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RESUMO

Infeccbes por Schistosoma mansoni e geohelmintos, na presenca de IgE anti-Ascaris,
modulam a intensidade das alergias. Neste cenario, as quimiocinas que alteraram o
recrutamento celular, 1L-33 indutora de resposta Th2, e seu receptor soltivel ST2 (ST25s)
ndo foram investigados. Objetivou-se avaliar CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES,
CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 e a expressdao do RNAm de IL-33 e ST2s,
bem como, os niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y e dos anticorpos
IgE total, anti-Blomia e anti-Asc, eosinofilos no hospedeiro infectado com S. mansoni
ou gehelmintos e investigar sua associacdo com asma/rinite e a positividade para teste
cuaneo (SPT) para aeroalérgenos. Para isto, realizou-se estudo de Caso-Controle
aninhado a um corte transversal. Aplicou-se o questionario ISAAC, obtiveram-se dados
socioeconbémicos e parasitologicos e quatro grupos (carga parasitaria baixa):
Alérgicos/Infectados (A-1); Alérgicos/Néo Infectados (A-NI); Nao Alérgicos/Infectados
(NA-1); Nao Alérgicos/Ndo Infectados (NA-NI), realizou-se o teste de reatividade
cutanea para aeroalérgenos. Coletou-se sangue para cultura (Fitohemaglutinina; 24hs) e,
no sobrenadante foram dosadas citocinas e quimiocinas (cytometric bead array) e nas
células a expressdo do RNAm (gPCR). A infec¢do por S. mansoni constitui protecdo
para reatividade do SPT (OR=0,351, 1C95%=0,153 — 0,802; p=0,017) e asma/rinite
(OR=0,274, 1C95%= 0,135 - 0,554; p<0,0001). A IgE anti-Asc ndo interferiu na
protecdo induzida pelo S. mansoni. Em comparacdo ao grupo NA-NI, no grupo A-I,
houve menor expressdo da IL-33 e producdo de CCL2/MIP-1, acompanhado de mais
IL-10. No grupo NA-I, foi detectado menos IL-33 e mais CXCL10/IP10 e CXCL9/MIG
e no grupo A-NI mais IL-10. Os geohelmintos constituiram protecdo para asma/rinite
(OR=0,337; 1C95% = 0,132 — 0,829; p=0,008) com menor frequencia de crise no ultimo
ano, chiado no peito apos exercicio fisico e tosse seca a noite. Em comparagao ao grupo
NA-NI, os grupos infectados com ou sem alergia apresentaram menor razdo na
expresscao IL-33/ST2s. Sendo assim, os dados sugerem que houve uma modulagédo
negativa na producdo do CCL2/MIP-1, pelo S. mansoni e geohelmintos, e na atuacdo da
IL-33. Contudo, o primeiro parasita prejudicou a producéo de IL-33 e segundo levou ao
sequestro via ST2s. Estes achados podem explicar a atenuacdo das manifestacdes
alérgicas em areas endémicas para esquistossomose e geohelmintiases.

Palavras-Chave: Asma. Rinite. Teste Cutaneo. Schistosoma mansoni. Geohelminto.
Imunomodulagdo. Quimiocinas. 1L-33. ST2s.



ABSTRACT

Schistosoma mansoni and geohelminths infections, in the presence of anti-Ascaris IgE,
module the intensity of allergies. Chemokines that altered cell recruitment, and IL-33-
inducing Th2 response, and its soluble ST2 receptor (sST2) were not investigated. The
aim of study was to evaluate CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG,
CCL2/MCP-1, CXCL10/1P-10 and 1L-33 mRNA expression and ST2s, as well as IL-2 ,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a and IFN-y levels, and total IgE, anti-Blomia and anti-
Asc antibodies, eosinophils in the host infected with S. mansoni or gehelmintos Its
association with asthma/rhinitis, and the Skin Prick Test (SPT) for aeroallergens. Case-
Control study was carried out nested to a cross-section. The ISAAC questionnaire was
applied, socioeconomic and parasitological data and four groups (low parasite load):
Allergic / Infected (A-1); Allergic / Non-Infected (A-NI); Non-allergic / Infected (NA-
1); Non-Allergic / Non-Infected (NA-NI), the skin reactivity test for aeroallergens was
performed. Culture blood (Phytohemagglutinin, 24hs) was collected and cytometric
bead array (cytometric bead array) and mRNA expression (QPCR) were measured in the
supernatant. S. mansoni infection provides protection for SPT reactivity (OR = 0.351,
95% CI = 0.153 - 0.802, p = 0.017) and asthma / rhinitis (OR = 0.274, 95% CI = 0.135-
0.554, p <0.0001). Anti-Asc IgE did not interfere with S. mansoni induced protection.
Compared to the NA-NI group, in the A-1 group, there was lower expression of IL-33
and production of CCL2 / MIP-1, accompanied by more IL-10. In the NA-I group, less
IL-33 and more CXCL10 / IP10 and CXCL9 / MIG and in group A-NI plus IL-10 was
detected. The geohelminths constituted protection for asthma/rhinitis (OR = 0.337, 95%
Cl = 0.132 - 0.829, p = 0.008) with a lower frequency of crisis in the last year, chest
wheezing after exercise and dry cough at night. Compared to the NA-NI group, the
groups infected with or without allergy had a lower ratio in IL-33/ST2s expression.
Thus, the data suggest that there was a negative modulation in the production of
CCL2/MIP-1, by S. mansoni and geohelminths, and in the performance of IL-33.
However, the first parasite impaired IL-33 production and second led to sequestration
via ST2s. These findings may explain the attenuation of allergic manifestations in
endemic areas for schistosomiasis and geohelminthiasis.

KEYWORDS: Allergic Diseases. Asthma. Rhinitis. Schistosoma mansoni.
Geohelminths. Immunomodulation. Chemokines. 1L-33. ST2s.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia de doencas alérgicas, como a asma e a rinite, tem aumentado nas
ultimas décadas em paises desenvolvidos, onde as condi¢Ges sanitarias permitiam a
reducdo/eliminacdo de doencas parasitarias (PAWANKAR et al.,, 2012; ARSHAD,
2005). Em média, acomete 200 a 300 milhdes de individuos (FALLON et al., 2007),
sendo a doenca crénica mais comum entre as criancas (LUGOGO et al, 2006). Estima-
se que mais de 500 milhdes de pessoas sofram com rinite alérgica (BOUSQUET et al.,
2008).

Segundo a hipdtese da higiene, a resposta Th2 inerente a tenra idade pode ser
modulada negativamente pelo contato com helmintos e, portanto, pode atingir a
intensidade das futuras reacGes alérgicas (OKADA et al., 2010). De fato, evidéncias
epidemioldgicas indicam que em areas endémicas para infec¢bes helminticas as doengas
alérgicas sdo menos intensas e ha menor positividade dos testes cutaneos (COOPER,
2004).

Apesar de ambas as condicGes, infeccdo helminticas e alergia, levarem a uma
resposta imune Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13 e producdo de IgE) (GRANT et al., 2012),
durante a infeccdo por Schistosoma mansoni (CARDOSO et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2014) e Ascaris lumbricoides (COOPER, 2009; LYNCH et al., 1983; HAGEL et al.,
1993) h& geracdo de mecanismos imunossupressores (células Treg, macréfagos
alternativamente ativados, producéo de IL-10 e TGF-B) relacionados a atenuagao da
resposta Th2 antialérgeno, mostrada pela diminuicdo da producdo de IL-4 e IL-5, dos
niveis de IgE e da positividade ao teste cutaneo (PONTE et al., 2006). Contudo, a
sensibilizacdo pela IgE anti-Ascaris (Asc) tem sido relatada como fator de risco para a
positividade ao teste de reatividade cutdneo, aumento dos niveis de IgE total e de
eosinofilos no sangue periférico (COOPER et al., 2003; ALCANTARA-NEVES et al.,
2010; MONCAYO et al.,, 2013; HAWLADER et al., 2014). Este fato pode ser
explicado pela homologia entre proteinas do Ascaris e dos aeroalérgenos levando a uma
reatividade cruzada, podendo amplificar a resposta Th2 alérgeno especifica (SANTOS
et al., 2008; ACEVEDO; CARABALLO 2011; SOUZA et al., 2009). Neste contexto de
helmintiases e alergias, as quimiocinas e citocinas envolvidas com resposta imune inata

ndo foram ainda estudadas. Além disso, ainda ndo foi avaliada a modulagdo da
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esquistossomose, na presenca da IgE anti-Asc sem coinfeccdo geohelmintica, na
asma/rinite e na positividade ao teste cutaneo.

Com relagdo as quimiocinas, familia de citocinas responsaveis pela migracao
celular, os grupos CC e CXC sdo mais bem estudados (YAMAGUCHI et al., 2009;
SILVEIRA-LEMOS et al.,, 2010). Entre elas, as quimiocinas CCL11/Eotaxina,
CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1 desempenham o papel de quimiotaxia de eosinofilos,
baséfilos e mastocitos (ROMAGNANI, 2002). Do contrario, as quimiocinas CXCL9 e
CXCL10, que sdo induzidas pelo IFN-y, atuam via o receptor CXCR3 e contribuem
com amplificacdo da resposta Thl (GANGUR; SIMONS; HAYGLASS, 1998;
ROMAGNANI, 2002; WASMUTH et al., 2009; BONACCHI et al., 2001). Contudo,
ainda nao foram avaliados os niveis de quimiocinas envolvidas com inducdo de fibrose
CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 no contexto das alergias junto com as infec¢bes por
helmintos.

A 1L-33, citocina que vem sendo considerada como indutora de resposta Th2,
sendo constitutivamente expressa em células epiteliais e endoteliais (CARR et al., 2016;
KAMEKURA et al., 2012), liga-se no receptor ST2/IL-1R4 em mastocitos, baséfilos e
eosinofilos (aumentando producdo de IL-5 e IL-13), macrofagos e células dendriticas
(HARALDSEN et al., 2009, SAKASHITA et al., 2008; SCHMITZ et al., 2005). Em
individuos asmaticos e riniticos foram observados a altos niveis séricos de IL-33
(YAGAMI et al., 2010; KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008). Em acordo, foi
demonstrado que o ST2 solavel, quando presente no soro de individuos asmaticos pode
atuar neutralizando a atividade bioldgica da IL-33 nas doengas alérgicas (HAYAKAWA
etal., 2007; HARALDSEN et al., 2009; OSHIKAWA et al., 2001).

Em modelo de infeccdo murina com o Trichuris muris, foi demonstrado que o
RNAmM da IL-33 é expresso precocemente, ajuda a suprimir a resposta Thl, e estimula a
producéo de IL-4, IL-9 e IL-13, contribuindo na eliminacéo do parasito (HUMPHREY'S
et al., 2008). Em outro estudo experimental, a administracdo de antigenos secretdrios do
Heligmosomoides Polygyrus reduziu os niveis de IL-33 (McSORLEY et al., 2014). Em
criangas poliparasitadas com geohlemintos, mas incluindo Schistosoma e protozoérios,
foi relatado aumento na produgéo de IL-33 (LECHNER 2013; HEGEWALD et al.,
2015). Na infeccdo por S. japonicum, Yu e colaboradores (2015) demonstraram
elevados niveis de IL-33 na fase aguda da doenca, e Kalenda e colaboradores (2015)

relataram que, em animais infectados com S. mansoni, o curso da infec¢do cronica ndo
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foi dependente de IL-33, exceto para a eosinofilia (KALENDA et al., 2015; YU;
DENG; LEI, 2015).

Sendo assim, € possivel que a modulacdo induzida pelo S. mansoni e
geohelmintos altere os niveis de quimiocinas, 1L-33 e/ou ST2s em individuos alérgicos.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a modulacdo induzida por Schistosoma
mansoni ou geohelmintos nos niveis de quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES,
CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10) e na expressdéo do RNAm de IL-33 e
ST2s, bem como nos anticorpos IgE total, IgE anti-Blomia, IgE Anti-Asc, eosindfilos, e
citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a ¢ IFN-y), e investigar sua associacdo

com a asma/rinite alérgica e o perfil de reatividade cutanea para aeroalérgenos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Asma e Rinite alérgica

2.1.1 Definicao

A asma é uma doenca inflamatdria crénica multifatorial, ou seja, a predisposicédo
genética e fatores ambientais podem influenciar na ocorréncia e gravidade da doenca. A
asma afeta as vias respiratorias, sendo mais comum em criangas e adolescentes de
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. E caracterizada por uma
hiperresponsividade brénguica que pode levar a triade clinico-patoldgica de obstrucao
das vias aéreas, inflamacdo crbnica e hipertrofia das células da musculatura lisa dos
bronquios. (SOLE et al., 2007; SOUZA et al., 2009; BRITTON, 2003).

De acordo com os critérios estabelecidos pelo Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas, portaria SAS/MS n° 1.317, de 25 de novembro de 2013, a asma pode ser
classificada pelos sintomas e achados de funcdo pulmonar, sendo dividida em
intermitente e persistente, em que as crises se apresentam de forma rapida com poucos

sintomas e longas com sintomas diarios, respectivamente (tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo da asma quanto a expressao clinica.

Gravidade

. . . Intermitente Persistente leve Persistente moderada Persistente Grave
Manifestagdes Clinicas
Sintomas 2X 0U Menos por semana Mais de 2x por semana Diérios Diérios ou continuos
Despertar noturno 2X 0U Menos por semana Menos de 2x por semana Mais de 1x por semana Quase diarios
Limitag&o das atividades Nenhuma Presente nas exacerbagdes Presente nas exacerbagdes Continua
Exacerbac6es 1 por ano ou nenhuma 2 ou mais por ano 2 ou mais por ano 2 ou mais por ano

Igual ou maior que 80% Igual ou maior que 80% . L .
. L . Lo 60-80% previsto com variagdo  lgual ou menor que 60% previsto
VEF1 ou PFE previsto com variagdo  previsto com variagédo menor . L .
maior que 30% com variagdo maior que 30%
menor que 20% que 20-30%

Fonte: Tabela adaptada do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas, portaria SAS/MS n° 1.317, de 25 de novembro de
2013 (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). PFE = Pico de Fluxo Expiratorio; VEF1 = Volume expiratorio forgado.
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A rinite alérgica é uma inflamacdo da mucosa nasal mediada por
imunoglobulinas do tipo E (IgE) ap6s a exposicdo ao alérgeno, caracterizada pela
presenca de sintomas como obstrucdo nasal, rinorreia, prurido nasal e espirros
(BOUSQUET et al., 2008; SOLE et al., 2006; SOLE et al., 2012). A classificacdo da
rinite alérgica leva em conta a duracdo, intermitente e persistente, e a severidade dos
sintomas, incluindo qualidade de vida do paciente (SOLE et al., 2012), como indicado

na Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo da rinite alérgica de acordo com a duracéo e gravidade dos sintomas.

Classificacao da Rinite Alérgica

B . Intermitente Persistente
Duragéo dos sintomas

< 4 dias por semana ou < 4 semanas > 4 dias por semana e > 4 semanas

Leve Moderada - Grave
. . . sono normal sono comprometido
Interferéncia na qualidade de vida
atividades normais atividades comprometidas
sintomas ndo incomodam sintomas incomodam

Fonte: Tabela adaptada de SOLE et al. Il Consenso Brasileiro Sobre Rinites, 2006.

2.1.2 Epidemiologia

Estima-se que 300 milhGes de pessoas no mundo sejam afetadas pela asma,
sendo classificada como um problema global de saide que afeta individuos de vérias
faixas etéarias (GINA, 2014). Nos paises em desenvolvimento, tem sido verificado um
aumento significativo no nimero de casos (ASHER, 2010).

Dados de “The International Study of Asthma and Allergy in Childhood”
(ISAAC) demonstram que, aproximadamente, de 19% a 25% dos adolescentes e
criangas, respectivamente, apresentam diagnostico de asma. O mesmo estudo verificou
que os casos de asma grave acometiam 4,7% dos adolescentes e 6,2% das criangas
estudadas. As taxas de prevaléncia de asma mais elevadas foram observadas nos centros
das regides Norte, Nordeste e Sul. No Brasil, avalia-se que existam aproximadamente
20 milhdes de asmaticos, considerando-se uma prevaléncia global de 10% (SOLE et al.,
2006). Um estudo realizado por Endara e colaboradores (2015) comparou populacdes
rurais e urbanas e mostrou que a associagéo entre a sensibilizagcdo de IgE para poeira e

acaro e chiado é mais forte em populagdes urbanas, e a atenuacdo dessa associacao pode
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ser devido a alta prevaléncia de helmintos ou sensibilizacdo da IgE ao Ascaris
(ENDARA et al., 2015).

Em 2011, a asma foi a 42 causa de internacao hospitalar pelo SUS, com cerca de
160 mil hospitalizacdes ao ano. No ano de 2014, 44,31% das internacdes do Brasil
foram originadas da Regido Nordeste, gerando um custo de mais de R$ 26 milhGes para
a rede publica de saide apenas nessa regido do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
Os gastos provocados pela asma grave consomem quase 25% da renda familiar de
pacientes com baixa renda (FRANCO et al, 2009).

A asma é uma causa de morbidade em pacientes de todas as idades, gerando
impacto na vida da familia e da criangca (CERCI NETO, 2007). De acordo com dados do
CDC (Center for Disease Control and Prevention), a prevaléncia de asmaticos na
populacdo dos Estados Unidos, no ano de 2013, foi de 7,3%, com uma taxa de
mortalidade de 10,7 por milhdo. A taxa média de mortalidade no Brasil, entre 1998 e
2007, foi de 1,52/100.000 habitantes, com estabilidade na tendéncia temporal desse
periodo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA. 2012.).

A rinite alérgica é considerada um problema de salde global que acomete
individuos de todas as faixas etarias, grupos étnicos e paises. Estima-se que a rinite
alérgica afete mais de 500 milhfes de pessoas no mundo, e sua prevaléncia tem
aumentado em varios paises, principalmente nas areas consideradas de baixa ou média
prevaléncia (SAKAI, 2012; BOUSQUET et al., 2008). A rinite alérgica pode ser
considerada a maior prevaléncia entre as doencas respiratdrias cronicas, pois afeta a
qualidade de vida dos individuos e é uma das dez razbes frequentes na procura de
atendimento primario a satude (IBIAPINA et al., 2008; INTERNATIONAL RHINITIS
MANAGEMENT WORKING GROUP, 1994).

O International Study on Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC)
evidenciou que existe uma variacdo na taxa de prevaléncia da rinite alérgica, havendo
aumento na prevaléncia em algumas regides onde ocorreu a repeticdo do estudo com a
mesma metodologia (ASHER et al., 2006; IBIAPINA et al., 2008). Com a aplicacdo do
ISAAC no Brasil, foi identificado uma prevaléncia média de sintomas relacionados a
rinite alérgica de 29,6% em adolescentes e 25,7% em escolares (SOLE et al., 2006). Na
Europa, foi encontrado 21% de prevaléncia nos sintomas de rinite em adultos entre 20 e
44 anos (JANSON et al., 2001).
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2.2 Etiologia

A asma apresenta uma condicdo heterogénea com diferentes fenotipos e
expressdes clinicas que dependem da idade, género, caracteristicas genéticas e fatores
ambientais (FALLON; MANGAN, 2007; FARIA et al., 2008; KABESCH, 2004).
Possui um componente hereditario, entretanto multiplos genes podem estar associados
com a patogénese da asma, e diferentes grupos étnicos podem apresentar genes
diferentes nesse envolvimento (MAESTRELLI et al., 2009). Os individuos predispostos
geneticamente, ap0s o contato com algum fator desencadeante, liberam mediadores
quimicos e inflamatérios que levam ao broncoespasmo e consequentemente a
inflamacdo das vias aéreas, levando ao aparecimento da sintomatologia clinica da asma
(JARDIM, 2002).

A rinite alérgica possui origem multifatorial, suas manifestacbes dependem da
interacdo genética e ambiental. Estudos mostram que o numero de chances do
descendente nascer alérgico quando ambos os pais forem alérgicos é de 50% a 70%;
caso apenas um for, a chance diminui para 30% a 35%; caso nenhum deles for, passa
para 15%. Os alérgenos mais frequentes sdo a poeira domeéstica, fungos e antigenos
derivados da descamacdo epitelial de animais. Homens e mulheres sdo acometidos de
forma igual, porém meninos sdo mais suscetiveis na infancia (SAKAI, 2012;
BOUSQUET et al., 2008; SOLE et al., 2006; CHENG et al., 2005).

2.3 Fisiopatogenia

A asma e a rinite alérgica sdo reacdes de hipersensibilidade tipo | mediadas por
IgE, e essa reacdo imediata € responsavel pelas doencas atopicas (ABBAS;
LICHTMAN ; PILLAI, 2008). Nessas doencas, predomina a resposta imune do tipo Th2
com presenca de IL-4, IL-5, IL-13, eosinofilia, mastocitose, altos niveis de IgE, em
consequéncia a interacdo complexa entre predisposicdo genética e o contato constante
com proteinas ambientais alergénicas (VON MUTIUS, 2002).

O desenvolvimento da resposta é iniciado pela exposicdo ao alérgeno, com
reconhecimento por células apresentadoras de antigenos e subsequente ativacdo de
células Th2 e linfocitos B, levando a producdo de anticorpos IgE especificos ao

alérgeno. Apds ser sintetizada pelos plasmacitos, a IgE liga-se a receptores de alta
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afinidade (FceRI) em mastocitos e outros tipos celulares, através de um processo
chamado sensibilizacdo. A reexposicdo ao alérgeno e sua ligacdo a IgE fixada aos
receptores FceRI produz ligacdes cruzadas entre os receptores, provocando a
degranulacdo celular, com liberacdo e formacédo de mediadores inflamatdrios. Processo
chamado de fase efetora (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; MURPHY, 2014).

Os mediadores liberados por mastécitos (histamina, leucotrienos, triptase e
prostaglandinas), por macrofagos (TNF-a, IL-6, éxido nitrico), por linfocitos (IL-2, IL-
3, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF), por eosindfilos (proteina béasica principal, mediadores
lipidicos e citocinas), por neutrofilos (elastase) e pelas células epiteliais (endotelina-1,
mediadores lipidicos, 6xido nitrico) causam as manifestacBes clinicas caracteristicas
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008; MURPHY, 2014).

A inflamacdo dos brénquios é um fator fisiopatogénico importante da asma,
sendo resultado das interacdes entre as células estruturais das vias aéreas, mediadores e
células inflamatorias (SOCIEDADES BRASILEIRAS DE ALERGIA,
IMUNOPATOLOGIA, PEDIATRIA. PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2002). A IL-
5 atua no recrutamento e sobrevivéncia dos eosinéfilos, além de estimular a liberacéo do
conteddo proteico dos seus granulos que provocam extensos danos na mucosa
(HOPKIN, 2003; ROSENBERG; PHIPPS; FOSTER, 2007; BARNES, 2008;
CORRIGAN, 2008i). A IL-13 induz a liberagcdo de muco e atua em conjunto com a IL-4
e TGF-B, o que aumenta a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio capilar da
mucosa brénquica, resultando em um aumento da adesdo dos eosinofilos, os quais sao
recrutados para dentro do tecido. Além disso, essas citocinas induzem o remodelamento
dos fibroblastos e células musculares lisas da mucosa aérea (CORRIGAN, 2008).

O remodelamento das vias aéreas na asma leva a um estreitamento devido a
hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa e das glandulas responsaveis pela producao
de muco, com eventual desenvolvimento de fibrose. Esse evento leva a uma diminuigéo
do calibre que, juntamente com a secrecdo de muco, torna-se responsavel por algumas
manifestacdes clinicas da doenca (MURPHY, 2014).

A degranulacéo e liberacdo dos mediadores quimicos IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e
TNF-alfa pelos mastdcitos regulam a duracédo e a intensidade da resposta, sendo eles 0s
responsaveis pelos sintomas da rinite alérgica (espirros, obstrucéo nasal e rinorreia). A
reacao alérgica possui uma resposta imediata e outra tardia (periodo de 4 a 12 horas
apos a exposicdo), que leva a migracdo de células inflamatorias, principalmente os

eosindfilos, sendo a infiltracdo por essas células uma caracteristica da rinite alérgica. O
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dano tecidual acontece na fase tardia, em que os eosinofilos tém grande participacédo
através da liberacdo de mediadores (PAF, leucotrienos, citocinas e GM-CSF) que
aumentam a resposta inflamatdria local (SOLE et al., 2012).

A relacdo mais importante entre as duas doencas é o fato de possuirem
inflamacéo na mucosa nasal e na via aérea inferior (KOH; KIM, 2003). Mesmo com a
similaridade no mecanismo imunoldgico entre a rinite e a asma, existem diferencas
histopatoldgicas na mucosa nasal e brénquica (IBIAPINA et al., 2008). Na rinite
alérgica, pode ocorrer a preservacdo ou descamacao do epitelio sem que aconteca o
espessamento da membrana basal, diferentemente do que é observado na asma (DE
MOURA et al., 2002).

Strachan (1989), em seu estudo sobre febre do feno e higiene, sugeriu que
doencas alérgicas poderiam ser prevenidas por infeccdo durante a infancia transmitida
por contato ndo higiénico com irméos mais velhos, ou adquiridas durante o periodo pré-
natal. A exposicdo durante a infancia estimula o sistema imunoldgico e ajuda a proteger
contra o desenvolvimento de alergia (ULLRICH, 2004; REIS, 2003). Devido a
variedade de agentes infecciosos que podem levar a protecdo contra diferentes
desordens imunologicas, mais de um mecanismo foi encontrado, dentre eles estdo o
desvio da resposta Th2 para Th1 e a imunorregulagdo (OKADA et al., 2010).

O controle da resposta imune Th2 nos processos alérgicos € dependente de
células Tregs que possuem um efeito supressor/regulador sobre as células Th2,
presentes na asma. Existem evidéncias de que o numero de células Tregs esta reduzido
em pacientes atdpicos, em compara¢do aos individuos saudaveis (LING et al., 2004). A
acdo inibitdria das Tregs pode ser decorrente de algumas vias, entre elas a secrecdo de
citocinas, por exemplo, 0 TGF-p e/ou IL-10 (HANSEN et al., 2000; OH et al., 2002).
Com relacgdo a IL-10, esta inibe a atuacdo de células efetoras tanto na fase aguda quanto
na cronica, além de induzir a producdo de anticorpos 1gG4 e inibicdo da sintese de IgE
(TILL; FRANCIS; NOURI-ARIA, 2004).

2.4 Tratamento

O tratamento é complexo, com objetivos definidos e deve ser baseado na
gravidade da doenca, de acordo com o0s sintomas e fatores desencadeantes. Varios
fatores podem desencadear ou agravar a asma conforme a faixa etéaria, sendo a

descoberta desses 0 primeiro passo para o plano de tratamento. Por ndo ter cura o
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tratamento busca controlar os sintomas, manter as atividades didrias normais, manter a
fungéo pulmonar normal, diminuir o risco de exacerbagdes e melhorar a qualidade de
vida do paciente e prevenir a mortalidade (BETTENCOURT et al., 2002; MOURA,
2002; SOLE et al., 1998, GINA, 2014; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2012).

As categorias de farmacos mais usadas no tratamento da asma sd0 0S
broncodilatadores (agonistas B-adrenérgicos, antagonistas muscarinicos, antagonistas
dos receptores de cisteinil-leucotrienos e xantinas), que atuam na musculatura lisa da
via aérea revertendo o broncoespasmo, e os anti-inflamatorios (glicocorticoides), para
controlar a resposta inflamatdria, alguns farmacos possuem as duas caracteristicas
(RANG et al., 2007).

Os broncodilatadores mais utilizados sdo os agonistas B-adrenérgicos, cujos
receptores -adrenérgicos nas vias aéreas sao do tipo B2, e possuem o efeito primario de
dilatar os bronquios através do relaxamento da musculatura lisa, mediado pela ativacdo
da adenilciclase e por aumento da formacdo de AMPc e também na liberacdo de célcio e
sua ligacao intracelular. Podem ser classificados de acordo com sua duracédo, sendo o
salbutamol com efeito de curta duracdo e o salmeterol de longa duracdo. Os
broncodilatadores agonistas -adrenérgicos de curta acdo sdo utilizados para alivio dos
sintomas, enquanto os de longa acdo sdo associados a terapia de manutencdo (RANG et
al., 2007; SOCIEDADES BRASILEIRAS DE ALERGIA, IMUNOPATOLOGIA,
PEDIATRIA, PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2002).

