. BAHIANA

gy ESCOLA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA
MEDICINA

BIANCA ALMEIDA RIOS

MODULACAO DA RESPOSTA IMUNE ALERGICAN\ EM CAMUNDONGOS APOS
TERAPIA HELMINTICA: UMA REVISAO SISTEMATICA

Salvador
2021



Bianca Almeida Rios

MODULACAO DA RESPOSTA IMUNE ALERGICA: EM CAMUNDONGOS APOS
TERAPIA HELMINTICA: UMA REVISAO SISTEMATICA

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
curso de graduacdo em Medicina da Escola
Bahiana de Medicina e Saude Publica para
aprovacao parcial no 4° ano do curso de Medicina.

Orientador: Prof. Dr. Tarcisio Vila Verde Santana
de Almeida

Coorientadora; Prof. Dr. Cristina Salles

Salvador
2021



Bianca Almeida Rios

Modulacéo da resposta imune alérgica em camundongos apdés terapia helmintica: uma
revisdo sistematica

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
curso de graduacdo em Medicina da Escola
Bahiana de Medicina e Salde Pudblica para
aprovacao parcial no 4° ano do curso de Medicina.

Banca Examinadora

Tarcisio Vila Verde de Almeida — Orientador
Doutor em Imunologia pela Universidade Federal da Bahia.

Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

Componente da banca

Titulagdo/Instituicéo

Componente da banca

Titulacdo/Instituicédo



RESUMO

Rios, BA. Almeida, TVVS. Salles, C. Modulacdo da resposta imune alérgica em
camundongos apos terapia helmintica: uma revisdo sistematica. Trabalho de concluséo de
curso, Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (Medicina). Salvador, Bahia, 2021.

INTRODUGCAO: As doencas alérgicas das vias aéreas tém alta prevaléncia global, mas ainda
vém encontrando desafios na sua resolucdo terapéutica. Nesse cenario, terapias de origem
helmintica tém surgido como uma alternativa potencial aos tratamentos convencionais.
OBJETIVO: Avaliar a eficicia das terapias helminticas na supressao dos marcadores imunes
das doencas alérgicas das vias aéreas em modelos murinos. METODOS: Trata-se de uma
revisdo sistematica de estudos em camundongos, utilizando os descritores respiratory
hypersensitivity, mice e helminths nos bancos de dados MEDLINE/PubMed, The Cochrane
Library, SCIELO, LILACS e Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Foram incluidos artigos com
camundongos entre 5-8 semanas de idade, com modelo de hiper-responsividade das vias aéreas
induzido por ovalbumina e em que a intervencdo helmintica foi posterior & fase de
sensibilizacdo. A qualidade dos estudos foi avaliada através da ferramenta SYRCLE's risk of
bias tool for animal studies. RESULTADOS: Dos 689 artigos identificados, trés foram
incluidos na revisdo, totalizando uma amostra de 123-131 camundongos, entre 6-8 semanas de
idade, das linhagens BALB/c e C57BL/6. Foram encontradas reducOes estatisticamente
significantes do numero total de células, eosindfilos, neutrofilos, células caliciformes, IL-4, IL-
13, 1gG1, deposicdo de colageno, producdo de muco e espessamento de vias aéreas no lavado
broncoalveolar e em analise histopatoldgica de sessdes pulmonares, em compara¢do com 0s
controles. CONCLUSAO: A presente revisio demonstrou que as terapias de origem helmintica
sdo capazes de suprimir alguns dos marcadores das doencas alérgicas das vias aéreas, mas
novos estudos em animais ainda sdo necessarios antes que esses resultados sejam traduzidos
para humanos.

Palavras-chave: Hipersensibilidade respiratoria. Terapias helminticas. Camundongos.



ABSTRACT

Rios, BA. Almeida, TVVS. Salles, C. Modulacdo da resposta imune alérgica em
camundongos apos terapia helmintica: uma reviséo sistematica. Trabalho de concluséo de
curso, Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica (Medicina). Salvador, Bahia, 2021.

BACKGROUND: Allergic airway diseases have a high global prevalence, but there’re still
challenges in their therapeutic approach. In this scenario, therapies of helminthic origin have
emerged as a potential alternative to conventional treatments. OBJECTIVE: To evaluate the
effectiveness of helminthic therapies in suppressing immune markers of allergic airway
diseases in murine models. METHODS: This is a systematic review of studies in mice using
the descriptors “respiratory hypersensitivity”, “mice” and “helminth” in MEDLINE/PubMed,
The Cochrane Library, SCIELO, LILACS and Biblioteca Virtual em Saude (BVS) databases.
There were included articles with mice between 5 to 8 weeks old, with an ovalbumin-induced
model of airway hyperresponsiveness in which helminthic intervention followed the
sensitization phase. The quality of the studies was assessed using SYRCLE's risk of bias tool
for animal studies. RESULTS: Amidst the 689 articles identified, three were included in the
review, totaling a sample of 123-131 mice, aged 6-8 weeks, from BALB/c and C57BL/6 strains.
Statistically significant reductions were found in the total number of cells, eosinophils,
neutrophils, goblet cells, I1L-4, IL-13, 1gG1, collagen deposition, mucus production and airway
thickening in the bronchoalveolar lavage fluid and in histopathological analysis of lungs,
compared to the controls. CONCLUSION: This review demonstrated that therapies of
helminthic origin are capable of suppressing some of the markers of allergic airway diseases,
but further studies in animals are still needed before these results are translated into humans.

Key words: Respiratory hypersensitivity. Helminthic therapies. Mice.
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1 INTRODUCAO

A despeito dos avanc¢os que a sociedade tem alcan¢ado na medicina, a incidéncia e a prevaléncia
de algumas doencas tém aumentado, dentre as quais se destacam as doencas alérgicas das vias
aéreas, como a asma e a rinite alérgica®. Tal aumento, entretanto, tem sido visto com maior
evidéncia em paises com padrdo de vida elevado®, levantando hipGteses que associam a
ascensdo das doencas alérgicas as caracteristicas do estilo de vida, as quais determinam, entre
outras coisas, uma vivéncia com maior ou menor exposi¢ao aos organismos que historicamente

parasitam a humanidade??2,

E sabido que parasitas como os helmintos suscitam um padrdo de resposta imune que diverge
de outras infec¢des e que tem sido mais associado a um perfil de permanéncia do nematodeo
no organismo, elicitando, de maneira geral, reacdes menos severas da imunidade®.
Concomitantemente, foi observado que populacBes infectadas por determinadas espécies,
especialmente em regibes endémicas, tendem a desenvolver doencas alérgicas em menor
nmero e com sintomas mais brandos, levando ao estabelecimento de uma associacao entre tais

infeccBes e uma reducdo ou alteragio da resposta imune em doencas alérgicas®.

