuperacdo de vermes no intestino
porém reduzido numero de ovos.

3. A IL-13 ndo é fundamental para hiperreatividade brénquica ocasionada
por S. venezuelensis em ratos, mas € importante para aumento de
células caliciformes no pulmdo, aumento de eosindfilos no LBA,
producdo de ovos pelo parasito e eosindfilos no intestino durante a
infecgao.

4. A hiperreatividade bronquica ocasionada por S. venezuelensis em ratos &

dependente de terminagdes sensorias sensitivas, sensiveis a capsaicina.
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