Os anti-inflamatdrios podem inibir os componentes das duas fases, cronica e
aguda (RANG, 2007). Os corticosteroides suprimem multiplos genes inflamatorios,
reduzem o ndmero de células inflamatorias nas vias aéreas incluindo os eosindfilos
(BARNES, 2003). Ja os glicocorticoides inibem a liberacéo de citocinas e mediadores
inflamatorios, mediadores lipidicos e espécies reativas de oxigénio por macréfagos em
pacientes asmaticos (YANG et al., 2009). Estes também diminuem a formacdo de
citocinas Th2, que ajudam no recrutamento e ativacao dos eosinoéfilos, inibem a geracédo
de vasodilatadores pela inibicdo da inducdo de COX-2. Os glicocorticoides ainda
induzem a apoptose de eosindfilos, reduzindo de forma indireta a liberacdo de
mediadores dos eosinofilos inibindo IL-5. Diminuem a sintese de IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-8 e fator de necrose tumoral alfa, e aumento na producéo de IL-10 e receptor soluvel
de IL-1 (RANG et al., 2007; PARK; BOCHNER, 2010).
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O controle dos fatores desencadeantes da rinite alérgica no ambiente é uma das
medidas ndo farmacoldgicas que deve ser informado ao paciente para que a exposi¢do
aos fatores desencadeantes ou agravantes seja reduzida, essas medidas devem ser
mantidas por 3 a 6 meses para que o paciente possa notar algum beneficio. Em relacao
ao tratamento medicamentoso, podem ser usados anti-histaminicos, corticosteroides,
descongestionantes e imunoterapia. Os anti-histaminicos sdo o0s principais
medicamentos utilizados no tratamento dos sintomas devido ao papel da histamina
quando liberada na degranulacao das celulas ap0s a ligacdo do antigeno na molécula de
IgE presente na membrana de mastécito ou basofilo. Esse medicamento tem o papel de
eliminar o prurido nasal, espirros e coriza. Os corticosteroides atuam por meio de um
mecanismo de transrepresséo inibindo a acdo de fatores como 0 AP-1 e NF-kB, que leva
a diminuicdo na producdo de citocinas. Os descongestionantes possuem a acdo de
vasoconstri¢cdo, podendo ser dividido através de sua aplicagdo em tdpico intranasal e
oral. A imunoterapia especifica, segundo a OMS, deve ser levada em consideracéo
quando os anti-histaminicos e a medicagdo nasal ndo conseguem controlar os sintomas
ou também quando os pacientes ndo querem permanecer sob farmacoterapia ou para
evitar aos efeitos colaterais produzidos pelos medicamentos. A imunoterapia é efetiva
no tratamento dos individuos com doencas alérgicas mediadas por IgE para alérgenos
definidos, a mudanca da resposta bioldgica influencia a resposta imunoldgica provocada
pelo alérgeno e restabelece parcialmente o desequilibrio Th1/Th2 do individuo (SOLE
etal., 2012).

2.5 Inrterleucina-33

A IL-33 foi descrita como sendo membro da familia da IL-1, que inclui IL-1a,
IL-1B e IL-18. Seu gene estd localizado no cromossomo 9p24.1 e sua sequéncia de
cDNA codifica 270 polipeptidios, 0 que corresponde a uma proteina com massa
calculada em 30 kDa. A IL-33 é produzida como pro-IL-33, que é clivada para formar
uma proteina de 18 kDa (SCHMITZ et al., 2005). Esta citocina possui a capacidade de
ligacdo com o receptor ST2/IL-1 R4, que esta associado a resposta Th2, ativacao
mastocitos e basofilos, ao aumento da producéo de IL-5 e IL-13, mas ndo de IL-4 por
células Th2 polarizadas, e a inducdo de eosinofilia e dos niveis aumentados de IgE
(HARALDSEN et al., 2009; SCHMITZ et al., 2005; KUROWSKA-STOLARSKA et
al., 2008).
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O receptor da IL-33 € composto por moléculas heterodimeéricas, sendo
constituido por ST2 e IL-1RAcP (proteina acessoria IL-1R), figura 1, sendo essa
proteina acesséria compartilhada por outros componentes da familia IL-1
(CHACKERIAN et al., 2007; ALI et al., 2007). O gene que codifica o ligante ST2
produz uma forma transmembrana (ST2L-ligante) e secretada (ST2 solivel) desta
proteina (YANAGISAWA et al., 1993). A ligacdo da IL-33 nas células que possuem
seu receptor leva ao recrutamento de IRAK, IRAK4 e MyD88 que ocasiona a indugéo
de mediadores inflamatorios e ativa NF-kB e MAP quinases (SCHMITZ et al., 2005).

IL-33 esta presente em células endoteliais e epiteliais em humanos (SCHMITZ
et al., 2005), estudos apontam como fonte celular da IL-33 o endotélio vascular,
queratindcitos da pele e células epiteliais de mucosa. Em contraste, células da
musculatura lisa dos broénquios e vasos sdo fracas produtoras desta citocina.
(KUCHLER et al., 2008; HARALDSEN et al., 2009). A liberacdo de IL-33 ¢ causada
por necrose do tecido infectado ou lesado (CAYROL; GIRARD, 2009). A
administracdo de I1L-33 em camundongos, em um estudo feito por Schmitz (2005),
levou a modificacbes em mucosas, dentre elas, pulmao e eso6fago, e também eosinofilia
intestinal e aumento de IgA e IgE no soro. A IL-33 é uma citocina de resposta imune
inata (producdo T-independente), sintetizada por células envolvidas na fase efetora da
doenca alérgica, ou indiretamente, via IL-5 levando a inflamacdo alérgica no 6rgédo
alvo. Altos niveis séricos de 1L-33 estiveram relacionados a rinite alérgica (GLUCK;
RYMARCZYK; ROGALA, 2012; SAKASHITA et al., 2008).

A 1L-33 ativa diretamente células importantes na resposta Th2, como 0s
mastdcitos, basofilos, eosindfilos e macréfagos (IKUTANI et al., 2015). Nos mastocitos
a 1L-33 pode induzir a producdo de citocinas, promover a adesdo celular e aumentar a
sobrevivéncia em um estudo feito com cultura de mastdcitos derivada de células do
corddo umbilical por likura e colaboradores (2007). Eosindfilos ativados por IL-33
mostraram aumento em sua funcdo e sobrevivéncia (SUZUKAWA et al., 2008;
CHERRY et al., 2008). A producdo de superdxido e IL-8 é diretamente induzida nos
eosinofilos (CHERRY et al., 2008).
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NF-kB activation AP1 activation\

Figura 1: Ligacdo entre I1L-33 e seu receptor heterodimérico.
Fonte: Oboki et al, (2010). Pag.160.

Estudos mostram que essa citocina pode aumentar a producdo de IL-6 e também
a expressao do MHC classe Il em células dendriticas derivadas da medula 6ssea em um
modelo murino (RANK et al., 2009). A IL-33 medeia indiretamente a resposta Th2
através da regulacdo de células dendriticas (IKUTANI et al., 2015). Uma pesquisa
realizada por Rank e colaboradores, 2009, mostrou que IL-33 ativa células dendriticas
levando a uma resposta tipo Th2 atipica com producdo de IL-5 e IL-13. A polarizacdo
dos macrofagos para M2 (alternativamente ativados) é importante na indugdo e
manutencdo do ambiente Th2 (IKUTANI et al., 2015), a IL-33 amplifica a polarizacao
dos macréfagos alternativamente ativados (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2009).

A IL-33, ou IL-1F11, foi assim rebatizada em 2005 apds busca em base de dados
por moléculas semelhantes a IL-1 e a demonstracdo de que a IL-33 é agonista do
receptor previamente 6rfdo da familia da IL-1, o ST2 (SCHMITZ et al., 2005). A IL-33
é idéntica a moléculas previamente descritas, ao produto do gene Dvs27 e ao fator de
células endoteliais venosas (NF-HEV) (LIEW; PITMAN; MCINNES, 2010). Trata-se
de uma citocina da familia da IL-1, que fica armazenada na forma de pro-1L-33, com
270 e 266 aminoacidos, 30 e 29.9 KDa em humanos e roedores, respectivamente.
Estudos iniciais in vitro sugeriram que, da mesma forma que a IL-1 e IL-18, a IL-33
seria ativada por quebra pela caspase-1 (SCHMITZ et al., 2005). Porém, isso foi
questionado considerando a falta de um sitio para quebra pela caspase-1 e dados
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demonstrando que a caspase-1 na realidade tornava a IL-33 inativa (LIEW; PITMAN;
MCINNES, 2010). In vivo, existe evidéncia de que a pré-I1L-33 é clivada para a forma
ativa IL-33 pela calpaina (HAYAKAWA et al., 2009), ou mesmo, que a elastase e
catepsina G derivadas de neutrofilos tém papel na sua maturacdo (LEFRANCAIS et al.,
2012). Dessa forma, sua maturacdo ainda € controversa. A IL-33 é expressa em
diferentes tecidos, como os do estdmago, pulméo, medula espinal, cérebro e pele, e
tipos celulares, como células dendriticas e macréfagos, em situac@es basais em roedores
e apbs estimulo com TNF-a ¢ IL-1b em humanos (SCHMITZ et al., 2005). Ja o
aumento de expressdo da IL-33 € detectado apos o estimulo com diferentes agonistas de
receptores tipo toll em células da glia, sugerindo que a IL-33 seja produzida em
respostas a virus e bactérias (HUDSON et al., 2008) e no figado apds a administracdo
de CCl4, cuja expressao foi sugerida estar associada a fibrose hepéatica (MARVIE et al.,
2009).

O membro da familia da IL-1 mais semelhante estruturalmente a IL-33 é a IL-18
(SCHMITZ et al., 2005). Ja o receptor mais semelhante a IL-1R e a IL-18Ra é 0 ST2. O
ST2 é expresso em forma soltvel (ST2s), ligado a membrana (ST2L) ou em forma
expressa principalmente por 6rgdos gastrointestinais e bagco (ST2V). A IL-33 também
induz a transducdo de sinal via tal receptor pelo recrutamento de diferentes moléculas
como MyD88, IRAK, IRAK4 e TRAF6, o que resulta na ativacdo de MAP quinases
(p38, INK e ERK) e NFKkB em mastdcitos in vitro (SCHMITZ et al., 2005). A proteina
acessoria do receptor da IL-1 (IL-1RACcP) também faz parte do complexo do receptor da
IL-33 (ST2/IL-1RACP) (CHACKERIAN et al., 2007).

As evidéncias recentes quanto a participacdo fisiopatolégica da 1L-33
demonstram a sua participacdo na maturacdo de mastocitos (ALLAKHVERDI et al.,
2007), na sobrevida, adesdo e producdo de citocinas por mastdcitos (IIKURA et al.,
2007), e na regulacdo da producdo de citocinas por esplendcitos em modelo de asma em
camundongos (HAYAKAWA et al., 2007). Além dos efeitos da IL-33 como uma
citocina, existem evidéncias que a IL-33/ST2 sdo induzidos por estimulo mecanico e
apresentam papel protetor em cardiomidcitos durante estresse mecanico (SANADA et
al., 2007), e que assim como a IL-1a e HMGB-1, a IL-33 poderia atuar como um fator
intracelular com propriedades de regulacéo transcricional (CARRIERE et al., 2007).

Boa parte dos resultados quanto a biologia da IL-33 sugerem que seja uma
citocina Th2. Porém, existem dados descrevendo que o tratamento com ST2s inibe a

severidade da artrite induzida por colageno tipo Il em camundongos (LEUNG et al.,
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2004). Neste trabalho de Leung e colaboradores (2004), ainda nao se sabia a identidade
do agonista do ST2, mas pode-se interpretar que IL-33, atuando em seus receptores
ST2L, medeia a inflamag&o em modelo de artrite reumatoide e o tratamento com ST2s
sequestraria a 1L-33 impedindo sua atividade pro-inflamatoria. Corroborando essa
hipdtese, Carriere e colaboradores (2007) detectaram a expressdo de RNA mensageiro
para IL-33 em amostras de tecido sinovial de pacientes com artrite reumatoide. Dessa
forma, existem evidéncias de que a IL-33 possa também mediar outras respostas
adaptativas além de Th2. Nesse sentido, demonstrou-se que a IL-33 medeia a
hiperalgesia (“dor”) articular e cutdnea em modelo de inflamacdo em camundongos
imunizados e desafiados com mBSA por induzir a producdo de citocinas (TNFa, IL-18,
IFNy) ¢ outros mediadores (ET-1 e PGE2) (VERRI et al., 2008). Outros confirmaram
que a IL-33 induz a producao de IFNy ¢ sua participacdo na artrite (SMITHGALL et al.,
2008; BOURGEOIS et al., 2009). A IL-33 também medeia outras respostas como a
migracdo de neutrofilos para a cavidade articular em modelo de artrite. E interessante
que em camundongos imunizados haja maior expressdo de ST2 em neutréfilos, o que
possibilita a sua quimioatracdo pela IL-33. De forma semelhante, pacientes com artrite
tratados com metotrexato + anti-TNF tem expressdo reduzida de ST2 nos seus
neutrofilos, o que ndo ocorre em pacientes tratados somente com metotrexato. 1sso
sugere que o TNF seria importante para tornar neutrofilos responsivos a IL-33 e assim
serem quimioatraidos. Realmente, neutréfilos de camundongos TNFR1 deficientes ndo
sdo quimioatraidos pela IL-33 e 0 oposto ocorre com neutréfilos de camundongos e de
pacientes tratados in vitro com TNFa. Assim, a diminui¢do da expressdo de ST2 em
neutrdfilos e a reducdo da quimioatracdo pela IL-33 parece ser um novo mecanismo de
terapias anti-TNF (VERRI et al., 2010). Também é importante mencionar evidéncias
demonstrando que animais deficientes para IL-33 ndo apresentaram reducdo da
inflamacéo articular induzida pela administracdo de soro de camundongos K/BxN
(MARTIN et al., 2013) e que, nesse mesmo modelo de artrite passiva, a 1L-33 teria o
papel de induzir a expansao de basofilos produtores de IL-4, a qual provoca o aumento
da expressao do receptor Fc inibitério FCGRIIB em macréfagos, resultando na redugédo
da inflamacdo (ANTHONY et al., 2013). Existem vérias possibilidades para explicar
esses dados que se opBem a outros dados da literatura como os préprios autores
discutiram (MARTIN et al., 2013).

A IL-33/ST2 também medeia a inflamac&o cutanea induzida por PMA por ativar

mastocitos e recrutar neutrofilos para a pele, bem como sua expressdo é aumentada em
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amostra de pacientes com psoriase em comparacao a voluntarios saudaveis (HUEBER
et al., 2011). Indicando um papel terapéutico da IL-33, em um modelo de
encefalomielite em camundongos (EAE), o tratamento com IL-33 reduziu a producdo de
IL-17 e IFNy e aumentou a producdo de IL-5 e IL-13 com a polarizacdo de macréfagos
para um perfil M2, e a transferéncia adotiva desses macréfagos M2 polarizados pela IL-
33 reduziu a gravidade da EAE (JIANG et al., 2012). De fato, o papel da IL-33 nas
respostas M2 (mais abaixo) e Th2 é bem proeminente. Um exemplo da complexidade
das suas atividades é que, na presenca de antigeno, a IL-33 induz a polarizacdo de
linfécitos de camundongos e humanos T CD4 (+) numa sub-populacéo que produz IL-5,
mas ndo IL-4. Esse mecanismo ndo depende de STATSG, IL-4, GATAS3 ou T-bet, mas
depende de MyD88, MAP quinases ¢ NFkB. Como resultado, a IL-33 induz inflamagéo
pulmonar independentemente da IL-4 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008).
Dessa forma, 0 que parece é que a IL-33/ST2 pode ter funcdes diversas, a depender do
ambiente de citocinas e polarizagéo celular.

A IL-33 ¢ tida como uma citocina importante na ativacdo de mastdcitos e em
doencas relacionadas a essa ativacdo. Nesse sentido, a 1L-33 potencia a producdo de
moléculas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-13 e quimiocinas dependentemente
de mecanismos intracelulares ativados por antigeno em mastocitos como NFAT, AP-1,
NFkB, ¢ MAP quinases JNK e p38 (ANDRADE et al., 2011). Dessa forma, além de
ativar mastdécitos, a IL-33 também potencializa a atividade de antigeno nos mastdcitos.
Por outro lado, um dado recente demonstra que a ativacdo de mastocitos pela 1L-33
pode ser uma fungdo aguda. Porém, por periodos mais prolongados, a IL-33 reduz a
resposta de mastdcitos a antigenos. Isso se da por um mecanismo MyD88-dependente
com diminuicdo dos fendmenos induzidos por antigeno como a reorganizacdo do
citoesqueleto dos mastocitos e diminuicdo da mobilizacdo de célcio. Dessa forma, a IL-
33 teria, na realidade, um papel protetor (JUNG et al., 2013).

A 1L-33/ST2 ndo participa apenas em respostas imunes adaptativas, mas também
em respostas imunes inatas. Em modelo de sepse induzida pela ligadura e perfuracdo do
ceco, a IL-33 tem papel importante reduzindo a internalizagdo de receptores CXCR2
induzida pela ativacdo da GRK2 pelo LPS em neutrofilos. A internalizacdo dos
receptores CXCR2 induzida pelo LPS resulta na reducdo do recrutamento dos
neutrofilos para o foco inflamatério primério e, dessa maneira, permite a proliferacao
bacteriana. Por outro lado, ao inibir a expressdo de GRK2 induzida pelo LPS, a IL-33

permite que os neutréfilos continuem expressando CXCR2 e sejam quimioatraidos para
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o foco inflamatorio. Corroborando esses dados, pacientes que ndo sobreviveram a sepse
apresentaram aumento nos niveis de ST2s comparados aos que sobreviveram (ALVES-
FILHO et al., 2010).

Voltando ao papel da IL-33/ST2 na dor, demonstrou-se recentemente sua
participacdo na resposta imune inata induzida pela carragenina em camundongos. A
sinalizacdo IL-33/ST2 é importante para a indu¢do da producdo de moléculas pro-
hiperalgésicas ¢ edema na inflamacdo induzida pela carragenina como TNFa, IL-1j,
CXCL1, ET-1 e PGE2, além de potencializar a inflamacéo e producdo de mediadores
pela carragenina (ZARPELON et al.,, 2013). Em modelos com administracdo de
estimulos que induzem comportamentos de dor manifesta, como éacido acético, fenil-p-
benzoquinona (MAGRO et al., 2013) e formalina (MAGRO et al., 2013; HAN et al.,
2013), também hé reducdo da dor pela deficiéncia de ST2 ou tratamento com anti-ST2,
ou aumento pela administracdo de IL-33 (MAGRO et al., 2013; HAN et al., 2013). Em
modelo de isquemia e reperfusdo intestinal, o tratamento com ST2 soltvel reduziu a
produgdo de TNFa local e sistémica, a permeabilidade vascular, infiltrado neutrofilico e
hemorragia com aumento na taxa de sobrevivéncia dos camundongos. O mecanismo foi
relacionado ao aumento de 1L-10 (FAGUNDES et al., 2007).

Recentemente, foi demonstrado pelo grupo do Prof. Jodo S. Silva (FMRP-USP)
que, na infeccdo por Coxsackievirus B 5 (CVB5), camundongos deficientes para ST2
desenvolveram pancreatite mais grave com maior perda de peso e carga viral em relagdo
aos controles. No estudo, o tratamento com IL-33 atenuou a pancreatite por aumentar a
degranulagdo e produc¢do de IFNy e TNFa por linfocitos CD8(+) e células NK, que
contribuem para eliminacdo do virus. Também, a IL-33 induziu a produc¢éo de IL-4 por
mastocitos, resultando na diferenciacdo de macrofagos para M2 e células T reguladoras
e reduzindo a inflamacédo na pancreatite (SESTI-COSTA et al., 2013).

A 1L-33 demonstra ter papel protetor na fibrose cardiaca e na aterosclerose,
entretanto pode atuar na inducéo da fibrose pulmonar, hepética, pancreética e renal de
uma forma ST2 dependente (GAO; LI; LI, et al., 2015). Um estudo realizado por Yu e
colaboradores (2015) demonstrou que a estimulagdo com IL-33 promove a invaséo e
migracdo de células de céancer gastrico (YU et al., 2015). IL-33 também é induzida
durante a infeccdo por Plasmodium berghei ANKA em um modelo murino deficiente
para o receptor ST2 (PALOMO et al., 2015). Em outro estudo feito por Shang e

colaboradores (2015), mostrou que essa citocina desempenha um papel na patogénese
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da doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) por promover a liberacdo de citocinas
inflamatorias (SHANG et al., 2015).

Niveis sericos elevados de IL-33 estiveram relacionados a asma e a rinite
alérgica atuando como um indutor de resposta Th2 (SAKASHITA et al., 2008;
SCHMITZ et al., 2005; KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008; YAGAMI et al.,
2010). O receptor soluvel ST2 também esta associado a resposta Th2 e tem capacidade
de se ligar a IL-33. Foi demonstrado que o ST2 sollvel estd presente no soro de
pacientes asmaticos e pode atuar como um modulador negativo, neutralizando a
atividade bioldgica da IL-33 nas doencas alérgicas (HAYAKAWA et al., 2007;
HARALDSEN et al., 2009; OSHIKAWA et al., 2001).

A IL-33, portanto, parece atenuar os efeitos anti-inflamatorios em respostas
mediadas por células T e o eixo IL-33/ST2 pode ser explorado como um alvo

terapéutico potencial no tratamento de doencas mediadas pelo sistema imunolégico.

2.6 Quimiocinas

A inflamacdo é um evento central de muitas doencas cronicas (HIRAHARA,
NAKAYAMA, 2016; SHANG; SMITH; HU, 2016), incluindo as doengas pulmonares
como a asma (AMIN; JANSON; BYSTROM, 2016). O processo inflamatorio
caracteristico da asma é complexo e envolve maltiplas células e mediadores (ALROQI;
CHATILA, 2016; LING; LUSTER, 2016). Todas as células presentes no aparelho
respiratorio, incluindo as constitutivas (célula epitelial e célula endotelialvascular),
participam das alteracdes imunoinflamatorias da asma (DUNICAN; FAHY, 2015). Esse
processo envolve o recrutamento e a ativacdo de células inflamatérias (eosinofilos,
macrofagos, células Th2) e mudancas estruturais do tecido pulmonar (AMIN; JANSON;
BYSTROM, 2016). Caracteristicamente, h& expressdo aumentada de diversos
mediadores envolvidos na complexa trama de reacdes inflamatdrias, incluindo citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, enzimas, receptores e moléculas de adesdo
(ALROQI; CHATILA, 2016; CAMPOS, 2007).

Todas as caracteristicas observadas na inflamagdo pulmonar e desregulacdo
fisiologica na asma resultam dos eventos moleculares e celulares envolvidos na
sensibilizagdo e do desenvolvimento de celulas Thl e Th2 (LING; LUSTER, 2016).
Além das interleucinas classicas que participam das respostas Thl e Th2, ha também o

fator estimulador de colbnias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF), fator
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transformador do crescimentobeta (TGF-3); os radicais livres reativos do oxigénio, tais
como anion peroxido, peroxido de hidrogénio, radicais hidroxilas e peroxidonitrito; e
produtos granulares pré-formados, tais como proteina bésica principal (PBP) do
eosinofilo, proteina catiénica eosinofilica (PCE); histamina e triptase do mastécito;
mediadores lipidicos, que incluem as prostaglandinas, os leucotrienos e o fator ativador
de plaquetas (FAP); moléculas de adesdo, tais como a molécula intracelular de adeséo-1
(ICAM-1), a molécula de adesdo da célula vascular-1 (VCAM-1), e selectinas
(CAMPOS, 2007).

A expressdo de quimiocinas na patogenia da doenca ainda ndo esta bem
estabelecida e necessita de mais estudos investigativos (WOODFOLK, 2006). Acredita-
se que cada estagio da asma seja mediado por grupos especificos de quimiocinas, cujas
fontes celulares dentro das vias aéreas incluem as células epiteliais e os macrofagos
alveolares(DUNICAN; FAHY, 2015). Parte delas tem efeito quimiotatico para os
eosinofilos e para outras células diretamente implicadas na fisiopatologia da doenca.
Entre essas se podem citar os linfécitos T, a CCL5, CCL2, CXCL9, CXCL8 e CXCL10
(CARR et al., 2016).

Dentre asquimiocinas da via de resposta imune Thl, a CXCL8/IL-8 apresenta
como funcdo ser responsavel por aumentar a quimiocinese e ser um fator quimiotatico.
Enquanto que as CXCL9 e CXCL10 sé&o quimiocinas CXC induzida por interferon
gama, sendo a segunda quimiotatica para linfocitos T e mondcitos (CASTAN;
MAGNAN; BOUCHAUD, 2016; VARELLA; FORTE, 2001). Ja as quimiocinas da via
de resposta imune Th2, CCL5 e CCL2 sdo quimioatraentes. A CCL2 é quimioatraente
para mondcitos, e pode causar ativacdo celular de funcGes especificas relacionadas com
a defesa do hospedeiro, intimamente ligada aos estagios da doenca, enquanto que a
CCL5 ou RANTES (Regulada por ativacdo, Normal T Expressa e Secretada), é
quimioatraente para eosinéfilos, mondcitos e linfocitos (CARR et al., 2016;
VARELLA,; FORTE, 2001).

Para desempenhar as suas funcbes, 0s receptores das quimiocinas sdo
estimulados por essas moléculas, que pertencem a superfamilia dos receptores
acoplados a proteinas G. Apresentam-se na membrana celular da célula alvo e sdo
compostos por cerca de 350 aminoacidos e possuem um peso molecular a volta dos 40
kDa (GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-PEREIRA, 2011). Possuem sete
dominios transmembranares e a regido extracelular é constituida pela regido N-terminal

e por 3 segmentos extracelulares que atuam na ligacdo a quimiocina. A regido
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intracelular é formada pela regido C-terminal e por 3 segmentos intracelulares que
promovem a transducgéo do sinal (MURDOCH; FINN, 2000).

O estimulo inflamatdrio promove a liberacdo das quimiocinas, podendo ser
produzidas por diversas células, para recrutar os leucocitos para locais de inflamacao
(ALLEN; CROWN; HANDEL, 2007). A expressdo da quimiocina CXCL9/MIG pode
ser um importante marcador inflamatdrio para a exacerbacdo da asma, visto que 0s seus
niveis estdo aumentado nas formas graves da asma. Esses dados confirmam a hipotese
da relacdo da via Thl nas alergias humanas, podendo ser considerado um importante
marcador para dosagem e analise da gravidade da asma em pacientes com asma alérgica
leve, moderada e grave. (LAl et al., 2008; MULLER et al., 2010; XIE et al., 2015). J4 a
quimiocina CCL5/RANTES confirma a predominancia da resposta Th2 na asma
alérgica, pois, segundo diversos estudos, apresenta-se em elevada expressao e confirma
o0 seu papel de indutor da inflamacédo alérgica atraves do recrutamento de eosinofilos e
mastdcitos para o tecido (KANEKO et al., 2013; KESKIN et al., 2012; KO et al., 2007;
SAAD-EL-DIN BESSA; ABO EL-MAGD; MABROUK, 2012).

2.7 A Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca negligenciada, de ocorréncia tropical, sendo
considerada endémica em alguns estados do Brasil. De acordo com o Ministério da
Salde (2014), 19 unidades federativas encontram-se em areas endémicas e focais que
atingem os estados de Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Espirito Santo e Minas Gerais. O estado de Pernambuco esta entre nas maiores
prevaléncias dessa infeccdo (COURA; AMARAL, 2004), sendo encontrados registros
da doenca no litoral desde o inicio da década de noventa na llha de Itamaraca
(GONCALVES et al., 1991).

A infeccdo é causada por parasitas da classe Trematodea e género Schistosoma
que tem 0 homem como hospedeiro definitivo, possui trés principais agentes etioldgicos
as espécies S. mansoni, S. haematobium e S. japonicum. No Brasil a Gnica espécie
encontrada é o Schistosoma mansoni (PORDEUS et al., 2008), acredita-se que a doenca
chegou as Ameéricas durante o trafico de escravos e também com os imigrantes asiaticos
e orientais (NEVES et al., 2007). O Schistosoma mansoni € um verme que apresenta

dimorfismo sexual e possui ciclo bioldgico heteroxénico, possui dois hospedeiros, onde
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0 hospedeiro intermediario (invertebrado) é o molusco do género Biomphalaria e 0
hospedeiro definitivo (vertebrado) o homem (NEVES et al., 2007).

No hospedeiro vertebrado, o parasita & encontrado na fase adulta na luz dos
vasos, preferencialmente do plexo mesentérico e suas ramificac@es, principalmente na
mesentérica inferior onde os vermes fémeas realizam a oviposicéo, liberando em média
400 ovos por dia. Apos a oviposi¢do, os ovos podem retornar pela veia porta e se alojar
no tecido hepético ou transpor o tecido intestinal. O periodo desde a liberacdo dos ovos
até o momento de atingirem a luz intestinal é de aproximadamente 20 dias. Os ovos, na
fase, inicial apresentam-se embrionados e demoram, em média, sete dias para tornarem-
se maduros, quando ocorre o rompimento da mucosa intestinal e os ovos séo eliminados
juntamente com as fezes. Os ovos que ndo séo liberados alojam-se no tecido hepatico e
desenvolvem uma resposta imunoldgica no hospedeiro, que representa um fator
importante na sua patogénese (NEVES et al., 2007; REY, 2010; SOUZA et. al., 2011,
ABATH et al., 2006).