Os mecanismos pelos quais essa modulacdo ocorre ainda estdo sendo bem estabelecidos e
embora essa associacdo positiva ndo seja observada em todas as infeccdes pelos nematddeos,
dadas algumas especificidades de cada organismo, esse dado abriu margem para a abordagem
das infeccBes helminticas como terapéutica ou forma de prevencdo das doencas alérgicas*®.
Nesse cenario, pesquisas em todo o mundo tentam determinar quais moléculas, extratos,
particulas ou helmintos propriamente ditos podem ser associados com sucesso a marcadores de

reducio do surgimento ou de gravidade das doencas alérgicas®.

Alguns estudos empregando terapias helminticas em pacientes com doencas inflamatorias e
mesmo alérgicas ja foram realizados, retratando em sua maioria respostas inconclusivas’®.
Entretanto, a indefinicdo sobre os elementos exatos que podem ser aplicados com essa
finalidade, bem como o fato de que sdo originarios de organismos causadores de doenca,
orientam uma abordagem cuidadosa do tema®®, que ainda se beneficia, nesse estagio, de
maiores experimentacdes em modelos animais*®. Nesse sentido, uma revisdo sistematica sobre
ensaios em animais se justifica, na medida em que analisa e impde a esses trabalhos igual rigor
metodologico, além de poder apresentar um sumario dos resultados ja encontrados, que sugiram
aprimoramentos nesse tipo de pesquisa ou a possibilidade de avangos mais concretos para 0s

estudos em humanos®*?.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doencas alérgicas das vias aéreas

A World Allergy Organization (WAO) descreve a rinite alérgica como uma inflamacéo da
mucosa nasal mediada pela imunoglobulina (Ig) E, anticorpo que também se constitui como
fator de risco para o desenvolvimento da asma, pois a responsividade por ele mediada frente a
aeroalérgenos comuns é o fator predisponente mais identificavel para o acometimento da
doencal. A IgE é uma marca dos processos alérgicos e medeia a ativacdo dos mastcitos, que
estdo majoritariamente presentes em tecidos conjuntivos e sob epitélios, explicando porque sdo
nesses tecidos que ocorrem a maior parte das reacdes de sensibilidade imediatal?®3.
Clinicamente, as reacOes alérgicas podem se manifestar de diversas formas, expressando-se,

por exemplo, como congestdo nasal e constrigdo bronquical®.

A WAO estima que a prevaléncia global das doencas alérgicas € tdo alta quanto 20-30%,
variando por pais entre 10-40% da populacéo, e destaca como as alergias relacionadas as vias
aéreas sd0 queixas comuns no atendimento primario a satde!. Em 2016, a Organizacéo
Mundial da Satde (OMS) estimou em 339 milhdes o nimero de asmaticos ao redor do mundo,
quando ocorreram 417.918 mortes pela doenca®®. A European Federation of Allergy informa
que, aparentemente, ao menos 60% dos pacientes asmaticos também sofrem de

rinoconjuntivite, enquanto 20-30% dos pacientes com rinite alérgica também sofrem de asma?®.

Segundo a Associacdo Brasileira de Alergia e Imunologia (ASBAI), a asma atinge cerca de
20% das criangas e adolescentes no Brasil e ainda mata cerca de 2 mil brasileiros por ano’, ela
ainda estima que existam entre 3 e 6 milhdes de idosos asmaticos no pais'®. Ja a rinite alérgica
tem frequéncia média de 12,5% em criangas, com incidéncia se elevando e atingindo até 25%

da populagio na adolescéncial®.

Muitas medidas s&o empregadas no tratamento das alergias, dentre as quais se destacam o0 uso
de anti-histaminicos, glicocorticoides, descongestionantes, broncodilatadores, antileucotrienos
e da imunoterapia, com linhas de intervengdo j& bem estabelecidas, mas novas abordagens
terapéuticas tém sido continuamente estudadas!. Considerando a potencial gravidade, ha
esforcos permanentes na deteccdo das terapéuticas mais eficazes e Uteis a cada caso e que
reduzam a ocorréncia de crises severas e ameacadoras & vida, como ocorre na asma com
inflamacdo do tipo 2, o fen6tipo mais comum, que pode ser refrataria ao uso de corticosteroides

inalatérios em altas doses?°.



2.2 Teoria da deplecéo do bioma

Nos vertebrados, a relacdo entre hospedeiros e parasitas existe ha milhGes de anos e produziu
um sistema imune que favorece as relacBes simbiontes em detrimento dos organismos
patogénicos, mas 0 que se percebe em sociedades mais modernas e industrializadas é uma
reducdo significativa nessa relacdo de equilibrio®:. Programas de tratamento em massa contra
helmintiases nas populacGes vulnerdveis se tornou pratica regular e incentivada pela OMS,
embora ja se tenha mostrado que essa abordagem ndo resulta em melhorias de saude ou de
qualidade de vida para populacBes ndo sintomaticas ou que ndo tenham altas cargas

parasitarias?2.

Desde que Strachan publicou um artigo, em 1989, apontando a relagcdo entre a reducdo dos
eventos infecciosos e a instauragdo de doencas alérgicas?, o tema tem sido muito debatido. O
material foi associado ao termo HipoOtese da Higiene (Hygiene Hipothesis), cunhado
previamente a seu estudo, para defender uma ideia segundo a qual a higiene leva os individuos
a um contato reduzido ou tardio com organismos infecciosos, 0 que se associaria ao surgimento
de quadros imunes variados®*. Essa expressdo, embora ainda comumente utilizada, atualmente
é discutida sob uma nova perspectiva como a Hipdtese dos Velhos Amigos (Old Friends
Hypothesis) ou a Teoria da Deplecio do Bioma (Biome Depletion Theory)®, que nio
responsabiliza somente os habitos e politicas sanitarias pela menor diversidade de espécies, mas

também outras questdes da vida moderna.

