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RESUMO

A asma é uma doenga inflamatoria cronica poligénica das vias aéreas inferiores que
pode ser desencadeada de maneira hiper-responsiva a diferentes estimulos e de
diversas células inflamatérias. A inter-relacdo entre resposta alérgica e helmintos
tem sido alvo de pesquisas, visto que, ocorre a atenuagao da resposta imunologica.
O Strongyloides venezuelensis atualmente é utilizado em pesquisas in vivo e in vitro
utilizando antigenos em busca da diminuicdo de sintomas e patologias causadas
pela toxoplasmose, colite aguda, fasciolose hepatica e alteragdes imunoldgicas. Este
estudo objetiva realizar testes cutaneos de hipersensibilidade, analisar os niveis de
eosindfilos e imunoglobulina E e comparar os niveis de interleucinas IL-4, IL-10 e
IFN-y produzidas por células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de grupos
alérgicos tratados (AT), alérgicos n&o tratados (ANT) e nado alérgicos (NA)
estimuladas in vitro com antigenos de Strongyloides venezuelensis. Para a formagao
dos grupos foi aplicado o questionario “International Study of Asthma and Allergies in
Childhood” (ISAAC). O teste cutaneo e hemograma foram utilizados para realizar a
quantificacdo e determinacdo de cada grupo. As PBMCs foram estimuladas in vitro
com antigeno de Strongyloides venezuelensis para quantificagao das citocinas IL-4,
IL-10 e IFN-y utilizando o sistema citofluorométrico com microesferas fluorescentes.
Foram incluidos 106 individuos, com mediana geral de 23 anos, nao foi observado
diferencas significativas entre os sexos e idade dos participantes. No teste cutédneo
observou-se maior positividade nos grupos AT e ANT para alergia aos acaros. Na
analise de imunoglobulina E encontrou diferencas estatisticamente significativas nos
niveis de eosinofilia entre os grupos AT e NA. Na comparagao dos niveis de
interleucina IL-4 observou-se menor producéo desta citocina no grupo AT estimulada
com fitohemaglutinina em relacdo ao grupo NA. O IFN-y apresentou produgao
significativamente aumenta no grupo NA estimulada com Fitohemaglutinina em
relacdo ao grupo ANT. A producédo de IL-10 ndo demonstrou diferenca significativa.
Desta forma, os individuos alérgicos tratados podem ser menos propensos a
produzir uma resposta Th2.

Palavras-chave: Rinite Alérgica. Strongyloides stercoralis. Teste cutédneo de
hipersensibilidade. Imunomodulagao. IL-4.
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ABSTRACT

Asthma is a chronic polygenic inflammatory disease of the lower airways that can be
triggered in a hyper-responsive manner by various stimuli and different inflammatory
cells. The interrelationship between allergic responses and helminths has been a
subject of research, as it is associated with the attenuation of the immune response.
Strongyloides venezuelensis is currently used in both in vivo and in vitro studies with
antigens to reduce symptoms and pathologies associated with toxoplasmosis, acute
colitis, hepatic fasciolosis, and immune alterations. This study aims to conduct skin
hypersensitivity tests, analyse eosinophil and immunoglobulin E levels, and compare
the levels of interleukins IL-4, IL-10, and IFN-y produced by peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from treated allergic (AT), untreated allergic (ANT), and
non-allergic (NA) groups stimulated in vitro with Strongyloides venezuelensis
antigens. The "International Study of Asthma and Allergies in Childhood" (ISAAC)
questionnaire was used to form the groups, with skin testing and blood counts
employed to quantify and define each group. PBMCs were stimulated in vitro with
Strongyloides venezuelensis antigen to quantify the cytokines IL-4, IL-10, and IFN-y
using a cytometric system with fluorescent beads. A total of 106 individuals were
included, with a median age of 23 years, and no significant differences were
observed between participants’ sexes and ages. The skin test showed higher
positivity in the AT and ANT groups for mite allergy. Analysis of immunoglobulin E
showed statistically significant differences in eosinophil levels between the AT and
NA groups. In comparing IL-4 interleukin levels, lower production of this cytokine was
observed in the AT group stimulated with phytohaemagglutinin compared to the NA
group. IFN-y production was significantly higher in the NA group stimulated with
phytohaemagglutinin compared to the ANT group. IL-10 production showed no
significant difference. Thus, treated allergic individuals may be less prone to
producing a Th2 response.

Key words: Allergic Rhinitis. Strongyloides stercoralis. Skin Hypersensitivity Test.
Immunomodulation. IL-4.
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1 INTRODUGAO

O Strongyloides stercoralis € um parasito intestinal de alta prevaléncia nas
regides intertropicais, na maioria dos casos, sob a forma de infecgéo
assintomatica (Rajamanickam et al., 2018; Digiulio, 2019 ). Estima-se que o
Strongyloides stercoralis possa afetar até 600 milhdes de pessoas em todo
mundo (Souza et al.,, 2023). Com relacdo a modulagdo do Strongyloides
venezuelensis, ja foi demonstrado que este nematoide pode ser util para o
tratamento de pacientes com doencgas inflamatdrias intestinais, proporcionando
reducdo local dos niveis de citocinas inflamatérias e IL-10 (Rodrigues et al.,
2021). O parasito altera sistemicamente o perfil de citocinas e atenua a resposta
inflamatoria por ativagdo de células T reguladoras (Treg) (Aoyama et al., 2007;
Sipahi e Baptista, 2017; Malpica et al., 2019; Rodrigues et al., 2021). Outro
estudo demonstra que sorologia positiva para Strongyloides stercoralis parece
estar associada a diminuigao dos niveis de citocinas e quimiocinas, desse modo,
reduzindo o risco do ambiente pré-inflamatério necessario para o
desenvolvimento da Diabetes Mellitus tipo 2(DM2) (Rajamanickam et al., 2020).
Os poucos estudos sobre relagdo doengas alérgicas/infecgdo Strongyloides
stercoralis visam entender o risco para desenvolvimento e gravidade da asma
(Leeman e Cabrera, 1995; Leonardi-Bee, Pritchard e Britton, 2006).

As alergias respiratorias, asma e rinite alérgica (RA), sao caracterizadas
pela reagao de hipersensibilidade tipo | resultante da interacdo entre alérgenos
presentes no ambiente com os anticorpos da imunoglobulina E (IgE) especificos
(Humbert et al., 2019; Simon, 2018). Sintomas respiratorios como sibilos, aperto
no peito, tosse e falta de ar limitam o fluxo respiratério e variam ao longo de vida
(Global Asthma Network (GAN), 2014; Global Initiative for Asthma (GINA), 2020;
Pawankar et al., 2008).

A rinite alérgica leva a inflamag¢ao da mucosa devido ao processo mediado
por IgE e é, clinicamente caracterizada por quadros principais como congestao
nasal, espirros, coriza e pressado nos seios nasais. A rinite alérgica € uma doencga
habitualmente ndo notificada que comumente afeta 40% da populagdo mundial

(Appiah-thompson, P.; Amuquandoh, 2023).
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Em média, a asma acomete cerca de 300 milhdes de individuos e provoca
cerca de 250 mil mortes por ano no mundo (Global Asthma Network (GAN), 2014;
Global Initiative for Asthma (GINA), 2020; Pawankar et al., 2008). A asma é uma
doenga inflamatdria crénica das vias aéreas associada a sintomas respiratorios
caracterizada pela dispneia, tosse, sibilancia e aperto no peito (Kuschnir et al.,
2016). Dessa forma, é considerada um problema de saude global, pois afeta a
qualidade de vida dos individuos acometidos e estima-se que 500 milhdes de
pessoas sdao acometidas com a doencga (Bousquet et al., 2008; Brozek et al.,
2010, 2017; Kakli e Riley, 2016).

A inter-relacdo entre alergias respiratorias e enteroparasitoses tem sido
foco de diversas pesquisas, visto que, em individuos alérgicos e ao mesmo
tempo parasitados, pode ocorrer uma atenuacdo da resposta inflamatoria
alérgica (Tsubokawa; Satoh, 2022; Gazzinelli-Guimaraes e Nutman, 2018).
Determinados helmintos sao capazes de secretar uma variedade de
imunomoduladores, alguns deles mostram efeitos protetores em pacientes
asmaticos, dentre esses o Strongyloides venezuelensis (Tsubokawa; Satoh,
2022; Gazzinelli-Guimaraes e Nutman, 2018; Maizels e McSorley, 2016;
Sitcharungsi e Sirivichayakul, 2013; Rodrigues et al., 2021).