Em contato com cole¢des hidricas, os ovos liberam o miracidio, que se
locomove para encontrar o hospedeiro invertebrado Biomphalaria glabrata ou B.
straminea. Penetrando no molusco, os miracidios sofrem divisdes, num periodo de 30 a
35 dias, até se transformarem em cercarias, que serdo liberadas por um longo periodo de
tempo. No meio liquido, em condi¢des ideais de temperatura, luminosidade e
oxigenacdo, as cercarias sdo liberadas e penetram no hospedeiro definitivo por meio
cutdneo ou ingestdo acidental. No individuo, as cercarias se transformam em
esquistossémulos, que, apds migrarem pelo tecido subcutdneo, chegam aos pulmdes
através do sistema circulatério. Por meio do coracdo direito, os esquistossdmulos
voltam do pulmao ao coracdo e sdo levados pela circulacdo até o sistema porta-hepatico
onde se diferenciam sexualmente. Esse processo, desde a infeccdo com a cercaria até a
liberacdo dos ovos nas fezes, dura cerca de 45 dias. Durante a reproducéo, as fémeas se
alojam no canal ginecéforo presente no macho e apds a fecundacdo migram para as
vénulas até alcancarem as veias mesentéricas e comecarem a oviposi¢do (NEVES et al.,
2007; REY, 2010; SOUZA et. al., 2011; ABATH et al., 2006), como mostrado na figura
2.
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Figura 2: Ciclo Bioldgico do Schistosoma mansoni.

Fonte: www.cve.saude.sp.gov.br/.../IFN_Esquisto.htmL

2.7.1 Imunomodulacéo da Esquistossomose

A esquistossomose pode apresentar duas fases, aguda e cronica. A fase aguda
pode ser subdividida, de acordo com a oviposi¢do, em pré-patente e pds-patente, antes e
apos a oviposicdo respectivamente. Na primeira, predomina uma resposta do tipo Thl
com producéo de IL-1, IL-6, IFN-y e TNF-a ¢ na segunda, apds a produgdo de ovos, a
resposta muda para Th2, sendo especifica contra o antigeno do ovo, caracterizada pela
producdo de IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IgE, eosinofilia e macréfagos alternativamente
ativados. A resposta imune que predomina é a resposta Th2 gerada por células CD4+.
Os niveis altos de IgE resultam da producédo de citocinas, principalmente IL-4 e IL-13
(estimulam a troca de classe de células B), a IL-13 (provoca a estimula¢do de muco nas
células calciformes) e a IL-5 (ativa os eosinofilos para liberacdo de moléculas
citotoxicas). Por ser uma doenga de curso crdnica ocorre, uma resposta fibrdtica contra
0s ovos presentes no figado, formando o granuloma e levando a complicagdes
hepatoesplénicas. Quando a infeccdo passa para a fase cronica, ocorre uma diminuicao
da resposta Th2 com diminui¢do no tamanho de granulomas recém-formados (SOUZA
et al., 2011; PEARCE AND MACDONALD, 2002; PEARCE et al. 2012; MURPHY,
2014).
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A fase crbnica da infeccdo representa um estado de imunossupresséo, a reagdo
imune adaptativa é distinta por uma resposta Thl inicial que € substituida por uma
resposta Th2 (LAYLAND et al., 2007). A resposta Th2 durante a infecgdo néo elimina
0S parasitas existentes, entretanto permite a sobrevivéncia do hospedeiro prevenindo
uma patologia inflamatéria que pode ser letal (McKEE; PEARCE, 2004). Um estudo
feito por Taylor et al. (2006), em que buscou observar a resposta induzida pelos ovos de
S. mansoni purificados em células T nos linfonodos de camundongos, indicou que
células Treg se proliferam em resposta ao ovo e apresentam um papel na supressao no
desenvolvimento de células Thl e também ajudam a limitar a resposta Th2.

As celulas Treg ajudam a manter a homeostase imunoldgica, suprimindo células
autorreativas e também controlando a magnitude da resposta contra patégenos invasores
(SAKAGUCHI et al., 2006; BELKAID; ROUSSE, 2005). Um estudo realizado por
Singh e colaboradores (2005), usando camundongos infectados com Schistosoma
mansoni, mostrou um aumento na porcentagem de células Treg, CD4+ CD25+, do
granuloma de 12% na 8 semana para 88% na 16 semana de infeccao.

Adalid-Peralta e colaboradores (2011), propde duas hipoteses sobre o papel das
Tregs na esquistossomose: na primeira, o sistema imune induz células Treg a
controlarem a resposta exacerbada que produz granulomas; na segunda possibilidade,
antigenos parasitarios medeiam a inducdo de Treg durante a formacdo do granuloma.
Além de que, a presenga de citocinas regulatorias como IL-10, TGF-p e IL-35 durante o
preparo dos linfécitos T favorece a geracdo de células Treg.

A IL-10 é uma citocina imunorreguladora importante na protecdo do hospedeiro
contra uma imunopatologia associada a infeccdo. Sua producdo ja foi associada a
resposta de células Treg, mas sabe-se que uma grande variedade de células tanto da
imunidade inata quanto da adaptativa podem expressar IL-10, incluindo macrofagos,

eosinofilos, células dendriticas e mastocitos (NG et al., 2013).

2.7.2 Modulagéo da resposta alérgica pelo S. mansoni

A infeccdo pelo S. mansoni é caracterizada pelo desenvolvimento de uma
resposta imunoldgica cronica Th2/Treg, em que parece ocorrer uma modulacdo da
intensidade da resposta alérgica cutanea e da sintomatologia da asma/rinite
(CARVALHO; BASTOS; ARAUJO, 2006). Individuos residentes em éarea endémica
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para esquistossomose demonstram reducdo da frequéncia de positividade aos testes
cuténeos de hipersensibilidade imediata aos aeroalérgenos, quando infectados com o S.
mansoni e alta carga parasitaria, comparando-se aos ndo infectados ou infectados com
baixa carga parasitaria (ARAUJO et al., 2000).

A citocina IL-10 é produzida por uma variedade de tipos celulares como as
células Th2 e Tregs (MOORE et al., 1993; HESSE, et al., 2004; MCKEE & PEARCE,
2004). A IL-10 é capaz de controlar as respostas Thl e Th2 e exerce uma fungédo
amplamente supressora, evitando a polarizagdo da resposta imune na infeccédo
esquistossomotica (HOFFMANN et al., 2000). A geracdo das células Treg produtoras
de citocinas inibitorias sdo capazes de atenuar a fibrose hepética diante do granuloma na
esquistossomose e inibir o desenvolvimento da doenca hepatoesplénica grave (ELSE et
al., 1994; MAIZELS et al., 2009; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008; GRZYCH et
al., 1991; WYNN e CHEEVER, 1995; BRUNET et al., 1997).

Alguns estudos relacionam as Tregs, expressdo da IL-10, TGF-B e CTLA-4 na
modulacdo da resposta inflamatéria na alergia (ARAUJO et al., 2004; VAN DEN
BIGGELAAR et al., 2004). Os mondcitos alternativamente ativados e Tregs podem
estar envolvidos na atenuacdo da inflamagdo alérgica em humanos por induzir
tolerdncia aos alérgenos. As células de pacientes asmaticos com esquistossomose
cronica expressam moléculas co-estimulatérias (CTLA-4 e CD40L), e, adicionalmente,
aumento da expressao intracelular de IL-10 e de seu receptor em células mononucleares
e Linfécitos T CD4+ CD25+ em comparacdo aos pacientes asmaticos sem
esquistossomose mansoni (CARDOSO; OLIVEIRA & ARAUJO et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2009).

O tratamento da esquistossomose, com praziquantel, alterara a producdo de
citocinas, devido a liberacdo de antigenos pela morte ou destruicdo dos parasitos ou pela
remoc¢do do estimulo através da reducdo dos ovos (LEITE, 2008). Nos individuos, o
praziquantel tem a capacidade de elevar significativamente os niveis de IL-4, IL13, IL-5
e IL-10 (JOSEPH et al., 2004). Portanto, o tratamento para individuos infectados com o
S. mansoni pode alterar os niveis de citocinas e influenciar na regulacdo Th2/Treg. Nos
pacientes com predisposic¢do genética para o desenvolvimento de doengas alérgicas e/ou
expostos aos fatores ambientais pode ocorrer exacerbagdo de citocinas da resposta Th2
(aumento de 1L-33 e reducdo de ST2 soltvel) e levar ao aumento da frequéncia e dos
sintomas alérgicos. Por outro lado, a regulacdo entre as citocinas das respostas Th2/Treg

pode ser ainda mais complexo nos pacientes infectados por S. mansoni.
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2.7.3 Modulacéo da resposta alérgica pelos geohelmintos

Nas helmintiases, o padrdo de resposta mediada por linfocitos T CD4+ também
esta vinculado ao perfil Th2. As citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 estdo envolvidas
com a regulacdo de mecanismos protetores para a eliminacdo dos helmintos como a
producdo de IgE, eosinofilia, mastocitose e, a0 mesmo tempo, com a protecao contra 0s
danos teciduais decorrentes da infeccdo (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008;
BRUNET et al, 1998 MAIZELS et al.,, 2009). Os pacientes acometidos por
geohelmintiases também desenvolvem uma resposta Treg que pode gerar a diminuigédo
da intensidade da resposta alérgica cutanea, porém agravamento da sintomatologia da
asma/rinite (MONCAYO et al., 2013; ALCANTARA-NEVES et al., 2010).

A inter-relacdo entre as doencas alérgicas e enteroparasitoses tém sido foco de
muitos estudos, visto que em individuos alérgicos e parasitados pode haver uma
modulacdo da intensidade da reacdo alérgica. H4 mais de uma década pesquisadores
tentam estabelecer uma relagdo entre infeccbes com helmintos e a intensidade e
prevaléncia das doencas alérgicas (LYNCH et al.,, 1993; DOLD et al.,, 1998;
SCRIVENER et al., 2001). Diferencas no nivel socioeconémico, idade da populacédo
estudada, carga parasitaria e 0 contato prévio com estes parasitos podem explicar as
divergéncias dos resultados ja descritos (COOPER et al., 2008).

A respeito dos nematddeos, destacando-se as infeccbes com A. lumbricoides,
trabalhos divergem quanto a alteracdo (potencializar ou reduzir) do quadro clinico e/ou
testes cutaneos das alergias. Foi observado que a presenca do A. lumbricoides, diminui a
intensidade dos testes cutaneos de punctura e do quadro alérgico de asma (LYNCH et
al., 1998; COOPER et al., 2004). Com rela¢do as citocinas, vém sendo estuda a sintese
de IL-10, alvo de diferentes investigacGes sobre a imunomodulacdo induzida pelos
helmintos devido a capacidade imunomoduladora. Contudo, os estudos convergem para
0 mesmo resultado quando se refere a IL-10 e infeccdo com A. lumbricoides, ou seja,
esta citocina participa deste fendbmeno de supressdo da resposta alérgica (COOPER et
al., 2008; MATERA et al., 2008).

Com relacdo a resposta aos aeroalérgenos, Ponte e colaboradores (2006), na
Bahia, ndo verificaram diferenca entre os niveis médios de IL-10 por células de
pacientes asmaticos parasitados ou ndo parasitados frente ao estimulo in vitro
alergénico. Relatamos também que ndo houve diferenca entre os niveis médios de 1L-10

de criancas de &rea urbana do Recife parasitados e ndo parasitados em resposta a
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Dermatophagoides pteronyssinus, independente da presenca de quadro alérgico
(SOUZA et al, 2009). Algumas investigacOes apontam o risco de apresentar sintomas
alérgicos em decorréncia dos altos titulos de IgE anti-Ascaris e IgE total, dependente de
IL-4, e ndo exclusivamente pela presenca da infeccdo ativa pelo geohelminto
(TAKEUCHI et al, 2008; LEVIN et al, 2008). Embora tenha sido demonstrada uma
relagdo inversa entre atopia e infec¢Oes helminticas, os achados séo baseados nos testes
cuténeos e ndo pelo desenvolvimento ou gravidade dos sintomas alérgicos (LYNCH et
al, 1998; COOPER et al, 2003).

O Trichuris suis foi utilizado por Bager e colaboradores (2010 e 2011) em um
estudo clinico randomizado realizado em pacientes com rinite alérgica na Dinamarca. O
estudo ndo detectou reducdo da sintomatologia clinica da rinite alérgica, porém foi
observado alteracGes imunologicas (eosinofilia e elevacdo de Anti-IgE, IgA, 1gG e IgG4
especificas para o T suis) e clinicas relacionadas infeccdo parasitaria (diarreia transitoria
em 33% dos pacientes).

Com relagdo a influencia do tratamento com anti-helminticos, Endara e
colaboradores (2011) demonstrou, através de um estudo de corte transversal, que o
tratamento em longo prazo das geohelmintiases estd associado ao aumento da
prevaléncia de positividade de testes cutaneos e sintomas de eczema, mas ndo estava
associado aos sintomas de asma e rinoconjutivite. A redugdo da prevaléncia de T.
trichiura estava mais associada ao aumento da positividade dos testes cutaneos.

Sendo assim, a influéncia das infeccBes ocasionadas por geohelmintos, em
pacientes com doencas alérgicas crbnicas ainda ndo esta esclarecida, podendo ocorrer
alteracOes relacionadas a sintomatologia dos pacientes asmaticos durante a infeccdo e
pos-tratamento.

A carga parasitaria, idade, procedéncia (rural ou urbana), bem como fatores
imunolégicos associados a resposta Th2 podem influenciar a modulacdo da resposta
alérgica em individuos infectados pelos helmintos (COOPER et al., 2008; MATERA et
al., 2008; SOUZA et al, 2009).

Com relacdo aos geohelmintos, os estudos divergem sobre a associa¢do entre
infeccdo parasitéria e os efeitos imunomoduladores nas desordens de hipersensibilidade
tipo 1. Entretanto, alguns estudos relatam exacerbacdo dos sintomas alérgicos. A
sibilancia da asma pode estar associada predominantemente aos anticorpos IgE Anti-
Ascaris lumbricoides, e a infecgéo ativa por T. trichiura pode desempenhar um papel na

patogénese de sibilancia atdpica na primeira infancia (ALCANTARA-NEVES et al.,
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2010). Em outros estudos nao foi possivel provar ou refutar a hipotese de que infeccbes
parasitarias podem atenuar as doencas alérgicas, como observado na asma e na rinite
alérgica associada a ancilostomiase e ascaridiase, respectivamente (FEARY et al., 2009;
PONTE et al., 2006).

Em um modelo experimental, foi relatado que a I1L-33 é sintetizada no periodo
pré-patente e auxilia na eliminacdo do Trichuris muris de maneira dependente e
independente de células T (HUMPHREYS et al.,, 2008). Essa citocina também
apresentou efeito protetor em infecgbes por Toxoplasma gondii (JONES et al., 2010).
Em um estudo feito por Yu e colaboradores (2015), a administracdo de IL-33 exdgena
em camundongos infectados com Schistosoma japonicum poderia aumentar a resposta
Th2 polarizada.

Segundo a hipdtese da higiene, a resposta Th2 inerente a tenra idade pode ser
modulada negativamente pelo contato com helmintos e, portanto, pode atingir a
intensidade das futuras reacdes alérgicas (OKADA et al., 2010). De fato, evidéncias
epidemioldgicas indicam que em areas endémicas para infec¢bes helminticas as doengas
alérgicas sdo menos intensas e ha menor positividade dos testes cutaneos (COOPER,
2004). Neste contexto de helmintiases e alergias, as quimiocinas e citocinas envolvidas
com resposta imune inata ndo foram ainda estudadas. Além disso, ainda néo foi avaliada
a modulacdo da esquistossomose, na presenca da IgE anti-Asc sem coinfecgéo

geohelmintica, na asma/rinite e na positividade ao teste cutaneo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a modulacdo induzida por Schistosoma mansoni ou geohelmintos na
producdo de quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1,
CXCL10/1P-10), citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y), anticorpos
IgE total, IgE anti-Blomia, IgE Anti-Asc, eosinofilos e na expressdo do-RNAm de IL-33
e ST2s, e investigar sua associacdo com a asma/rinite alérgica e a reatividade cutanea
para aeroalérgenos, em regido urbana de Recife, no periodo de 2014 a 2015.

3.2 Objetivos especificos

Em individuos alérgicos e ndo alérgicos e infectados ou ndo com S. mansoni ou
geohelmintos:

3.2.1 Comparar a presenca de asma/rinite alérgica e os sintomas relacionados, através
do questiondrio ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in
Childhood), bem como a reatividade cutanea para aeroalérgenos.

3.2.2 Comparar o0s niveis das quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES,
CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 e citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17, TNF-a e IFN-y.

3.2.3 Comparar a expressdo do RNAm da IL-33 e ST2s

3.2.4 Comparar os niveis de anticorpos IgE total, IgE anti-Blomia, IgE Anti-Asc

3.2.5 Analisar os fatores de risco socioecondmico (renda, escolaridade, tabagismo) e
biol6gicos (sexo, idade, niveis de anticorpos, e infeccdo por S. mansoni ou
geohelmintos) associados a asma/rinite ou a reatividade cutdnea para

aeroalérgenos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Realizou-se um estudo epidemioldgico de corte transversal aninhado a um caso-
controle. O desenho do estudo teve o objetivo de investigar se a infecgdo pelo S.
mansoni e geohelmintos altera a expresséo do RNAm da IL-33, ST2s, citocinas e
quimiocinas nos individuos alérgicos e ndo alérgicos, e se existe a associacdo entre a
exposicdo (infeccdo helmintica) e a ocorréncia do evento ou doenca
(surgimento/agravamento de sintomas relacionados as doencas alérgicas). O estudo foi
submetido ao comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes —
Fiocruz (CPgAM/Fiocruz), e foi aprovado com o CAAE: 22822813.3.0000.5190
(Anexo). A inclusdo dos moradores que aderirem ao projeto estara vinculada a

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

4.2 Area de Estudo

4.2.1 Cabo de Santo Agostinho

O municipio do Cabo de Santo Agostinho, localizado na Regido Metropolitana
do Recife, possui uma populacdo estimada de 200.546 habitantes e densidade
demografica de 412,33 hab/km?. Distante aproximadamente 33km da capital, seu
territorio é de 448,735 km? e o clima da regio é tropical com uma temperatura média
anual de 28°C (IBGE, 2016).

4.2.2 llha de Itamaraca

O municipio da llha de Itamaraca esta localizado na Regido Metropolitana do
Recife, limitando-se a norte com Goiana, a sul com Igarassu, a leste com Oceano
Atlantico e a oeste com Itapissuma, com uma area de 65,1 km? e populacdo de 22.449
habitantes (IBGE, 2016). O municipio estd inserido na unidade geoambiental da
Baixada Litoranea, com relevo formado pelas Areas Arenosas Litoraneas, incluindo
restingas, dunas e manguezais. A vegetacdo é formada por Floresta Perenifélia de
Restinga e o clima é Tropical Chuvoso, com verdo seco. Possui 3.642 domicilios

permanentes com 73,6% abastecidos pela rede pablica de agua, 17,9% por pogos ou
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fontes naturais e 8,5% por outras formas de abastecimento. A coleta de lixo urbano
atende 36,9% dos domicilios (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA; CPRM, 2005).

4.2.3 Vitoria de Santo Antéo

Vitoria de Santo Antdo é um municipio que integra a Mesorregido da Mata
Pernambucana e a Microrregido de Vitoria de Santo Antdo, localizando-se a 55
quilémetros a oeste da capital pernambucana. Sua &rea territorial € de 372,637 km2,
estando 5,717 km2 em perimetro urbano. A topografia da regido é movimentada e
irregular, principalmente em seu setor oeste, onde se fazem presentes 0s primeiros
contrafortes da Serra das Russas. O municipio € tido como 0 mais importante da sua
mesorregido por concentrar 0 maior contingente populacional e polarizar os setores de
servicos e da industria na Zona da Mata pernambucana. A bacia do Rio Tapacura,
composta também pelos rios Natuba, Ronda, Pacas e Mocoto, que banha o municipio, é

a principal causa para tornar essa regido endémica para esquistossomose (IBGE, 2016).

4.3 Critérios de inclusao e excluséo

Foram considerados como critérios de inclusdo do estudo:

. Diagndstico de asma/rinite autodeclarada pelo questionario ISAAC;

. Individuos com idade entre 5 e 80 anos;

. Ambos 0s Géneros;

. Ser residente nos municipios do estudo (llha de Itamaracda, Vitéria de

Santo Antdo e Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco).

Foram considerados como critérios de exclusao:

. Mulheres gestantes;

. Ter realizado tratamento com anti-helmintico até seis meses antes da
coleta de fezes;

. Pacientes com outras doencas respiratorias (hipertrofia adenoideanas,
insuficiéncia respiratoria cronica causada por: fungos, bactérias ou virus) concomitante

com asma ou rinite, e infeccdes respiratorias recentes (30 dias).
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4.4 Inquérito parasitoldgico em pacientes com asma/rinite alérgica

Realizou-se um inquérito parasitologico através da distribuicdo de recipientes
numerados para coleta e realizacdo do exame de fezes, que foram recolhidos em prazo
médio de 24 horas. Durante a distribui¢cdo dos recipientes, foi informado ao paciente ou
responsavel o objetivo da pesquisa, de maneira clara, e as instrucdes necessarias para a
coleta de fezes. No dia seguinte, as amostras foram recolhidas e submetidas a técnica de
sedimentacgdo espontanea (Hoffman, Pons e Janer), utilizado no exame direto das fezes
para pesquisa qualitativa de cistos de protozoarios e ovos e larvas de helmintos, com
leitura de 3 1dminas. Foram submetidas, também, ao método de Kato-Katz com analise
de 2 laminas por paciente no Laboratdrio e Servico de Referéncia em Esquistossomose
CPgAM/FIOCRUZ.

4.5 Descrigdo dos sintomas relacionados a asma/rinite alérgica, e sua

frequéncia, através do questionario ISAAC

Simultaneamente ao inquérito parasitoldgico, aplicou-se o questionario ISAAC
maddulo asma e rinite (Apéndices 1l e II1), validados no Brasil (SOLE et al. 1998;
VANNA et al. 2001) para categorizar os pacientes em grupos de alérgicos e nao
alérgicos e para descricdo da frequéncia de sintomas. Adicionalmente, foram obtidas
variaveis socioecondmicas (género, renda familiar, escolaridade materna, fumante
passivo ou ativo e histérico de alergia familiar, tempo de amamentagdo), variaveis
relacionadas a asma alérgica (nimero de crises de asma no Gltimo ano, nimero de vezes
que acordou a noite com crise, dificuldade para falar durante as crises, sibilo apds
exercicio fisico e tosse seca a noite) e variaveis relacionadas a rinite alérgica (espirros
acompanhados de lacrimejamento e o0 quanto isso atrapalha a vida do paciente). Os
dados obtidos com o ISAAC e o resultado dos exames parasitologicos foram inseridos
no software Epi Info ™ 7.1.5 (CDC, Atlanta, USA) para a andlise dos dados. A
categorizacdo dos pacientes em asmatico foi realizada através da resposta afirmativa
para a segunda questdo do questionario do modulo asma (presenca de sibilo no dltimo
ano) (SOUZA et al., 2012; SOLE et al., 1997), e para a segunda pergunta do
questionario do modulo rinite (problema com espirros ou coriza, quando ndo estava
resfriado ou gripado no ultimo ano) (VANNA et al., 2001; ESTEVES et al., 1999).
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Ap0s a aplicacdo do questionario ISAAC e realizacdo do exame parasitologico,

0s pacientes foram categorizados em quatro grupos de acordo com o a infecgéo

parasitaria (infectado ou ndo infectado com S. mansoni ou geohelmintos) e o

diagnostico auto referido, a partir do questionario ISAAC, como alérgicos (asma/rinite)

ou ndo alérgicos. O fluxograma descrito na Figura 3 mostra o esquema de selecdo dos

pacientes. Em seguida os individuos foram convocados para coleta de sangue e

realizacdo do teste de reatividade cutdneo para aeroalérgenos.

Cadastro dos pacientes com distribuicdo dos potes coletores
Aplicacdo do Questionario ISAAC

Recolhimento dos potes coletores para realizagdo dos exames
parasitoldgicos

Resultado do Questionario ISAAC

Alérgicos

Resultado dos Exames parasitolégicos

Nao alérgicos

Infectados N3ao infectados

Figura 3: Fluxograma esquematico da selecdo dos pacientes e desenvolvimento do estudo.

4.6 Coleta de sangue e realizacdo do hemograma

A coleta de sangue foi realizada em uma unidade de salde da familia nos

individuos selecionados apos aplicacdo do ISAAC e do exame parasitoldgico, onde foi

informado ao paciente ou responsavel as instrucdes necessarias para a coleta (jejum
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minimo de 2 horas). Utilizou-se 0 método de venopuncéo da veia cubital e coletaram-se
5mL em tubos com EDTA e com Heparina para realizar o hemograma e a cultura. Apos
a coleta, o sangue foi levado para um laboratdrio de anélises clinicas para realiza¢do do
exame e, posteriormente, o resultado foi recolhido e repassado para os individuos. Os
niveis de eosinofilos foram obtidos por hemograma (LH 750 - Beckman Coulter) e os
individuos foram classificados com eosinofilia (> 500 células/mm®) e niveis normais
(<500 células/mm®).

Parte das amostras de sangue foi encaminhada ao setor de Imunologia do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e utilizada para cultura de células
de 24h. Outra parte foi encaminhada para o Laboratério de Alergia Clinica e
Reumatologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sédo Paulo - SP, e

utilizada para dosagem de anticorpos IgE total e IgE anti-Blomia e anti-Asc.

4.7 Realizacdo do teste cutaneo

Para realizacdo do teste cutaneo, foram explicados aos pacientes 0s
procedimentos de realizacdo do exame e sua importancia. A superficie volar medial do
antebraco foi avaliada para exclusdo de lesGes dérmicas e realizou-se a assepsia com
alcool a 70%. Os extratos de alérgenos (gota unica) foram colocados no braco do
paciente utilizando-se o conta-gotas, a uma distancia de aproximadamente 2 cm, e, com
um PUNTOR® (dispositivo plastico que limita o grau de penetracdo na pele),
inocularam-se os alérgenos na regido subcutanea dos pacientes. A leitura foi realizada
15 a 20 minutos apoOs 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
deteccdo de papula de induracdo com pelo menos 3 mm em seu didmetro médio em
relacdo ao controle negativo caracterizou o teste positivo. O resultado positivo para ao
menos um dos alérgenos testados permitiu categorizar os individuos como reativos

(positivo) para o teste cutaneo.
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4.8 Determinacéo dos niveis de IgE total e IgE especificos anti-Blomia e Asc

O exame para a dosagem de anticorpos IgE totais e especificos (IgE anti-Blomia
e Asc) utilizou o método de referéncia fluoroenzimaimunoensaio (FEIA), realizado pelo
equipamento ImmunoCAP-Phadia® (Uppsala, Suécia), calibrado com o padrédo
internacional de referéncia para IgE da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o
resultado é expresso em kU/L (WATANABE et al., 2010). Os resultados expressos da
IgE total foram categorizados em >250 kU/L como positivos ¢ < 250 kU/L, como
negativos. Para a IgE anti-Blomia e anti-Asc os resultados >0,35 kU/L foram

categorizados como positivos e <0,35kU/L, como negativos.

4.9 Realizacdo da cultura de sague total

A cultura foi realizada através da adicdo de 500 microlitros de sangue total
heparinizado em 1mL de meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH, St. Louis,
Missouri, EUA) em tubos de cultura de polipropileno, acrescido de Fitohemaglutinina
(PHA) (5ug/mL) ou na auséncia de estimulo mitogénico, por 24h, a 37°C, com CO; a
5%. O sobrenadante da cultura foi coletado e congelado a -80° C até a dosagem das
citocinas e quimiocinas. As células foram recuperadas e adicionadas de Trizol (Ambion
- Life Technologies) para determinar a expressao de IL-33RNAmM e do ST2sRNAm.

