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RESUMO

AVALIA(;AO DA RESPOSTA IMUNE DE INDIVIDUOS ASMATICOS RESIDENTES EM
AREA ENDEMICA EM Schistosoma mansoni. JOANEMILE PACHECO DE

FIGUEIREDO. A prevaléncia de infeccdo por helmintos é negativamente associada a
prevaléncia de alergia, e alguns trabalhos tém demonstrado uma inversa associagdo entre
infeccdes por helmintos e gravidade de asma. Neste trabalho, foi avaliada a resposta imune
especifica para alérgeno 1 de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1) em asmaticos
infectados com helmintos de uma area endémica no municipio do Conde-Bahia (Grupo 1),
comparando-se com a resposta em asmaticos ndo infectados de uma &area ndo endémica,
Salvador-Bahia (Grupo 2). Os individuos foram selecionados utilizando-se questionario ISAAC
modificado e exames parasitoldgicos de fezes por meio da técnica de Kato-Katz. Foram
realizados testes cutaneos de leitura imediata com aeroalérgenos, dosagem de IgE especifica
para Der p 1, coleta de amostras de poeira domiciliar para estudo da fauna acarina, além da
avaliacdo da resposta imunoldgica pela producdo de citocinas por células mononucleares do
sangue periférico estimuladas, in vitro, com Der p 1. A dosagem de citocinas no sobrenadante
das culturas foi realizada pelo método de ELISA, a expressao de IL-4 pela técnica de RT-PCR e
a fonte produtora de IL-10 foi avaliada utilizando-se citometria de fluxo. Foi observada menor
positividade aos testes cutaneos de leitura imediata com aeroalérgenos nos asmaticos infectados
por helmintos, incluindo S. mansoni (grupo 1), quando comparados com asmaticos ndo
infectados. Embora a positividade aos testes cutaneos tenha sido baixa no grupo de asmaticos
infectados, em 40,6% dos individuos foi observada IgE especifica para o Der p 1 acima de 0,70
KU/L (classe Il). Com relagcdo a producédo de citocinas, observou-se que células de asmaticos
infectados pelo S. mansoni produziram baixos niveis de IL-5 em culturas estimuladas com Der p
1, quando comparados a producdo desta citocina por células de individuos ndo infectados
(p<0,0001). Da mesma forma, a razéo da densitometria de IL-4/HPRT no grupo de infectados
foi mais baixa do que no grupo de ndo infectados (p<0,05). Em contraste, 0s niveis de IL-10
foram altos em cultura de células de asmaticos infectados por S. mansoni e baixos ou
indetectaveis no grupo controle (p=0,0018). Observou-se uma associa¢ao positiva entre carga
parasitaria de S. mansoni e niveis de IL-10 em culturas estimuladas com Der p 1 (3= 0,3212,
p=0,012). A adicdo de IL-10 recombinante humana (rhIL-10) as culturas de asmaticos ndo
infectados resultou em diminuicdo na producdo de IL-5 (p<0,05). Os individuos do grupo 1
foram tratados com anti-helminticos e houve reducdo da producgdo de IL-10 especifica para Der
p 1 (p<0,05), associada a piora dos sintomas de asma apds o tratamento. Por fim, os dados
mostraram que, em asmaticos infectados com S. mansoni, a 1L-10 foi produzida principalmente
por células T CD8* e mondcitos e, no grupo de nédo infectados, esta citocina foi produzida
basicamente por mondcitos. Este estudo sugere que a IL-10 é uma citocina supressora da
resposta imune inflamatoria do tipo Th2 em asmaticos infectados por helmintos, incluindo S.
mansoni e que as células T CD8" constituem uma importante fonte produtora desta citocina nos
individuos infectados.

Palavras-chave: Asma. Schistosoma mansoni. Alergia. 1L-10. Células Th2.
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ABSTRACT