A interacido parasita-hospedeiro na modulagdao do tipo de resposta aos
fendtipos clinicos da asma e fatores intrinsecos do hospedeiro, como genes
candnicos de vias indutoras imunoldgicas, podem ser fundamentais para uma
resposta efetora. Além de genes, fatores epigenéticos podem influenciar
transcricionalmente vias importantes na resposta imune, em que microRNAs
(miRNAs) tém papel direto na regulagdo da inflamagao, podendo ativar e
modular alvos da imunidade inata (Chen et al., 2019; Shukla, Singh e Barik,
2011). Essa resposta imune € estimulada pela resposta de células Th2,
acarretando a predominancia na producido de interleucinas IL- 4, IL-5 e IL-13,
assim como, o aumento dos niveis de IL-10, provocando a elevagao de IgE, com
expressao de receptores de IgE nos basdfilos, mastécitos e produgdo de
eosinofilos, (Souza et al., 2023; Springer et al., 2021; Alcantara-neves et al.,
2014; Medeiros et al., 2003)

Dentre as parasitoses, destacam-se os helmintos que podem atuar como

supressores das doencgas alérgicas, autoimunes e pulmonares através da
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geracao de células T reguladoras e produgao de IL-10 capazes de suprimir as
respostas Th1 e Th2 (Donovan et al., 2022; Maizels, 2020; Nascimento et al.,
2014; Wilson et al., 2007).

Poucos estudos avaliam a imunomodulagéo do Strongyloides em doengas
alérgicas e ndo demonstram efeitos significativos no risco de desenvolvimento e
gravidade da asma (Leonardi-Bee, Pritchard e Britton, 2006). Antigenos deste
nematédeo também poderiam atenuar o efeito inflamatério nas alergias com o
envolvimento de células Treg (Leonardi-Bee, Pritchard e Britton, 2006). Portanto,
este estudo objetiva avaliar o potencial imunomodulador in vitro do antigeno
bruto do Strongyloides venezuelensis em células PBMC de individuos com
asma/ rinite alérgica por meio da producgao de citocinas (IL-4, IL-10, e IFN-y),

niveis de eosindfilos, IgE total e teste cutaneo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Doencas respiratorias alérgicas

Alergias respiratérias como asma e rinite alérgica sdo enfermidades cronicas
mais recorrentes em todo mundo, que apresentam heterogeneidade e
manifestacbes complexas (Wang et al., 2023). Acredita-se que as alergias
respiratorias sejam desencadeadas por fatores presentes em ambientes como
queima de combustivel, fungos, microrganismos e parasitas. Além disso, a
predisposi¢cao genética, epigenética e caracteristicas socioeconémicas influenciam
na sintomatologia (Wang et al., 2023).

As alergias respiratérias geram uma condi¢gao que o organismo reage de forma
anormal ao alérgeno, dessa forma, desencadeando resposta inflamatoria nas vias
aéreas de maneira hiper-responsiva em individuos (Mijac et al., 2024). Além disso, a

hiper-responsividade brénquica € uma resposta anormal ndo presente em individuos
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nao alérgicos (Mijac et al., 2024).

A resposta imune pode causar diversos danos no sistema respiratério do
individuo (Lei; Grammer, 2019). Os alérgenos mais comuns incluem pdlen, acaro,
pelos de animais domésticos, alguns alimentos, insetos e medicamentos (Lei;
Grammer, 2019). As reagdes alérgicas podem ser definidas pela reagdo de
hipersensibilidade do tipo | e normalmente mediadas pela a¢do de IgE (Mijac et al.,
2024).

A Organizagcdao Mundial da Saude (OMS) define asma como uma doenca
cronica que afeta mais de 340 milhdes de pessoas em todo mundo (“Global initiative
for asthma - GINA”, 2016). Aproximadamente 10% dos pacientes asmaticos
desenvolvem a sintomatologia grave da asma podendo chegar a ébito, isso pode ser
verificado pelo estudo por Prietsch e colaboradores em 2012 que descreve que no
periodo de 1980 e 2007 ocorreram cerca de 9.051 mortes no Brasil grande parte
jovens menores de 19 anos. As manifestagdes clinicas da asma se caracterizam por
producdo de muco, tosse, dispneia, aperto no peito e falta de ar, o fenotipico mais
comum da asma € a mediagdo por eosinofilos caracterizada pela ativacdo das
células T auxiliares Th2 (Cremades-jimeno et al., 2021).

A IV Diretriz Brasileira para Manejo da Asma (2006) recomenda a classificagéo
que abrange varios aspectos clinicos e fisicos, dessa forma, podendo ser definida
como persistente leve, persistente moderada e persistente grave (“IV Diretrizes

Brasileiras para o Manejo da Asma”, 2006).

Tabela 1 - Classificagado da gravidade da asma.

Intermitente Leve Moderada Grave

Sintomas Raros Semanais Diarios Diarios ou
continuos

Despertares Raros Mensais Mensais Quase diarios

noturnos
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Necessidade Rara Eventual Diaria Diaria
agente beta-2

agonista
inalatorio para
alivio
Limitacdo de Nenhuma Presente nas Presente Continua
atividades exacerbacbes nas
exacerbaco
es
Exacerbacbes Raras Afeta Afeta Frequentes
atividades e o atividades e
sono 0 Sono
VEF1* ou =80% previsto >80% previsto  60-80% <60%
PFE** previsto previsto
Variagao «20% «20%-30% >30% >30%
VEF1 ou PFE

Fonte: IV Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, 2006.

VEF1* : Volume expiratério forcado no primeiro segundo; PFE*: Pico de fluxo
expiratorio

De acordo com a IV Diretriz Brasileira para Manejo da Asma, 2006, a
distribuicdo de asma no Brasil ocorre em 60% dos casos de forma intermitente (“IV
Diretizes Brasileiras para o Manejo da Asma”, 2006).

A rinite alérgica(RA) € uma reacao alérgica devido a interacdo de alérgenos
presentes no meio ambiente com anticorpos especificos da imunoglobulina IgE apos

o contato com a mucosa nasal (Zheng; Yu, 2022). A RA possui carater inflamatério
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Th2 mediada por IgE de curta a longa duragdo que correlaciona varias citocinas
diferentes causando uma hipersensibilidade do tipo | (Zheng; Yu,2022). Alguns
estudos mostram que mais de 500 milhdes de individuos em todo mundo sao
afetados pela RA independente da sua faixa etaria, causando condicbes de
incapacidade fisica, mudanca psicolégica, fadiga, produtividade (Amuquandoh,
2023). Circunstancias nasais como coriza, espirros, prurido e congestdo nasal

contribuem para a ma qualidade de vida desses individuos (Amuquandoh, 2023).

2.1.2 Resposta imunoldgicas das doengas respiratorias

O processo inflamatério presente nas vias areas envolvem varios tipos de
células, incluindo células epiteliais, musculares, musculatura lisa, mastocitos,
eosindfilos, linfécitos T, macrofagos e neutrofilos. Em consonéancia, as interleucinas,
quimiocinas, selectinas, 6xido nitrico, eicosanoides, moléculas de adesédo e
histaminas. Todas essas moléculas contribuem para o processo de broncoconstrigao
e producgéao de secre¢cado mucoide (Guida; Riccio, 2019).

Os avancos na compreensdo do mecanismo das doencgas respiratorias se
baseiam em mediacio e ativagao das respostas dos linfécitos Th2, essa resposta
ocorre devido ao contato prévio com o alérgeno no ambiente pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) (Schulke et al., 2023). As interleucinas IL-4,
IL-5 e IL-13 desempenham papel fundamental nas doencas respiratorias, estas sao
ativadas e produzidas pelas células Th2. Além disso, alguns estudos também
apontam as citocinas IL-13, IL-17, IL-21 e IL-22 como fatores estimulantes de
granuldcitos/macrofagos (lwasaki et al., 2021).

As interleucina IL-4, IL-5 e IL-13 sdo responsaveis pela diferenciacdo dos
linfécitos B em plasmdcitos que por sua vez induzem a produgéo de IgE especifica
que atua na diferenciacdo de Th2 e ativagdo dos eosindfilos, dessa forma,
produzindo o quadro de sensibilizagédo (Iwasaki et al., 2021).

IgE é fundamental para o processo inflamatorio alérgico. IgE fixa-se na
superficie celular através de receptores Fce presentes nas imunoglobulinas

mastoécitos, basofilos, linfocitos T, linfécitos B ativados e eosindfilos (Gauvreau;
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El-gammal; O’byrne, 2015). Uma vez interligados ocorrera o processo de
desgranulagédo, dos mastdcitos ocorre a liberagdo de histamina além de corroborar
para ativagdo de acido araquidénico, formagao de leucotrienos, prostaglandinas D2
(PGD2) e mediadores inflamatérios lipidicos (Gauvreau; El-gammal; O’byrne, 2015).

Os eventos alérgicos podem ser divididos em hipersensibilidade do tipo 1
(ocorre nos primeiros minutos) ou apos quatro a seis horas em contato com o
alérgico denominado resposta de fase tardia (Gauvreau; El-gammal; O’byrne, 2015)

Os interferons (IFNs) sédo produzidos apds algumas horas durante a infecgao,
eles induzem a expressao de moléculas capazes de inibir o patégeno (Edwards et
al., 2018). Pesquisas que envolvam IFNs sao importantes, uma vez que ja foi
demonstrado em alguns estudos que pacientes alérgicos apresentam baixas
expressodes do tipo | (IFN- a e IFN-B) e do tipo Il (IFN-Y) (Edwards et al., 2018). O
IFN-Y in vitro possui propriedades semelhantes aos IFNs do tipo | e sdo promissores
para novas terapias anti-asmaticas (Edwards et al., 2018).