Essas teorias defendem que a exposicdo a patdbgenos no inicio da vida provoca um
desenvolvimento benéfico da imunidade e que sua auséncia produziria, portanto, um problema
imunorregulatorio, facilitando a ocorréncia de disfuncGes da imunidade e mesmo de infeccdes
por microrganismos que, no passado da humanidade, eram so raramente associados a doengas?>.
Hé& ainda quem v& mais longe e atribua consequéncias da deple¢do do microbioma ndo s6 aos
individuos apds o nascimento, como também trace uma associagcdo com a exposi¢do obtida

ainda na vida intrauterina?®.
2.3 Modulagao imune em helmintiases

De maneira geral, os helmintos suscitam um padrdo de resposta imune que diverge de outros
microrganismos, mostrando-se vulnerdveis principalmente & acdo dos eosinofilos, células
capazes de lisar seu tegumento espesso, o que gera no hospedeiro marcada eosinofilia?’. Na

imunidade adaptativa, provocam majoritariamente uma maturacdo das células T auxiliadoras



naive para o padrdo Th2, que secreta as interleucinas (IL) 4 e 5, a primeira estimuladora da
producdo da IgE e a segunda ativadora de eosin6filos?® 32, Eles sdo causadores de infecces
crbnicas e persistentes por sofrerem uma resposta imune inata relativamente fraca e terem
desenvolvido técnicas de imunoevasdo, reduzindo sua imunogenicidade, variando seus
antigenos, desenvolvendo resisténcia contra 0s mecanismos imunes ou mesmo inibindo a

resposta imune do hospedeiro®3,

Uma das formas pelas quais os helmintos modulam a imunidade é através de uma ativacdo dos
macrofagos que favoreca os fendtipos associados a via alternativa, de reparo tecidual e com
carater anti-inflamatério, o que a depender do patdgeno se expressa como supressao da IL-12 e
da IL-23, ou estimulo & I1L-10, ou mesmo induzindo a diferenciacio de células regulatorias?®.
Nesse sentido, a inducdo da IL-10 tém sido um dos elementos mais associados a regulacéo
imune pelos helmintos, sendo alvo de estudos e de abordagens terapéuticas para patologias

inflamatorias, ainda que seu uso isolado ndo tenha demonstrado resultados significativos333°,

Outra abordagem recorrente é o direcionamento na diferenciacdo celular para as espécies
regulatorias da imunidade, que exercem controle sobre os processos imunes, pondo também em
evidéncia o fator de transformacao do crescimento beta (TGF ), que estimula esse padrao de

diferenciacéo, apresentando acdo anti-inflamatoria®=2,

Novos estudos, especialmente em modelos animais, revelam progressivamente mais elementos
associados a modulacdo imune pelos helmintos que podem ser analisados para emprego
terapéutico futuro, como a regulacéo exercida sobre as células dendriticas e sobre os receptores
do tipo Toll*. O uso de antigenos helminticos também tem sido testado, abordando, além dos
aspectos ja citados, a modulacdo humoral, com reducdo do IgE voltado aos antigenos

desencadeadores dos processos alérgicos®.

Uma caracteristica relevante dessa modulagdo imune € a sua capacidade de ter efeitos
sistémicos, estendendo-se além do local onde os helmintos se estabelecem, o que permite
intervencdes em sitios ndo colonizaveis a partir dos focos corriqueiros de infeccdo helmintica®.
Entretanto, essa capacidade ndo é sempre observada e ainda sdo discutidos os potenciais
modulatérios de cada espécie de acordo aos seus sitios de passagem e de instalagdo?. Essas
observacgdes vém abrindo espago para a andlise das terapias helminticas, seja na forma da
infeccdo com organismos pouco patogénicos ou do uso de extratos de determinadas espécies
como intervencdo terapéutica para as doencas de perfil inflamatdrio, como séo os processos de
hiper-responsividade das vias aéreas®.
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3 OBJETIVO

Avaliar a eficécia das terapias helminticas na supressdo dos marcadores imunes das doencas

alérgicas das vias aéreas em modelos murinos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Desenho do estudo

O presente estudo se trata de uma revisdo sistematica e esta registrado na plataforma
International prospective register of systematic reviews (PROSPERO)®*, sob o nimero:
CRD42020197181.

4.2 Estratégia de busca

As buscas nas fontes de dados eletrénicas MEDLINE/PubMed, The Cochrane Library, SCiELO,
LILACS e Biblioteca Virtual em Satde (BVS) foram realizadas por meio da combinacdo de
descritores, incluindo termos do Medical Subject Headings (MeSH), dos Descritores em
Ciéncias da Saude (DECs) e contracdes de descritores. A revisao sistematica ndo se restringiu
a publicacdes em inglés, pois também foram incluidos estudos escritos em portugués e em
espanhol. Foi utilizado o protocolo PRISMA3® como guia para a revisio sistematica. As buscas
foram realizadas com os descritores respiratory hypersensitivity, mice e helminths, com as
seguintes combinacgdes: (“respiratory hypersensitivity"[MeSH Terms] OR (“respiratory”[All
Fields] AND “hypersensitivity"[All Fields]) OR "respiratory hypersensitivity"[All Fields])
AND ("mice"[MeSH Terms] OR "mice"[All Fields]) AND ("helminths"[MeSH Terms] OR
"helminths"[All Fields]). Referéncias presentes nos artigos identificados pela estratégia de
busca também foram buscadas, manualmente, com o objetivo de se somarem ao trabalho e a
revisao da literatura. Especialistas foram contatados, bem como os autores daqueles estudos
ainda nao publicados.

4.3 Critérios de inclusao e de exclusao

Os critérios de inclusdo foram: estudos experimentais em laboratorio, realizados com
camundongos de qualquer linhagem, machos ou fémeas, entre 5-8 semanas de vida, mantidos
em ambiente laboratorial, em que foi reproduzido modelo experimental de inflamacéo das vias
aéreas induzido por ovalbumina (OVA), e que foram submetidos a alguma modalidade de
terapia helmintica, consistindo o controle em camundongos com o0 mesmo modelo de doenca
alérgica, mas sem intervencdo ou em que foi aplicado somente o veiculo da intervencéao
terapéutica. Os critérios de exclusdo foram: estudos em que os camundongos apresentaram
comorbidades e nos quais a aplicacdo da terapia helmintica ocorreu antes ou simultaneamente

a fase de sensibilizacéo.