EVALUATION OF IMMUNE RESPONSE OF ASTHMATIC INDIVIDUALS LIVING IN
AN ENDEMIC AREA OF Schistosoma mansoni. JOANEMILE PACHECO DE
FIGUEIREDO. The prevalence of parasite infection is negatively associated with the
prevalence of allergy. An inverse association has also been shown between helminth infection
and clinical score of asthma. In this study the Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1)-
specific immune response was evaluated in asthmatics infected with helminths, including S.
mansoni, living in a polyhelminthic endemic area of Conde, Bahia (Group 1), and in asthmatics
without helminthic infections living outside the endemic area (Group 2). Individuals were
screened for asthma through a directed questionnaire based on ISAAC and stool samples were
examined by the Kato-Katz method. Skin prick test (SPT) was performed using dust mite
allergens. Der p 1-specific IgE production, identification of mite species in samples from patient
homes, and analysis of the immune response were also evaluated. The immune response was
evaluated through the measurement of Th2 cytokines in PBMC culture of asthmatics infected
with S. mansoni in response to Der p 1, and it was compared to those of uninfected asthmatic
individuals. The cytokines profile was evaluated using ELISA and IL-4 expression through RT-
PCR. The sources of IL-10 in PBMC culture of asthmatics were evaluated using flow
cytometry. Positive SPT to aeroallergens was observed in 12% of asthmatics from the endemic
area and positive response to D. pteronyssinus was observed in all asthmatic controls without
helminth infections. Although the low prevalence of positive SPT was observed in individuals
chronically infected with S. mansoni, D. pteronyssinus-specific IgE antibodies above the
reference values (0.70 KU/L) were detected in 40.6% asthmatic individuals infected with
helminths. PBMCs of asthmatic individuals infected with S. mansoni produced lower levels of
IL-5 than asthmatics free of infections (p<0.0001). The ratio of IL-4/HPRT densitometries by
RT-PCR in PBMC was lower in the infected group compared to what was observed in the
unifected group (p<0.05). In contrast, IL-10 was more readily produced by Der p 1-stimulated
PBMC from asthmatic infected individuals, and was not detected or was detected only at low
levels in the helminth-free asthmatics (p<0.001). There was a positive association between S.
mansoni egg count and Der p 1 Ag-driven IL-10 production. Addition of rhiL-10 to the cell
cultures of asthmatic individuals free of infections lead to a down regulation of Der p-induced
IL-5 production (p<0.05). Additionally, anti-helminthic treatment in infected asthmatics
resulted in down-modulation of Der p 1 specific IL-10 production. The decrease in the levels of
IL-10 post-treatment was followed by more severe symptoms of asthma (p<0.05). The data
show that in asthmatic individuals infected with S. mansoni, IL-10 is predominantly produced
by CD8" T cells and monocytes. In the group of asthmatics free of infections this cytokine was
produced basically by monocytes. This study suggests that IL-10 is the key cytokine inhibiting
the inflammatory Th2 immune response in asthmatics infected with helminths including S.
mansoni, and that CD8" T cells are the main source of IL-10 in these individuals.

Keywords: Asthma. Schistosoma mansoni. Allergy. IL-10. Th2 cells.
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1 INTRODUCAO

A influéncia da infecgdo por helmintos no desenvolvimento de alergia vem sendo objeto
de alguns estudos realizados, principalmente na Venezuela, em populagfes infectadas pelo
Ascaris lumbricoides, tendo sido demonstrada uma diminuicdo na positividade aos testes
cutaneos de hipersensibilidade imediata (HAGEL et al., 1993; LYNCH et al., 1993; LYNCH et
al., 1997).

Estudos realizados pelo Servico de Imunologia, Hospital Professor Edgard Santos —
Universidade Federal da Bahia (HUPES-UFBA), demonstraram que, em individuos residentes
na area endémica em Schistosoma mansoni, Caatinga do Moura-BA, infectados com alta carga,
havia menor percentual de positividade aos testes cutaneos de alergia, quando comparados com
individuos ndo infectados ou infectados com baixa carga (ARAUJO et al., 2000). A gravidade
da asma foi avaliada em asmaticos residentes nesta regido, comparando-se com asmaticos nao
infectados residentes em uma area rural proxima e uma area urbana com as mesmas condicdes
socio-econdmicas. Os autores demonstraram menor freqiiéncia de sintomas de asma e achados
anormais no exame fisico, além de menor necessidade do uso de drogas anti-asmaticas no grupo
de individuos infectados pelo S. mansoni em relacéo aos outros dois grupos (MEDEIROS et al.,
2003). Além disso, foi demonstrado também que os individuos das trés diferentes regides
estavam igualmente expostos a alérgenos da poeira doméstica (MEDEIROS et al., 2003). Diante
destes resultados, no presente estudo, foram avaliados mecanismos envolvidos na modulagédo da
resposta imune em asmaticos infectados por helmintos, incluindo S. mansoni.