Posteriormente a inflamagédo aguda, os mondécitos sao recrutados da medula
ossea (MO) ou da circulagao e direcionado para o pulmao. Os mondcitos produzem
altas quantidades de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias que contribuem para
o recrutamento de células imunoldgicas. Ao chegar no pulm&o, os mondcitos por
meio de expressdes da superficie tornam-se macréfagos, a ativagao classica desses
macrofagos ocorre através de citocinas do tipo I, como IFN-Y, dessa forma, o
macrofago ativado ira produzir IL-13, IL-5, TGFB e IL-10 (Park; Jo; Jung, 2019).

Os eosindfilos e neutréfilos também desempenham papeis importantes na
resolucdo inflamatéria apds exacerbacdo de doencgas respiratérias, suprimindo a
resposta imunoldgica e colaborando para o reparo tecidual. Os eosindfilos sao
granuldcitos associados a resposta Th2 e a doengas respiratorias, estes sao
recrutados e ativados pelo mecanismo mediado por CCL11, CCL24 e IL-5. Os
eosindfilos liberam granulos que contém IL-4 e IL-10, comumente associados a
respostas imunoldgicas das doengas respiratdérias como asma. Ja os neutréfilos sdo
recrutados da medula éssea (MO) para o local da inflamagao por meio da IL-6 e
CXCL1 que serve como quimioatraente para neutrdfilos via CXCR2 e estédo
fortemente ligados a resposta inflamatoria da asma severa e a resposta reduzida do
tratamento com corticoides (Britt et al., 2023).

A resolugao da resposta inflamatdria causada por doencgas respiratorias ocorre
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através da liberacao de citocinas IL-10, TGF- e IL-35. A IL-10 ajuda na modulacao
da resposta Th2 inibindo a producao de citocinas pré-inflamatérias, alguns estudos
mostram que niveis elevados de IL-10 podem ser benéficos na reducdo da
inflamacao de doencgas respiratérias (Duong et al., 2015).

O TGF-B apresenta papel duplo na resposta inflamatéria atuando como
anti-inflamatéria e em alguns casos pode promover diferenciagcdo das células T
regulatorias que estdo envolvidas na supressao da resposta inflamatérias (Britt et al.,
2023). Em consonancia, a IL-35 pode executar a inducéo de tolerancia imunolégica
€ a supressao da resposta Th2, embora ainda ndo possua muitos estudos sobre
IL-35 (Britt et al., 2023).

2.1.3 Correlacéo entre doencas respiratorias e helmintos

Ha evidéncia de parasitismos humano por helmintos em mumias do Egito
antigo datadas a 3.200 a.C (Sianto et al., 2009). Algumas pesquisas mostram que 0s
helmintos podem causar modificagdes no genoma humano, além de causarem
polimorfismo nos genes de receptores das interleucinas e da interleucina em si (Cox,
2002). Esta correlacdo garante uma breve evolugdo dos mecanismos de defesa do
individuo que ao mesmo tempo combate o parasita solucionando a sensibilizagao,
inflamacédo e tecidos danificados (Fumagalli et al., 2009). Muitas espécies de
parasitas adotam medidas protetivas que burlam a imunidade do hospedeiro, deste
modo, garantem a infec¢cdo cronica (Fumagalli et al., 2009). Em contrapartida, a
medida que paises desenvolvidos possuem saneamento basico adequado,
desparasitacdo e cuidados com a saude observa-se uma extensdo de doencas
inflamatdrias imunomediadas (IMDlIs) (Douglas et al., 2021).

A capacidade imunomoduladora dos helmintos pode ser utilizada para
tratamentos alternativos das doencas inflamatérias crénicas. A infecgcdo por
helmintos geralmente € acompanhada por niveis elevados de anticorpos IgE, com a
maioria dos anticorpos liberados nao especificos para alérgenos, desse modo,

elevam a tolerancia dos mastdcitos aos alérgenos (Wang et al., 2017).
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Algumas pesquisas confirmam que terapias usando helmintos como
Schistosoma mansoni, Heligmosomoides polygyrus, Trichinella e Ancilostomideos
podem aliviar inflamagbes das vias aéreas, asma e rinite causadas por alérgenos
(Wang et al., 2017). Em murinos infectados com S. mansoni liberam grande
quantidades de IL-10, células T CD4+, CD25+ e Foxp3+, consequentemente
observa-se uma diminuigdo da inflamacao alérgica das vias aéreas. As IL-4, IL-13 e
IL-10 podem induzir a ativacdo de macréfagos, consequentemente liberando
citocinas anti-inflamatorias capazes de limitar a resposta inflamatéria (Kang et al.,
2014).

E notavel a semelhanga da resposta Th2 gerada por alérgenos e helmintos,
além disso, células supressoras mieloides, Subconjuntos Breg e Treg, expansao
celular imunorreguladora, alteragdo no microbioma e supressdo da resposta
pré-alérgicas por substancias liberadas por helmintos possuem atividade
fundamental para compreensdo da resposta imunolégica e novas investigagdes
cientificas (Palomares et al., 2014).

Os efeitos protetores dependem da espécie do helminto, estagio da infec¢ao
aguda ou cronica, idade do individuo e carga parasitaria. Em pesquisas utilizando S.
mansoni induzindo imunomodulagao in vitro por meio de secre¢des de fragmentos
proteicos rSmKI-1 e rSm200-3, ocorreu o estimulo da producao de IL-10 em culturas
de PBMC humanos. Outro estudo também mostra que individuos asmaticos
infectados com S. mansoni causam niveis mais baixos de Th2, IL-4 e IL-5, desse
modo, corrobora para niveis mais baixos de IgE (L. S. Alves et al., 2020). Em
relacdo as alergias e autoimunidade é associado a modulagdo de citocinas,
particularmente o aumento IL-10 e subsequentes como IFG-[3, atividade das células
Treg e Breg (Douglas et al., 2021).

Estudos mostram que a infecgao por S. stercoralis pode ter efeito benéfico em
pacientes asmaticos. O S. stercoralis possui capacidade de modular a resposta
imunoldgica, desse modo, reduzindo a inflamagdo em pacientes com doencgas
respiratorias alérgicas, logo, reduz os sintomas, frequéncia e intensidade, além de
diminuir o uso de medicamentos (Rodrigues et al., 2018).

Alguns estudos cientificos utilizam ratos infectados pelo S. Venezuelensis, visto
que a infecgdo e manutencao destes sao mais faceis de manipular, além disso, S.

venezuelensis e S. Stercoralis possuem ciclos biolégicos e resposta imunoldgica
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semelhantes (Araujo cristina et al., 2021).

2.1.4 Resposta imune contra parasitos

Os helmintos transmitidos pelo solo (STH) sdo um grupo altamente
diversificado com estagios de infec¢do que variam de acordo com o ambiente. A
relacdo parasito e hospedeiros é a chave para resposta imunolégica adequada. Os
helmintos parasitos que violarem a barreira intestinal estdo correlacionados a
liberagdo de alarminas, especialmente interleucinas(ILs) IL-25, IL-33 e a linfopoetina
estromal timica, esta desencadeia a resposta imune inata e estimula a inducéo da
resposta imune adaptativa T helper 2 (Th2) (Colombo; Grencis, 2020).

A resposta Th2 regula uma variedade de interleucinas como IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13, IL-21, IL-25, IL-33 que resultam em uma cascata intensificada de células B,
producdo de IgE, mastdcitos, eosindfilos, basofilos e aumento da permeabilidade
tecidual (Jackson et al., 2009). As citocinas IL-4, IL-5, IL-13, anticorpos IgE e
eosinofilia estdo presentes na periferia tecidual desde o inicio da infecgao (Jackson
et al., 2009). Alguns estudos sugerem que a resposta imune polarizada do Th2
estabelece a contencao inicial do processo inflamatoério, também essa resposta Th2
€ essencial para protecao de outros helmintos presentes. As citocinas IL-4 e IL-13
induzem a hiperplasia de células caliciformes, tendo como consequéncia a liberagao
de muco e liberagédo do verme (Gerbe et al., 2016).

As préprias células epiteliais presentes no intestino sdo um importante
reservatorio das citocinas (Von moltke et al., 2016). As células te tufo consistem em
uma pequena populagdo de células normalmente presentes no tecido intestinal e
pulmonar. Alguns estudos mostram que estas células possuem ligacdo genética com
a expressao de Th2, apresentando uma ampliacdo dependente de IL-4Ra apos
contato prévio com o helminto, além disso, sao fontes de leucotrienos citeiniel que
desempenham papel importante nas células linfoides inatas do grupo 2 (Von moltke
et al., 2016).