4.10 Dosagem de citocinas e quimiocinas

As amostras de sobrenadante de cultura foram submetidas a deteccdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y ¢ quimiocinas CXCLS&/IL-8,
CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 por Cytometric Bead
Array (CBA) utilizando-se um citémetro de fluxo (FACSCalibur, BD). O procedimento
foi realizado conforme a instrucdo do fabricante for Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
Il (Cat. No. 560485) e for Human Chemokine Kit (Cat. No. 552990). O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisicdo das amostras e o software FCAP, versao 3.01,

foi utilizado para realizacdo das andlises.
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4.11 Expressao de IL-33RNAmM e ST2sRNAmM

As células cultivadas na presenca do mitégeno foram submetidas a extracdo do
RNAmM com trizol (MORAIS et al., 2016). Apds o isolamento do RNA total, as
amostras foram digeridas com DNase | livre de RNase. Para construcdo do cDNA, foi
realizada uma RT-PCR a partir do RNAmM da amostra extraida, de acordo com o kit da
GoScript™ Reverse Transcription System. Os primers utilizados foram IL-33 senso (5'-
GTGGAAGAACACAGCAAGCA-3) e 1L-33 anti-senso (5'-
AAGGCAAAGCACTCCACAGT-3") (KAMEKURA et al.,, 2012) e primers ST2s
senso (5'-CTGTCTGGCCCTGAATTTGC-3") e ST2s anti-senso (5'-
TGGAACCACACTCCATTCTGC-3") (YAGAMI et al., 2010). O mix foi aquecido a
70°C por 5 minutos, logo ap6s, foram adicionados 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50mM
de KCI, 4,5mM MgCI2, nucleotideos a 0,5mM, 20U de RNasin recombinante e 1U da
enzima transcriptase reversa GoScript e a reacdo prosseguiu com 40 ciclagens
padronizadas (25 °C por 5 minutos para o anelamento, 42°C por 60 minutos para sintese
e extensdo e 70°C por 15 minutos para inativacdo da enzima RT). Foi utilizada como
controle enddgeno da reacdo a deteccdo da expressao do RNAmM do gene G3PDH, com
0s primers senso (sense 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3) e anti-senso (5'-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3") (KAMEKURA et al., 2012).

A validacdo do cDNA obtido foi realizada via PCR a partir do resultado da RT-
PCR e revelado por eletroforese em gel de agarose a 2%. A andlise quantitativa em
tempo real (g-PCR) foi realizada com um Sistema de deteccdo de sequenciamento
utilizando iTag SYBR Green Supermix com ROX. Para determinar o nimero exato de
copias dos genes-alvo, as concentracdes quantificadas do produto da PCR purificada
foram diluidas em série e utilizadas como padrdes em cada ensaio. Aliquotas de cDNA
das amostras de RNA total foram utilizados em cada PCR em tempo real. Os
parametros de ciclagem utilizados para a reacdo foram: 5 minutos a 95°C para ativacao
inicial, seguido de 10 segundos a 95°C para desnaturacdo, anelamento e extensdo a
60°C por 30 segundos, por 40 ciclos. Utilizamos o 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) para mensurar a expressao do gene e o software 7500, versdo
2.0.3, para a analise dos resultados. A expressdo de mRNA dos alvos foi obtida através
de duas normalizagdes sequenciais: pelo controle endogeno e pelo calibrador (controle
negativo). A primeira normalizacéo foi realizada da seguinte maneira: quantity do gene

alvo/quantity do gene de referéncia, onde quantity consiste nos valores absolutos em
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funcdo da curva-padréo. Apos a normalizacdo do gene alvo, o0 RQ (quantidade relativa
de mRNA) foi obtido através da normalizacéo pelo calibrador (MORAIS et al., 2016).

4.12 Anéalise estatistica

Inicialmente, realizou-se analise descritiva das varidveis socioecondmicas e
sintomas obtidos pelo questionario ISAAC no software Epi Info ™ 7.1.5 (CDC,
Atlanta, USA), e calculado o Odds Ratio (OR), intervalo de confianca de 95% (IC-95) e
o valor de “p” pelo teste do Qui-quadrado e teste exato de Fisher para verificar a
associacdo a infeccdo pelo S. mansoni ou geohelmintos e as doengas alérgicas e
varidveis socioeconémicas. O mesmo foi realizado classificando os individuos pelo
resultado da reatividade cutanea. Aplicou-se o teste de Mann-Whitney para comparar a
carga parasitéaria dos individuos infectados. Niveis de IgE total, IgE anti-Blomia, anti-
Asc, quimiocinas, citocinas e eosindfilos foram comparados entre 0s quatro grupos
utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-
Whitney. Realizou-se também a andlise multivariada logistica, em dois modelos, para
verificar a interacdo das variaveis estudadas, ajustadas pelo sexo e idade, devido a
relacdo bioldgica (SHAW; GOLDSTEIN; MONTGOMERY, 2014; KLEIN et al.,
2016), e escolaridade materna (p<0,2).

Para verificar se existe correlacdo entre a carga parasitaria, niveis de IgE total,
Blomia ou Asc e 0s niveis de citocinas e quimiocinas, utilizaram-se a regressao linear
simples e o teste de correlacdo de Spearman. Os niveis de IL-33 e ST2s foram
comparados utilizando-se os testes ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e o teste t ndo-
paramétricos de Mann-Whitney. Os testes estatisticos foram considerados significativos

quando o valor de p<0,05. Foram utilizados os softwares R e GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Infeccdo pelo Schistosoma mansoni atenua a reatividade do teste cuténeo

acompanhado de prejuizo na producéo de quimiocina CCL2/MCP-1

INTRODUCAO

Durante a infecgdo por Schistosoma mansoni e Ascaris lumbricoides ha geracéo
de mecanismos imunossupressores (células T regulatdrias, macréfagos alternativamente
ativados, producdo de IL-10 e TGF-B), os quais foram relacionados com prejuizo da
resposta Th2 anti-alérgeno, mostrada pela diminuicdo da producéo de IL-4, IL-5, IgE e
positividade do teste cutdneo (ARAUJO et al., 2000; COOPER, 2009; HAGEL et al.,
1993; LYNCH et al., 1983; OLIVEIRA et al., 2014; PONTE et al., 2006; TEODOSIO
et al., 2015). Contudo, a sensibilizacdo pela IgE anti-Ascaris (Asc) tem sido relatada
como fator de risco para a positividade ao teste de hipersensibilidade imediata para
aeroalérgenos, aumento dos niveis de IgE total e de eosin6filos no sangue periférico
(ALCANTARA-NEVES et al., 2010; COOPER et al., 2003; HAWLADER et al., 2014;
MONCAYO et al., 2013). De fato, ocorre uma homologia entre proteinas do Ascaris e
dos aeroalérgenos levando a uma reatividade cruzada podendo amplificar a resposta
Th2 alérgeno especifica (ACEVEDO et al., 2011; SANTOS et al., 2008a; SOUZA et
al., 2009). Foi relatado que em paises em desenvolvimento e endémicos para
esquistossomose ocorre alta prevaléncia de IgE anti-Asc em individuos com alergias
respiratorias (MEDEIROS et al., 2006; SOUZA et al., 2009). Entretanto, a influéncia da
presenca de IgE anti-Asc na positividade do teste cutaneo e no perfil de citocinas em
individuos infectados com S. mansoni, sem co-infeccdo com geohelmintos, ndo esta
esclarecida.

Adicionalmente, é sabido que quimiocinas influenciam no trafico celular
(OLIVEIRA; LUKACS, 2003; PALMQVIST; WARDLAW; BRADDING, 2007;
YAMAGUCHI et al., 2009) e o desequilibrio entre essas moléculas alteram a dinamica
do recrutamento de células do perfil de resposta Th2, nas desordens alérgicas e
infeccbes parasitarias. Machura e col (2016) demonstraram maiores niveis de
CCL5/RANTES (favorecimento da resposta tipo Th2), e menor produgdo de

CXCL9/MIG (recrutamento e ativacdo da resposta tipo Thl), em criangas alérgicas
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(MACHURA et al., 2016). Ja com relacdo a infeccdo pelo S. mansoni, na fase cronica,
os niveis de CCL5/RANTES s&o mais elevados no plasma (FALCAO et al., 2002). Em
camundongos, Schistosoma japonicum induziu o aumento do nivel de transcri¢cdo do
CCL2/MCP-1 em células estreladas hepaticas (BARTLEY et al., 2006).

Mastocitos sdo células efetoras importantes na patogénese das reacdes cutaneas
de hipersensibilidade tipo | (CHARLESWORTH et al., 1989; YAMAGUCHI et al.,
2009). O mastdcito pode secretar CCL2/MCP-1 (METZ; MAURER, 2007) e amplificar
a quimiotaxia para basofilos/mastdcitos e também secretar uma grande variedade de
quimiocinas para diferentes subtipos de células T CD4*, como CCL3/MIP-1a,
CCL4/MIP-1B, CXCLY9/MIG e CXCL10/1P-10 para células Thl, e CCL5/RANTES e
CCL11/EOTAXINA para Th2 (CARDAMONE et al.,, 2016; MARSHALL, 2004).
Contudo, ainda ndo foram investigados os niveis dessas quimiocinas em individuos
infectados pelo S. mansoni e sua relacdo na reatividade do teste cutaneo.

Sabendo que a IgE anti-Asc e quimiocinas podem interferir na positividade da
reacdo cutanea imediata em individuos esquistossomaticos, este estudo se propés a
investigar a relacdo entre os niveis plasmaticos de anticorpos IgE anti-Asc, as citocinas
TNF-a, IL-2, IL-10, IL-4, IFN-y ¢ IL-17A, as quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1,
CXCL9/MIG, CCL5/RANTES, e CXCL10/IP-10 em individuos de uma area endémica

para esquistosomosse, mas sabidamente negativos para infeccdo com geohelmintos.

METODOS

Desenho do estudo

Estudo de corte transversal aninhado a um caso-controle que avaliou os niveis de
IgE Anti-Asc, citocinas, quimiocinas e a associa¢do com a positividade do teste eutanee
de hipersensibilidade cutanea para aeroalérgenos em individuos infectados pelo
Schistosoma mansoni, além do IgE total, IgE Anti-Blomia e eosinéfilos. Individuos com
idade entre 5 e 60 anos, ambos 0s géneros, de area urbana (Cabo de Santo Agostinho e
Ilha de Itamaracd) participaram do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). O estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhées — Fiocruz (CAAE: 22822813.3.0000.5190).

Amostras de fezes foram coletadas e submetidas a exames parasitoldgicos
Hoffman, Pons e Janer, e Kato-Katz. Foram excluidos os individuos que apresentaram
positividade para protozoarios, outros helmintos ou coinfec¢bes entre o Schistosoma

mansoni e outros helmintos/protozoéarios; mulheres gestantes.
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A partir da infeccdo por S. mansoni e positividade no Skin Prick Test (SPT)
foram formados quatro grupos de comparacdo: (1) individuos SPT positivo e infectados
com S. mansoni (SPT+/S.m); (2) individuos SPT positivo e ndo infectados (SPT+/NI);
(3) individuos SPT negativo e infectados por S. mansoni (SPT-/ S.m); (4) individuos
SPT negativo e ndo infectados (SPT-/NI). Amostras de sangue (10mL) foram coletadas,
e os individuos parasitados foram tratados apos realiza¢do do teste cutaneo e coleta de
sangue. Os niveis de eosinofilos foram obtidos por hemograma (LH 750 - Beckman
Coulter) e os individuos foram classificados com eosinofilia (> 500 células/mm®) e
niveis normais (<500 células/mm?). Parte do plasma foi separado para as dosagens dos
anticorpos IgE total e especificos (IgE-anti Blomia e Ascaris) pelo método de referéncia
fluoroenzimaimunoensaio (FEIA) (ImmunoCAP-Phadia®, Uppsala, Suécia), calibrado
com o padrdo internacional de referéncia para IgE da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS). Para a IgE total, os individuos foram classificados em altos niveis (= 250 kU/L)
e niveis normais (<250 kU/L). Para a IgE Anti-Blomia e Anti-Asc foram classificados
em positivos (> 0,35 kU/L) e negativos (< 0,35 kU/L) (WATANABE et al., 2010).

Teste cutaneo

O teste cutaneo de hipersensibilidade imediata foi realizado na superficie volar
medial do antebraco, e os alérgenos foram inoculados na regido subcutanea. O teste foi
composto por: Dermatophagoides pteronyssimus, Blomia tropicalis, Periplaneta
americana, Blatela germanica, epitélio de gato, mistura de fungos, controle positivo
(histamina 10 mg/mL) e negativo (excipiente) (IPI-ASAC). A deteccdo de péapula de
induragdo com pelo menos 3 mm maior que o controle negativo em seu didmetro médio
15 minutos apo6s a inoculacdo caracterizou o teste positivo. A positividade para ao

menos um alérgeno foi considerado como critério de classificacao dos individuos SPT+.

Cultura de Sangue Periférico

Uma cultura de sangue total foi realizada adicionando 0,5mL de sangue
periférico heparinizado sob 1mL de meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, Missouri, EUA) em tubos de cultura de polipropileno, acrescido de
Fitohemaglutinina (PHA) (5ug/mL) ou na auséncia de estimulo mitogénico por 24h a
37°C; CO, 5%. O sobrenadante de cultura foi coletado e congelado a -80° C até a

dosagem das citocinas e quimiocinas.
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Dosagem de citocinas e quimiocinas

As amostras de sobrenadante de cultura foram submetidas a deteccdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-0, IFN-y e quimiocinas CXCLS&/IL-8,
CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 por Cytometric Bead
Array (CBA) utilizando-se um citémetro de fluxo (FACSCalibur, BD). O procedimento
foi realizado conforme a instrugéo do fabricante for Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
Il (Cat. No. 560485) e for Human Chemokine Kit (Cat. No. 552990). O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisicdo das amostras e o software FCAP, versao 3.01

foi utilizado para realizacdo das analises.

Andlise Estatistica

Realizou-se andlise descritiva da prevaléncia da positividade para o SPT em
individuos infectados pelo S. mansoni e ndo infectados. O teste do 2, com comparagao
do teste exato de Fisher, entre os individuos SPT+ e SPT-, infectados ou ndo, foi
utilizado para verificar a associacdo entre as variaveis socioecondémicas e biologicas.
Aplicou-se o teste de Mann-Whitney para comparar a carga parasitaria dos individuos
SPT+ e SPT- infectados. Niveis de IgE total, IgE anti-Blomia, IgE anti-Asc,
quimiocinas, citocinas e eosinéfilos foram comparados entre 0s quatro grupos
utilizando-se o teste ndo parametrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-
Whitney. Realizou-se também a andlise multivariada logistica, em dois modelos, para
verificar a interacdo das variaveis estudadas. O primeiro foi ajustado pelo sexo e idade,
devido a relacdo bioldgica (KLEIN; FLANAGAN, 2016; SHAW; GOLDSTEIN;
MONTGOMERY, 2014) e o segundo foi ajustado pelo sexo, idade e escolaridade
materna (p<0,2). Para verificar se existe correlacdo entre a carga parasitaria, niveis de
IgE total, Blomia ou Asc e 0s niveis de citocinas e quimiocinas utilizou-se regressao
linear simples e o teste de correlacdo de Spearman. Os testes estatisticos foram
considerados significativos para p<0,05. Foram utilizados os softwares R e GraphPad
Prism 5.0.

RESULTADOS
Durante a realizacdo do inquérito parasitologico foram cadastrados 3816. Deste
total, 2123 individuos realizaram os exames parasitoldgicos. Destes, 1905 individuos

foram excluidos por estarem infectados com geohelmintos/protozoarios, portadores de
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HIV/tuberculose/leishmaniose ou houve perdas de individuos (mudanca de residéncia
ou recusa em participar do estudo).

Dos 118 individuos selecionados, 38 (32,20%) foram SPT+ e 80 (67,80%) SPT-.
Dos positivos para o SPT, 11(20,37%) individuos estavam infectados e 27(22,8%) néo
infectados. Dos negativos para o SPT, 43 (79,63%) eram infectados e 37 (31,35%) nédo
infectados. A tabela 1 mostra que ndo houve diferenca estatistica na carga parasitaria
entre os grupos de individuos SPT+ e SPT-. Foi observada associacdo de protegdo entre
a infeccgdo e positividade para o SPT (OR=0,351, 1C95%=0,153 — 0,802; p=0,017).

Com relacéo as variaveis bioldgicas, ndo houve associacdo entre o sexo, idade e
alergia materna na positividade dos testes cutaneos, seja quando infectados ou ndo. Para
as variaveis socioecondmicas, observou-se que a infeccdo leva a um efeito protetor nos
individuos com mdes de baixa escolaridade (OR=0,236, 1C95%=0,067 — 0,828;
p=0,046), bem como, naqueles com renda familiar mais baixa (OR=0,280,
1C95%=0,110 — 0,685; p= 0,002). O tabagismo ndo demonstrou relacdo com a
positividade para o SPT e infeccdo pelo S. mansoni.

Com relacédo aos anticorpos IgE total, IgE anti-Blomia ou anti-Asc e eosindfilos,
a tabela 1 mostra que os individuos SPT+/S.m e SPT-/S.m apresentaram maiores niveis
de IgE total em relagdo aos individuos do grupo SPT-/NI (p=0,030). Nos individuos
com baixo nivel de IgE total (<250 kU/L), a infeccdo conferiu protecdo para a
positividade do teste cutdneo (OR=0,107, 1C95%=0,012 — 0,926; p=0,034). Com
relacdo a IgE anti-Blomia, os individuos do grupo SPT+/NI apresentaram maiores
niveis deste anticorpo, em relagdo ao SPT+/S.m e ao SPT-/NI (p=0,039). Ndo houve
associacao entre a infecgéo e a positividade do SPT, na presenca de IgE anti-blomia.

N&do foram observadas diferencas significativas para os niveis de IgE anti-Asc
entre 0s grupos estudados, apesar dos individuos dos grupos SPT+/S.m e SPT-/S.m
apresentaram maiores niveis de IgE anti-Asc em relacdo ao SPT-/NI. Os grupos
SPT+/S.m, SPT-/S.m, SPT+/NI apresentaram maiores niveis de eosinofilos em relacdo
ao SPT-/NI, mas sem diferenca estatistica. Houve um efeito protetor da infecc¢do para o
SPT em individuos com altos niveis de IgE anti-Asc (OR=0,308, 1C95%=0,104 — 0,910;
p=0,037) e com maior nivel de eosinofilos circulantes (OR=0,181, 1C95%=0,035 —
0,800; p=0,023).

Para investigar a interacdo entre a positividade do SPT e as covaridveis foi
realizado um modelo de regressao logistica univariada e multivariada utilizando-se dois
modelos (Tabela 2). Na andlise univariada a IgE anti-Blomia (OR=4,62, 1C95%=1,94 —
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11,02; p<0,001) constituiu um fator de risco para o SPT positivo. Contrariamente, 0
menor grau de escolaridade materna (OR=0,43, 1C95%=0,19 — 0,95; p=0,038) e a
infeccdo pelo S. mansoni (OR=0,35, 1C95%=0,15 — 0,80; p=0,013) demonstraram um
carater de protecdo para a reatividade cutdnea. Contudo, a escolaridade materna
constituiu uma variavel de confundimento através da analise de correlacdo de
Spearman. Foi observado que a escolaridade esteve relacionada negativamente ao teste
cuténeo (Rho=-0,1930; p=0,036), mas positivamente a infec¢do pelo S. mansoni (Rho=
0,4660; p<0,0001). Adicionalmente, a infeccdo esteve associada a reducdo da
positividade ao teste cutaneo (Rho= -0,2326; p=0,011). No modelo 1 de regressao
multivariada logistica, as variaveis IgE anti-Blomia (OR=4,51, 1C95%=1,79 — 11,36;
p=0,001) e infeccdo pelo S. mansoni (OR=0,32, 1C95%=0,14 — 0,75; p=0,009)
permaneceram influenciando a positividade do teste cutaneo, quando ajustadas pelo
sexo e idade. No modelo 2 apenas a varidvel IgE anti-Blomia (OR=4,89, 1C95%= 1,85 —
12,92; p<0,001) mostrou relacdo de risco para a positividade do SPT. As outras
variaveis testadas (renda, alergia da mae, tabagismo, carga parasitaria do S. mansoni,
IgE anti-Asc e eosindfilos) ndo mostraram relagdo com a positividade do SPT nos dois
modelos utilizados.

As citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-17A e IL-10 (Figura 1) e as
quimiocinas IP-10/CXCL10, MCP/CCL2, MIG/CXCL9, RANTES/CCL5 e IL-
8/CXCLS8 (Figura 2) foram mensuradas na cultura de sangue periférico. No grupo SPT-
/S.m, houveram niveis significativamente maiores de TNF-a (Fig. 1A), IFN-y (Fig 1B)
e IL-10 (Fig. 1C), em comparagédo ao grupo SPT-/NI. N&o foram observadas diferencas
significativas na produgéo de IL-2, IL-4, IL-17A (Fig 1D-F).

Quanto as quimiocinas, os niveis de CXCL8/IL-8 no grupo de individuos SPT-
/ISM foram significativamente maiores, em relacdo ao grupo SPT-/NI (Fig. 2A). Os
niveis de CCL2/MCP-1 nos individuos dos grupos SPT+/SM e SPT-/SM foram
menores, em relacdo aos grupos de individuos SPT+/NI e SPT-/NI (Fig. 2B). Nao foram
evidenciadas diferencas entre 0s grupos para a producdo de CXCL9/MIG,
CCL5/RANTES e CXCL10/IP-10 (Fig 2C-E).

Diante da protecdo da positividade do SPT em individuos infectados, com
baixos niveis de IgE total e eosindfilos, e do aumento das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-
10, e quimocinas CXCLS8/IL-8 e com menores niveis de CCL2/MCP-1 e de IgE anti-
Blomia devido & infecgdo, realizamos uma analise de regressdo linear e correlagdo com

a carga parasitaria (Tabela 3). Sabendo da homologia dos alérgenos com antigenos de
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Ascaris e incremento da producdo de IgE total, a correlacdo entre estes anticorpos foi
também realizada nos individuos infectados. P&de ser observada uma moderada
correlacdo positiva com os niveis de CCL2/MCP-1 (R= 0,6963; p=0,0153), porém uma
moderada correlacdo negativa com os niveis de TNF-a (R=-0,6963; p=0.0153) sem
correlagdo com os anticorpos avaliados. Como esperado, foi visto que os niveis de IgE
anti-Blomia (r=0,9483; p=0,0001) e IgE Anti-Asc (r=0,7781; p<0,0105) apresentaram
uma forte correlacdo positiva com a IgE total. Além disso, a IgE anti-Blomia apresentou
uma forte correlacdo positiva com a IgE Anti-Asc (r=0,7939; p=0,0088). Nao houve

correlagdo com os niveis de eosindéfilos e a carga parasitaria (r=-0,5774 e p=0,0756).

DISCUSSAO

A infeccdo pelo S. mansoni modula a imunidade do hospedeiro induzindo um
efeito protetor ao teste cutaneo anti-alérgeno (ARAUJO et al., 2000, 2004; CARDOSO
et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014). Neste estudo, nds mostramos que este efeito
protetor permanece mesmo na presenca de altos niveis de IgE anti-Ascaris, que foi
considerado um fator de risco para intensidade das reac6es cutaneas (AHUMADA et al.,
2015; ALCANTARA-NEVES et al., 2010). Em acordo com a literatura, a infeccio
esquistossomotica levou a diminuicdo dos niveis de IgE anti-blomia séricas
(MEDEIROS et al., 2003), mas nossos achados apontam que a modulacdo negativa da
positividade do teste cutaneo pode estar também relacionada a diminui¢do nos niveis de
CCL2.

E fato que, além das infeccBes parasitarias, fatores genéticos, fatores ambientais,
socioeconémicos/habitos, sexo e idade podem influenciar na modulacdo imunolégica
nas doencas alérgicas (KLEIN; FLANAGAN, 2016; SHAW,; GOLDSTEIN;
MONTGOMERY, 2014). Neste contexto, seria esperado influencia da alergia materna
nos individuos SPT+, porém a historia familiar de alergia é mais pertinente em sintomas
da alergia e ndo quando referente ao SPT (COOPER et al., 2016; STRINA et al., 2014).
N&o observamos diferenca entre idade e sexo entre os grupos. Dentre os fatores
socioeconémicos avaliados, 0 menor grau de escolaridade materna levou a protecdo na
positividade no SPT, porém também levou ao maior risco de infeccdo. Este fato
descarta esta primeira varidvel como fator de protecdo e reafirma que baixo nivel de

escolaridade materna esta atrelado as méas condicdes de satde, da qualidade de vida dos
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descendentes e habitos precarios de higiene com favorecimento de infeccOes
(FERREIRA et al., 2006).

Os individuos infectados apresentaram altos niveis de IgE total e IgE anti-Asc,
em acordo com ativacdo policlonal nas helmintiases (MONCAYO et al., 2010)e
possivel contato prévio com geohelmintos. Apesar disso, altos niveis de IgE total ndo
mostraram relacdo com a protecdo induzida pelo S. mansoni, mas apenas 0s casos de
baixos niveis. Embora seja conhecida a reatividade cruzada entre IgE anti-Asc e anti-
alérgenos (VALMONTE; CAUYAN; RAMOS, 2012) este primeiro anticorpo néo
conferiu associacdo para SPT+. Foi possivel observar mais eosinofilos, embora sem
diferenca estatistica, nos grupos SPT+/S.m e SPT-/ S.m. Em conjunto estes dados
sugerem, nos individuos infectados, um perfil de resposta Th2 (OLIVEIRA et al., 2014;
RUJENI et al., 2012; SILVEIRA-LEMOS et al., 2010), porém na presenca de um
background de perfil pro-inflamatério tipo Thl (TNF, IFN-y e CXCL-/IL-8),
acompanhado de marcante producdo de IL-10, avaliado pela estimulacdo mitogénica.
Este perfil misto com IL-10 se encaixa em pacientes cronicos (JESUS et al., 2004).

O nosso estudo considerou a positividade do teste cutaneo para qualquer
alérgeno inalante, porém nos escolhemos avaliar os niveis de IgE sérica contra ao acaro
B. tropicalis por ser 0 mais comum na regido do estudo (ROSARIO-FILHO et al., 2013;
SOLE et al., 2015; SOUSA et al., 2016). Foram observados altos niveis deste anticorpo
nos individuos SPT+ e houve uma relacdo de risco. Contudo, nos individuos
esquistossomoticos houve uma diminuicdo nos niveis de IgE anti-Blomia. Apesar disso,
a protecdo para positividade do SPT foi independente dos niveis deste anticorpo. Neste
cenario, os niveis da quimiocina CCL2/MCP-1 estiveram diminuidos nos individuos
infetados, trazendo a tona a participacao desta quimiocina no mecanismo de modulacao
pelo parasita.

O CCL2/MCP-1 pode atuar de maneira significativa nas respostas alérgicas
devido a sua capacidade de atrair mondcitos, eosinéfilos e ativar mastdcitos e basofilos
(CARR et al., 1994; KUNA et al., 1992). Os mecanismos pelos quais o CCL2/MCP-1
pode atuar incluem a estimulacdo e liberacdo de histamina e de leucotrienos a partir de
mastocitos ou basofilos, com aumento da polarizagdo da resposta Th2 (ROSE; SUNG;
FU, 2003). Os niveis séricos de CCL2/MCP-1 estavam significativamente aumentados
em criangas com alergia alimentar que sofrem de anafilaxia e urticaria em relagdo as

criangas com asma brdnquica e dermatite atopica (RADMAN et al., 2013).
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De modo importante, foi relatado que CCL2/MCP-1 pode ativar diretamente os
baséfilos (BISCHOFF et al., 1992; KUNA et al., 1992), levando a liberacdo de
aproximadamente 20% da histamina (IIKURA et al., 2001; YAMAGUCHI et al., 2009).
Os mastdcitos pode secretar CCL2/MCP-1 quando ativado por IgE (METZ; MAURER,
2007) e amplificar a quimiotaxia para baséfilos/mastocitos. Em conjunto, os dados
sugerem que a reacdo de hipersensibilidade cutanea nao foi amplificada e é controlada
nos individuos esquistossomoticos. A menor positividade do SPT pode ser reflexo de
menor acdo da CCL2 sob os mastdcitos e, ainda, de menor secrecdo desta quimiocina
pela menor oferta de IgE anti-alérgeno (B. tropicalis).

A carga parasitaria dos individuos foi correlacionada com producdo moderada
de CCL2 e com menor de TNF-a. Estes dados corroboram o perfil Th2 controlado e
podem sugerir que a inibicdo da inflamagdo cutanea de punctura seja dependente da
acdo da IL-10, bem como TGF-B, CTLA-4 e células Tregs nos individuos
esquistossomoticos de fase cronica (ARAUJO et al., 2004; BIGGELAAR et al., 2004;
VAN DER VLUGT et al., 2014).

Em concluséao foi demonstrado que a infeccdo pelo S. mansoni constitui um fator
de protecdo para a SPT, sobrepondo o fator de risco IgE anti-Blomia, e de maneira IgE
Anti-Asc independente. Os dados ressaltaram a diminui¢do de CCL2/MCP-1 como
mecanismo efetor do prejuizo da hipersensibilidade tipo I-imediata, em individuos
alérgicos de area endémica para esquistossomose, e utilizacdo de antigenos parasitarios

como ferramenta imunomodulatdria no &mbito da inovacdo terapéutica.
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Tabela 1: Distribuigdo das varidveis socioecondmicas e bioldgicas entre os pacientes positivos no SPT e infectados pelo S. mansoni (SPT+/SM), positivos no SPT e ndo infectados (SPT+/NI),
negativos no SPT e infectados pelo S. mansoni (SPT-/SM) e negativos no SPT e ndo infectados (SPT-/NI).