4.4 ldentificagdo e selecdo de estudos
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Duas duplas de autores, independentes, fizeram separadamente a leitura dos titulos e resumos
de cada trabalho pré-selecionado para identificar somente os estudos que preenchiam
corretamente os critérios de inclusdo. Prosseguiu-se com a leitura dos artigos, separadamente,
por quatro autores, para assegurar os critérios da revisdo sistematica. Quaisquer divergéncias

entre os autores foram resolvidas por discussdo e dialogo, na presenca de um quinto autor.
4.5 Extracdo de dados

Trés autores coletaram os dados por meio de um formulario de coleta pré-definido. Um quarto
autor, independente, revisou os dados extraidos. As caracteristicas dos estudos extraidos
incluem: ano de publicacdo, origem geogréfica, tamanho da amostra, tipo de intervencao, entre
outras. Foram registrados dados sobre as espécies de helmintos empregadas, 0s componentes
funcionais utilizados e os efeitos obtidos sobre o padrdo imune molecular e de reposta celular.
A qualidade de cada estudo foi avaliada pelo SYRCLE's risk of bias tool for animal studies®,
gue consta em anexo, e avalia 0s seguintes pontos: geracdo da sequéncia de alocacdo,
caracteristicas de base dos grupos, ocultacdo da alocacédo, habitacdo randomizada, cegamento
durante a intervencdo, randomizacao da avaliacdo dos desfechos, cegamento dos avaliadores,
informagdes incompletas do desfecho, publicagdo seletiva de desfechos e outras fontes de

vieses.
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5 RESULTADOS
5.1 Identificacdo e selecdo dos estudos

As buscas nas bases de dados retornaram 688 artigos e um outro foi adicionado manualmente,
totalizando 689 artigos. Dentre eles, 388 foram excluidos por ndo tratarem de estudos
experimentais, 43 por ndo utilizarem camundongos, 217 por ndo abordarem o tema proposto e
17 por trazerem outras intervenc@es terapéuticas ndo helminticas, restando 24 artigos para
leitura integral. Dos 24, 8 foram excluidos pelo modelo alérgico ndo ser induzido por OVA, 11
pela intervencdo com produtos helminticos ocorrer antes ou simultaneamente a sensibilizagéo,
um por ndo informar sobre a idade dos camundongos* e outro pelo grupo controle n4o atender

ao delimitado* (Fluxograma 1).
5.2 Caracteristicas gerais dos estudos selecionados

Os trés estudos séo europeus e utilizaram camundongos fémeas com 6-8 semanas de idade, um
deles utilizou animais da linhagem BALB/c, enquanto os demais utilizaram os da linhagem
C57BL/6. O tamanho das amostras variou de 14 a 60 animais, totalizando 123 a 131
camundongos. Essa variacdo no total decorre do fato de dois dos artigos ndo citarem o numero
exato de camundongos por grupo experimental, apontando em vez disso um intervalo*>*3, Dois
dos estudos**#* utilizaram somente substancias extraidas dos helmintos, enquanto o terceiro*?
utilizou também células linfonodais mesentéricas de camundongos infectados por helmintos.
Wilson et al.*? e Trujillo-Vargas et al.*® fizeram intervencdes pontuais em 1-2 dias, enquanto
Coltherd et al.* também realizou intervencdes nos intervalos de 22 e 57 dias. Todos 0s estudos
tiveram como grupo controle um conjunto de animais em que foi induzido o modelo alérgico
sem ser realizado nenhum tratamento. Essas e outras informacdes entdo dispostas no apéndice
A

5.3 Estudos selecionados

Wilson e demais autores*?, em 2005, induziram diferentes modelos alérgicos em camundongos
de duas linhagens e realizaram a intervencéo a partir do helminto Heligmosomoides polygyrus
antes da fase de sensibilizacdo imune, para estabelecer uma relagdo de prote¢édo, ou apos a
sensibilizacdo, avaliando a melhora dos marcadores imunes. Os dados, em todo esse trabalho,
sdo relatados por meio de graficos, sendo informados numericamente no texto apenas o valor

de algumas analises estatisticas entre 0s grupos.



Fluxograma 1 — Processo de sele¢do dos estudos
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43 nao foram realizados em camundongos
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Fonte: Producéo da autora.
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Para o propdsito dessa revisdo, s6 foram considerados os experimentos em que o modelo
alérgico foi induzido com OVA e a intervencdo ocorreu apos a sensibilizagdo. Neles os autores
fizeram a transferéncia de células linfonodais mesentéricas (MLNCs) de camundongos
previamente infectados, passados 28 dias de infeccdo. Os camundongos recipientes foram
sensibilizados duas vezes, nos dias 0 e 14, sofreram a transferéncia celular no dia 21 e passaram
pelo desafio imune nos dias 28 e 31, sendo sacrificados e analisados no dia seguinte ao Gltimo

desafio.

Em um dos experimentos, foram inoculadas 5x10” MLNCs de camundongos previamente
infectados num grupo, enquanto no outro foram transferidas células de camundongos ndo
infectados. Ambos o0s grupos, no dia seguinte & inoculag¢do, ainda receberam 100 pg de
antigenos de H. polygyrus. De cada grupo, incluindo o controle, cinco animais foram analisados
quanto ao nimero total de células e o nimero de eosinofilos no fluido do lavado broncoalveolar
(BALF). Segundo os autores, s6 houve significancia estatistica na reducdo do ndmero de
eosinofilos do grupo para o qual foram transferidas MLNCs de camundongos infectados e o

antigeno do helminto, com p = 0,04.

No segundo experimento considerado nessa revisdo foram selecionadas células especificas
dentre as MLNCs dos camundongos infectados, ocorrendo transferéncia de 4x10°® células T
regulatérias (Tregs). O primeiro grupo recebeu Tregs CD4+ (92,4% de pureza), enquanto o
segundo recebeu Tregs CD4- (94,9% de pureza). O tamanho dos grupos variou entre 8-10
camundongos. Os autores informaram que houve reducdo estatisticamente significante do
grupo CD4+ guanto ao numero total de células e de eosinofilos do BALF, em comparacéo ao
grupo controle, p=0,004 e p = 0,0001, respectivamente. J& 0 grupo CD4- s apresentou reducéo
com significancia estatistica na contagem de eosindfilos, p = 0,025. Os pesquisadores também
analisaram os niveis de IgE total e antigeno especifico nesses grupos, mas nao informaram os

valores obtidos e relataram que 0s nimeros nado tiveram significancia estatistica.

No terceiro experimento foram transferidas a cada grupo 3x10° Tregs CD4+, em que um dos
grupos era CD25+ (60,6% de pureza) e 0 outro CD25- (79,6% de pureza). Somente o primeiro
grupo obteve reducdo de marcadores com significancia estatistica, segundo os autores, com
reducdo da eosinofilia no BALF, p = 0,02, e no nimero de células caliciformes em analise

histopatoldgica de se¢des pulmonares, p = 0,05.