As células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2s), células reguladoras Foxp3+ T

(Trege) e macrofégos altamente ativados (M2) também sdo alvo de pesquisas
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(Sunaga et al., 2022). A funcionalidades das células ILC2s depende do
microambiente, e por meio da neuroimunologia comunicam-se com 0s neurénios
para ordenar as mudancgas sofridas no intestino durante a infeccdo do parasita
(Klose; Artis, 2016). Outros tipos de células também conseguem se comunicar com
neurdnios, entre essas: células B, macrofagos e mastocitos (Meixiong et al., 2020).

Outra caracteristica importante na reagdo imunologicas dos helmintos é a
supressao ordenada na resposta imune inata e adaptativa no individuos (Zhu; Zhu,
2020). Desse modo, isso pode estar relacionado ao desenvolvimento de células T
reguladoras CD4+ CD25+ que produzem o fator de crescimento transformador de
citocinas (TGF)-B e/ou IL-10, bem como outras células T supressoras, incluindo
CD8+ T, e atividade inibitoria especifica de citocinas (Kim et al., 2018). As células
TCD4+ sao essenciais para o controle de parasitas, participando da expressao de
GATAS3, fator mestre para Th2 (Zhu; Zhu, 2020).

O modelo mais simplificado para infecgao helmintica € a interacdo ao padrao
molecular associado ao patégeno (PAMP) aliado ao verme a um receptor de
reconhecimento padrdo (Coati et al., 2016). Os PAMPs do parasita podem
atenuar-se de receptores Toll-like (TLRs), receptores inatos como lectina do tipo C,
receptores similares do dominio de oligomerizagdo ou aos receptores ativados por
protease (Jackson et al., 2009). Os produtos excretados e/ou secretados pelo
parasita participam como moléculas inmunomoduladoras mediadas por receptores
Toll-like (TLRs) mediados exclusivamente por células dendriticas (DCs) podem ser
usados como modelo para a polarizagdo de resposta Th2, Treg (Jackson et al.,
2009).

Os eosindfilos desempenham papel importante para o desenvolvimento ideal
da resposta Th2, participando da resposta imune excessivamente elevada em
infecgdes por parasitas multicelulares e sao recrutadores de IL-4 (Guth et al., 2024).
Eles sdo recrutados para o local da infecgdo e liberam granulos e toxinas que
ajudam na eliminagdo do parasita e na modulacdo da resposta imune. Sua
regulacao e ativacao é executada através de citocinas, especificamente IL-5 (Guth et
al., 2024).

Os mastocitos originam-se a partir de células progenitoras de células
hematopoiéticas que expressam c-kit, receptores para células troncos, e CD34

(Hicks; Crozier; Macneil, 2023). O mastdcito é ativado através do receptor IgE alta
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afinidade (FceRlI) por IgE e antigenos, e sua migragao ocorre em contato de adesao
com o tecido e integrinas (Tanaka; Furuta, 2021). Os mediadores podem ser:
aminas biogénicas (histaminas, serotonina, dopamina), proteases, peptidoglicano,
citocinas e fatores de crescimento (Meixiong et al., 2020). Desse modo, a
desgranulacdo dos mastocitos e excregao de mediadores através da via secretora
permite a exocitose de moléculas de grande porte incluindo helmintos (Dileepan et
al., 2023).

Os basofilos, embora estejam em baixas concentracbes em infeccdes
helminticas, desempenham um papel crucial na resposta imune contra parasitas
(Eberle; Voehringer, 2016). Durante o processo de infecgdes helminticas os basdfilos
sdo ativados através de antigenos especificos gerados por meio de IgE e seus
receptores (Sarfati et al., 2015). Essa interagdo permite a liberagdo de mediadores
imunes, como histamina, proteases, leucotrienos e citocinas que s&o essenciais para
o processo inflamatorio e modulacéo (Eberle; Voehringer, 2016).

Os neutrdéfilos sdo células fagocitarias fundamentais para o sistema imune
inato (Deleo; Allen, 2020). Durante a infeccdo helmintica os neutréfilos séo
recrutados para o local da infeccdo através de sinais quimiotaticos (Deleo; Allen,
2020). Uma vez no local da infecgdo, os neutrofilos s&do capazes de fagocitar e
destruir alguns elementos helminticos por meio da liberagdo de enzimas
lisossbmicas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas (Rosales, 2020).

Por conseguinte, a eliminacdo e controle dos helmintos consiste em varios
mecanismos imunes que atuam em conjunto dentro do organismo, desse modo, a
resposta imune adaptativa especificamente a via Th2, eosinofilia, ativacdo de
mastocitos, resposta inflamatdéria, fagocitoses, reacado de citotoxicidade e liberagcéo

dos granulos sao cruciais para a homeostase do organismo.

2.1.5 Resposta imune contra Strongyloides stercoralis e Strongyloides

venezuelensis

As respostas imunoldgicas produzidas por S. stercoralis e S. venezuelensis sao
prioritariamente reguladas por citocinas Th2 (Silveira et al., 2002). Em camundongos

as infecgdes helminticas sao representadas pelo nivel sérico elevado de
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imunoglobulinas G1 (IgG1) e IgE (IgG4 e IgE em humanos) (Silveira et al., 2002).

Algumas pesquisas sugerem que os mastécitos especificamente protease
presentes nestas células medeiam a expulsdo do S. venezuelensis do intestino de
roedores (Rodrigues et al., 2013). A eliminagao desse parasita ainda nao € bastante
clara (Rodrigues et al.,, 2013). A infecgdo por S. venezuelensis em camundongos
induz o aumento dos niveis de IgE bem como eosindfilos, neutréfilos (responsaveis
pela migragdo dessas larvas) e moléculas de complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe Il (Rodrigues et al., 2013).

O MHC de classe Il esta diretamente relacionado a apresentagao de antigenos
as células T CD4+ que s&o indispensaveis para uma resposta Th2 eficaz (Rodrigues
et al.,, 2013). Algumas pesquisas também relatam que a producéo de IL-4 e IL-5
corroboram para resposta Th2, dessa forma, indica que outros mediadores e outras
citocinas estdo relacionados a imunidade humoral amplificada de Th2 (Breloer;
Abraham, 2017). Ademais, a produgéao IL-12 e IFN-y estédo relacionadas a resposta
Th1 e ao controle da infecgdo, apesar de Th2 ser mais evidente, além disso, foi
verificado o aumento de IL-17 e IL-10 (Breloer; Abraham, 2017).

Acredita-se que as células B estdo intimamente relacionadas ao controle do S.
stercoralis (Iriemenam et al.,, 2010). Foi demonstrado que a imunidade protetora
contra larvas infecciosas (L3) envolve IgM e IgG, ativagdo do complemento e
toxicidade mediada por anticorpos, além disso, criangas em areas endémicas podem
adquirir anticorpos IgA e IgG contra S. stercoralis durante a amamentagao
(Iriemenam et al., 2010).

Os eosindfilos e anticorpos possuem papel fundamental na imunidade protetora
e mecanismo de defesa contra o S. stercoralis (Iiemenam et al., 2010). Além do
que, os eosinofilos desempenham funcdo de células apresentadoras de antigenos
(APCs) em doengas alérgicas (Peng et al., 2022). Os eosindfilos atuam na liberagao
de toxinas para eliminagdo de patégenos e induzem a ativagao de linfocitos Th2,
IL-5 (essencial para diferenciacao e proliferacdo de eosindfilos) e IgE (Iriemenam et
al., 2010). Os antigenos de S. stercoralis estimulam a liberagdo de eosindfilos que
por sua vez levam a expressao do complexo principal histocompativel (MHC) classe
Il e moléculas que estimulam células T (Iriemenam et al., 2010).

Os TLRs sao os principais receptores de reconhecimento padrao (PRR), estes

reconhecem o patégeno por meio de PAMPs (Le; Kulatheepan; Jeyaseelan, 2023).
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O TRL4 é indispensavel para a sinalizacdo e ativagao das células B induzidas por
lipopolissacarideos (LPS) e indugédo da resposta Th2 por meio de TRL4 presentes

em células dendriticas (Le; Kulatheepan; Jeyaseelan, 2023).

2.1.6 Caracteristicas gerais do género Strongyloides

O género Strongyloides spp., pertencentes a familia Strongyloididae, ordem
Rhabditida, classe Secernentea, Filo Nematoda s&o parasitos comuns de
vertebrados, incluindo os humanos, e foram descritos pela primeira vez ha cerca de
140 anos nas tropas francesas do Vietna. Strongyloides apresenta taxonomia
complexa e seu nome possui origem do nome grego “strongylos” que tem como

1]

significado “forma circular” “semelhante” para demonstrar sua proximidade ao
género strongylus (Grove, et al., 1989; Viney, et al., 2017). No entanto, atualmente
considera-se que Strongyloides apresenta maior semelhanga com o género
Parastrongyloides, este possui ciclo de vida analogo ao Strongyloides, exceto pelo
dimorfismo sexual e reprodug&o em vida livre (Karp, at al., 2016).