- SPT+/SM SPT+/NI SPT-/SM SPT-/NI TOTAL
Variavel N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) OR (IC-95%) Valor de p
11 (9,33) 27 (22,88) 43 (36,44) 37 (31,35) 118 (100) 0,351 (0,153 - 0,802) 0,017
Carga
Parasitaria
> 400 OPG 1 (20,00) 4 (80,00) 5 (9,25)
< 400 OPG 10 (20,40) 39 (79,60) 49 (90,75) 0,975 (0,035 -8,813) 0,962
Média (£DP) 29 (£10) - 191 (+716) - 107 (+457) ) 0.459
Mediana (Min - Max) 24 (24 - 48) - 24 (24 - 4368) - 24 (24 - 4368) ’
Género
Masculino 6 (12,00) 14 (28,00) 18 (36,00) 12 (24,00) 50 (42,37) 0,286 (0,086 — 0,952) 0,050
Feminino 5 (7,36) 13 (19,12) 25 (36,76) 25 (36,76) 68 (57,63) 0,385 (0,119 — 1,240) 0,166
Idade
<20 anos 2(5,27) 10 (26,31) 13 (34,21) 13 (34,21) 38 (32,20) 0,200 (0,036 — 1,097) 0,077
>21 anos 9 (11,25) 17 (21,25) 30 (37,50) 24 (30,00) 80 (67,80) 0,424 (0,161 — 1,117) 0,098
Alergia
materna
Mae alérgica - 6 (26,09) 5 (21,74) 12 (52,17) 23 (21,30) 0,667 (0,481 — 0,924) 0,184
Sem alergia 11 (12,94) 16 (18,82) 36 (42,36) 22 (25,88) 85 (78,70) 0,756 (0,552 — 1,035) 0,054
Escolaridade
materna
Ensino I* 6 (10,00) 8 (13,33) 35 (58,33) 11 (18,34) 60 (50,85) 0,236 (0,067 — 0,828) 0,046
Ensino II* 5 (8,62) 19 (32,76) 8 (13,80) 26 (44,82) 58 (49,15) 0,855 (0,242 — 3,028) 1,000
Renda familiar
Renda I” 10 (10,10) 21 (21,21) 43 (43,44) 25 (25,25) 99 (83,90) 0,280 (0,110 — 0,685) 0,002
Renda II* 1 (5,26) 6 (31,58) - 12 (63,16) 19 (16,10) 0,333 (0,173 — 0,641) 0,368
Tabagismo
Sim 5(12,82) 6 (15,39) 21 (53,84) 7 (17,95) 39 (33,05) 0,278 (0,064 — 1,200) 0,131

N&o 6 (7,60) 21 (26,58) 22 (27,85) 30 (37,97) 79 (66,95) 0,390 (0,135 — 1,126) 0,089
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IgE Total
> 250 kU/L 10 (15,62) 11 (17,19) 30 (46,88) 13 (20,31) 64 (58,71) 0,394 (0,134 — 1,155) 0,105
< 250 kU/L 1(2.22) 14 (31,11) 12 (26,67) 18 (40,00) 45 (41,29) 0,107 (0,012 — 0,926) 0,034
Média (+DP) 170355 (+1708,93)" 826,82 (+1369,38) 1321,36 (+1625,02)° 522,39 (£754,74)  1247,97 (+1565,06) - 0.030
Mediana (Min - M&x) 1125 (145 -5000) 236 (18,90 - 5000) 712 (0 - 5000) 177 (2,95 - 3246) 515 (0 - 5000) - ‘
IgE anti-
Blomia
> 0,35 kU/L 8 (15,09) 18 (33,97) 15 (28,30) 12 (22,64) 53 (47,75) 0,356 (0,115 — 1,097) 0,098
<0,35 kU/L 3(5,17) 7 (12,07) 28 (48,27) 20 (34,49) 58 (52,25) 0,306 (0,070 — 1,330) 0,164
Média (+DP) 12,15 (+24,16)° 1302 (+27,52)" 234 (£7.14) 3,51 (+11,91) 4,86 (+14,80) - 0039
Mediana (Min - M&x) 0,93 (0,02 - 73,2) 1,29 (0 - 100) 0,14 (0-35,7) 0,19 (0-67,3) 0,31 (0 - 100) - ‘
IgE anti-Asc
> 0,35 kU/L 8 (12,90) 14 (22,58) 26 (41,94) 14 (22,58) 62 (55,85) 0,308 (0,104 — 0,910) 0,037
<0,35 kU/L 3(6,12) 11 (22,44) 17 (34,70) 18 (36,74) 49 (44,15) 0,289 (0,069 — 1,217) 0,112
Média (+DP) 3,61 (6,56)" 1,73 (3,57) 4,21 (+8,64)° 0,77 (£1,29) 3,18 (6,78) - 0.085
Mediana (Min - Max) 0,95 (0,04 —22,50) 0,47 (0—16,70) 0,87 (0,01-40,10) 0,17 (0,01-6,21) 0,69 (0 — 40,10) - ‘
Eosindfilos
> 500 células/mm?® 4 (11,76) 10 (29,42) 14 (41,18) 6 (17,64) 34 (34,00) 0,181 (0,035 — 0,800) 0,023
< 500 células/mm? 4 (6,06) 13 (19,70) 22 (33,33) 27 (40,91) 66 (66,00) 0,394 (0,126 — 1,119) 0,082
Média (+DP) 601 (+362)° 571 (+£626)° 488 (+380)° 311 (+263) 468 (+427) - 0.0832
Mediana (Min - Max) 519 (235 - 1327) 327 (27 - 2303) 405 (30 - 1827) 237 (55 - 1416) 378 (27 - 2303) - ’

# Ensino I: Corresponde aos individuos que ndo estudaram até o segundo grau incompleto; Ensino 1l: Corresponde a individuos com segundo grau completo e ensino superior;
Renda I: Meio salario minimo até dois; Renda Il: 3 ou mais salarios minimos. * Foi aplicado o teste estatistico do x2 com o teste exato de Fisher. § Diferenca significativa quando
p < 0,05 pela analise estatistica com o teste t de Student. ® diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo SPT-/NI pelo teste t de estudent. ° diferenca estatistica significativa
em rela¢do ao grupo SPT-/SM.
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Tabela 2: Andlise univariada e multivariada logistica para verificar a associacdo entre a positividade do teste cutaneo e as

variaveis sociais e biolégicas.

Analise multivariada Analise Multivariada

Analise Univariada

Modelo I* Modelo 118
SPT+ SPT- Total OR Value OR ajustado Value OR ajustado Value
38(32,1%) 80 (67.9%) 118 (100%) (IC95%) P (acosw) P (acoso) P
Género
Masculino 20 (40,00) 30 (60,00) 50 (42,37) 1,85
0,122 - - - -
Feminino 18 (26,50) 50 (73,50) 68 (57,63) (0,85 - 4,04)
Idade
<20 anos 12 (32,43) 25 (67,57) 37 (31,35) 1,02
0,971 - - - -
>21 anos 26 (32,10) 55 (67,90) 81 (68,65) (0,44 - 2,33)
Escolaridade materna
Escolaridade I” 14 (23,33) 46 (76,67) 60 (50,85) 0,43 0,35
. 0,038 0,015 - -
Escolaridade 11 24 (41,38) 34 (58,62) 58 (49,15) (0,19 -0,95) (0,15-0,82)
Renda
<1 salario minimo 31(31,31) 68 (68,69) 99 (83,90) 0,781 1,41 2,21
0,319 0,624 0,282
>1 salario minimo 7 (36,84) 12 (63,15) 19 (16,10) (0,28 - 2,17) (0,35-5,62) (0,52 -9,39)
Alergia - Mée
Sim 6 (26,09) 17 (73,91) 23 (21,30) 0,76 0,77 0,66
0,601 0,643 0,472
Néo 27 (31,76) 58 (68,24) 85 (78,70) (0,27 - 2,14) (0,25 - 2,36) (0,21 -2,07)
Tabagismo passivo
Sim 11 (28,20) 28 (71,80) 39 (33,05) 0,76 0,74 1,03
0,514 0,489 0,947
Néo 27 (34,17) 52 (65,83) 79 (66,95) (0,33-1,75) 0,32-1,73) (0,41 -2,57)
Infeccdo S. mansoni
Positivo 11 (20,37) 43 (79,63) 54 (45,76) 0,35 0,32 0,44
0,013 0,009 0,091
Negativo 27 (42,19) 37 (57,81) 64 (54,24) (0,15-0,80) (0,14-0,75) 0,17 -1,14)
Carga Parasitaria
> 400 OPG 1 (20,00) 4 (80,00) 5(9,25) 0,97 0,87 0,93
0,962 0,816 0,939
<400 OPG 10 (20,40) 39 (79,60) 49 (90,75) (0,03-8,81) (0,02 -9,22) (0,04 —9,24)
IgE anti-Blomia
>0,35 kU/L 26 (49,05) 27 (50,95) 53 (47,75) 4,62 4,51 4,89
<0,001 0,001 <0,001
<0,35 kU/L 10 (17,24) 48 (82,76) 58 (52,25)  (1,94-11,02) (1,79 - 11,36) (1,85-12,92)
IgE anti-Asc
>0,35 kU/L 22 (35,48) 40 (64,52) 62 (55,85) 1,37 1,05 1,19
0,441 0,919 0,722
<0,35 kU/L 14 (28,57) 35 (71,43) 49 (44,15) (0,61 - 3,09) (0,41 - 2,66) (0,45-3,13)
Eosindfilos
> 500 células/mm® 14 (41,18) 20 (58,82) 34 (34,00) 2,02 1,58 2,11
0,366 0,178
< 500 células/mm® 17 (25,75) 49 (74,25) 66 (66,00) (0,84 — 4,85) (0,59 — 4,27) (0,71-6,22)

# Andalise multivariada ajustada pelo sexo e idade. § Anélise multivariada ajustada pelo sexo, idade e escolaridade materna. *Escolaridade |: Analfabeto até
ensino fundamental completo; Escolaridade I1: Ensino médio incompleto até superior completo. Diferenga significativa quando p<0,05.
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Figura 1: Niveis de citocinas TNF-a (A), IFN-y (B), IL-10 (C), IL-2 (D), IL-4 (E) e IL-17A (F) mensuradas em
sobrenandante de cultura de 24 horas de sangue total periférico, estimuladas com PHA, em individuos positivos no SPT e
infectados pelo S. mansoni (SPT+/S.m) (n=11); positivos no SPT e ndo infectados (SPT+/NI) (n=27); negativos no SPT e
infectados pelo S. mansoni (SPT-/S.m) (n=43); e negativos no SPT e ndo infectados (SPT-/NI). (n=37). Aplicou-se o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e o teste t ndo-paramétricos de Mann-Whitney para comparacéo das medianas entre os

grupos. # p< 0,05 quando comparado aos grupos SPT-/NI.
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Figura 2: Niveis de quimiocinas CXCL8/IL-8 (A), CCL2/MCP-1 (B), CXCL9/MIG (C),
CCL5/RANTES (D) e CXCL-10/1P-10 (E) mensuradas em sobrenandante de cultura de 24 horas de
sangue total periférico, estimuladas com PHA, em individuos positivos no SPT e infectados pelo S.
mansoni (SPT+/S.m) (n=11); positivos no SPT e ndo infectados (SPT+/NI) (n=27); negativos no SPT e
infectados pelo S. mansoni (SPT-/S.m) (n=43); e negativos no SPT e ndo infectados (SPT-/NI). (n=37).
Aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e o teste t ndo-paramétricos de Mann-Whitney para
comparacdo das medianas entre 0s grupos. # p< 0,05 quando comparado ao grupo SPT-/NI. * p< 0,05
guando comparado ao grupo SPT+/NI.
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Tabela 3: Correlagdo entre a carga parasitaria, niveis de anticorpos IgE total e IgE anti-Blomia e os niveis de citocinas e

quimiocinas nos pacientes SPT+ e infectados com S. mansoni.

Carga parasitaria IgE total IgE anti-Blomia
R Spearman P Value R Spearman P Value R Spearman P Value
IgE Total 0,4802 0,0831 - - - -
Anticorpos IgE Anti-Blomia 05222 0,0616 0,9483 0,0001* - -
IgE Anti-Asc 0,0000 0,5000 0,7781 0,0105* 0,7939 0,0088*
TNE-a -0,6963 0,0153* 0,2128 0,5603 0,2121 0,5603
IL-2 0,04490 0,4592 0,1411 0,7072 0,09380 0,8113
|FN-Y 0,0000 0,5000 0,5305 0,1139 0,4802 0,1663
Citocinas
IL-4 0,2142 0,2801 0,2842 0,4271 0,2013 0,5837
11-10 -0,2611 0,2349 0,5836 0,0806 0,5152 0,1334
1L17 0,2142 0,2801 0,4039 0,2475 0,4399 0,2044
CXCLS8/IL-8 0,5222 0,0616 0,1277 0,7330 0,2242 0,5367
CCL2/MIP-1 0,6963 0,0153* 0,1155 0,7589 0,1394 0,7072
Quimiocinas  CXCLI/MIG 0,3482 0,1652 0,644 0,0500 0,5515 0,1049
CCL5/RANTES -0,1314 0,3536 0,4343 0,2044 03781 0.2788
CXCL10/IP-10 0,1741 0,3161 -0,1398 0,7072 0,1273 0,7330

Foi realizada regressao linear e correlacdo de Spearman. * Diferenga significativa quando p<0,05.
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5.2 Menor expressdo do mRNA de IL-33 e maior produgdo de quimiocinas anti-
fibroticas, CXCL9 e CXCL10, estdo envolvidas na infeccdo crbnica pelo

Schistosoma mansoni

INTRODUCAO

A esquistossomose mansoni € uma doenca endémica na regido nordeste do
Brasil (BRASIL, 2014) e tem a fase cronica marcada por uma reacdo inflamatoria
granulomatosa, formada em torno dos ovos do Schistosoma mansoni, depositados no
figado e intestino (BURKE et al., 2009). Apesar disso, apenas 10% dos individuos
infectados sdo acometidos pela forma grave da doenca, visto que a dinamica da resposta
imune estd intimamente relacionada com o estabelecimento da patologia (CHUAH et
al., 2014). Na fase aguda, ha predominancia da resposta do tipo Thl, aumento das
citocinas IL-1, IL-12, TNF-o e IFN-y, direcionada aos esquistossdbmulos, vermes
imaturos e adultos (PEARCE; MACDONALD, 2002; WYNN et al., 2004). Em seguida,
em resposta aos antigenos dos ovos, € induzida resposta do tipo Th2 com produgdo das
citocinas IL-4, IL-5, IL-13 comprometida com a formagdo do granuloma, rico em
eosinofilos e macrofagos tipo 2, bem como fibrose (PEARCE; MACDONALD, 2002;
WILSON et al., 2007). A medida que a infecco progride, é estabelecida uma resposta
regulatéria dependente de linfécitos T regulatérios, producdo de IL-10 e TGF-p que
estabelece equilibrio das respostas de Thl e Th2, além de controlar a resposta
inflamatoria severa induzida por linfécitos Th17 (BAUMGART et al., 2006; NAUSCH
et al., 2011; WATANABE et al., 2007). Entdo, a participacdo dos subtipos de linfocitos
T auxiliares na resposta imune adaptativa hepatica/intestinal, em resposta aos antigenos
parasitarios, tem sido bastante investigada. Entretanto, a participacdo das
citocinas/quimiocinas da imunidade inata é pouco conhecida.

Com relacdo as quimiocinas, familia de citocinas responsaveis pela migracdo de
células imunes, sdo produzidas por diversos tipos de células (musculares lisas,
macrofagos, células endoteliais, células dendriticas) e os grupos CC e CXC sdo mais
bem estudados. Em camundongos, niveis aumentados das quimiocinas CCL2/MCP-1,
CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B, CCL5/RANTES, CCL7/MCP-3, CCL11/Eotaxina-1 e
CCL12/MCP-5, e dos receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, foram
correlacionados com a gravidade da esquistossomose cronica, devido a capacidade de

recrutamento de celulas Th2, eosindfilos, mondcitos e fibroblastos (SOUZA et al.,
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2006). Apesar disso, a CCL5/RANTES foi comprometida com a migracdo de celulas
Treg (CHUAH et al., 2014). Ainda em camundongos, foi visto que apds 6-8 semanas de
infeccdo por Schistosoma japonicum houve aumento do nivel de transcrigdo do
CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES (BARTLEY et al., 2006). O estudo com células
hepaticas estreladas humanas, estimuladas com antigenos dos ovos, mostrou aumento
na produgdo de CCL2/MCP-1, enquanto a expressdo de genes das quimiocinas
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 e CXCL11/I-TAC, envolvidas com o recrutamento e
ativacdo de células do perfil Thl e fibrose, foi reduzida (LIANG et al., 2012). Em
pacientes esquistossomoticos, foram observados maiores niveis séricos das quimiocinas
envolvidas com o influxo de eosindéfilos para o tecido, CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1a
e CCL11/EOTAXIN (FALCAO et al., 2002). Contudo, ndo foram avaliados os niveis
de quimiocinas envolvidas com inducao de fibrose CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10.

Dentre as citocinas consideradas da imunidade inata, a 1L-33 tem merecido
destaque. A 1L-33, membro da familia da IL-1, € constitutivamente expressa no nicleo
das células epiteliais e endoteliais, sendo considerada pré-inflamatéria da resposta
imune tipo 2, ao ligar-se no receptor ST2/IL-1R4 transmembrana em mastocitos,
basofilos, eosinofilos (aumentando producdo de IL-5 e IL-13), macrofagos e células
dendriticas (CARR et al., 2016; HARALDSEN et al., 2009; KUROWSKA-
STOLARSKA et al., 2008; SCHMITZ et al., 2005).

Com relacdo as helmintiases, no modelo de infeccdo murina com o nematddea
Trichuris muris, 0 RNAm da IL-33 é expresso precocemente. A presenca desta citocina
suprimiu a resposta Thl, incrementou a producdo de IL-4, IL-9, IL-13 e aumentou a
taxa de eliminacdo do parasito (HUMPHREYS et al., 2008). Na infeccdo por S.
japonicum, Yu e colaboradores (2015) demonstraram elevados niveis de IL-33 na fase
aguda da doenca. Kalenda e colaboradores (2015) relataram que em animais infectados
com S. mansoni o curso da infeccdo cronica ndo foi dependente de 1L-33, exceto para a
eosinofilia (KALENDA et al., 2015; YU; DENG,; LEI, 2015).

Sendo assim, poucos sdo 0s estudos em humanos que abordam as
citocinas/quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1,
CXCL10/1P-10, IL-33RNAmM e ST2sRNAmM na esquistossomose. Aqui, nds avaliamos
os niveis destes mediadores imunologicos, acompanhados da avaliacdo das citocinas
pro- e anti-inflamatérias (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a ¢ IFN-y) em cultura de

células de sangue periférico de pacientes na fase cronica da infec¢cdo com S. mansoni.
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METODOS

Desenho e populagéo de estudo

Um estudo exploratorio com amostra de conveniéncia obtida apds inquérito
parasitologico realizado em éarea urbana do Nordeste, Brasil (municipios llha de
Itamaracd e Cabo de Santo Agostinho-PE). Os residentes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e os responsaveis ou pais assinaram pelas
criancas. Dois grupos de individuos foram estabelecidos: individuos infectados apenas
com S. mansoni (n=34) e; individuos ndo infectados (n=31) para investigar os niveis de
quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, e
CXCL10/IP-10), de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a ¢ IFN-y) ¢ a
expressao de IL-33RNAmM e ST2sRNAm em cultura de células do sangue periférico.

As fezes foram coletadas e submetidas aos testes de Hoffman, Pons & Janer e
Kato-Katz. Gestantes, individuos tratados a menos de 6 meses e aqueles infectados ou
coinfectados por protozoarios e outros helmintos foram excluidos. Sangue foi coletado e
submetido ao hemograma, dosagens de IgE total (ImmunoCAP-Phadia®, Uppsala,
Suécia) e cultura celular. Os pacientes infectados receberam o tratamento com
praziquantel ap6s o diagnostico e coleta de sangue. O estudo foi aprovado pelo Comité
de ética do centro de pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ sob o CAAE:
22822813.3.0000.5190.

Cultura de Sangue Periférico

Uma cultura de sangue total foi realizada depositando-se 0,5mL de sangue
periférico heparinizado sob 1mL de meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, Missouri, EUA) em tubos de cultura de polipropileno, acrescido de
Fitohemaglutinina (PHA) (5ug/mL) ou na auséncia de estimulo mitogénico por 24h a
37°C; CO, 5%. O sobrenadante de cultura foi coletado e congelado a -80° C até a
dosagem das citocinas e quimiocinas. As células foram recuperadas para determinar a
expressao de IL-33RNAmM e do ST2sRNAm.

Dosagem de citocinas e quimiocinas

As amostras de sobrenadante de cultura foram submetidas a deteccdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y ¢ quimiocinas CXCLS&/IL-8,
CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 por Cytometric Bead
Array (CBA) utilizando-se um citémetro de fluxo (FACSCalibur, BD). O procedimento
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foi realizado conforme a instrucéo do fabricante for Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
Il (Cat. No. 560485) e for Human Chemokine Kit (Cat. No. 552990). O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisi¢do das amostras e 0 software FCAP, verséo 3.01

foi utilizado para realizacdo das analises.

Expressao de IL-33RNAmM e ST2sRNAmM

As células cultivadas na presenca do mitégeno foram submetidas a extracdo do
RNAmM com trizol (MORAIS et al., 2016). Ap6s o isolamento do RNA total, as
amostras foram digeridas com DNase | livre de RNase. Para construcdo do cDNA foi
realizado uma RT-PCR a partir do RNAm da amostra extraida, de acordo com o kit da
GoScript™ Reverse Transcription System. Os primers utilizados foram IL-33 senso (5'-
GTGGAAGAACACAGCAAGCA-3") e IL-33 anti-senso (5'-
AAGGCAAAGCACTCCACAGT-3") (KAMEKURA et al., 2012) e primers ST2s
senso (5'-CTGTCTGGCCCTGAATTTGC-3) e ST2s anti-senso (5'-
TGGAACCACACTCCATTCTGC-3") (YAGAMI et al., 2010a). O mix foi aquecido a
70°C por 5 minutos, logo apos foi adicionado 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50mM de
KCI, 4,5mM MgCI2, nucleotideos a 0,5mM, 20U de RNasin recombinante e 1U da
enzima transcriptase reversa GoScript e a reacdo prosseguiu com 40 ciclagem
padronizadas (25 °C por 5 minutos para o anelamento, 42°C por 60 minutos para sintese
e extensdo e 70°C por 15 minutos para inativacdo da enzima RT). Foi utilizado como
controle enddgeno da reacdo a deteccdo da expressao do RNAmM do gene G3PDH, com
os primers senso (sense 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3") e anti-senso (5'-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3") (KAMEKURA et al., 2011).

Validacdo do cDNA obtido foi realizada via PCR a partir do resultado da RT-
PCR e revelado por eletroforese em gel de agarose a 2%. A analise quantitativa em
tempo real (g-PCR) foi realizada com um Sistema de deteccdo de sequenciamento
utilizando iTag SYBR Green Supermix com ROX. Para determinar o nimero exato de
copias dos genes-alvo, as concentracdes quantificadas do produto da PCR purificada
foram diluidas em série e utilizadas como padrdes em cada ensaio. Aliquotas de cDNA
das amostras de RNA total foram utilizados em cada PCR em tempo real. Os
parametros de ciclagem utilizados para a reacdo foi: 5 minutos a 95°C para ativagao
inicial, seguido de 10 segundos a 95°C para desnaturacdo, anelamento e extensédo a
60°C por 30 segundos, por 40 ciclos. Utilizamos o 7500 Real Time PCR System

(Applied Biosystems) para mensurar a expressao do gene e o software 7500 versdo
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2.0.3 para a analise dos resultados. A expressao de mRNA dos alvos foi obtida através
de duas normalizagcfes sequenciais: pelo controle endogeno e pelo calibrador (controle
negativo). A primeira normalizacéo foi realizada da seguinte maneira: quantity do gene
alvo/quantity do gene de referéncia, onde quantity consiste nos valores absolutos em
funcdo da curva-padréo. Apos a normalizacdo do gene alvo, o0 RQ (quantidade relativa
de mRNA) foi obtido através da normalizagdo pelo calibrador (MORAIS et al., 2016).

Anélise Estatistica

Inicialmente foi realizada uma anélise descritiva entre 0s grupos para comparar a
proporcédo entre o sexo, com aplicagdo do teste do %2 ajustado pelo teste exato de Fisher.
A idade, niveis de eosinotfilos, IgE total, niveis de citocinas, quimiocinas e a RQ do
IL33RNAmM e ST2sRNAm foram analisados pelo teste t e método ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Utilizou-se o software GraphPad Prism v 5.01. Os testes estatisticos

foram considerados significativos quando os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Com relacdo as caracteristicas bioldgicas dos grupos de individuos infectados e
néo infectados (Tabela 1), ndo houve diferenca entre sexo e idade. O grupo de pacientes
infectados exibiu niveis significativamente maiores de eosinéfilos (1386 células/mm?
DP+ 1015; p<0,0001) e de IgE total (1136 kU/I DP+ 1366; p=0,044) e apresentou carga
parasitaria média considerada leve (113,3 £282,3).

Os niveis de citocinas produzidos por células de sangue periférico, quando
estimuladas com PHA, estdo mostrado na Figura 1. Pode ser observado que, em
individuos esquistossomaéticos, os niveis de IL-2, TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10 e IFN-y
(Figura 1A-F) foram significativamente maiores que nos individuos ndo infectados.
Contudo, a producdo da IL-17 (Figura 1G) foi similar entre os grupos estudados. Com
relacdo a deteccdo de citocinas na auséncia do mitdgeno, resultados similares foram
encontrados, porém com concentragcdes menores (dados ndo mostrados).

A Figura 2 mostra que os niveis das quimiocinas CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG
e CXCLS8/IL-8 (Figura 2A, 2C e 2E) foram significativamente maiores nos individuos
infectados, quando comparados aos individuos ndo infectados. N&o houve diferenca nos
niveis de CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES (Figura 2B e 2D) entre 0s grupos estudados.
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A andlise da expressdo do IL-33RNAm (Figura 3A) demonstrou niveis menores
nos individuos infectados em relacdo aos ndo infectados (p=0,0017), enquanto a
expressdao do ST2sRNAm foi similar entre os grupos (Figura 3B). Ao avaliar a razéo
IL-33RNAM/ST2sRNAm, foi possivel observar uma razdo menor no grupo infectado

em relacdo ao ndo infectado (Figura 3C).

DISCUSSAO

E sabido que a esquistossomose mansoni é um modelo de infeccdo parasitaria
com notavel capacidade de modulacdo dos subtipos de linfocitos T auxiliares
hepatico/intestinal (WYNN et al., 2004), porém a participacdo de citocinas/quimiocinas
chaves, envolvidas com imunidade inata, ainda ndo é bem descrita. Neste estudo
investigamos pela primeira vez a IL-33RNAmM e seu receptor sollvel, bem como, as
quimiocinas CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10, em individuos de area endémica na fase
cronica da doenca.

Maioria dos achados destes mediadores imunoldgicos na esquistossomose foram
oriundos de ensaios com animais experimentais ou linhagens de células humanas sob
estimulo com antigenos parasitarios, que favorecem uma avaliacdo controlada e focada
na resposta tecidual. Aqui, nos avaliamos em um cenario amplo da resposta imune
sisttmica de fundo (background) em individuos de area endémica e esta abordagem
pdde ser conduzida pelo cultivo de sangue periférico sob estimulacdo mitogénica.

O estudo envolveu adultos e criancas, porém a idade e 0 sexo ndo interferiram
nos resultados. A carga parasitaria pode influenciar na progressdo da doenca para as
formas graves, hepatica e hepatoesplénica (COLLEY; SECOR, 2014). Aqui, a carga
parasitaria leve esta de acordo com a regido endémica. Adicionalmente, foram
realizadas andlises de regressdo linear e correlacdo entre a carga parasitaria e 0s niveis
das citocinas e quimiocinas, mas nenhum resultado foi estatisticamente significante
(dados ndo mostrados).