No artigo de Trujillo-Vargas et al.**, em 2007, avaliou-se 0 uso de produtos excretorios-
secretorios de Nippostrongylus brasiliensis (NES) principalmente de forma preventiva ao
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desenvolvimento de hiper-responsividade de vias aéreas em modelos murinos. Entretanto, um
dos grupos teve a inoculagao de 50 pug de NES 6 dias ap6s a sensibilizagdo, e nele 0s autores
encontraram 1,7 + 0,55 x 10° eosin6filos/mL de fluido do lavado broncoalveolar, enquanto o
valor do grupo controle ficou em 2,02 + 0,64 x 108 eosindfilos/mL, ndo havendo, portanto,
reducdo estatisticamente significante. Os autores também informaram ndo detectar niveis
reduzidos de IgG1 ou de IgE alérgeno-especifico no sangue desses camundongos, embora 0s
valores ndo sejam informados. O tamanho dos grupos intervencdo e controle variou ente 7-8

camundongos.

Por fim, a pesquisa de Coltherd et al.*4, em 2016, trabalhou mais especificamente com modelos
de asma crénica e utilizou como intervencdo o ES-62, uma glicoproteina secretada pelo
Acanthocheilonema viteae. A sensibilizacdo foi feita nos dias 0, 3 e 6, com desafios ocorrendo
semanalmente do dia 11 ao dia 67. O sacrificio ocorreu no dia 69 para analise dos marcadores.
Cinco modelos distintos de intervengao foram feitos, todos com a inoculagdo de 2 ug de ES-62
em 100 uL de PBS. No primeiro, a intervencdo foi realizada semanalmente, do dia 11 ao dia 67
(nove vezes); no segundo, semanalmente, do dia 11 ao dia 32 (quatro vezes); no terceiro,
semanalmente, do dia 46 ao dia 67 (quatro vezes); no quarto, uma Unica inoculacéo foi realizada
no dia 67; e no quinto, uma variacao da terceira intervencdo foi feita com o sacrificio dos
animais ocorrendo no dia 48 em vez do dia 69. Assim como Wilson et al.*?, a grande maioria
das variaveis estudadas ndo teve seus valores numéricos publicados, sendo ilustrados somente

com gréficos, mesmo que os autores tenham publicado varios dados de analise estatistica.

Numa analise histopatolégica com os trés primeiros grupos, foram avaliados trés camundongos
da primeira e da terceira intervenc@es, cinco da segunda intervencdo e oito do grupo controle
quanto a quatro parametros. O primeiro grupo foi o Unico a apresentar reducao estatisticamente
significante em todos: infiltrado celular (p < 0,01), producdo de muco (p < 0,05), deposic¢éo de
coldgeno (p < 0,001) e espessamento de via aérea (p < 0,01). O terceiro grupo também
apresentou reducgdo nos quatro parametros, com p < 0,05 na diminuicdo do infiltrado celular e
p < 0,01 quanto a producdo de muco. Os autores ainda informaram que a reducéo na deposi¢ao
de colageno desse grupo teve significancia estatistica, mas ndo revelam nenhum dado a esse
respeito, enquanto afirmam que para o espessamento de parede a reducdo nédo teve valor
estatistico. Com relagdo ao segundo grupo, foi informado que nenhum pardmetro teve

alteracdes com significancia estatistica.
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Numa outra analise, comparando camundongos da primeira intervencao (trés animais) e do
grupo controle (cinco animais), observou-se reducdo no namero total de células do BALF e
especificamente no nimero de neutrofilos, com p < 0,05 em ambos os casos. Também foi
relatada diminuicao nos niveis séricos de IgG1 OVA especifico (p < 0,05), embora os autores

afirmem que ndo houve alteracéo significativa quanto ao 1gG2a e IgE sérico ou no BALF.

O quarto modelo de intervencédo nao revelou melhora na avaliagdo histopatologica do infiltrado
celular ou da producao de muco, mas teve reducdo no nimero de células do infiltrado: 1,995+
0,19 x10°. Os valores do grupo controle ou a analise estatistica a ele relacionada n&o foram
informados. Os autores ainda relataram que esse grupo promoveu reducdo no nimero de células
do BALF, mas que s6 houve significancia estatistica se analisados neutrofilos isoladamente (p
< 0,01), ndo revelando os dados para os demais tipos celulares: linfécitos, macrofagos e
eosindfilos. O quinto formato de intervencao, interrompido antes da cronificacdo da doenca no
modelo murino, trouxe uma analise de citocinas no fluido do lavado broncoalveolar. Tanto IL-
4, quanto IL-13 tiveram seus valores reduzidos em relacdo ao controle, p < 0,05 e p < 0,01

respectivamente. Nessa andlise, cada grupo consistiu em cinco camundongos.

Na Tabela 1, a seguir, podem ser encontrados os resultados desses estudos que alcangaram

significancia estatistica.

Tabela 1 — Resultados estatisticamente significantes dos estudos selecionados

Referéncia = Intervencéo Momento da Resultados obtidos*

intervencao
Wilson et | 5x107 MLNC de camundongos | Transferéncia de | Redugdo no nimero de eosinofilos
al.*2,2005 | infectados por Heligmosomoides | células 7 dias apdés a | do lavado broncoalveolar (p =

polygyrus + 100 pg de antigeno
do parasita adulto.

5x10” MLNC de camundongos
néo infectados por
Heligmosomoides polygyrus +

100 pg de antigeno do parasita

segunda sensibilizacdo
e 7 dias antes do
primeiro desafio imune.
Inoculagdo de antigenos
1 dia

transferéncia celular.

apos a

0,04).

Sem variacOes estatisticamente

significantes.

adulto.
4x10° Tregs CD4+ dos MLN de | Transferéncia de | Redugdo no ndmero total de
camundongos infectados por | células 7 dias apés a | células (p =0,004) e de eosinofilos

Heligmosomoides
(92,4% de pureza).

polygyrus

segunda sensibilizacdo
e 7 dias antes do

primeiro desafio imune.

(0 = 0,0001) do lavado

broncoalveolar.
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(continua)
Referéncia Intervencdo Momento da Resultados obtidos*
intervencgao
Wilson et | 4x108 Tregs CD4- dos MLN de | Transferéncia de | Reducdo no numero de eosindfilos do
al.*2,2005 | camundongos infectados por | células 7 dias ap6s a | lavado broncoalveolar (p = 0,025).
Heligmosomoides  polygyrus | segunda
(94,9% de pureza). sensibilizacdo e 7 dias
3x10° Tregs CD4+ CD25+ dos | @ntes  do  primeiro " Reqycso no nimero de eosindfilos do
MLN de camundongos A desafioimune. lavado broncoalveolar (p = 0,02) e no
infectados por nimero de células caliciformes em
Heligmosomoides  polygyrus andlise histopatolégica de secles
(60,6% de pureza). pulmonares (p = 0,05).
3x10° Tregs CD4+ CD25- dos Sem  variagbes  estatisticamente
MLN de camundongos significantes.
infectados por
Heligmosomoides  polygyrus
(79,6% de pureza).
Trujillo- 50 pg dos extratos secretoriose | Inoculagdo 6 dias | Sem  variagbes  estatisticamente
Vargas et | excretérios de | apés a etapa de | significantes.
al.*®, 2007 | Nippostrongylus brasiliensis | sensibilizacio.
(NES)
Coltherd 02 pg de ES-62, extraido de | Injecdo semanal, do | Reducdo no nimero total de células (p
et al.*, | Acanthocheilonema viteae, em | dia 11 ao dia 67 do | < 0,05), neutréfilos (p < 0,05) e IgG1
2016 100 pL de PBS. experimento. (p < 0,05) do lavado broncoalveolar.