O género Strongyloides possui cerca de 50 espécies distintas que parasitam o
intestino delgado de vertebrados, exceto peixes. Destes, apenas 10 sdo encontrados
em mamiferos no Brasil: Strongyloides venezuelensis e Strongyloides ratti (ratos),
Strongyloides stercoralis (causador da estrongiloidiase humana), Strongyloides
papillosus (gado), Strongyloides ransomi (suinos), Strongyloides westeri (equinos),
Strongyloides tumefaciens (caes), Strongyloides fuelleborni (primatas), Strongyloides
procyonis (guaxinins) e Strongyloides myopotami (roedores aquaticos) (Thomsborg
et al., 2017).

O ciclo de vida do Strongyloides difere de outros nematoides, pois ocorre em
duas fases: ciclo direto e ciclo indireto, as fémeas partenogenéticas se reproduzem
por partenogénese e residem nos hospedeiros, enquanto no ciclo de vida livre
machos e fémeas se reproduzem sexualmente(Hunt et al., 2018). A fémea adulta e a
fémea partenogenética habitam a mucosa do intestino delgado exceto S.
tumefaciens que habitam no intestino grosso (Cardia et al., 2016). Os ovos liberados

pelas fémeas podem ser encontrados no primeiro estagio (L1), segundo estagio (L2)
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e terceiros estagio (L3, forma infectante). Ovos larvados e/ou larvas sdo encontradas
nas fezes liberadas por individuos infectados pelo Strongyloides spp. (Cardia et al.,
2016).

A Infeccado do Strongyloides ocorre de forma percutdnea por meio da larva L3
de vida livre, apds a penetragcédo as larvas L3 migram para circulagao sistémica ou
vasos linfaticos. Apds a fémea completar seu ciclo de maturacdo no intestino
delgado proximal inicia-se a postura de ovos (Cardia et al., 2016). A infecgao pode
ocorrer por: heteroinfecgdo, autoinfecgao externa e auto infecgéo interna(Saugar et
al., 2015)

2.1.7 Strongyloides stercoralis e Strongyloides venezuelensis

Strongyloides stercoralis € um helminto intestinal transmitido através do solo
comum em areas tropicais e subtropicais, e que atualmente foi incluido no roteiro
2021-2030 da Organizacdo Mundial de Saude para doengas tropicais e
negligenciada em virtude da sua ampla distribuicdo geografica, alta carga parasitaria
e ao saneamento basico precario fornecedor da contaminagdo (Buonfrate et al.,
2020; EL-MOAMLY, 2021).

Estima-se que cerca de 100 a 600 milhdes de pessoas estejam infectadas
com S. stercoralis, principalmente na Africa subsaariana, América do sul e Sudeste
Asiatico, grande parte das infec¢gdes caracteriza-se por laténcia e/ou forma
assintomatica, por outro lado, a cronicidade em individuos imunodeprimidos podem
levar a sindromes de hiperinfeccdo podendo levar a obito (Buonfrate et al.,
2020;Bethony et al., 2006; Schar et al., 2013).

A falta de padronizacdo dos métodos laboratoriais para identificacdo do
parasita € um grande problema em individuos contaminados que apresentam baixas
excregcbes de larvas nas fezes, contribuindo para uma subnotificacdo dos casos
(Ketzis, 2017). Varios métodos de diferentes complexidades podem ser utilizados
para determinar a infecgcdo por do S. stercoralis, incluindo testes de baixa e alta
sensibilidade como testes sorologicos, no entanto essa técnica também mostra
algumas limitagbes em areas endémicas devido a reagdo cruzada com outros

parasitas (Requena-ménedez et al., 2013; Ketzis, 2017). Além disso, a reacao de
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cadeia polimerase (PCR) e os teste de baixa e média sensibilidade como agar koga
e Baermann-Moraes também se tornam inviaveis (Requena-ménedez et al., 2013).
Grande parte dos estudos utiizam técnicas de baixa sensibilidade
(Requena-ménedez et al., 2013). Sendo um obstaculo a ser enfrentado e discutido.

O ciclo de vida do S. stercoralis desenvolve-se em parte no solo e em parte
no hospedeiro (Gordon et al., 2024). O ciclo se inicia com a excregao de fezes
contaminadas contendo larvas rabditoides no solo que, em condi¢cdes adequadas de
temperatura e umidade, sofrem mudancgas e originam larvas filariformes/infectantes
(ciclo direto) (Gordon et al., 2024). Ademais, podem originar machos e fémeas de
vida livre que apos reproducdo sexuada, ddo origem larvas rabditoides que em
condigdes adequadas transforma-se em larvas filarioides (ciclo indireto ou sexuado),
responsaveis por infectar humanos através da penetragado cutédnea (Gordon et al.,
2024). Apos a penetracao as larvas filariformes ganham corrente sanguinea ou
linfatica, penetram os alvéolos e chegam no parénquima pulmonar onde
amadurecem e podem ser expectoradas ou deglutidas na faringe atingindo o
intestino delgado onde as larvas completam seu ciclo maturativo e se transformam
em fémeas adultas partenogenéticas que se alojam na mucosa do duodeno ou do
jejuno proximal e geram ovos embrionados (De sousa et al., 2018). Os ovos
embrionados originados por fémeas partenogenéticas podem dar origem a larvas
rabditoides triploides (3n), diploides (2n) e haploides (n) (Neves, 2016).

As larvas rabditoides nao infectantes podem ir ao solo ou ainda no intestino
do proprio individuo se replicar, neste ultimo caso chamasse autoinfeccéo, no qual
as proprias larvas rabditoides do individuo invadem a mucosa intestinal ou pele
perianal reiniciando o ciclo podendo levar a uma infecdo cronica que pode durar
décadas (Jenkins et al., 2018). Uma vez no ambiente tanto a fémea quanto o macho
passam da fase L1 larval para adultos de vida livre atingindo o estagio maturativo
infectante L3 (Jenkins et al., 2018). A infecgcdo também pode ocorrer de forma
primaria através do consumo de agua e alimentos contaminados com as larvas
filariformes, além disso, a transmissao pode ocorrer de forma sexual (Sorvillo et al.,
1983).

Strongyloides venezuelensis tem como hospedeiro natural o rato, descrito
pela primeira vez em ratos da Venezuela, amplamente distribuido em regides

quentes (Viney, 2017). O S. venezuelensis possui um ciclo de vida padrao muito
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semelhante ao S. stercoralis, com ressalva na autoinfecgdo e excreg¢ao das larvas
nas fezes do animal infectado (Tobar et al., 2021). Em comparagao ao S. ratti o S.
venesuelensis é menos patogénico, dessa forma, mais usado em estudos cientificos
(Bosqui et al., 2018).

O ciclo de vida do S. venezuelensis também se inicia com a penetracao de
larvas L3 no tecido subcutédneo dos ratos, em seguida as larvas se direcionam para
0 coragao por circulagao sistémica e apds o segundo dia podem ser observados nos
pulmdes, as larvas se mobilizam para traqueia entre 24 e 48 horas e podem ser
deglutidas pelo animal durante a alimentagdo ou ao consumir agua chegando no
intestino delgado (Tobar et al., 2021). No intestino delgado as larvas amadurecem
para a fase adulta e se fixando-se ao intestino, as larvas por meio de partenogénese
liberam ovos, dessa forma, € possivel observar ovos nas fezes desses animais
(Tobar et al., 2021). As fezes contendo os ovos podem ser coletados e induzidos a
geracgéo de larvas de vida livre L3 mantendo o local umido e temperatura ambiente

ou levemente aumentadas (Viney; Kikuchi, 2017).

Figura 1: Strongyloides venezuelensis em ratos Wistar(Rattis norvegicus)
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2.1.8 Diagndstico e tratamento

O diagnodstico das doencas respiratorias envolve combinagdo de histéria
clinica, exame fisico, funcdo pulmonar e testes laboratoriais. Na asma pode ser
investigado sintomas como frequéncia de falta de ar, aperto no peito e sibilos (“IV
Diretizes Brasileiras para o Manejo da Asma”, 2006). Ja na rinite geralmente sao
associados sintomas nasais como coriza, espirros, prurido nasal e obstru¢cao nasal.
Ademais, sao investigados fatores desencadeantes, como exposicao a alérgenos,
exposicao a ambientes e dificuldades na realizagdo de exercicios fisicos (“IV
Diretizes Brasileiras para o Manejo da Asma”, 2006).