Os pacientes infectados mostraram um background de ativacdo celular mista
Thl e Th2, com producdo de IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-4. Adicionalmente, altos
niveis de IgE total e eosinofilos caracterizam a predominancia da resposta inflamatoria
tipo 2 observada nas helmintiases (CALDAS et al., 2008; JOSEPH et al., 2004;
MEDEIROS et al., 2003; NEUENSCHWANDER et al., 2008). Foram observados
niveis aumentados de CXCLS8/IL-8 que estd envolvida na quimiotaxia e ativagdo de

neutréfilos (SMITH et al., 2005), porém, nés ndo observamos aumento no nimero de
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neutrofilos no sangue periférico (dados ndo mostrados). E importante ressaltar que a
acdo desta quimiocina foi bloqueada, in vivo, pelo peptideo SnMCKBP secretado pelos
ovos do S. mansoni (SMITH et al., 2005). Sendo assim, a resposta sistémica pro-
inflamatdria tipo 1 pode ser controlada na presenca da infeccdo. Além disso, houve
maiores niveis de IL-10 que reflete o controle da exacerbacao da resposta inflamatoria
que causa a morbidade e mortalidade da doenca (PEARCE; MACDONALD, 2002;
WILSON et al., 2007). Os niveis de IL-17 foram semelhantes entre os grupos de
individuos estudados. Este fato também corrobora a fase cronica assintomatica dos
individuos de regido endémica, onde nao foi visto associacdo do nivel desta citocina
com as diferentes formas clinicas (BARRETO et al., 2016).

Com relagdo aos niveis elevados de CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10, estes
achados podem ser IFN-y-dependente (ENGELHARDT et al., 1998). Em murinos, estas
quimiocinas estdo implicadas com acdo anti-fibrética pulmonar e renal
(HINTERMANN et al., 2010; NAKAYA et al, 2007; TAGER et al., 2004,
WASMUTH et al.,, 2009) e o mesmo foi observado na infecgdo por S. japocicum
(LIANG et al., 2012). Células hepaticas estreladas humanas, quando estimuladas in
vitro com CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10, mostraram uma reducdo da expressdo de
genes associadas a fibrose (Coll-alfal, col3-alfal, TGF-beta, MMP-3, TIMP-1), bem
como quando estimuladas com antigenos parasitarios (LIANG et al., 2012). Em
conjunto, estes dados apontam um controle da fibrose na fase cronica diretamente por
antigenos parasitarios no figado e, aqui, evidenciamos um controle ao nivel sistémico,
frente a resposta mitogénica, pelo aumento de CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10.
Reforcando essa hip6tese, n6s ndo observamos alteraces nos niveis de CCL2/MCP-1 e
CCL5/RANTES. A CCL2/MCP-1 esta envolvida com recrutamento de macréfagos,
linfocitos T e B via CCR2 e CCR4 (CARABALLO et al, 2016; SAIMAN;
FRIEDMAN, 2012; SUN et al., 2014; ZHANG; PATEL; PIENTA, 2010), enquanto a
CCL5/RANTES é comprometida com o influxo e ativacdo de eosinéfilos (FALCAO et
al., 2002) e, ao mesmo tempo, de células T regulatérias (SOUZA et al., 2006). Portanto,
estes dados refletem um controle na ativacdo de macrdfagos e eosindfilos frente a
estimulagdo mitogénica de células de sangue periférico.

Neste cenario, a expressdo de mRNAIL-33 esteve diminuida nos individuos
infectados. Os modelos experimentais de infeccdo esquistossomatica apontam que a IL-
33 comeca a ser produzida na fase aguda seguindo para niveis estaveis ou diminuidos na
fase cronica (PENG et al., 2016; YU; DENG; LEI, 2015). Aqui, apesar de ndo ter o
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tempo de infeccdo estritamente controlado, os individuos sdo enquadrados na fase
cronica da doenca (assintométicos) e também apresentaram menor potencial de
producdo de 1L-33. Corroborando este achado, Wilson e colaboradores (2013) em Mali,
relataram niveis menores de IL-33 na infeccdo pelo Schistosoma haematobium em
comparagao aos niveis desta citocina nos individuos apos o tratamento com praziquantel
(WILSON et al., 2013).

O papel de IL-33 estd estritamente ligado ao seu receptor, seja sollvel ou
transmembrana (SCHMITZ et al., 2005). O aumento da mensagem para IL-33 foi
dependente de efeito autocrino, via ST2 na membrana dos eosinofilos (WILSON et al.,
2013). Do contrario, o ST2s sequestra a IL-33 restringindo a ativacdo do NF-kf ¢
producdo de citocinas do perfil Th2, ST2 transmembrana dependente (HAYAKAWA et
al., 2007). Aqui, nas células dos individuos infectados, a expressdao de ST2sSRNAmM néo
foi aumentadas, porém houve menor razdo entre a expressdao de IL-33RNAmM e
ST2sRNAm. Estes resultados reforcam que a menor predisposicdo na expressao de
mensagem para IL-33 nos individuos infectados pode ser independente do sequestro
pelo ST2s. E possivel que a producdo de I1L-33 possa ser controlada durante a infeccio
parasitaria. Em estudo experimental a administracdo de antigenos secretorios do
Heligmosomoides Polygyrus reduziu os niveis de IL-33 (MCSORLEY et al., 2014).

Em conclusdo, nossos resultados mostraram maior produgdo das quimiocinas
anti-fibréticas CXCL10/IP-10 e CXCL9/MIG e menor expressdao de IL-33RNAmM,
revelando controle da exacerbacdo da patologia, ao nivel sistémico, em individuos
esquistossomoticos de area endémica. Nossos achados trazem a tona um menor
potencial de sintese de IL-33 e, portanto, ha necessidade de mais investigacfes sobre a

modulacdo desta citocina na infeccdo pelo S. mansoni na fase cronica.
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Tabela 1: Sexo, idade, niveis de eosinofilos, IgE total e carga parasitaria em individuos infectados e nao
infectados pelo S. mansoni.

Infectados S. mansoni  Nao Infectados

(n=34) (n=31) Valor de p
Sexo (Masculino/Feminino)* 15/19 14/17 0,467
Idade (anos) - mediana (min-max)® 15 (8 - 61) 10 (7 - 56) 0,432
Eosinéfilos (Céls/mm?, média + DP)§ 1386 + 1015 361,3+229,4 0,0001
IgE total sérica (kU/I, média £ DP)§ 1136 + 1366 616,4 + 829,9 0,044
Carga parasitaria (média + DP) 113,3 +282,3 - -

*Aplicou-se o teste estatistico do %2 com o teste exato de Fisher para comparagio entre as frequéncias. “Aplicou-se o teste t
de Student para comparacao entre os grupos. DP: desvio padrdo. Teste estatistico significativo quando p<0,05.
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S. mansoni
Nao Infectados

Figura 1: Niveis das citocinas TNF-alfa (A), IL-6 (B), IL-2 (C), IL-4 (D), IL-10 (E), IFN-gama (F) e IL-17A (G) em
sobrenadante de cultura de sangue periférico, sob o estimulo do mitégeno PHA (24hs), de pacientes infectados pelo S.

mansoni (n=34) e ndo infectados (n=31). Aplicou-se o teste Mann-Whitney para comparac¢do das medianas e foi considerada

diferenca significativo quando p<0,05.
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Figura 2: Niveis de quimiocinas IP-10/CXCL10 (A), MCP-1/CCL2 (B), MIG/CXCL9 (C), RANTES/CCL5 (D) e IL-
8/CXCL8 (E) em sobrenadante de cultura de sangue periférico, sob o estimulo do mitégeno PHA (24hs), de pacientes
infectados pelo S. mansoni (n=34) e ndo infectados (n=31). Aplicou-se o teste Mann-Whitney para compara¢do das medianas

e foi considerada diferenga significativo quando p<0,05.
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5.3 Infecgdo por Schistosoma mansoni atenua a alergia acompanhada de diminuigdo de
CCL2/MCP-1

Durante a realizacdo do inquérito parasitologico foram cadastrados 3816 com
idade entre 5 a 80 anos. Deste total, 2123 individuos realizaram 0s exames
parasitologicos. Destes, 1952 individuos foram excluidos por estarem infectados com
geohelmintos/protozoarios, tratados recentemente, portadores de
HIV/tuberculose/leishmaniose ou houve perdas de individuos (mudanca de residéncia
ou recusa em participar do estudo).

Utilizou-se como critério de classificacdo para a asma alérgica a resposta sim
para as perguntas: “vocé teve sibilo no ultimo ano?” e a “vocé tem asma alérgica?”, ¢
para a rinite alérgica a resposta afirmativa para a pergunta “vocé teve problemas com
espirro e coriza no Ultimo ano sem estar gripada?”. Dessa forma os individuos foram
classificados como alérgicos (asma e/ou rinite). A partir do questionario ISAAC e
infeccdo por S. mansoni foram formados quatro grupos de comparacao: (1) individuos
alérgicos e infectados com S. mansoni (A-1); (2) individuos alérgicos e ndo infectados
(A-ND); (3) individuos néo alérgicos e infectados (NA-1); (4) individuos nédo alérgicos e
ndo infectados (NA-NI).

Dos 171 individuos selecionados, 46 (26,9%) eram alérgicos e 125 (73,1%) nédo
alérgicos. Dentre os alérgicos, 19 (11,11%) individuos estavam infectados com o S.
mansoni (A-1) e 27 (15,79%) eram ndo infectados (A-NI). Dos ndo alérgicos, 90
(52,63%) eram infectados (NA-I) e 35 (20,47%) ndo infectados (NA-NI). A tabela 1
mostra que foi observada associacdo de protecdo entre a infeccdo e as asma/rinite
(OR=0,274, 1C95%= 0,135 - 0,554; p<0,0001).

Com relacdo as variaveis biologicas, ndo houve associacdo entre o sexo. Para a
idade, houve uma associacao de protecdo para alergia nos individuos infectados quando
< 20 anos de idade (OR=0,135, 1C95%=0.021 — 0.683; p=0,006). Do contrario, para o
histérico de alergia materna ocorreu uma associa¢do de risco (OR=3,405, 1C95%=
1,058 — 10,956; p=0,036), mesmo quando infectados. Para as variaveis socioecondmicas
e de comportamento como escolaridade materna, renda familiar e tabagismo néo foram
observadas relagdo entre as alergias e infecgéo pelo S. mansoni.

Com relagéo aos anticorpos IgE total, IgE anti-Blomia e IgE anti-Asc, a tabela 1
mostra que houve maiores niveis de IgE total (p=0,005) e IgE anti-Asc (p=0,028) nos

individuos do grupo NA-I e niveis maiores de IgE anti-Blomia no grupo de individuos
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do A-NI (p=0,020), em relacdo aos individuos NA-NI. Adicionalmente, observamos
que a infeccdo pelo S. mansoni exerceu um efeito protetor nos individuos com altos
niveis de IgE total (>250 kU/L) (OR=0,207, 1C95%=0,068 — 0,622; p=0,002), nos
individuos com altos niveis de IgE anti-Asc (OR=0,209, 1C95%=0,072 — 0,595;
p=0,001), e para ambos os extratos de IgE anti-Blomia, >0,35kU/L (OR=0,287,
1C95%=0,102 — 0,781; p=0,007), e <0,35kU/L (OR=0,313, 1C95%=0,100 — 0,960;
p=0,021). A frequéncia dos sintomas relacionados as alergias esta descrita na tabela 2.
A infeccdo pelo S. mansoni demonstrou efeito protetor para a tosse seca a noite (OR=
0,264, 1C95%=0,068 — 0,953; p=0,020).

Para investigar a interacdo entre a alergia e as covaridveis foi realizada uma
analise de regressdo logistica univariada e multivariada utilizando-se dois modelos
(Tabela 3). Na analise univariada o histérico de alergia da mée constituiu um fator de
risco a alergia (OR= 3,22, IC95%=1,3 — 8,01; p=0,012). Contrariamente, a infeccao
pelo S. mansoni (OR= 0,27, 1C95%=0,14 — 0,55; p<0,001), a carga parasitaria > 200
OPG (OR= 0,32, 1C95%=0,16 — 0,64; p=0,001) e a escolaridade materna mais baixa
(OR= 10,5, 1C95%=0,25 — 0,99; p=0,046) demonstraram um carater de protecdo para as
alergias. Na regressdo multivariada logistica, quando ajustadas pelo sexo e idade,
demonstra que a infeccdo pelo S. mansoni (OR=0,37, 1IC95%=0,17 — 0,82; p=0,014) e a
carga parasitaria > 200 OPG (OR=0,44, 1C95%=0,20 — 0,97; p=0,042) permaneceram
protegendo para as alergias, e a escolaridade materna passou a ndo mais influenciar de
maneira significativa.

As citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-4, IL-17A e IL-10 (Figura 1) e as
quimiocinas IP-10/CXCL10, MCP/CCL2, MIG/CXCL9, RANTES/CCL5 e IL-
8/CXCL8 (Figura 2) foram mensuradas na cultura de sangue periférico. No grupo A-I
houve significativamente maiores niveis de IFN-y (Fig. 1A), IL-4 (Fig 1B), IL-10 (Fig.
1C), IL-2 (Fig. 1D) e IL-6 (Fig. 1E), sendo estas duas ultimas também em niveis
maiores no grupo NA-I, quando comparado ao grupo NA-NI. O grupo A-l ainda
apresentou maiores niveis de IL-4 em relacdo ao grupo A-NI, e os grupos A-l1 e NA-I
maiores niveis de IL-2 em relacdo ao A-NI. Ndo foram observadas diferengas
significativas nos niveis de TNF-a (Fig 1F) e IL-17 (Fig 1G).

Quanto as quimiocinas, no grupo NA-I os niveis de CXCLS8/IL-8 (Fig. 2A),
CXCL9/MIG (Fig. 2C) foram significativamente menores, enquanto houve maior
producdo de CCL5/RANTES (Fig. 2D) e CCL2/MCP-1 (Fig. 2B) quando comparado

ao NA-NI. No grupo A-1, os niveis de CCL2/MCP-1 foram significativamente maiores
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quando comparado a grupo NA-NI. Ndo foram evidenciadas diferencas entre 0s grupos
para a producdo de CXCL10/IP-10 (Fig 2E).

O Schistosoma mansoni pode modular a resposta imunoldgica do hospedeiro e
induzir efeito protetor na associacio para as doencas alérgicas (ARAUJO et al., 2000;
CARDOSO et al., 2012; MEDEIROS et al., 2003). Em nosso estudo a infeccao
protegeu para a asma/rinite alérgica e corroborou esses dados, além disso, houve
protetora para a reatividade do teste cutaneo (OLIVEIRA et al.,, 2014). A carga
parasitaria parece estar associada a atenuacdo das alergias (ARAUJO et a., 2000) A
historia familiar desempenhou um importante papel na ocorréncia de doencas como
fator de risco e corrobora a influéncia do background genético (STRINA et al., 2014).
De fato, o histoérico materno para alergias esteve comprometido como fator de risco em
nosso estudo, mesmo na presenca da infeccdo. O background reflete a hereditariedade
das doencas alérgicas que pode tornar o individuo resistente (STRINA et al., 2014) a
modulacdo induzida pela S. mansoni. O polimorfismo de citocinas regulatérias que
também é fator hereditario, pode determinar o quanto o individuo pode ser resistente
susceptivel a patologia esquistossomotica (GRANT et al., 2011).

No Brasil, tem sido demonstrado uma alta prevaléncia de IgE anti-Asc em
pacientes com alergias respiratorias (MEDEIROS et al., 2006; SOUZA et al., 2009). E o
sibilo caracteristico da asma pode estar associado aos anticorpos IgE Anti-Asc
(ALCANTARA-NEVES et al., 2010; COOPER et al., 2003; MONCAYO et al., 2013).
De fato, Ahumada e colaboradores (2015) demonstraram que a presenca de IgE anti-
tropomiosina do Ascaris, do D. pteronyssinus e da Blomia tropicalis no soro também
foram considerados como fator de risco para asma (AHUMADA et al., 2015). Contudo,
ndo observamos interferéncia da IgE anti- Asc na protecdo das alergias induzida pelo S.
mansoni. A atenuacdo da inflamacéo alérgica de vias aéreas em modelo experimental
utilizando ovos do S. mansoni envolveu a inducdo de células Treg Foxp3™ (LAYLAND
et al., 2013). A liberacdo de antigenos dos vermes adultos induziu a producédo de IL-10
por macrofagos e células dendriticas no pulmdo (MARINHO et al., 2016). Entdo,
mesmo que 0s antigenos do Ascaris compartilhem uma homologia estrutural com
diversos alérgenos por mimetismo molecular (SANTOS et al., 2008; ACEVEDO &
CARABALLO, 2011) a infeccdo pelo S. mansoni pode modular a resposta do
hospedeiro alérgico por componentes presente nos ovos do S. mansoni ou secretado

pelos vermes adultos.
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A inflamac&o alérgica das vias aéreas de pacientes asmaticos € marcada por uma
predominancia de eosindfilos, mastocitos e linfocitos Th2 (CHAN et al., 1994;
PALMER et al., 2002). Os individuos alérgicos e infectados apresentaram um perfil
misto Thl e Th2, em resposta a0 mitdgeno, na presenca de IL-10. A presenca desta
ultima citocina pode refletir um controle da exacerbacdo da resposta imune nestes
individuos. Embora, sem diferenca estatistica é possivel observa maior producdo media
nos individuos apenas infectado, bem como houve mais IL-10 apenas nos alérgicos.
Estes dados sugerem que ambos infeccdo e alergia possam ter contribuido para o
aumento desta citocinas.

Os antigenos soltveis dos ovos de S. mansoni induzem a resposta Th2 (SOUZA,
2011), mas também tem sido relatada a participacdo do perfil de citocinas pro-
inflamatorio Thl (FN-y, TNF-a e IL-6) implicada na imunopatologia da asma alérgica
grave (CHO et al., 2005; BABU et al., 2011; JAWORSKA et al., 2012). Contudo,
acreditamos que a IL-10 exerce um controle sobre as respostas Thl e Th2 observadas
nos individuos do nosso estudo, visto que existem diversas evidencias de que a infeccdo
pelo S. mansoni leva a inibicdo, por fatores regulatérios em humanos e camundongos,
como as Tregs, expressao da IL-10, TGF-p e CTLA-4 na modulacdo da resposta
inflamatoria na alergia (ARAUJO et al., 2004; VAN DEN BIGGELAAR et al., 2004,
JOHNSTON et al., 2014; PACIFICO et al., 2009; WATANABE et al., 2007). Por outro
lado, os individuos alérgicos do nosso estudo sdo classificados como “sintomas
leves/moderados” este fato pode esta ligado a maior produgdo de IL-10 intrinseca nestes
individuos (MARINHO et al., 2016; CARDOSO et al., 2006; GRANT et al., 2011,
ALMEIDA et al., 2017).

As quimiocinas participam no desenvolvimento e manutencdo da inflamacéo
alérgica atuando no recrutamento e coordenando, através de seus receptores, a ativacdo
das células (PALMQVIST et al., 2007; NEDOSZYTKO et al., 2014; JIANG & ZHIU,
2016). Machura e col. mensurou 0s niveis de quimiocinas no soro de pacientes com
asma atopica e evidenciou aumento da CCL5/RANTES (Th2) e diminuicdo de
CXCL9/MIG (Thl) em criancas com asma (MACHURA et al., 2016). As células
epiteliais de via respiratoria de criancas com historia de sibilo demonstram niveis
reduzidos de CXCLS8/IL-8, IL-6, CCL2/MCP-1 (MCDOUGALL et al., 2015). A
infeccdo pelo Schistosoma também modula a producdo das quimiocinas (CHUAH et al.,
2014). Sendo observado aumenta da transcricdo do CCL2/MCP-1 durante a infeccdo

por S. japonicum (BARTLEY et al., 2006). Portanto, estes achados corroboram o
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aumento da CCL2/MCP-1 no grupo de apenas alérgico e nos apenas infectados.
Contudo, os resultados apontam para uma redugdo na producdo do CCL2/MCP-1 nos
individuos com ambas as entidades de doencgas. Aqui, o fato de ser alérgico levou a
maior producdo de IL-10. Com relacdo a infeccdo esquistossomotica, nds temos
demonstrado que had menor producéo de 1L-33 (dados em submissao), citocina indutora
de resposta Th2 (IIKURA et al., 2007) e envolvida com produgéo de CCL2/MCP-1 por
eosinofilos, baséfilos (YAMAGUCHI et al., 2009). Em conjunto, o aumento da IL-10 e
menor producdo de IL-33 podem levar a menor producdo desta quimiocina em
individuos alérgicos de area endémica para esquistossomose, refletindo em menor

intensidade da asma/rinite.
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Tabela 1: Distribuicdo das variaveis socioeconémicas entre os pacientes alérgicos infectados (A-1), alérgicos ndo infectados (A-NI),
ndo alérgicos infectados (NA-I) e ndo alérgicos ndo infectados (NA-NI).

Variavel NAEOL) ,\'IA‘((’,\}J) ,\'}"&)‘) NNA(;:)I T,\?;I;z)l‘ OR (1C-95%) Valor de p
19 (11,1) 27 (15,8) 90 (52,6) 35 (20,5) 171(100) 0,274 (0,135-0,554) <0,0001*
Género
Masculino 8(10,2) 13 (16,7) 44 (56,4) 13 (16,7) 78 (45,6) 0,760 (0,280 —2,067) 0,389
Feminino 11 (11,8) 14 (15,0) 46 (49,5) 22 (23,7) 93 (54,4)  1.571(0,567 —4,357) 0,270
Idade
<20 anos 3(5,5) 12 (22,2) 28 (51,9) 11 (20,4) 54 (31,6)  0.135(0.021-0.683) 0.006*
>21 anos 10 (8,5) 5 (4,3) 68 (58,1) 34(29,1) 117 (68,4)  1.271(0.569 - 2.95) 0.286
Historia familiar
de alergia
Sem alergia 19 (15,7) 9(7,4) 72 (59,5) 21 (17,4) 121(70,8) 1,229 (1,120 —1,348) 0,369
Pai 0(0) 4 (50,0) 1(10,0) 3(40,0) 8(4,7) - -
Mae 0(0) 11 (47,8) 5(21,7) 7(30,5) 23(13,4) 3,405 (1,058 — 10,956) 0,036*
Irmao 0(0) 9 (45,0) 6 (30,0) 5 (25,0) 20 (1,2) - -
NSI - 4 (50,0) 2(25,0) 2 (25,0) 8(47) - -
Escolaridade
materna
Ensino I* 14 (13,6) 8(7,8) 70 (68,0) 11 (10,6) 103 (60,2) 0,800 (0,257 — 2,490) 0,452
Ensino I1¥ 5(7.3) 19 (28,0) 20 (29,4) 24 (35,3) 68(39,8) 0,919 (0,308 — 2,737) 0,552
Renda familiar
Renda I 18 (12,4) 19 (13,1) 83 (57,2) 25 (17,3) 145 (84,8) 1,518 (0,176 — 13,116) 0,578
Renda II* 1(5,0) 4(20,0) 7(35,0) 8 (40,0) 20 (11,7) 1,520 (0,398 — 5,807) 0,393
NSI - 4 (66,7) - 2(333) 6 (3,5) - -
Tabagismo
Passivo
Sim 13(19,4) 6(9,0) 41 (61,2) 7(10,4) 67(39,2) 2,589 (0,904 —7,418) 0,059
Nao 6 (5.8) 21(20,2) 49 (47,1) 28 (26,9) 104 (60,8) 1,143 (0,335 — 3,904) 0,537
IgE Total
> 250 kU/L 10 (9,7) 9(8,7) 71 (68,9) 13 (12,7) 103 (64,0) 0,207 (0,068 — 0,622) 0,002*
< 250 kU/L 9 (15,5) 14 (24,1) 17 (29,3) 18 (31,1) 58(36,0) 0,685 (0,227 — 2,012) 0,248
Média (+DP) 1507 (+1973) 482,8 (809,6) 1567 (+1639) 773,6 (+1250) - - 0,0058
Mediana (Min - Max) 306 (0,0-5000)  111(6,3-3325)  865(3,8-5000) 190 (2,9 - 5000) - -
IgE anti-Blomia
> 0,35 kU/L 11 (13,4) 14 (21,9) 39 (47,6) 14 (17,1) 78 (48,4) 0,287 (0,102 - 0,781) 0,007*
<0,35 kU/L 8(9,7) 9(10,8) 49 (59,0) 17 (20,5) 83(51,6) 0,313 (0,100 — 0,960) 0,021*
Média (+DP) 4,9 (16,6) 13,6 (28,6) 3,0 (8,4) 3,6 (11,8) - - 0,020
Mediana (Min - Méx) 0,49 (0-73,2) 0,5 (0 - 100) 0,28 (0 - 45,2) 0,24 (0-67,3) - -
IgE anti-Asc
>0,35 kU/L 10 (10,3) 11 (11,3) 62 (63,9) 14 (14,5) 97 (60,2) 0,209 (0,072 — 0,595) 0,001*
<0,35 kU/L 9(14,1) 12 (18,7) 26 (40,7) 17 (26,5) 64(39,8) 0,496 (0,166 — 1,443) 0,099
Média (+DP) 2,7 (4,99) 0,67 (1,19) 4,56 (8,49) 1,42 (3,13) - - 0,0288

Mediana (Min - Max) 0,62 (0,01-19,7)  0,3(0-542)  1,38(0,01-456) 0,21 (0,01 16,7) - -

# Ensino I: Corresponde individuos que ndo estudaram até o segundo grau incompleto; Ensino Il: Corresponde a individuos com segundo grau
completo e ensino superior; NSI: Ndo soube informar; Renda I: Meio salario minimo até dois; Renda Il: 3 ou mais salarios minimos. * Foi
aplicado o teste estatistico do y2 com o teste exato de Fisher. § Diferenga significativa quando p < 0,05 pela andlise estatistica com o teste t de
Student e pelo método de Mann-Whitney.
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Tabela 2: Frequéncia dos sintomas relacionados a asma e a rinite alérgica e analise de risco em individuos alérgicos infectados e nao
infectados.

Alérgicos
Infectados n (%) Néo infectados n (%) 1otal n (%) OR
%) ) a6 (100)  cusw  PVae
n=19 (41,3) n=27 (58,7)
NUmero de Crises
Nenhuma crise 11 (57,9) 7(26,0) 18 (39,1) 3.053 0.086
Presenga de crises 8 (42,1) 16 (59,2) 24 (52,2) (0.853 - 11.60) '
NSI* - 4(14.,8) 4(87) - -
Sono perturbado durante a
noite
Nunca acordou 12 (63,2) 14 (51,9) 26 (56,5) 1.099 0.443
Asma Acorda a noite 7(36.,8) 9(33,3) 16 (34,8) (0.306 — 4.023) ’
NSI* - 4 (14,8) 4(8,7)
Dificuldade para falar
durante as crises
Sim 4 (44,4) 5 (55,6) 9 (19,6) 0.960 0482
Né&o 15 (45,4) 18 (54,6) 33(71,7) (0.196 — 4.470) ’
NSI* - 4 (100) 4(8,7) - -
Chiado no peito apos
exercicio fisico
Sim 6 (54,6) 5(45,4) 11(23,9) 1.641 0.248
N&o 13 (41,9) 18 (58,1) 31(67.4) (0.395-7.058) '
NSI* - 4 (100) 4(8,7) - R
Tosse seca a noite
Sim 7(30,4) 16 (69,6) 23(50,0) 0.264 0.020
N&o 12 (63,2) 7(36,8) 19 (413) (0.068 - 0.953) '
NSI* - 4 (100) 4(8,7) - R
Espirros com
lacrimejamento
Rinite Sim 9 (40,9) 13(59,1) 22 (47,8) 0.698 0.286
Nao 10 (50,0) 10 (50,0) 20 (43,5) (0.198 - 2.418) :
NSI* - 4 (100) 4(8,7) - R
Quanto a Rinite atrapalha
Nada 12 (50,0) 12 (50,0) 24 (52,2) - -
Um pouco 5 (55,6) 4(44,4) 9(19,7) - -
Moderado 0(0) 3 (100) 3(6,4) - -
Muito 2(33,3) 4 (66,7) 6 (13,0) - -
NSI* - 4 (100) 4(8,7) - -

* NSI: Nao souberam informar.
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Tabela 3: Distribuicdo das frequéncias, entre os individuos alérgicos e ndo alérgicos, das variaveis socioeconémicas e

bioldgicas e analise univariada e multivarida logistica.