Reducdo no infiltrado celular (p <
0,01), producdo de muco (p < 0,05),
deposicao de colageno (p < 0,001) e
espessamento de via aérea (p < 0,01)
em analise histopatoldgica de se¢Bes

pulmonares.

Injecdo semanal, do
dia 11 ao dia 32 do

experimento.

Sem  variacbes  estatisticamente

significantes.

Injecdo semanal, do
dia 46 ao dia 67 do

experimento.

Reducdo no infiltrado celular (p <
0,05) e producdo de muco (p < 0,01)
em analise histopatoldgica de secBes

pulmonares.
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(concluséo)

Referéncia = Intervencéo Momento da Resultados obtidos*
intervencao

Coltherd 02 ng de ES-62, extraido de | Injecdo no dia 67 do | Sem variagdes estatisticamente

et al.*, | Acanthocheilonema viteae, em | experimento. significantes.
2016 100 pL de PBS. Injecdo no dia 46 do | Reducdo no ndmero de neutrofilos
experimento.** (p<0,01), IL-4 (p<0,05) e IL-13 (p

< 0,01) do lavado broncoalveolar.

Fontes: Wilson et al.*?, Trujillo-Vargas et al.*® e Coltherd et al.*

*Inclui somente os resultados com significncia estatistica demonstrada pelo valor de p; **grupo experimental em
que a analise foi realizada no dia 48 em vez do dia 69. MLNC: células linfonodais mesentéricas; Tregs: células T
regulatdrias; MLN: linfonodos mesentéricos. PBS: phosphate buffered saline (tampé&o fosfato salino).

5.4 Risco de viés dos estudos incluidos

Quanto ao viés de selecdo, nenhum dos estudos informou sobre a sequéncia de alocacao,
deixando esse ponto obscuro, e embora as caracteristicas de base dos animais tenham sido
informadas em relacdo a linhagem, o sexo e a idade, ndo é informado se a alocacao dos grupos
foi feita antes ou apos a inducdo do modelo alérgico, além de que, da mesma forma, ndo é
informado se os responsaveis pela alocacdo dos camundongos sabiam qual seria a intervencao
realizada sobre cada grupo. Sobre o viés de performance, ndo ha informaces suficientes em
nenhum dos artigos para avaliar diferencas no alojamento dos camundongos em relagcdo aos
grupos estudados e nada é informado a respeito do cegamento dos pesquisadores a cargo das
intervencdes ou do controle. Quanto ao viés de deteccdo, nenhum dos estudos informou se a
selecdo para avaliacdo do desfecho, dentre os animais de cada grupo, foi randémica ou nao e
ndo foi relatado um cegamento dos avaliadores. A respeito do viés de atrito, nenhum dos artigos
informa se todos os animais selecionados foram utilizados, impossibilitando uma analise sobre
dados incompletos de desfecho. Quanto ao viés de publicagdo, nenhum dos artigos informou
protocolo de estudo e todos trouxeram em sua metodologia um conjunto de varidveis cujas
informacdes ndo aparecem para todos 0s grupos submetidos aos experimentos, 0s autores
inclusive citam algumas das variaveis que foram omitidas. Outros vieses podem estar presentes
pelo nimero pequeno das amostras em cada experimento e pela falta de informacgoes e de dados
exatos. Uma sumarizagdo do risco de vieses segundo a ferramenta SYRCLE ’s risk of bias tool*®

esta disponivel no Gréfico 1.



Gréfico 1 — Risco de viés apresentado como porcentagem dos estudos revisados, de
acordo aos parametros da SYRCLE's risk of bias tool

Sequence generation (selection bias)

Baseline characteristics (selection bias)
Allocation concealment (selection bias)
Random housing (performance bias)

Blinding (performance bias)

Random outcome assessment (detection bias)
Blinding (detection bias)

Incomplete outcome data (attrition bias)

Selective outcome reporting (reporting bias)

Other sources of bias (other)
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B Alto ®mBaixo M Incerto

Fonte: Producdo da autora.
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6 DISCUSSAO

A presente revisdo sistematica identificou trés estudos, totalizando uma amostra com intervalo
de 123 a 131 camundongos, em que foram realizadas intervencdes utilizando helmintos e seus
produtos para avaliagdo da supressdo de marcadores imunes em modelos murinos de hiper-
responsividade das vias aéreas. Foram observadas reducdes estatisticamente significantes no
numero de células, citocinas, imunoglobulinas, na producdo de muco e em marcadores de

remodelamento tecidual, em analise histopatologica e do BALF.

Os resultados apontam uma reducédo tanto no nimero total de células****, quanto em tipos
celulares especificos, como neutréfilos*, em comparagdo com os controles, ocorrendo ainda
significativa reducio de eosin6filos*, células efetoras da lesdo tecidual nos quadros alérgicos®2.
Também foi observada diminuicdo de células caliciformes*?, produtoras de muco, e reducio da
producdo de muco em si*, em analise histopatoldgica. A producio de muco é um fendmeno
importante na fisiopatologia da asma, associando-se a obstrucdo das vias aéreas® e sendo
estimulada pela 1L-13%°, Essa citocina foi avaliada em um dos experimentos*, exibindo
reducdo, assim como IL-4. Ambas as citocinas sdo produzidas pelas células T auxiliares
foliculares (Tfh) e atuam induzindo a troca de classe de imunoglobulina no linfécito B para o
isotipo IgE3%%%1, Embora todos os autores tenham informado ter sido realizada mensuracéo de
IgE em seus estudos, nenhum dado foi revelado a esse respeito, exceto que nao foi alcancada

variacdo com significancia estatistica.