Os testes cutaneos sao utilizados para excluir ou direcionar alergias mediadas
por IgE como asma, rinite, e anafilaxia a aeroalérgenos, alimentos insetos e alguns
medicamentos (Patel; Saltoun, 2019). O prick test € um método simples, rapido e
barato que se baseia na picada da parte superior da derme e posteriormente
gotejado um alérgeno, apos 15-20 minutos o teste se positivo apresentara um
didmetro médio da papula e eritema (Patel; Saltoun, 2019). Além disso, a analise do
IgE sérica especifica para alérgenos pode ser utilizada para melhor sensibilidade e
evitar erros no diagnoéstico do paciente (De vos, 2014).

Uma vez diagnosticado, sdo utilizadas estratégias terapéuticas para o controle
das doencgas alérgicas. Em casos de exposi¢do a alérgenos, o tratamento podera
incluir controle ambiental como meio de evitar o alérgeno, e imunoterapia especifica.
Os B2-agonistas, antagonistas dos receptores de leucotrienos e os inibidores da
5-lipoxigenase podem ser utilizados como terapia para pacientes asmaticos.
Ademais, o uso de corticoides inalatérios (Cls) continuam sendo uma alternativa
para tratamento, apesar de possuir respostas variaveis (Tamada; Ichinose, 2016).

A imunoterapia possui efeito capaz de modificar os sintomas causados por a
asma e rinite alérgica, atuando na producéao de intolerancia imunolégica por meio da
administracao de alérgenos especificos, desse modo, demonstra prevengao a novas
sensibilizagdo  (Papostolou; Makris, 2022). A imunoterapia atua na
desestabilizacdo/diminuicdo de mastocitos e basdfilos, ativacdo de células Treg e
Breg quando ativados secretam IL-10 que é essencial para tolerancia das células T.
A IL-10 induz a produgdo de IgG4 que compete com IgE pelo sitio de ligagcéo

presente na superficie do mastocito e basdfilos, além disso, TGF-B secretados por
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Treg e Breg estimulam as células B que trocam de classe e suprimem a resposta IgE
(Zhang et al., 2018).

3.1 OBuETIVO GERAL

Avaliar a imunidade celular de PBMC de individuos com alergias
respiratorias apds a estimulagdo de antigenos de Strongyloides venezuelensis in

vitro.

3.1 OBJETIVOS ESPECiFICOS

a) Comparar parametros de testes cutaneos de hipersensibilidade
para aeroalérgenos;

b) Analisar os niveis de eosinofilia e IgE total;

C) Comparar os niveis de interleucinas: IL-4, IL-10 e IFN-y
produzidas por células PBMC estimuladas in vitro com antigenos de

Strongyloides venezuelensis;
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4 METODOLOGIA

Foi realizado um estudo de corte transversal a partir dos individuos
identificados com asma e/ou rinite alérgica. A modulagcdo de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) por Strongyloides venezuelensis foi
avaliada apés cultivo in vitro. A aprovacado para realizar coleta foi obtida através
do CEP da UFPE sob o CAAE: 38489220.9.0000.5208. A amostra foi obtida de
maneira aleatéria (n=40 individuos/grupo). Os voluntarios (estudantes
universitarios) foram convocados e esclarecidos quanto aos objetivos do estudo
atual. Apos autorizarem a participacao através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram encaminhados para responder
0 questionario, realizar consulta e exames clinicos e coleta de sangue. Critérios
de inclusdo: 1) idade minima de 18 anos; 2) voluntarios que participaram da
pesquisa anterior. Critério de exclus&o: voluntarios que apresentarem diagndstico
meédico de doengas pulmonares crbnicas; 2) individuos com doengas autoimunes;
3) individuos que fizeram uso de corticoides nos ultimos 30 dias e
anti-histaminicos nos ultimos 7 dias. Os voluntarios foram convocados para
responder novo questionario sobre o tratamento, habitos de vida e sintomas,

coleta de amostras de sangue e teste cutaneo de alergia.

4.1.1 Obtengao de antigenos de Strongyloides venezuelensis (SVAQ)

Os antigenos de Strongyloides venezuelensis (SvAg) foram obtidos em
parceria com o Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da USP,
Sao Paulo. Os antigenos foram cedidos pela Profa. Fabiana Martins de Paula do
Laboratério de Investigagdo Médica (LIM-06), Hospital de Clinicas, Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil. Resumidamente, foi
empregado o protocolo descrito por Corral e colaboradores (2017), com algumas
modificagcdes. Aproximadamente 200.000 larvas infecciosas de terceiro estagio (iL3)
foram ressuspensas em 1 mL de Tris—HCI 25 mM, pH 7,5, e sonicadas em gelo
usando cinco ciclos de pulso de 20s cada. A mistura foi centrifugada a 12.400 x g

por 30 min a 4°C e o sobrenadante (SSF) foi coletado, submetida a dosagem de
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proteinas e armazenado a -20°C até o uso.

4 1.2 Teste cuténeo

Os procedimentos para a realizagdo do exame e sua importancia foram
explicados aos voluntarios. A superficie volar medial do antebrago foi avaliada para
exclusdo de lesées dérmicas e realizou-se assepsia com alcool a 70%. Os extratos
de alérgenos (gota unica) foram adicionados ao brago do voluntario utilizando-se o
conta-gotas, a uma distancia de aproximadamente 2 cm, e, com um PUNTOR®
(dispositivo plastico que limita o grau de penetragédo na pele), foi inoculado na regiao
subcutanea dos pacientes. A leitura foi realizada de 15 a 20 minutos apds a
punctura. O teste cutaneo de leitura imediata para alérgenos inalantes foi composta
por: Dermatophagoides pteronyssimus, Blomia tropicalis, Periplaneta americana,
Blatela germanica, epitélio de gato, mistura de fungos, além de controle positivo
(histamina 10 mg/mL) e negativo (excipiente) (IPI-ASAC). A deteccao de papula de
induragdo com pelo menos 3 mm em seu didmetro médio em relagdo ao controle
negativo caracterizou o teste positivo. O resultado positivo para ao menos um dos
alérgenos testados permitira categorizar os individuos como reativos (positivo) para

o teste cutaneo.

4.1.3 Coleta de amostras de sangue, realizagdo do hemograma e determinagao dos

niveis de IgE total

Realizou-se o método de venopuncao da veia cubital para coleta de 27mL
de sangue em 2 tubos com heparina (9mL), um com EDTA (4,5mL) e um sem
anticoagulante (4,5mL) para realizar a cultura celular, 0 hemograma e a dosagem
sorolégica. ApGs a coleta, o sangue foi levado para um laboratério de analises
clinicas e posteriormente, o resultado foi recolhido e repassado para o0s
voluntarios. O hemograma foi realizado por método automatizado (LH 750 -
Beckman Coulter). Os parametros de contagem total e diferencial de leucocitos
foram utilizados para obter os niveis de eosindfilos e classificar quanto a
eosinofilia (= 500 células/mm3) e niveis normais (<500 células/mma3).

O exame para a dosagem dos anticorpos IgE total utilizou o método de
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referéncia fluoroenzimaimunoensaio (FEIA), em equipamento
ImmunoCAP-Phadia® (Uppsala, Suécia), calibrado com o padrdo internacional
de referéncia para IgE da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e o resultado foi

expresso em kU/L.

3.1.5 Estimular células mononucleares do sangue periférico com SvAg e

comparar os niveis das citocinas IL-4, IL-10, e IFN-y

A coleta de sangue foi realizada em individuos selecionados apoés
aplicacdo do questionario ISAAC (Sole et al., 1998) em estudo prévio. Foram
formados trés grupos, um de individuos alérgicos e tratados com imunoterapia de
dessensibilizacdo para asma (n=23), outro grupo formado por individuos
alérgicos nao tratados (n=43) outro de nao-alérgicos (n=40) para comparagao do
efeito imunomodulador do antigeno de Strongyloides venezuelensis (AvAg). O
sangue heparinizado coletado foi adicionado a PBS pH 7,2 na propor¢ao de 1:2
em tubos falcon de 50mL contendo Ficoll-hypaque. Em seguida, os tubos foram
submetidos a uma centrifugacao (900 x g/ 40 min a 20° C) e o anel de PBMC foi
removido e depositado em tubos falcon de 15mL. As células foram lavadas duas
vezes por centrifugacéo (400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI 1640. As células
foram contadas em camara de Neubauer através do corante de vitalidade Azul de
Trypan e ajustadas para as concentragcdes desejadas para cultivo in vitro. As
PBMCs (2x10° células/mL) foram cultivadas em placas de 48 pogos de
poliestireno (BD Systems) contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro bovino fetal (10%), tendo volume final de 1mL. As células foram cultivadas
sob estimulo de Fitohemaglutinina (PHA) (5ug/mL) (como controle positivo), com
antigeno de Strongyloides venezuelensis (SVAg) e sem estimulo (MEIO - controle
negativo) em estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C por 48 horas. O
sobrenadante da cultura foi coletado e congelado a -80°C até a dosagem das
citocinas.