- R Analise multivariada* Analise multivariada®
Analise Univariada

Modelo 1 Modelo 2
Alérgicos  Nao Alérgicos Total OR Value OR ajustado Value OR ajustado Value
46 (269%)  125(731%) 171(100) (IC95%) P (1c9s%) P (acoesw) P
Género
Masculino 21 (26,9) 57 (73,1) 78 (45,6) 1,002
0,995 - - - -
Feminino  25(26,9) 68 (73,1) 93(54,4) (0,508 -1,975)
Idade
<20 anos  19(352) 35 (64,8) 54 (31,6) 181
0,099 - - - -
> 2l anos  21(23) (69 11784 (089-366)
Histérico Alergia da Mae
Sim  11(47.8) 12 (52,2) 23(14.1) 3,22
0,012 - : - -
Nao 31(22,1) 109 (77,9) 140 (85,9) (1,3-8,01)
Infecclo S. mansoni
Sim  19(17,4) 90 (82,6) 109 (63,7) 0,27 0,37
<0,001 0,014 - _
Ndo  27(43,5) 35 (56,5) 62(36,3)  (0,14-0,55) (0,17-0,82)
Carga S. mansoni
>200 O.P.G. 19(18,4) 84 (81,6) 103 (61,3) 0,32 0,44
0,001 0,042 - -
<2000.P.G.  27(41,6) 38 (58,4) 65(38,7)  (0,16-0,64) (0,20-0,97)
Escolaridade materna
Escolaridade I 22(21,4) 81 (78,6) 103 (60,2) 05 0,53 0,73
) 0,046 0,099 0,462
Escolaridade 115 24 (35,3) 44 (64,7) 68(39,8)  (0,25-0,99) (025-112) (0,32-1,68)
Renda
<[ saldrio minimo 37 (25,5) 108 (74,5) 145 (87,9) 1,03 0,94 1,30
] ) 0,96 0,911 0,657
>1 salario minimo 5(25,0) 15 (75,0) 20(12,1)  (0,35-3,02) (0,31-2,85) (0,41 -4,13)
Tabagismo passivo
Sim 19 (28,3) 48 (71,7) 67 (39,2) 1,13 1,34 1,87
0,73 0,441 0,129
Ndo  27(26,0) 77 (74,0) 104 (60,8) (0,57 —2,25) (0,64 — 2,80) (0,83-4,21)
IgE anti-Blomia
Sim  25(32,5) 52 (67,5) 77 (47,5) 1,92 2,06 1,99
0,073 0,066 0,086
Ndo  17(20,0) 68 (80,0) 85(525)  (0,94-393) (0,95 — 4,47) (0,91-4,37)
IgE anti-Asc
Sim  21(21,4) 77 (78,6) 98 (60,5) 0,56 0,51 0,59
0,108 0,121 0,227
Ndo  21(32,8) 43 (67,2) 64(39,5)  (0,27-1,14) (0,22 -1,19) (0,25 - 1,39)
Eosindfilos
<500 céls/mm® 18 (34,0) 35 (66,0) 53 (34,2) 177 174 1,96
0,129 0,190 0,127
> 500 céls/mm® 23 (22,5) 79 (77,5) 102 (65,8)  (0,85-3,68) (0,76 - 3,99) (0,83 -4,66)

* Andlise multivariada logistica ajustada pelo sexo, idade e histérico de alergia da mée. # Anélise multivariada logistica ajustada pelo sexo, idade, histérico
de alergia da mée e infeccéo pelo S. mansoni. §Escolaridade |: Analfabeto até ensino fundamental completo; Escolaridade I1: Ensino médio incompleto até
superior completo.
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Figura 1: Niveis das citocinas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), TNF-alfa (D), IL-10 (E), IFN-gama (F) e IL-
17A (G) no sobrenandante de cultura de sangue total periférico, estimuladas com PHA (24 h), de
individuos alérgicos infectados com S. mansoni (A-1) (n=18), alérgicos e ndo infectados (A-NI) (n=12),
ndo alérgicos e infectados com S. mansoni (NA-I) (n=81), e ndo alérgicos e ndo infectados NA-NI
(n=24). Aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e o teste t ndo-paramétricos de Mann-
Whitney para comparacdo das medianas entre os grupos. * p< 0,05 em relacdo ao grupo NA-NI. # p<
0,05 em relacdo aos grupos A-NI.



121

30000+ a A
20000
~ » A-NI
2 E = NA|
£ 15000 >
5 g > NA-NI
= - #
% 10000 a 15000+
5‘ Q A
Z =
O ] I3\ AdA
Q 5000 3 —fE
O (@) A
AA 4
0 T T T T 0 Af‘
1500- 4000~
o —~
-
- E *
£ o 23000 4 N
> 4 k=2 n
e 1000 : s as Ap L
A A
g & 20004 —f_t_:_— vyl ':ﬁ:
= z R A
S < st u
S 5004 4a x
@) © 10004 a
x —
o A_;-% 0
AAA‘AA O
0 : 0 T T T T
4000~
-
E a
> o
R
9' a
| . o
g 2000 s
= | 0
- A
o AAA
5 T
ol Ak

Figura 2: Niveis de quimiocinas IP-10/CXCL10(A), MCP/CCL2(B), MIG/CXCL9 (C), RANTES/CCL5
(D) e IL-8/CXCLS8 (E) no sobrenandante de cultura de sangue total periférico, estimuladas com PHA (24
h), de individuos alérgicos infectados com S. mansoni (A-1) (n=18), alérgicos e ndo infectados (A-NI)
(n=12), ndo alérgicos e infectados com S. mansoni (NA-I) (n=81), e ndo alérgicos e ndo infectados NA-
NI (n=24). Aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e o teste t ndo-paramétricos de Mann-
Whitney. * p< 0,05 em relacéo ao grupo NA-NI. # p< 0,05 em relacéo aos grupos A-NI e NA-I.
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5.4 1L-33, seu receptor soltvel ST2 e quimiocinas na modulacdo da asma/rinite

alérgica em hospedeiros infectados por geohelmintos

INTRODUCAO

Segundo a hipotese da higiene, o contato com as infecgdes helminticas no inicio
da vida modulam negativamente a intensidade das reacfes alérgicas (OKADA et al.,
2010). A infeccédo por ancilostomideos levou a redugéo significativa do risco para asma
(LEONARDI-BEE; PRITCHARD; BRITTON, 2006) e a ascaridiases teve efeito
protetor para sensibilizacdo cutdnea ao alérgeno (FEARY; BRITTON; LEONARDI-
BEE, 2011). Além de resposta do perfil Th2, durante a infeccdo pelos geohelmintos
ocorre geracdo de células T regulatérias (Treg) e producdo de citocina
imunossupressoras como IL-10 e TGF-f (MATERA et al., 2008) que podem suprimir a
resposta Th2 (IL-4, IL-5, IL-13 e IgE) para o alérgeno levando a menor gravidade dos
sintomas (ALCANTARA-NEVES et al., 2014; SMITS et al., 2010). Contudo, foi
demonstrado que ha risco de aumento e gravidade dos sintomas em individuos com
asma em éarea endémica para parasitoses (ALCANTARA-NEVES et al., 2010;
COOPER et al., 2003; PALMER et al., 2002). Leonardi-Bee e colaboradores (2006)
demonstraram que a infeccdo pelo Ascaris lumbricoides aumentou significativamente o
risco para asma e os anticorpos IgE anti-Ascaris estiveram associados ao sibilo
(ALCANTARA-NEVES et al., 2010). Da mesma forma, infeccdo pelo Trichuris
trichiura levou a maior gravidade da asma atopica (ALCANTARA-NEVES et al.,
2010). No Brasil, Silva e colaboradores (2003), ndo evidenciaram associacdo entre a
asma e a infeccdo pelo A. lumbricoides (SILVA; ANDRADE; TAVARES-NETO,
2003). Estas controvérsias parecem ser dependentes da carga de infec¢do. Em criangas
com baixa carga parasitaria a asma foi atenuada, porém a alta carga parasitaria elevou a
prevaléncia de asma e seus sintomas (BRAGAGNOLI; SILVA, 2014; SHALABY;
SHALABY, 2016). O poliparasitimo parece também influenciar positivamente a
intensidade da resposta Th2 (IL-5, IL-13, IL-10, eosindfilos e IgE total) e o potencial de
imunossupressio pela producio de IL-10 (ALCANTARA-NEVES et al., 2014; BOHM
et al., 2015; COOPER et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2016b), porém pouco é sabido
sobre quimiocinas e citocinas envolvidas com a resposta imune inata neste cenario.

A gravidade da asma tem marcante participacéo de citocinas do perfil Th2 (IL-2,
IL-4, IL-5) (VON MUTIUS, 2002), mas tambem existe a participacéo das citocinas pro-
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inflamatorias IL-6 e TNF-a e IFN-y (BABU et al., 2011; GRUBEK-JAWORSKA et al.,
2012; O’CONNELL et al., 2015; RAUNDHAL et al., 2015). Enquanto a IL-10 esta
envolvida com o controle das reagGes alérgica (BARNES, 2008; HOSOKI;
BOLDOGH; SUR, 2016), e a IL-17 pode aumentar a gravidade (ALCORN; CROWE;
KOLLS, 2010; GIBSON; SIMPSON; SALTOS, 2001; TAO et al., 2015).

Ainda em relagéo as citocinas, a IL-33 vem sendo considerada como indutora de
resposta Th2. A IL-33 é constitutivamente expressa em células epiteliais e endoteliais
(CARR et al., 2016; KAMEKURA et al., 2012), liga-se no receptor ST2/IL-1R4 em
mastocitos, basoéfilos e eosinofilos (aumentando producdo de IL-5 e IL-13), macrofagos
e células dendriticas (HARALDSEN et al., 2009; SAKASHITA et al., 2008; SCHMITZ
et al., 2005). Em individuos asmaticos e riniticos foram observados a altos niveis
séricos de IL-33 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008; YAGAMI et al., 2010b).
Em acordo, foi demonstrado que o ST2 soltvel, quando presente no soro de individuos
asmaticos, pode atuar neutralizardo a atividade bioldgica da IL-33 nas doencas alérgicas
(HARALDSEN et al., 2009; HAYAKAWA et al., 2007; OSHIKAWA et al., 2001).

Na infeccdo helmintica, em modelo de infeccdo murina com o nematddea
Trichuris muris, foi demonstrado que o RNAmM da IL-33 é expresso precocemente,
ajudar a suprimir a resposta Thl, e na producdo de IL-4, IL-9 e IL-13 contribuindo na
eliminacdo do parasito (HUMPHREYS et al., 2008). Em outro estudo experimental a
administracdo de antigenos secretérios do Heligmosomoides Polygyrus reduziu os
niveis de 1L-33 (MCSORLEY et al., 2014). Em criancas poliparasitadas com
geohlemintos, mas incluindo schisto e protozoario, foi relatado aumento na producéo de
IL-33 (HEGEWALD et al., 2015; LECHNER et al., 2013).

A respeito das quimiocinas, a CCL11/Eotaxina, CCL5/RANTES e CCL2/MCP-
1 desempenham o papel de quimiotaxia de eosinofilos, basofilos e mastocitos
(ROMAGNANI, 2002). Do contrario as quimiocinas CXCL9 e CXCL10, que sao
induzidas pelo IFN-y, atuam via o receptor CXCR3 e contribuem com amplificagdo da
resposta Thl (BONACCHI et al., 2001; GANGUR; SIMONS; HAYGLASS, 1998;
ROMAGNANI, 2002; WASMUTH et al., 2009). Nas infec¢des helminticas, estudo em
camundongos revelou o requerimento da CCL2 na manutencdo de resposta Th2 na
expulséo do verme. (DESCHOOLMEESTER et al., 2003). Em humanos foi investigado
0s niveis das quimiocinas de CXCL5, CXCL9 e CXCL11 diretamente no plasma de
individuos infectados com Ascaris lumbridoides, sendo observada uma maior producéao
da CXCL9 e CXCL11 (ASEMOTA et al., 2014)
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Portanto, devido as controvérsias na relacdo de protecdo ou risco das infeccdes
por geohelmintos em doencas alérgicas, objetivou-se investigar sobre os niveis da
expressdo de RNAm de IL-33 e sST2, quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES,
CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, e CXCL10/IP-10, bem como, das citocinas IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y em individuos infectados por geohelmintos (Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e Ancylostomideos).

METODOS

Desenho do estudo e formacéo dos grupos de comparagao

Realizou-se um estudo epidemioldgico de corte transversal aninhado a um caso-
controle em area urbana do Nordeste, Brasil (municipios Ilha de Itamaraca e Cabo de
Santo Agostinho-PE). O estudo investigou a producdo de citocinas, quimiocinas e a
expresséo do RNAm da IL-33 e do sST2 em individuos com asma e/ou rinite e
infectados por geohelmintos (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e
Ancilostomideos). Os individuos que aderiram ao projeto assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — Fiocruz (CAAE:
22822813.3.0000.5190).

Foram incluido no estudo criancas com idade entre 2 e 16 anos; ambos 0S
géneros. Utilizou-se como critério de classificacdo para a asma alérgica a resposta sim
para as perguntas: “a crian¢a teve sibilo no Gltimo ano?” e¢ a “crianga tem asma
alérgica?”, e para a rinite alérgica a resposta afirmativa para a pergunta “se a crianca
teve problemas com espirro e coriza no Gltimo ano sem estar gripada?”. Dessa forma
os individuos foram classificados como alérgicos (asma e/ou rinite). Amostras de fezes
foram coletadas e submetidas a exames parasitolégicos (Hoffman, Pons e Janer e Kato-
Katz). Os critérios de exclusdo foram: apresentar positividade para protozoarios ou
outros helmintos; adolescentes gestantes; ter realizado tratamento com anti-helmintico
até seis meses antes da coleta de fezes; e individuos com outras doencas respiratorias
(hipertrofia adenoideanas, insuficiéncia respiratoria cronica causada por: fungos,
bactérias e virus) concomitante com asma ou rinite.

Durante a realizacdo do inquerito parasitologico foram cadastradas 574 criancas,

mas 368 responderam o questionario ISAAC e realizaram 0s exames parasitolégicos.
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Destas, 275 se encaixaram nos critérios de exclusdao ou houve perdas ao longo do
estudo. Desta forma, foram formados quatro grupos de estudos: (1) individuos alérgicos
e infectados com geohelmintos (AI-GEO); (2) individuos ndo alérgicos e infectados por
geohelmintos (NAI-GEO); (3) individuos alérgicos ndo infectados (ANI); e (4)
individuos ndo alérgicos e nao infectados (NANI). O esquema de selecao dos individuos
do caso-controle estd descrito na figura 1. Apds coleta de sangue, foi realizada a
contagem de eosinofilos por hemograma (LH 750 - Beckman Coulter) e no soro a
dosagem de |IgeE total e IgE anti-Asc pelo método de referéncia
fluoroenzimaimunoensaio (FEIA), (ImmunoCAP-Phadia® - Uppsala, Suécia). Os
individuos parasitados receberam os resultados de seus exames e o tratamento

especifico.

Cultura de sangue periférico e dosagem de citocinas e quimiocinas

Uma cultura de sangue total foi realizada depositando-se 0,5mL de sangue
periférico heparinizado sob 1mL de meio de cultura RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH,
St. Louis, Missouri, EUA) em tubos de cultura de polipropileno, acrescido de
Fitohemaglutinina (PHA) (5pug/mL) ou na auséncia de estimulo mitogénico por 24h a
37°C; CO2 5%. O sobrenadante de cultura foi coletado e congelado a -80° C até a
dosagem das citocinas e quimiocinas. As células foram recuperadas para determinar a
expressao de IL-33RNAmM e do sSST2RNAm.

As amostras de sobrenadante de cultura foram submetidas a deteccdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y ¢ quimiocinas CXCLS&/IL-8,
CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 por Cytometric Bead
Array (CBA) utilizando-se um citémetro de fluxo (FACSCalibur, BD). O procedimento
foi realizado conforme a instrucao do fabricante for Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
Il (Cat. No. 560485) e for Human Chemokine Kit (Cat. No. 552990). O Software BD
CellQuest™ foi utilizado para aquisicdo das amostras e o software FCAP, versdo 3.01

foi utilizado para realizacdo das analises.

Expressdo de IL-33RNAmM e sSST2RNAmM

As celulas cultivadas na presenca do mitdogeno foram submetidas a extracdo do
RNAmM com trizol (DE MORAIS et al., 2016). Apos o isolamento do RNA total, as
amostras foram digeridas com DNase | livre de RNase. Para construgdo do cDNA foi

realizado uma RT-PCR a partir do RNAm da amostra extraida, de acordo com o kit da
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GoScript™ Reverse Transcription System. Os primers utilizados foram IL-33 senso (5'-
GTGGAAGAACACAGCAAGCA-3) e 1L-33 anti-senso (5'-
AAGGCAAAGCACTCCACAGT-3") (KAMEKURA et al., 2012) e primers sST2
senso (5'-CTGTCTGGCCCTGAATTTGC-3") e sST2 anti-senso (5'-
TGGAACCACACTCCATTCTGC-3") (YAGAMI et al., 2010b). O mix foi aquecido a
70°C por 5 minutos, logo ap6s foi adicionado 10mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50mM de
KCI, 4,5mM MgCI2, nucleotideos a 0,5mM, 20U de RNasin recombinante e 1U da
enzima transcriptase reversa GoScript e a reacdo prosseguiu com 40 ciclagem
padronizadas (25 °C por 5 minutos para o anelamento, 42°C por 60 minutos para sintese
e extensdo e 70°C por 15 minutos para inativacdo da enzima RT). Foi utilizado como
controle enddégeno da reacdo a deteccdo da expressdao do RNAmM do gene G3PDH, com
os primers senso (sense 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3') e anti-senso (5'-
TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3") (KAMEKURA et al., 2012).

Validagdo do cDNA obtido foi realizada via PCR a partir do resultado da RT-
PCR e revelado por eletroforese em gel de agarose a 2%. A andlise quantitativa em
tempo real (g-PCR) foi realizada com um Sistema de deteccdo de sequenciamento
utilizando iTag SYBR Green Supermix com ROX. Para determinar o nimero exato de
copias dos genes-alvo, as concentragdes quantificadas do produto da PCR purificada
foram diluidas em série e utilizadas como padrdes em cada ensaio. Aliquotas de cDNA
das amostras de RNA total foram utilizados em cada PCR em tempo real. Os
parametros de ciclagem utilizados para a reacdo foi: 5 minutos a 95°C para ativacéao
inicial, seguido de 10 segundos a 95°C para desnaturacdo, anelamento e extensdo a
60°C por 30 segundos, por 40 ciclos. Utilizamos o 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) para mensurar a expressdo do gene e o software 7500 versdo
2.0.3 para a analise dos resultados. A expressdo de mRNA dos alvos foi obtida através
de duas normalizagcfes sequenciais: pelo controle enddgeno e pelo calibrador (controle
negativo). A primeira normalizacgéo foi realizada da seguinte maneira: quantity do gene
alvo/quantity do gene de referéncia, onde quantity consiste nos valores absolutos em
funcdo da curva-padrdo. Apos a normalizacdo do gene alvo, 0 RQ (quantidade relativa
de mRNA) foi obtido através da normalizacdo pelo calibrador (DE MORAIS et al.,
2016).

Andlise estatistica
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Inicialmente foi realizada uma andlise descritiva com as varidveis bioldgicas
como sexo e idade, varidveis socioecondmicas e infeccdo com geohelmintos com
posterior aplicagéo do teste do y2 ajustado pelo teste exato de Fisher, entre 0s grupos de
individuos alérgicos e ndo alérgicos, utilizando-se o software Epi Info™ 7.1.5 (CDC,
Atlanta, USA). Os niveis de citocinas e quimiocinas e a expressao relativa do RNAm da
IL-33 e ST2s foram comparados utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, em seguida o teste t ndo-paramétricos de Mann-Whitney para comparacao das
medianas entre os grupos utilizando-se o software GraphPad Prism v 5.01. Os testes

estatisticos foram considerados significativos quando os valores de p<0.05.

RESULTADOS

Dos 93 individuos incluidos na pesquisa, foram diagnosticadas 30 (14,7%)
criancas infectadas com geohelmintos, sendo 11 (36,7%) alérgicos e 19 (63,3%) ndo
alérgicos. Com relagdo aos individuos ndo infectados, foram incluidos no estudo 40
(10,9%) alérgicos e 23 (6,2%) ndo alérgicos. A carga parasitaria média total dos
individuos infectados foi de 423 OPG (+303.9DP). Foi possivel observar que carga
parasitaria dos individuos A-1 (590,7 + 307,9) foi significativamente maior (p=0,0237)
que a dos individuos NA-I que foi 325,9 OPG (+262,5DP).

Desta forma, a tabela 1 mostra que as infecgdes por geohelmintos foram um
fator de protecdo para alergia (OR=0,337; IC95% = 0,132 — 0,829; p=0,008). Os dados
bioldgicos e socioecond6micos mostraram que para individuos < 7 anos houve risco para
alergia (OR=2,608; 1C95% = 1,12 — 6,232, p=0,012) e naqueles que possuem algum
familiar com alergia (OR=4,492; 1C95% = 1,842 —-11,52; p<0.001), porém os individuos
foram protegidos quando infectados. O tempo de aleitamento materno e o sexo dos
individuos ndo foram significativos. Ndo houve diferenca na proporcao, escolaridade
materna, renda e tabagismo passivo, porém a maioria (>85%) dos individuos apresentou
alta frequéncia de baixa escolaridade e renda salarial. Os niveis de IgE total, IgE anti-
Asc e eosinofilos ndo diferiram entre os individuos alérgicos e ndo alérgicos.

A tabela 2 mostra a frequéncia dos sintomas relacionados a asma e rinite
alérgica e associagdo com a infeccdo parasitaria. O sono perturbado durante a noite,
dificuldade para falar e chiado no peito apos exercicio, foram semelhante entre os
grupos. Contudo, uma maior frequéncia de individuos do grupo A-NI apresentou mais
de uma crise no ultimo ano (90,0%) (OR= 0,141; 1C95% = 0,026 — 0,703; p=0,008),
chiado no peito apds exercicio fisico (47,5%) (OR=0,114; 1C95% = 0,004 — 0,777;
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p=0,011), e tosse seca (65,0%) (OR= 0,208; 1C95% = 0,039 — 0,892; p=0,016) quando
comparado ao grupo A-I (54,5%, 9,1% e 27,3%, respectivamente). Com relagdo a rinite
alérgica, ndo houve diferenga entre os grupos. Contudo, houve maior proporcdo de
individuos insatisfeitos com os sintomas da rinite no grupo A-NI (17,5% — muito;
10,0% — moderado; e 27,5% - um pouco) comparado ao grupo A-l (18,2% - moderado;
e 27,3% - um pouco).

A producéo das citocinas no sobrenadante do PBMC, em resposta ao mitogeno,
esta desenhada na Figura 1. Em comparacdo ao NA-NI, os grupos A-1 e A-NI
produziram niveis significativamente maiores de IL-2 (Fig. 1A), IL-4 (Fig 1B), IL-6
(Fig. 1C), IFN-y (Fig 1D) e IL-10 (Fig. 1E). Em comparacdo NA-I, houve maiores
niveis de IL-2, IL-4 e IL-6 e menores de IFN-y no grupo A-l. Adicionalmente, houve no
grupo A-NI niveis mais elevados de TNF-a (Fig, 1F) que os grupos NA-NI e A-l. N&do
houve diferenca para as citocinas IL-17 (Fig. 1G).

Com relacdo as quimiocinas, a figura 2 mostra que nao houve diferenca
estatistica para CXCL8/IL-8 (Fig. 2A), CCL5/RANTES (Fig. 2B), MCP/CCL2 (Fig.
2C) e MIG/CXCL9 (Fig. 2D) entre os grupos estudados. Entretanto, houve niveis
significativamente maiores de CXCL10/IP10 no grupo A-l, em relacdo ao grupo NA-I
(Fig.2E).

A respeito da expressdo do RNAm da IL-33 e do ST2s (Figura 3), ambas néo
demonstraram diferencas significativa entre os grupos. Contudo, em relacdo ao grupo
NA-NI, foi possivel observar que os grupos A-1 e NA-I exibiram niveis reduzidos em
cerca de 100.000 vezes de IL-33 e sST2. Além disso, verificou-se que a razdo IL-
33/sST2 foi significativamente menor nos grupos A-1 e NA-I, quando comparado aos
grupos A-NI e NA-NI (Fig. 3C).

DISCUSSAO

A intensidade da asma e rinite alérgica depende de fatores inerentes ao
hospedeiro, como sexo, idade e background genético (FIGUEIREDO et al., 2016a;
KLEIN; FLANAGAN, 2016; LECHNER et al., 2013; SHAW; GOLDSTEIN;
MONTGOMERY, 2014), bem como o contato com agentes infecciosos e ambientais
(BIGGELAAR et al., 2004; LEONARDI-BEE; PRITCHARD; BRITTON, 2006;
LYNCH; GOLDBLATT,; SOUEF, 1999; SHALABY; SHALABY, 2016). Aqui, como
relatado na literatura, criancas menores que 7 anos e com algum familiar alérgico
tiveram risco de apresentar asma e/ou rinite (BOITA et al., 2015; FARIA et al., 2008),
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porém foram protegidas quando parasitadas com geohelmintos sob condicdo de baixa
carga parasitaria (BRAGAGNOLI; SILVA, 2014; CARDOSO et al., 2012; LYNCH et
al., 1997).

A maioria dos individuos (85%) deste estudo tinham baixa escolaridade e renda
salarial, visto que foram captados a partir de inquérito epidemioldgico realizado em area
urbana de pobreza e, por isso foram submetidos ao tratamento com anti-helmintico
previsto pelo projeto SANAR-Ministério da Satde (PERNAMBUCO, 2015; SAUCHA;
SILVA; AMORIM, 2015). Este fato pode explicar a baixa carga parasitaria observada,
além de dificultar o recrutamento de um “n” amostral maior de infectados para associar
com as covariaveis que sdo bioldgicas (sexo, idade, aparentes alérgicos). Apesar disso,
os resultados em relagdo aos fatores imunoldgicos nos apontam, pela primeira vez, uma
modulacéo positiva na expressdo do ST2s e, portanto, um possivel impedimento da acao
da IL-33 em pacientes alérgicos e infectados.

E sabido que o poliparasitismo pode interferir positivamente na intensidade da
resposta Th2 e na producdo de background da IL-10 (ALCANTARA-NEVES et al.,
2014; COOPER et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2016b). Entretanto, este fato esteve
relacionado com a intensidade do poliparasitismo (ALCANTARA-NEVES et al., 2014).
Aqui, nos grupos infectados nés ndo observamos marcante producdo de IL-4, IgE total,
nem de eosindfilos (Th2 parametros). Este fato pode esta relacionado com a similar
proporcdo de poli e monoparasitado entre os grupos (figura 1), além da baixa carga
parasitaria (SHALABY; SHALABY, 2016). Apesar do estudo de metanalise realizado
Leonardi-Bee (2006) apontar a infec¢do por ancilostomideos como importante fator na
reducdo para o risco de asma, em nosso estudo houve predominio de A. lumbricoides, e
mesmo assim foi possivel verificar um efeito protetor os sintomas de asma. E sabido
que a IgE anti-Ascaris pode alterar e elevar o risco para asma (ALCANTARA-NEVES
et al., 2010; BUENDIA et al., 2015; LYNCH et al., 1997; MONCAYO et al., 2013),
mas 0s niveis destes anticorpos ndo diferiram entre 0s grupos.

A respeito dos individuos alérgicos, estes estavam pulsados/primados para uma
reposta mista Thl e Th2 (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y), acompanhada de altos niveis de IL-
10, e sem alteracdo nos niveis de IL-17. Este perfil de citocinas esta de acordo com 0s
pacientes apresentando asma e/ou rinite leve/moderada (LANGIER; SADE; KIVITY,
2012; MURDOCH; LLOYD, 2010; PYNN; THORNTON; DAVIES, 2012), que foi
observado em nosso estudo. Entretanto, os individuos alérgicos e infectados produziram

menos IFN-y e TNF-a. Estas citocinas estiveram associadas a sintomatologia nos
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pacientes asmaticos (BARNES, 2008; BERRY et al., 2007; GRUBEK-JAWORSKA et
al., 2012), sendo responsavel por ativar e recrutar eosinofilos, levar a liberacdo de
histamina e potencializa a secrecdo de citocinas pelos mastécitos (BRIGHTLING;
BERRY; AMRANI, 2008). Contudo, os dados sugerem que apenas a diminui¢do do
TNF-o nos individuos alérgicos foi dependente da presenca da infeccdo. Do contrario,
0s menores niveis de IFN-y foi um efeito dependente da acdo conjunta entre infeccdo e
alergia, visto que nos individuos apenas infectados os niveis desta citocina foram altos.

Com relagdo as quimiocinas, os niveis ndo estiveram elevados nos grupos
estudados, quando comparado ao NA-NI. Contudo, nos individuos alérgicos e
infectados houve mais CXCLZ10/IP10 que nos apenas infectados. Este dado descarta a
participagdo da infeccdo em modular esta quimiocina. A CXCL10/IP10 esta envolvida
com influxo de células dendriticas e natural killer, linfocitos B e T e sua producédo €
dependente de IFN-y (GARCIA-LOPEZ et al., 2001; KOHRGRUBER et al., 2004). O
CXCL10/IP-10, quando ligada em seu receptor CXCR3 em células Thl, promoveu a
producdo de IFN-y sugerindo uma agdo amplificadora da resposta Thl (GANGUR,;
SIMONS; HAYGLASS, 1998), porém houve diminui¢do do IFN-y no paciente alérgico
e infectado. Entdo, nos acreditamos que a acdo desta quimocina, entre elas a de
retroalimentar a producdo de IFN-y esteja sendo prejudicada, in vivo, pela IL-10
(TACKE et al., 2011) presente nos individuos apenas alérgicos.