Quanto ao espessamento das vias aéreas e a deposicdo de colageno, variaveis que indicam o
remodelamento tecidual no contexto da asma®?°3, houve reducio em analise histopatoldgica de
secOes pulmonares realizada num dos grupos experimentais**. Em outro grupo, submetido ao
mesmo produto, mas sob diferente regime de intervencao, foi verificada diminuicdo de 1gG1*,
imunoglobulina associada a antigenos proteicos sollveis, e que pode ser induzida por alguns

alérgenos®.

Somente um dos grupos estudados apontou diminui¢do em todas as variaveis estudadas, aquele
que recebeu maior nimero de inoculages do ES-62%. O grupo que recebeu apenas uma
inoculacdo ao final dos 67 dias, por sua vez, ndo apresentou alteracdes significativas em
nenhuma dessas mesmas variaveis. No experimento em que houve apenas uma inoculacdo do
mesmo composto, ao dia 46, foi avaliado um conjunto de marcadores diferente dos demais, 0
que impossibilita uma comparagdo mais objetiva mesmo entre 0s grupos de intervencgéo Unica.

Comparando os resultados dos conjuntos em que ocorreram quatro inoculagdes da substancia,
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aquele em que a intervencao foi concentrada no inicio do experimento também néo reportou
melhora dos parametros analisados. Isso pode apontar que, embora haja possibilidade de
melhoria dos marcadores através da intervencdo com o ES-62, ela ndo teria carater duradouro,
falhando do ponto de vista preventivo. Por outro lado, o grupo em que as quatro inoculagdes
foram realizadas ap6s algumas etapas de desafio imune teve sucesso na diminuicdo de duas
variaveis, infiltrado celular e producéo de muco, ainda que ndo tenha produzido alteragdes nos
marcadores de remodelamento tecidual. Dentre os experimentos com transferéncia celular®?,
também obtiveram sucesso na reducdo de dois marcadores, incluindo eosinofilia no BALF,

aqueles que utilizaram Tregs CD4+ e Tregs CD4+ CD25+.

Ainda que esses estudos defendam a eficacia das intervencGes realizadas, isso ndo pode ser
afirmado de maneira ampla. Wilson e colaboradores*? debatem que a populacio de Tregs
elicitada pelas helmintiases suprime os marcadores alérgicos e Coltherd et al.** que ha
prevencdo da cronificacdo da asma atraves do uso do ES-62, imunomodulador de A. viteae.
Mas, poucos dados foram objetivamente informados. Ademais, os estudos reportam uma
variacdo nos marcadores analisados por grupo, o que revela certa heterogeneidade na escolha
do que seria avaliado a cada experimento, e que também revela um viés de publicacgdo,
reforcado pelos marcadores que foram citados nos artigos sem ter seus valores revelados.
Trujillo-Vargas et al.*3, por sua vez, tiveram como foco, essencialmente, intervir antes da fase
de sensibilizacdo, trazendo somente um grupo com analise p6s-sensibilizacdo, que nao revelou

supressdo dos marcadores citados.

Ha estudos que abordam®® uma intervencdo com produtos helminticos anterior ou
simultaneamente a fase de sensibilizacdo, com o intuito de estabelecer uma associacdo
preventiva. A sensibilizacdo corresponde ao primeiro contato com o alérgeno, que leva ao
desenvolvimento da imunidade contra ele**°. No contexto do desenvolvimento da doenga em
humanos, essa é uma etapa que raramente provoca alguma manifestagdo clinica®®. Assim, do
ponto de vista terapéutico, seria mais adequada a intervencdo realizada ap6s o desafio imune,
quando a resposta imune alérgica ja esta bem consolidada, e pode provocar o estado de doenca
percebido clinicamente pelos humanos mediante reexposicdo ao alérgeno®>®, entretanto, ha
poucos estudos nesse formato. E mesmo objetivando prevencéo, seria inviavel desenvolver uma
vacina que sé funcionaria se aplicada anteriormente aos primeiros contatos com os alérgenos,
ou seja, antes da sensibilizacdo, pois ndo e possivel definir quando isso ocorre, ja que tais
alérgenos estdo dispersos pelo ambiente em que as pessoas naturalmente vivem. Dessa forma,

mesmo para uma abordagem preventiva, 0s estudos com intervencdo posterior a fase de
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sensibilizacdo tém maior aplicabilidade potencial do que aqueles em que ela ocorre

anteriormente a essa fase.

O alérgeno utilizado nos modelos murinos foi a ovalbumina, a proteina principal da clara do
ovo. Ela ndo tem carater imunogénico intrinseco, precisando ser injetada diversas vezes na
presenca de adjuvantes, normalmente aluminio, para provocar a sensibilizacio®"%2, E possivel
que se deva a essa auséncia de imunogenicidade o fato desses experimentos ndo terem detectado
variacdes significativas de IgE, expressando um modelo de hiper-responsividade possivelmente
ndo atépico. Ainda assim, apds um desafio com OVA, os modelos obtidos apresentam muitas
das caracteristicas patolégicas da asma, configurando-se em modelos bem estabelecidos e
bastante difundidos para o estudo dessa doenca®. Existem outros modelos de inducéo de hiper-
responsividade de vias aéreas, utilizando alérgenos como acaros domeésticos, extratos de barata,
polen ou latex, que se aproximariam mais dos alérgenos de fato observados na inducgdo das
doencas alérgicas em humanos®®2%3 Entretanto, como ha grande diversidade quanto a quais
alérgenos provocam doenca alérgica, ou em que intensidade, a depender de caracteristicas das
pessoas ou dos modelos murinos®®, o uso de OVA se mostra bastante justificavel por produzir

achados inflamatdrios condizentes com aqueles vistos na asma®?.

Quanto a aplicabilidade, os resultados obtidos através da transferéncia celular de espécimes
infectados*?, embora promissores, levando em conta a reducio eosinofilica observada, trazem
pouca viabilidade, mesmo porque esse método envolve o adoecimento dos espécimes para
coleta das células, o que ndo poderia ser realizado em humanos por motivos éticos. O uso de
extratos ou de proteinas recombinantes dos parasitas, por sua vez, tem maior possibilidade de
aplicacdo préatica. Nesse sentido, Coltherd e colaboradores* ainda abordam em seu estudo
compostos analogos aqueles extraidos do helminto, o que facilitaria a logistica de producéo do

tratamento.