As citocinas IL-4, IL-10, e IFN-y foram quantificadas utilizando-se o
sistema citofluorométrico com microesferas fluorescentes (Cytometric Bead
Array-CBA, Becton Dickinson-BD), que emprega uma mistura de esferas de

poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas
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com anticorpos especificos para as citocinas humanas. Essa metodologia (CHEN
et al.,1999) permite a avaliacdo simultdnea de diversas moléculas soluveis no

mesmo ensaio, empregando pequenas quantidades de amostra.

3.1.6 Analise Estatistica

Foi realizado teste de normalidade (D’Agostino) onde verificou-se se os
dados sao n&o parameétricos, seguido do teste Kruskal-Wallis para avaliar
associacdo entre os grupos e posteriormente o teste Mann-Whitney para
comparagao quantitativa das citocinas entre grupos. Todas as conclusdes serdo
tomadas ao nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o software GraphPad Prism

8.0 para realizar as analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente investigagdo foram incluidos 106 individuos. Sessenta e nove
participantes eram mulheres (65,1%) e trinta e sete (34,9%) eram homens. Em
termos de idade, a mediana geral dos participantes foi de 23 anos (IC 95%:
23,51-25,31). Foram formados trés grupos, um composto de individuos alérgicos e
tratados com imunoterapia de dessensibilizagdo (AT, n=23); o segundo grupo
formado por individuos alérgicos ndo tratados (ANT, n=43); e o terceiro por
individuos nao- alérgicos (NA; n=40). Entre os grupos especificos, a mediana de
idade foi de 22,50 anos para o grupo AT (Cl 95%: 21-27); 24 anos para o grupo ANT
(IC 95%: 23-24) e 23 anos para o grupo NA (IC 95%: 21-25). Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao sexo e idade entre os
grupos.

A asma é um disturbio heterogéneo com manifestagbes fisiopatologicas
complexas que definem a gravidade da doenga (Hudler; Holguin; Sharma, 2022).
Utilizou-se como critério de classificagado para a asma alérgica a pergunta de numero
dois (nos ultimos 12 meses vocé teve sibilo (chiado no peito?), décima quarta
pergunta para rinite alérgica (alguma vez na vida vocé teve rinite?) do questionario
ISAAC.

5.1.1 Resultados - Teste cutineo

Acaros possuem uma ampla distribuicdo geografica e inimeras espécies
podem induzir respostas alérgicas em individuos previamente sensibilizados
(Gonzalez-pérez, R. et al., 2022). O ciclo de resposta alérgica respiratoria aos
acaros esta associado principalmente aos ambientes internos. Durante o ciclo de
vida o acaro produz particulas que sao inaladas por individuos, dessa forma, o
sistema imunolégico reconhece essas particulas invasoras e desencadeia a
sensibilizagdo da resposta imune, levando a quadros alérgicos (Gonzalez-pérez, R.
et al., 2022). No presente estudo, foi possivel observar uma maior prevaléncia de
positividade no SPT para os acaros Dermatophagoides farinae (72%), Blomia
tropicalis (76,7%) e Dermatophagoides pteronyssimus (69,7%) entre os individuos

do grupo ANT em relagdo ao grupo NA, também observa-se essa mesma tendéncia
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no grupo AT em relagao ao grupo NA (tabela 2).

Existem estudos que demonstram que pacientes alérgicos nao tratados
podem ser mais propensos a desenvolver patologias como asma e rinite ao longo do
tempo, isso pode acontecer pelo fato da hipersensibilidade do sistema imunoldgico a
varios alérgenos que podem aumentar o numero de novas sensibilizagdes (De Carli
et al., 2023). Isso pode ser verificado neste estudo com base na tabela 2. Além
disso, a falta de tratamento desses individuos pode levar a cronicidade e
desregulacao imunolégica tornando ainda mais suscetivel a novas alergias (De Carli
et al., 2023). No entanto, deve-se analisar diversos fatores: genéticos, ambientais e
socioeconémicos (Baek et al., 2022). Dessa forma, fatores ambientais sao
pecas-chaves no desenvolvimento e na gravidade de alergias respiratérias, a
exposicao a alérgenos presentes no ambiente, como acaros, mofo, pelos de animais

e habitos alimentares podem desencadear reagdes alérgicas.

Tabela 2: Distribuicdo da positividade do SPT para entre os grupos de individuos

Alérgico tratados (AT), Alérgicos nao tratados (ANT) e ndo alérgicos (NA).

Aeroalérgenos AT ANT NA
(n=23) (n=43) (n=40)

Dermatophagoides 15/(65,2%) 30/(69,7%) 4/(10%)

pteronyssimus

Blomia tropicalis 17/(73,9%) 33/(76,7%) 1/(2,5%)

Periplaneta americana 10/(43,4%) 11/(25,5%)

Blatela germanica 8/(34,7%) 10/(23,2%) 1/(2,5%)

Gato 10/(43,4%) 17/(39,5%) 1/(2,5%)

Fungos 6/(26,0%) 10/(23,2%)

Dermatophagoides farinae 16/(69,5%) 31/(72,0%) 2/(5%)
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Céo 10/(43,4%) 16/(37,2%) 1/(2,5%)

Penas 9/(39,1%) 7/(16,2%) -

Na analise estatistica levantou-se a seguinte hipotese: “Existe diferenca entre
a frequéncia entre sexo masculino e feminino investigados nesse presente estudo?”
As analises estatisticas mostraram que o valor de “p” 0.00044, chi-square 8.100,
dessa forma, foi observado uma discrepancia entre os valores tabulados p<0,05,
logo, houve uma predominéncia pacientes do sexo feminino. Alguns estudos
corroboram para essa estatisticas apresentando maior prevaléncia no sexo feminino
do que no sexo masculino, além disso, mulheres apresentam uma maior
exacerbacido da resposta imune, hospitalizacdao e mortalidade, essa variavel pode
esta relacionada a fatores socioculturais, ou seja, homens tem menores taxas de
consultas medicas (Cabrera, A. et, al, 2022) (Zein & Erzurum, 2015).

Algumas pesquisas mostram que o género feminino € mais suscetivel a
apresentar alergias em comparagao a homens, isso pode ser reportado devido a
fatores hormonais, genéticos e atividades de cuidado com o lar tornando-as mais
expostas aos alérgenos (Su et al., 2023). Ademais, mudancas hormonais durante a
puberdade, gravidez e menopausa afeta a resposta imunoldgica acarretando ainda

mais os sintomas alérgicos (Ornek et al., 2023).

Também foi analisado a diferenca de idades para alérgicos tratados, alérgicos
nao tratados e nao alérgicos, nesses grupos estudados Chi-square 0.2601,2 com “p”
maior que p<0,05, dessa forma a idade nao se torna um fator interferente no
aumento ou a diminuicdo das doencgas respiratérias. A idade média do grupo AT
masculino 23 anos, feminino 25; grupo ANT masculino 24, feminino 24; grupo NA

masculino 26, feminino 23.
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5.1.2 Resultado do objetivo Il - Analisar os parametros laboratoriais de eosincfilia e
IgE total;

Figura 2: Numero de eosindfilos, individuos alérgicos (lA), alérgicos ndo tratados

(ANT) e individuos nao alérgicos (NA)
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Eosinofilos s&o células mieloides diferenciadas que possuem granulos
citoplasmaticos que desempenham importante papel na resposta imune, e
encontrados no sangue periférico e nos tecidos (Tao et al., 2022). Os eosindfilos
frequentemente instalam-se e sdo associados a infecgbes parasitarias e na
regulagcdo de processos inflamatérios, além disso, também estdo interligados a
natureza alérgicas de pacientes que apresentam rinite alérgica, sinusite, doenca

pulmonar obstrutiva crénica e asma (Gore; Fung; Tao, 2022).

Estudos anteriores relatam que os eosindfilos desempenham papeis
significativos em diversas doengas imunomediadas (Kanda et al., 2020). Em

consonéancia ao que foi apresentado, os eosindfilos sdo acumulados através das
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resposta T-helper 2, Th2 e Th2 inata, desse modo, possuem mecanismo de
respostas classicas mediadas pela imunoglobulina E especifica do alérgeno (IgE)
(Kanda et al., 2020). Na analise realizada ndo houve disparidade entre os niveis de
eosindfilos dos grupos AT e ANT (p 0.2865,) (IC95). Em contrapartida encontrou
diferencgas estatisticamente significativa nos niveis de eosinofilia entre os grupos AT
e NA (p 0.0021) (IC95), ademais, também houve correlagdo variancia significativa
entre os grupos ANT e NA (p 0.0474) (1C95).