A IL-33 tem sido foco de diversos estudos para esclarecer a imunopatogénese da
doenca alérgica (AZAZI et al., 2014; IIKURA et al., 2007). A IL-33 ativa diretamente
células importantes na resposta Th2, como os mastdcitos, basofilos, eosindfilos e
macrofagos (IKUTANI et al., 2015). Em um estudo feito por likura e colaboradores
(2007) com cultura de mastdcitos derivados de células do corddo umbilical humanas, a
IL-33 pode induzir a produgédo de citocinas, como IL-8 e IL-13, promover a adeséo
celular e aumentar a sobrevivéncia dessas células. Também foi mostrado em
eosinofilos, ativados por 1L-33, um aumento em sua funcdo, sobrevivéncia e na
producdo de superédxido e IL-8 (CHERRY et al., 2008; SUZUKAWA et al., 2008). Em
nosso estudo, ndo houve alteracdo significativa na expressaio do RNAm da IL-33 nos
individuos infectados com geohelmintos com ou sem alergia, apesar de menor potencial
de produgdo em relagdo aos apenas alérgicos. Os estudos que relatam a producédo
aumentada de 1L-33 em infeccBes parasitarias com geohelmintos incluem espécies de

Schistosoma e nematodeos Filariais, além de protozoarios (HEGEWALD et al., 2015) e
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mostraram producdo aumentada desta citocina em adultos e idosos, mas ndo em
criancas (LECHNER et al., 2013).

De modo interessante, nos individuos alérgicos e infectados houve menor razéo
IL-33:ST2s. E sabido que o receptor ST2 soldvel quando ligado a IL-33 tem como
consequéncia a supressdo de ativacdo de NF-xp e da producao de citocinas Th2, IL-33-
dependente (HAYAKAWA et al., 2007). Além disso, o0 aumento da expressdo de
RNAmM mensagem para IL-33 foi dependente de efeito autdcrino, via ST2 na membrana
de eosinodfilos (WILSON et al., 2013). Entdo, o sequestro da IL-33 via ST2s poderia
explicar atenuacdo dos sintomas nos individuos alérgicos e infectados, por diminuir a
intensidade da resposta inflamatoria (HAYAKAWA et al., 2007; IKUTANI et al., 2015;
KAMEKURA et al., 2012; YAGAMI et al., 2010b), bem como a diminui¢do na
producdo da IL-33 nestes individuos.

Estes resultados ndo descartam a participacdo de outros mecanismos induzidos
pelo parasita, como a participacdo de células T regulatérias (Treg). Matera e
colaboradores (2008) relatou que durante a infeccdo por A. lumbricoides ha geragdo de
células T regulatorias (Treg) (MATERA et al., 2008), e seu efeito na diminuicdo da
atopia foi IL-10-independente. Uma proteina anti-inflamatéria secretada por
ancilostomideos, nomeada AIP-2, suprimiu a inflamacdo das vias aéreas em
camundongos, com geracao de células Tregs (Foxp3+) nos linfonodos mesentéricos e
acumulo em locais distantes da mucosa. O cultivo de células de individuos com alergia
a acaros da poeira domeéstica com AIP-2, levou a reducdo da expressdo de moléculas
coestimuladoras em células dendriticas e da proliferacdo de células T (NAVARRO et
al., 2016).

Em conjunto, nossos dados trazem a tona o papel da relacdo da IL-33 e seu
receptor solivel ST2 na asma e/ou rinite em areas endémicas para geohelmintiases. Os
achados ressaltam a necessidade de investigar mecanismos de favorecimento na
producdo do ST2s, em vez da isoforma expressa na membrana celular, por fatores
inerentes ao parasita e obter ferramentas imunomodulatoérias na estratégia de tratamento

das doencas alérgicas.
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574 criancgas cadastradas no estudo

368 responderam o ISAAC e realizaram exames parasitologicos

275 excluidos

93 individuos selecionados para o caso-controle

51 Alérgicos 42 Nio alérgicos
11 A-l 40 A-NI 19 NA-I 23 NA-NI
4 (Trichuris trichiura) 6 (Trichuris trichiura)
3 (Ascaris lumbricoides) 4 (Ascaris lumbricoides)
1 (Ancylostomideos) 3 (Ancylostomideos)
1(T. trichiura + A. lumbricoides) 2 (T trichiura + A. lumbricoides)
1 (T. trichiura + Ancylostomideos) 1 (A. lumbricoides + Ancylostomideos)
1 (T. trichiura + A. lumbricoides + Ancylostomideos) 3(T. trichiura + A. lumbricoides + Ancylostomideos)

Figura 1: Fluxograma de selecdo dos individuos alérgicos e infectados por geohelmintos (A-l), alérgicos e ndo
infectados (A-NI), ndo alérgicos e infectados por geohelmintos (NA-I) e ndo alérgicos e ndo infectados (NA-NI)
para o estudo de caso-controle.



Tabela 1: Distribuicdo das variaveis biol6gicas e socioecondmicas entre criangas alérgicas e ndo alérgicas.

146

Alérgicos Nao Alérgicos TOTAL OR
Variavel n (%) n (%) n (%) (IC — 95%) Valor de p
51 (54,8) 42 (45,2) 93 (100)
Geohelmintos
Infectados 11 (21,6) 19 (45,2) 30 (32,2)
N 0,337 (0,132 - 0,829) 0,008*
N&o Infectados 40 (78,4) 23 (54,8) 63 (67,8)
Género
Masculino 32 (62,7) 22 (52,4) 54 (58,1)
. 1,524 (0,660 — 3,543) 0,162
Feminino 19 (37,3) 20 (47,6) 39 (41,9)
Escolaridade
Materna
Ensino I 44 (86,3) 38 (90,5) 82 (88,2)
- 0,664 (0,159 — 2,474) 0,278
Ensino | 7(13,7) 4(9,5) 11 (11,8)
Renda Familiar
Até 1 salario minimo 50 (98,0) 40 (95,2) 90 (96,8)
A 2,476 (0,182 - 75,11) 0,257
> 1 salario minimo 1(2,0) 2(4,8) 33,2
Tabagismo
Passivo
Sim 14 (27,4) 14 (33,3) 28 (30,1)
. 0,759 (0,307 - 1,87) 0,273
Nao 37(72,6) 28 (66,7) 65 (69,9)
Historia alergia
Alergia familiar 30 (58,8) 10 (23,8) 40 (43,0)
. . 4,492 (1,842 - 11,52) <0,001*
Sem alergia familiar 21(41,2) 32(76,2) 53 (57,0)
Idade
<7 anos 29 (56,9) 14 (33,3) 43 (46,2) 2,608 (112 6.232) 0012
> 7 anos 22 (43,1) 28 (66,7) 50 (53,8) ‘ e '
Média (+DP) 7,31 (+3,45) 8,66 (+3,19) 7,925 (+3,38) - 0,0258
Mediana (Min - Max) 7(2-14) 9(2-15) 8 (2-15) - '
Aleitamento
materno
< 6 meses 26 (51,0) 20 (47,6) 46 (49,5)
1,142 (0,500 - 2,615) 0,376
> 6 meses 25 (49,0) 22 (52,4) 47 (50,5)
Média (+DP) 7,33 (+7,85) 6,95 (+7,21) 7,16 (+7,53) - 0475
Mediana (Min - Max) 5(0-36) 6 (0-36) 6 (0-36) - '
IgE Total
> 250 kU/L 32 (62,7) 23 (54,8) 55 (59,1)
1,386 (0,599 — 3,224) 0,222
< 250 kU/L 19 (37,3) 19 (45,2) 38 (40,9)
Média (+DP) 641,1 (+824,3) 869,4 (+1359) 744,2 (+1098) - 0.345
Mediana (Min - Max) 412 (22,9-3509)  357,5 (7,07 - 5000) 389 (7,07 - 5000) - '
IgE Anti-Asc
> 0,35 kU/L 27 (54,00) 23 (46,00) 50 (53,76)
0,930 (0,405 - 2,127) 0,432
<0,35 kU/L 24 (55,81) 19 (44,19) 43 (46,24)
Média (+DP) 1,14 (2,31) 2,41 (+4,70) 1,71 (£3,62) - 0154
Mediana (Min - M&x) 0,51 (0,01 -12,50) 0,43 (0,01 - 17,00) 0,47 (0,01 - 17,00) - '
Eosindfilos
> 500 Céls/mm® 31 (60,8) 21 (50,0) 52 (55,9)
] . 1,543 (0,671 — 3,571) 0,153
< 500 Céls/mm 20 (39,2) 21 (50,0) 41 (44,1)
Média (+DP) 760,4 (+496,4) 923,6 (+913,9) 834,1 (+716,1) - 0.443

Mediana (Min - Max)

590 (106 — 2083)

493 (174 — 4430)

565 (106 — 4430)

# Ensino I: Analfabeto até ensino fundamental completo; Ensino II: Ensino médio incompleto ao ensino superior completo. * Diferenca
significativa quando p < 0,05 pela analise estatistica com o método do %2 e teste exato de Fisher. § Diferenca significativa quando p < 0,05

pela andlise estatistica com o teste t de Student e pelo método de Mann-Whitney.
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Tabela 2: Frequéncia dos sintomas relacionados a asma e a rinite alérgica em pacientes alérgicos e infectados e ndo infectados com
geohelmintos.

Alérgicos Total n (%) OR Valord
a0 _ 0 otal n (% alor de
Al (%) A-NIn (%) n=51(100)  (IC - 95%) 0
n=11 (21,5) n=40 (78,5)
NUmero de Crises
1 ou mais crises 6 (54,5) 36 (90,0) 42 (82,3) 0,141 0.008*
Nenhuma crise 5 (45,5) 4 (10,0) 9(17,6) (0,026 —0,703) '
Sono perturbado
durante a noite
Acorda a noite nas crises 6 (54,5) 21 (52,5) 27 (52,9) 1,084 0456
Asma Nunca acordou 5 (45,5) 19 (47,5) 24 (47,1)  (0,272- 4,451) '
Dificuldade para
falar durante as
crises
Sim 3(27,3) 14 (35,0 17(33,3) 0,701
i 0,332
Nzo 8(72,7) 26 (65,0) 34 (66,7) (0,132-3,03)
Chiado no peito
apos exercicio
fisico
Sim 1099 19 (47,5) 20 (39,2) 0,114
' 0,011*
N3o 10 (90,9) 21 (52,5) 31(60,8) (0,004-0,777)
Tosse seca a noite
Sim 3(27,3) 26 (65,0) 29 (56,9) 0.208
' 0,016*
N3o 8(72,7) 14 (35,0 22 (43,1) (0,039-0,892)
Espirros com
lacrimejamento
Rinite Sim 4(36.4) 13(32,5) 17(33.3) 1,183
0,403
Nzo 7 (63,6) 27 (67,5) 34 (66,7) (0,261 -4,868)
Quanto a Rinite
atrapalha
Muito - 7(17,5) 24 (47,0 . .
Moderado 2(182) 4(10,0) 14 (27,5) - -
Um pouco 3 (27,3) 11 (27,5) 6 (11,8) - -
Nada 6 (54,5) 18 (45,0) 7(13,7) - -

* Diferenca significativa quando p < 0,05 pela analise estatistica com o método do y* e teste exato de Fisher.
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Figura 2: Niveis das citocinas IL-2 (A), IL-4 (B), IL-6 (C), IFN-y (D), IL-10 (E), TNF-a (F) e IL-17A
(G) no sobrenandante de cultura de sangue total periférico, estimuladas com PHA (24 h), de pacientes
alérgicos e infectados — A-1 (n=11); pacientes ndo alérgicos e infectados — NA-I (n=19); alérgicos ndo
infectados — A-NI (n=40); e ndo alérgicos e ndo infectados — NA-NI (n=23). Aplicou-se o0 teste Mann-
Whitney para comparagdo das medianas. # diferenca significativa com p< 0,05 quando comparado ao
grupo NA-NI. e p< 0,05 quando comparado ao grupo A-NI. * p< 0,05 quando comparado ao grupo NA-I.
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Figura 3: Niveis de quimiocinas CXCLS8/IL-8 (A), CCL2/MCP-1 (B), CXCL9/MIG (C),
CCL5/RANTES (D) e CXCL-10/IP-10 (E) no sobrenandante de cultura de sangue total periférico,
estimuladas com PHA (24 h), de pacientes alérgicos e infectados — A-l (n=11); pacientes ndo alérgicos e
infectados — NA-I (n=19); alérgicos ndo infectados — A-NI (n=40); e ndo alérgicos e néo infectados —
NA-NI (n=23). Aplicou-se o teste Mann-Whitney para comparacdo das medianas. # diferenca
significativa com p< 0,05 quando comparado ao grupo NA-I.
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Figura 4: Expressdo relativa (RQ) do RNAm da IL-33 (A), sST2 (B) e entre a razdo 1L-33/sST2 (C) em
cultura de células de sangue total periférico, sob estimulado com PHA (24h), de pacientes alérgicos e
infectados — A-l (n=6); pacientes ndo alérgicos e infectados — NA-I (n=15); alérgicos nao infectados —
A-NI (n=22); e ndo alérgicos e ndo infectados — NA-NI (n=12). Resultados expressos como média e
SEM. Aplicou-se o teste Mann-Whitney para comparacdo das medianas. * diferenca significativa com

p<0,05 em relacdo aos grupos A-NI e NA-NI.
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6 CONCLUSOES

1. A infeccdo por Schistosoma mansoni constituiu um fator de protecdo para a
asma/rinite alérgica e para a reatividade cudnea, apesar do historico materno de alergia

refletir um background genético e atuar como risco.

2. As infecgBes por geohelmintos constituiram fator de protecdo para a asma/rinite
alérgica.
3. A infeccdo pelo S. mansoni em conjunto com a alergia levou a um aumento da

citocina de resposta imune inata (IL-6), da resposta Thl (IFN-y), Th2 (IL-4) e da
citocina imunossupressora IL-10, podendo esta Gltima estar associada a protecdo
induzida pelo S. mansoni.

4. A infeccdo pelos geohelmintos em conjunto com a alergia também levou a um
aumento da citocina de resposta imune inata (IL-6), Thl (IL-2, IFN-y), Th2 (IL-4) e da
IL-10. Porém, os individuos somente alérgicos também apresentaram aumento dessas
mesmas citocinas e do TNF-a. O aumento da IL-10 nos individuos alérgicos nao
infectados pode refletir uma modulcao da prépria doenca alérgica;

5. A infecgdo pelo S. masnoni reduziu o CCL2/MCP-1, envolvida com respota
Th2, nos individuos alérgicos. Contudo, a infeccdo pelos geohelmintos nédo alterou os
niveis desta quimiocina.

6. A infecgdo pelo S. masnoni aumentou os niveis das quimiocinas anti-fibroticas
CXCL9/MIG, CXCL-10/1P-10, em acordo com infeccdo crénica assimtomaticas.

7. A infeccdo pelo S. masnoni reduziu os niveis de expressao do RNAm da IL-33.
Essa alteracdo pode sugerir a participacdo dessa citocina na regulacdo das doencas
alérgicas em individuos infectados.

8. A infeccdo pelos geohelmintos reduziu a razdo da expressdo do RNAm de 1L-33
e do ST2s (RNAmM/ST2s), sugerindo niveis maiores do receptor soltvel nos individuos
alérgicos e infectados e menor atuacédo da I1L-33.

9. A IgE anti-Asc ndo mostrou associac¢ao, pois nao interferiu na protecdo induzida

pelo S. mansoni.
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ABSTRACT

The chronic asymptomatic hepatosplenic phase of Schistosoma mansoni infection is
marked by orchestration of subtypes of T-helper lymphocytes (Th1/Th2/Th17/Treg).
However, the cytokines/chemokines involved in innate immunity have not been studied
thoroughly. The present study presents the first evaluation of I1L-33, which induces and
feeds back a Th2 response, with its soluble ST2 receptor (sST2) and the chemokines
CXCL9/MIG and CXCL10/IP-10, with antifibrotic potential. For this, peripheral blood
cultures from individuals with S. mansoni (n = 34) and uninfected individuals (n = 31)
were stimulated with mitogen and pro- and anti-inflammatory cytokines. Chemokines
were evaluated by means of a cytometric bead array. The mRNA expression of IL-33
(IL33mRNA) and sST2 (sST2mRNA) were analyzed through gPCR. In addition, blood
count and total IgE tests were performed. The infected individuals showed higher levels
of CXCLS8/IL-8, CXCL9/MIG and CXCL10/IP-10, as well as higher levels of the
eosinophils, IgE, 1L-2, TNF-a, IL-6, IL-4, IL-10 and IFN-y, but not of IL-17. They also
presented much lower expression of IL33mRNA, but had similar expression of
sST2mRNA. In conclusion, individuals with schistosomiasis showed a classic type 2
response for helminthiasis (IL-4/eosinophils/IgE), accompanied by pro-inflammatory
type 1 activation (IL-2, TNF-a, IL-6, IFN-y and CXCLB8/IL-8). However, the production
of IL-10 and antifibrotic chemokines (CXCL10/IP-10 and CXCL9/MIG), associated
with lower potential for IL-33 production, corroborates the notion that control over
exacerbation of this disease among individuals in this endemic area had been achieved.

Keywords: Schistosoma mansoni; Chemokines, IL-33; ST2; Immunomodulation
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Geohelminth infections can induce Th2/ Treg responses which
modulate allergic reactions. Although chemokines may alter the recruitment of
inflammatory cells, and the 1L-33, the Th2-responsive cytokine and its soluble receptor
ST2s are involved with the intensity of allergic asthma/ rhinitis, these factors have not
yet been investigated during the geohelminthiases. OBJECTIVE: To investigate the
influence of geohelminth infection (Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura and
Ancylostomideos) on IL-33 and sST2 mRNA expression, chemokines CXCL8/ IL-8,
CCL5/ RANTES, CXCL9/ MIG, CCL2/ MCP, and CXCL10/ IP-10, accompanied by
cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a and IFN-y in children with asthma/
allergic rhinitis. METHODS: Cross-sectional study nested to a case-control one with
four groups: allergic and geohelminths infected individuals (Al), non-allergic and
infected individuals (NA-1), allergic and non-infected (A-NI) and non-allergic and non-
infected (NANI). The ISAAC questionnaire was applied, socioeconomic data, and
blood samples were obtained under mitogenic stimulus. Te cytokines and chemokines
were detected in the supernatant by cytometric bead array and 1L-33 (IL33RNAmM) and
sST2 (sST2ZRNAm) mRNA expression were verified by qPCR. RESULTS: The
geohelminthiasis, with a low parasitic load, was a protective factor for allergy (OR =
0.337, 95% CI = 0.132 - 0.829, p = 0.008) with a lower incidence of a crisis in the last
year, chest wheezing after exercise and dry cough overnight. Compared to the NA-NI
group, in the allergic individuals, there were higher levels of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IFN-y, TNF-a. However, in group A-I1, there was a decrease in IFN-y and TNF-a levels
when compared to NA-I and A-NI, respectively. There was no difference for IL-17,
CXCL8/ IL-8, CCL5/ RANTES, CXCL9/ MIG, CCL2/ MCP-1. Although the A-I and
NA-I groups did not show reduced levels of 1L-33 and sST2, the IL-33/ sST2 ratio was
significantly lower in these groups when compared to groups A-NI and NA-NI.
CONCLUSION: The results indicate that the down-modulation in the production of
IFN-y and TNF-a was dependent on both allergy and infection. Thus, the infection per
si has led to an up-regulation in the expression of ST2s, which may lead to impairment
of IL-33 action and lead to lower intensity of symptoms in allergic patients from
geohelminthiases endemic areas.

Keywords: Allergic Diseases; Geohelminths; Immunomodulation; Chemokines; 1L-33
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovagédo do Comité de Etica
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFECCAO ATIVA PELO S. mansoni OU GEO-HELMINTOS E SEU EFEITO SOBRE
OS NIVEIS DE IL-33, ST2 SOLUVEL E QUIMIOCINAS EM PACIENTES COM ASMA

ALERGICA
Pesquisador: Wheverton Ricardo Correia do Nascimento
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 22822813.3.0000.5190
Institui¢do Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 921916
Data da Relatoria: 09/12/2014

Apresentagdo do Projeto:

O presente projeto consiste na entrega do relatério parcial do projeto submetido a este CEP e aprovado sob
o nimero 487.942 de 04/12/2013, onde o coordenador solicita inclusdo de alteragdes na metodologia e no
prazo de submissao final do mesmo

O novo projeto submetido, ja com as alteragdes pertinentes, apresenta-se estruturalmente correto e com
clara justificativa para as alteracdes solicitadas.

Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo principal da pesquisa é verificar a produgdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-gama e
TNFalfa),a expressdo de RNAm de IL-33, ST2 soluvel, quimiocinas (CXCL1, CXCL5,CXCLE, CXCLS,
CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CXCR2), CD23, IgE e NF-B, bem

como os niveis de sCD23 e citocinas Th2 no soro, em individuos infectados com S.

mansoni e/ou geohelmintos, e sua associacao com a asma, antes e apoés o tratamento

anti-helmintico.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e beneficios da pesquisa estdo bem descritos ao longo do projeto. E sdo caractenzados como
Beneficios: o paciente tera o tratamento da verminose e sera verificado se a parasitose foi
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Telefone: (81)2101-2630 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteeticaglcpgam fiocruz br

Pagna01ce 03



175

—
@) DA = CENTRODE PESQUISAS W
Comite de Ctica AGGEU MAGALHAES/

ey LS LR

C A DA Fiove v e e

Contruacdo do Parecer: 521 916

eliminada a cada 3 meses (até completar um ano), e serdo fornecidas orientacdes de higiene e métodos
para evitar uma nova infeccdo. No caso dos alérgicos,o tratamento seguira normalmente junto ao servigo de
atendimento basico de saude orientado de maneira adequada devido a realizacdo de exames
complementares realizados pelo CPgAM/Fiocruz (hemograma, dosagem de anticorpos e teste alérgico
cutaneo) que fornecerdo subsidios para um tratamento mais adequado ao quadro clinico do paciente
alérgico.

E como Riscos: constrangimento, o risco de acontecer hematoma (mancha roxa) no local da retirada de
sangue, papulas provenientes do teste alérgico e ter algum efeito colateral da medicacdo (nausea, vomitos,
diarreia) para vermes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As solicitag des solicitadas ndo necessitam de realizar novas coletas e sdo as seguintes:

Incluir: quantificagdo de CD23 solivel, ctocinas Th2, quantificacdo de mRNA (Cd23, IgE, NFkB) e analises
do sangue para quantificacdo de citocinas.

Ampliar: area de estudo, incluindo 0s municipios de Vitoria de Santo Antdo, e Cabo de Santo Agostinho.
Prorrogacao da finalizacdo do projeto para mais 1 ano.

Inclusdo do TCLE para participa¢do de adultos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto possui Cartas de Anuéncia de todos os municipios envolvidos (Vitoria de Santo Antdo, Cabo de
Santo Agostinho e ltamaraca), atuais e em papel timbrado. Possui também Cartas de Anuéncia das
Instituigdes particpantes (SRE/Aggeu Magalhdes e LIKA/UFPE) atuais e em papel timbrado. Aléem da
anuéncia da equipe do projeto.

O TCLE para menores de idade permanece o que foi aceito por este CEP no parecer nimero 487 942 de
04/12/2013. E o TCLE para adultos esta presente e inclui todos os aspectos éticos necessanos.

O cronograma foi ajustado para a ampliacdo de um ano e enquadramento das novas metas do trabalho.

O Relatono Parcial apresenta resultados satisfatorios e esta formatado corretamente.

Recomendacoes:
Nao ha.
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

O presente projeto encontra-se coerente com relacdo a seus objetivos propostos, metodologias, relevancia
cientifica e prazo de execucdo, além de cumprir com as exigéncias legais quanto as condigbes éticas de
realizagdo dos objetivos.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodologicos do Projeto em questdo estio
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Caédigo de Etica, Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e

complementares.

RECIFE, 18 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Janaina Campos de Miranda
(Coordenador)
Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670420
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ANEXO B - Questionario ISAAC — Mddulo Asma

< il

Cantro o8 Fesquisss

AGGRU MAGALHAES Ministério da Salde
QUESTIONARIO ISAAC
15AAC

Formuiéno ho, Dwta___/__/
Nome:
Fikagao
Enderego: Tol.
Data denascimento: ___/___J___{checarcando] Responsivel pels antrevista:
Escolandade Materna:N#o estudou ( ) 1°grau mcompleto [ ) 1° grau completo ()

2° gray Incompleto () 2° grau completo () Superior ()
Renda Familier: Meic salério minimo ( ) 1 saldnio minimo ( ) 122 salddos minimos ( )

3adsalériosminimos () 5 salddos minimos cu mais | )
Historia Familiar de Alergia: Mae: Sim( ) No! ;

Pak Sim({ ) N2o{ ) Im@os: Sim ( ) Néo( )
Tabagismo Passivo: Alguém fuma dentrodecasa  Sim( ) Nao( )
Alstamento Matema: Por quanio t2mpo seu (sug) flho(a) mamou exclusivo no peito meses
Sexo: Mascuino { ) Feminino{ ) Peso Estatura, IMC ( ka/m2)
QUESTIOMARIO 1 (ASMA)

(82 14 anos)

1. Alguma vez na vida seu (sus) fiho(a) teve siblios (cansago, chindo no peito)?
Sim{ ) Néo( )

2. Nos ultimos 12 meses, seu (sua) filho {3) teve sibilos (cansago, chiado no peito)?

Sim( ) Néo( )
3. Nos Ultimos 12 meses, guantas crises de aDilos (cansago, chiado no peito) seu(sua) filho(a) teve?
Nenhuma cnse ( ) ladcrises{ ) 4a12crises( ) mais de 12 crises ( )

4. Nos ditimos 12 meses, com que frequéncia eu (sua) fiho (a) teve seu sono perturbado por chiado no
peito?
Nunca acordou com chiado { )  Menos de 1 nofte por semana { ) 1 Ou mais noites por sermana ( )

5. Nos ultimos 12 meses, seu chiado fol 120 forte a ponio de impedir que seu (sua) filho (2) conseguisse
dizer mais de 2 psfavras entre cada respiragso?

Sim( ) Nao( )
6. Alguma vez na vida seu (sus) filho (a) teve asma?
Sim{ ) Néo ( )
7. Nos (itimos 12 meses, tsve chiado no peite apds exercicios fisicos?
Sim({ ) Ngo( )
8 Nos Ultimos 12 meses, sau (sua) filho (a) teve 10588 seca & noite, som astar gripado ou com Infecedo
respirstona?

Sim( ) Neo( )

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, 5/n - Cx. Postal 7472 - Fone: OXX81 3012500 - Fas: 000081 4531911 - CEP: 50670420
Recife - PE - Brasid - bitpe//www.cpgam flocruz.be
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ANEXO C - Questionario ISAAC — Modulo Rinite

Cartro ce Fesquisss = - -
AGEEU MAGALHAES Ministério da Salde

QUESTIONARIO 2 {Rinits Alérgica) (8 & 14 2nos)
Todas as pergunias séo scbre problemas qus ocomeram quando voch ndo sstava gripado ou resfriado

1. Alguma vez na vida seu (sua) filho {a) tave problemas com espiires ou Sorize (comimsto nesal), cu
obstrucdo nasal, guande ndo estavs resinado ou gripsdo?
( )Sim ( ) Nao

2. Nos ultimos 12 (doze) meses, seu (sua) filho {a} weve algum problama com aspisras, coriza (corments
nasal) ou obsirucdo nasal, quando ndo astava gripado ou com resfriado?
( )Shn ( ]N& - g 28 I'ssi 3 10

2 5 Questdo &

3. Nos Qitimog 12 (002e) masas, assa problams Nasai 101 CoOMPENNAT0 da Ia0MEjemento ou cocek2a Nos
ollhos?
{ )Sim { INSo

4. Em quai dos Gitimos 12 (doze) mesas esse problema nasal ocorreu? (Por favor, marque em qual ou quais
meses isto ocorrsu)

{ )Janeiro { )Abrit ( ) Julho ( ) Quiubro

( ) Favereiro ( ) Maio [ )Agosto { ) Novembro

{ )Marco ( )Jdunho | ) Setembro ( ) Dazembro
5. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes a3 atividades didrias do seu (sua) fitho (2) foram atrapalhadas
por esse problema nasal?

( ) Nada { ) Um pouco { ) Moderado ( ) Muito
6.Alguma vez na vida seu (sua) fitho () teve rinite?
( )Sim { )N&o
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