Outro aspecto da abordagem de Coltherd et al.** e que talvez tenha um papel nos dados
observados € a utilizacdo de parasitas murinos, o que pode ser um dos elementos na génese dos
bons resultados obtidos. Afinal, a resposta imune se desenvolve de maneiras diferentes a
depender da adaptagao entre hospedeiro e parasita, como também observado por Amaral et al.®
Adicionalmente, a espécie utilizada se constitui num filarideo, levantando a possibilidade de
que a passagem sanguinea o leve a um padrdo molecular com maior impacto sistémico e

modulatorio, o que produziria melhores resultados.
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A escolha dos helmintos é um aspecto pouco debatido nesses estudos. N&o é explorado se ela
se baseia em parametros de seguranca, testando parasitas de outras espécies, se a escolha é feita
de acordo ao local de circulacdo, ou se ela se baseia em dados de estudos observacionais, entre
outros critérios possiveis. Lembrando que ainda ha algumas divergéncias na literatura quanto a
determinadas espécies de helmintos, se elas se comportam de fato como supressores das
doencas alérgicas, se ndo ha interacao significativa, ou se, pelo contrério, exacerbam as doengas
alérgicas®®®’. Ha, assim, uma grande diversidade de estudos em animais, ou mesmo em
humanos, com as mais variadas espécies de parasitas, dificultando a analise do conjunto. A
diversidade de varidveis estudadas também se coloca como um empecilho & anélise, pois
embora a maioria induza um modelo com ovalbumina, o que determina certas caracteristicas

inflamatdrias de base, os dados coletados ou publicados nédo se sobrepdem na mesma medida.

Hé& algumas limitacGes nos estudos. Os procedimentos experimentais poderiam ter descri¢des
mais completas, ja que a auséncia de informaces sobre a alocacdo dos animais entre 0s grupos,
sobre as condicdes de alojamento, se houve cegamento dos pesquisadores em diversas etapas,
entre outros quesitos, compromete a interpretacdo dos dados, na medida em que pequenas
variacfes, como uma exposi¢cdo maior ou menor a ventilacdo, a depender de onde eram
acomodados 0s camundongos, ja é suficiente para produzir alteracdes que mudam o desfecho
para aqueles espécimes. Além disso, 0s estudos, que ja possuem um numero reduzido de
animais nas amostras, ainda demonstram ter sido feita selecdo dos camundongos que tiveram
seus nameros analisados e/ou divulgados dentro dos subgrupos delineados, contribuindo para
a existéncia de vieses. No aspecto da publicacdo, também se interpbe como obstaculo que a
maior parte dos dados tenha sido apresentada através de graficos ou de valores da analise

estatistica, havendo pouca disponibilizagdo dos nimeros exatos obtidos a cada variavel.
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7 CONCLUSAO

As terapias helminticas sdo capazes de suprimir o numero total de células, de eosinofilos, de
neutrofilos e de células caliciformes, assim como IL-4, IL-13, 1gG1, a deposicéo de colageno,
a producgdo de muco e o espessamento de vias aéreas, no lavado broncoalveolar e em analise
histopatoldgica de sessdes pulmonares de modelos murinos das doencas alérgicas. Entretanto,
estudos em animais com maior rigor metodoldgico ainda sdo necessarios antes gque esses
resultados sejam traduzidos para humanos com maior seguranca e possibilidade de sucesso

terapéutico.
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Autores Pais Ano Tamanho Linhagem Faixa de Sexo Duracdo da | Intervengdo Controle
da amostra idade intervencgdo
Wilson et al. Reino Unido | 2005 | 54-60* BALB/c 6-8 semanas | F 1ou2dias** | Células dos linfonodos | Sem tratamento.
(Escocia) mesentéricos de camundongos
infectados por Heligmosomoides
polygyrus e antigeno de espécimes
adultos do helminto.
Trujillo-Vargas | Alemanha 2007 | 14-16* C57BL/6 6-8 semanas | F 1 dia Produtos excretadores e  Sem tratamento.
etal. secretadores de Nippostrongylus
brasiliensis.
Coltherd et al. Reino Unido | 2016 | 55 C57BL/6 6-8 semanas | F 1,22 0u57 ES-62, imunomodulador  de | Sem tratamento.
(Escécia) dias** Acanthocheilonema viteae.

Fontes: Wilson et al.*?, Trujillo-Vargas et al.*® e Coltherd et al.*

* Presenca de grupos com tamanho informado como intervalo; ** varia de acordo ao grupo de intervencdo. F: camundongos fémea.
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ANEXO A - SYRCLE’s risk of bias tool for animal studies

Item | Type of bias = Domain Description of domain Review  authors

judgment

1 Selection bias | Sequence Describe the methods used, if any, to | Was the allocation

generation generate the allocation sequence in | sequence
sufficient detail to allow an assessment | adequately
whether it should produce comparable | generated and
groups. applied?

2 Selection bias | Baseline Describe all the possible prognostic | Were the groups

characteristics factors or animal characteristics, if any, = similar at baseline
that are compared in order to judge | or  were they
whether or not intervention and control | adjusted for
groups were similar at the start of the | confounders in the
experiment. analysis?

3 Selection bias | Allocation Describe the method used to conceal the | Was the allocation

concealment allocation sequence in sufficient detail to | adequately
determine whether intervention | concealed?
allocations could have been foreseen
before or during enrolment.
4 Performance | Random housing | Describe all measures used, if any, to | Were the animals
bias house the animals randomly within the | randomly  housed
animal room. during the
experiment?
5 Performance | Blinding Describe all measures used, if any, to | Were the caregivers
bias blind trial caregivers and researchers from | and/or investigators
knowing which intervention each animal | blinded from
received. Provide any information = knowledge which
relating to whether the intended blinding | intervention  each
was effective. animal received
during the
experiment?
6 Detection bias | Random outcome | Describe whether or not animals were | Were animals
assessment selected at random for outcome | selected at random
assessment, and which methods to select | for outcome
the animals, if any, were used. assessment?

7 Detection bias | Blinding Describe all measures used, if any, to = Was the outcome
blind outcome assessors from knowing | assessor blinded?
which intervention each animal received.

Provide any information relating to
whether the intended blinding was
effective.

8 Attrition bias | Incomplete Describe the completeness of outcome | Were  incomplete

outcome data data for each main outcome, including | outcome data
attrition and exclusions from the analysis. | adequately
State whether attrition and exclusions | addressed?

were reported, the numbers in each
intervention group (compared with total
randomized animals), reasons for attrition
or exclusions, and any re-inclusions in
analyses for the review.
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(concluséo)

Item

10

Type of bias

Reporting
bias

Other

Domain
Selective outcome

reporting

Other sources of
bias

Description of domain
State how selective outcome reporting

was examined and what was found.

State any important concerns about bias
not covered by other domains in the tool.

Review  authors
judgment

Are reports of the
study free of
selective  outcome
reporting?

Was the study

apparently free of
other problems that
could result in high
risk of bias?