Figura 3: Niveis de IgE total, individuos alérgicos (lA), alérgicos nao tratados (ANT)

e individuos nao alérgicos (NA).
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A imunoglobulina IgE desempenha um importante papel nas doencgas
respiratorias alérgicas (Hu et al., 2018). O IgE € produzido através do sistema
imunoldgico quando exposto a alérgenos especificos, como por exemplo pelo de
animais e fungos (Namyslowski et al., 2021). Essa resposta pode ser desencadeada
por predisposicdo genética para resposta imunes especificas e fatores que
promovem a producdo de Th2 e IgE (Eckl-dorna et al., 2019a). Além disso, IgE

também contribui para uma resposta na fase tardia.
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Os niveis séricos de IgE apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos ANT e NA (p 0.0008) (IC95). Em contrapartida ndo
houve niveis de significancia entre os grupos AT e ANT (p 0.544)(1C95). Ademais,
nao houve niveis significantes entre os grupos AT e NA (p 0.1028)(IC95). Dessa
forma, foi observado maior produgdo de IgE no grupo alérgico ndo tratado. No
estudo Riabova e colaboradores (2022), mostram maior tendéncia a produgéo de
niveis mais elevados de IgE por individuos alérgicos ou frequéncia de maior
sensibilizagdo. Ademais, no estudo de Zbircea e colaboradores (2023), apresenta
correlagdo entre os niveis elevados de IgE com pacientes que relatam sintomas de
rinite  (obstrugcdo nasal, rinorreia, prurido nasal e espirros), conjuntivite
(lacrimejamento, prurido ocular e irritagdo ocular) e sintomas relacionados a asma

(tosse seca, constricao toracica, dispneia e sibilos).

5.1.3 Resultados do objetivo lll - Estimular células mononucleares do sangue

periférico com SvAg e comparar os niveis das citocinas IL-4, IL-10, e IFN-y

Figura 4: Producédo da interleucina IL-4 nos grupos alérgicos tratados (AT),

alérgicos nao tratados (ANT) e ndo alérgicos (NA).
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vermelha horizontal representa a mediana e a vertical, o IC 95%.

Na comparacdo inicial das citocinas na auséncia de estimulo ndo houve
diferencga significativa entre os trés grupos. O grupo de alérgicos nao tratados (ANT)
estimulados por PHA produziu mais IL-4 em comparagdo aos outros estimulos
dentro do mesmo grupo, 0 mesmo se aplica para o grupo nao alérgicos (NA) quando
estimulado com PHA. Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas no
mesmo grupo AT. No entanto, em relacdo ao PHA do AT e PHA do NA houve
diferencga significativa. Dessa forma, o grupo que ja recebeu tratamento fica menos
propenso a ter uma resposta Th2 em relagdo aos grupos nao tratados e nao
alérgenos.

IL-4 é um potente ativador da resposta Th2 que possui papel central na

resposta imunolégica inflamatéria. De acordo com estudos anteriores, IL-4 é
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expresso durante o curso inicial de alergias respiratorias, indicando disfuncao
imunoldgica (Kwon et al., 2008). O estudo de Cui e colaboradores (2017) também
corrobora para os resultados encontrados, uma vez que no estudo mostra a

diminui¢ao dos niveis de IL-4 apds realizagao de tratamento contra asma.

Figura 5: Produgcdo da interleucina IL-10 nos grupos alérgicos tratados (AT),

alérgicos nao tratados (ANT) e ndo alérgicos (NA).
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tridangulo aberto para baixo (NA). Eixo vertical “y”, eixo horizontal “x”. A linha vermelha horizontal

representa a mediana e a vertical, o IC 95%.

Nao foram observadas diferengas significativas na produgao de citocina IL-10
entre os grupos e estimulos apresentados. A IL-10 € uma importante citocina anti
inflamatoria ou imunorreguladora que mantém a homeostase e atua na prevengao
de danos teciduais (Emami Fard; Xiao; Sehmi, 2023). No geral IL-10 regula
negativamente a produgao de citocinas e genes pré-inflamatério e seus alvos como

células T, células B, células NK e granuldcitos, dessa forma, podendo regular
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negativamente resposta inflamatérias das vias areas (Emami Fard; Xiao; Sehmi,
2023).

Contudo, algumas pesquisas mostram a estimulagdo de IL-10 por meio de
helmintos tanto in vitro como in vivo como na Fasciola hepatica (Hasanpour et al.,
2024) e na utilizagdo do Schistosoma mansoni (Chayé et al., 2023). No presente
estudo podemos observar algumas tendéncias em relagao a estimulagao das células

por meio do AgSv.

Figura 6: Producdo da interleucina IFN-y nos grupos alérgicos tratados (AT),

alérgicos nao tratados (ANT) e ndo alérgicos (NA).
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estimuladas por PHA representadas por tridngulo fechado para cima (AT), circulo aberto (ANT) e
tridangulo aberto para baixo (NA). A linha vermelha horizontal representa a mediana e a vertical, o IC
95%.

Na comparacgao inicial das citocinas usando apenas meio/estimulo do IFN-y
nao foi observado variagao significativa entre os trés grupos. Também nao houve
diferencga significativa nas células estimuladas com AgSv do mesmo grupo, exceto
no grupo NA que apresentou varidncia significativa comparado ao estimulo do
meio/estimulo basal com PHA e AgSV. No grupo ANT estimulados com PHA
também demonstrou diferengas significativas em relagéo ao grupo NA PHA.

IFN-y possuem papel importante na resposta imune adaptativa que confere
resisténcia a infecgdes. O IFN-y pode ser produzido algumas horas apos a infecgéo
capaz de inibir o patégeno, no estudo apresentado por Edwards at al., 2018

apresenta que pacientes alérgenos apresentam baixas expressodes de |IFN-y.

6 CONCLUSAO

Na comparacao dos testes cutaneos de hipersensibilizagdo foi observado
maior prevaléncia grupo ANT, evidencia-se desse modo que a falta de tratamento
leva a desregulagao imunolégica. Os niveis maiores de eosinofilia nos grupos AT e
ANT é um resultado esperado em individuos portadores de doengas alérgicas. Ja os
niveis elevados de IgE do grupo ANT em comparacdo ou NA devido maior
sensibilizagao.

O tratamento dos individuos alérgicos com terapia de dessensibilizagdo
reduziu os niveis de interleucina IL-4 e IFN-y. Embora n&o tenha sido observada
reducao de IL-10, os individuos alérgicos e tratados podem ser menos propensos a
produzir uma resposta Th2. A estimulagdo das células com antigeno do S.
venezuelensis nao mostrou diferencas. Além disso, a estimulagcdo do antigeno
Strongyloides venezuelensis na analise do IFN-y mostra-se positiva diante os
grupos. No entanto, novas pesquisas devem ser desenvolvidas para melhor
compreensao dos mecanismos imunomoduladores do strongyloides venezuelensis

em individuos com rinites e asmas alérgicas.
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ANEXOS

o UFPE - UNIVERSIDADE
CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - wnn
Lot docs CAMPUS RECIFE -
UFPE/RECIFE

Coniruagho oo Pareosr 4381 847

Beneaficios: Realizagdo dos exames e acesso aos resultados do teste cutaneo de alergia, do hemograma,
dosagem de anticorpos e do teste de fungdo pulmonar, Orientagdes de higiene serdo fornecidas para os
imdividuas alargicos para evitar cnsas infansas & frequantas. No caso de sar alargico (asma alou rinia), o
voluntério sera encaminhado para tralamento com médico alergologista.

Comeniarios e Consideracoes sobre a Pesguisa:

Trala-se de um estedo importante que anaksard a infludncia do Strongyloides stercoralis na resposta imuneg
dos poriadores de asmal'rinite alérgica, cujos resuliados poderdo propiciar a oblengio de um novo produlo
ierapdutico a partir de antigenos parasitirios, com menores eleiios adversos em relagho i terapéutica
convencional a base de corticosterdides.

Conslderagbes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

Folha de Rosto assinada de forma elefrdnica pela Coordenadora Libia Cristina Rocha Vilela Moura e
validado pelo SIPAC,

TCLE redigido de forma clara e objetiva;

Cronograma: Inicio da coleta de dados programada para o quarto imestre de 2021,

Cumiculum vitae dios parlicipantes da pesquisa anexados;

Orcamento: Estimado em B3 89.520,00 referente a aquisicdo de aparelho de ar condicionado, compuladeor,
kits diversificados, reagentes & sondas laboratoriais, assim como servigos de tercairos.

Cartas de anuéncia do Centro de Ciéncias Médicas(drea de medicina tropical), Institulo Aggeu Magalhdes e
Centro Universitario Mauricio de Massau redigidas de forma adequada & anexadas;

Recomendacoes:

Sem recomendagies.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequardes:

Protocolo Aprovado.

Consideracides Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APAOVAGAD DEFINITIVA do projeto 56 serd dada apds o envio da MNotificagio com o Relatdrio Final
da pesquisa. O pesquizador deverd fazer o download do modelo de Relatério Final para envid-lo via
“Maotificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugbes do link “Para enviar

Engdarapd: Av. da Enganhana &'n - 17 andar, sala 4, Pridio &0 Cenin de Cidncias da Saics

Bairro: Cidade Linversadna CEP: 50.740-500

UE: PE Municipio: FRECIFE

Telefone: (B2 126-6588 E-mall: cephumancs. ufpeulpa b