Sabe-se que as citocinas do tipo Th2, a exemplo da IL-4 e IL-5, s@o envolvidas na
patogénese da asma, e que a IL-10 é uma citocina capaz de inibir a resposta inflamatoria
alérgica (ROYER et al., 2001). Portanto, os objetivos principais deste estudo foram avaliar o

perfil de citocinas especificas para aeroalérgenos produzidas por células mononucleares de
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individuos asmaticos infectados pelo S. mansoni e avaliar o papel da IL-10 na modulacdo da
resposta imune destes individuos. Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados individuos
residentes em uma area endémica em helmintos, incluindo S. mansoni. Nessa area, as condicdes
sanitarias sdo precarias e os individuos relatavam dificuldade de acesso a servigos médicos, nao
havendo relatos de tratamento prévio dessas infec¢bes. Asmaticos nao infectados por helmintos,
provenientes do Ambulatorio de Alergia do HUPES-UFBA, Salvador-Bahia, participaram como

grupo controle neste estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Resposta imune na infeccdo por Schistosoma mansoni

As infecgBes cronicas por helmintos sdo altamente prevalentes em paises em
desenvolvimento, porém um pequeno percentual de individuos infectados por helmintos
desenvolve doenga, os sintomas sdo geralmente leves e, no caso particular da infec¢éo por S.
mansoni, menos de 5% dos infectados evoluem para forma hepato-esplénica da esquistossomose
(BINA & PRATA, 2003). Com o tratamento em larga escala da populagéo, as formas graves da
esquistossomose vém tornando-se mais raras, embora a prevaléncia tenha se mantido elevada
nas &reas endémicas (BINA, 1997; BOISIER et al., 1998, BUTTERWORTH, 1998).
Classicamente, as formas clinicas da esquistossomose sao divididas em forma aguda e formas
cronicas - intestinal, hepato-intestinal e hepato-esplénica (BINA, 1997). Enquanto que a forma
cronica é assintomatica na maioria dos individuos infectados, a forma aguda tem sido descrita
como uma sindrome toxémica que ocorre seis a 0ito semanas ap0s a primeira exposicao ao S.
mansoni, associada a passagem dos esquistossomulos pelos pulmdes (LAMBERTUCCI, 1993;
RABELLO et al., 1997; DE JESUS et al., 2002). Esta forma da esquistossomose constitue-se
um importante problema em individuos ndo imunes, residentes em regides urbanas que sdo
expostos pela primeira vez a infec¢do, enquanto que individuos residentes em areas endémicas
nédo apresentam a forma aguda da doenca, sugerindo a existéncia de uma modulac¢ao da resposta
imune que previne o aparecimento destas manifestagdes nos individuos previamente infectados
(LAMBERTUCCI, 1993; RABELLO, 1995; WYNN et al., 1998). Clinicamente, os individuos
com a forma aguda apresentam sintomas inespecificos, como febre, astenia, mal estar, cefaléia,
calafrios, mialgia, disturbios cardio-respiratérios e gastro-intestinais, alem de anormalidades

laboratoriais, como uma intensa eosinofilia. Este quadro esta relacionado com uma marcante
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resposta pro-inflamatdria com a producéo elevada das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6, além de
IFN-y, e baixos niveis de IL-4 e IL-5 (WYNN et al., 1998; MONTENEGRO et al., 1999; de
JESUS et al., 2002).

Em contraste, a resposta imune na esquistossomose cronica, tanto em humanos como
em modelo experimental, é caracterizada por baixa producdo de IFN-y e por altos niveis de IL-
4, IL-5, 1L-10 e IL-13, indicando predominancia da resposta imune do tipo Th2 (GAZZINELLI
et al., 1992; WILLIAMS et al., 1994; SABIN et al.,, 1996; FINKELMAN et al., 1997;
MWATHA et al., 1998). Como consequéncia da resposta Th2, existe aumento da producdo de
IgE, do nimero de eosindfilos e mastocitos. Os antigenos parasitarios funcionam como potentes
alérgenos (KENNEDY et al., 1986; FRASER et al., 1993) e isso poderia explicar os niveis
elevados de IgE policlonal e 1gG4 encontrados nos individuos infectados em &rea endémica
(OTTESEN et al., 1981; JARRETT et al., 1982; HUSSAIN et al., 1992). A supressdo da
resposta do tipo Thl que ocorre na fase aguda da infeccdo pelo S. mansoni em modelo
experimental decorre da presenca da IL-10, induzida pelos antigenos dos ovos do parasita
(GRZYCH et al., 1991). O papel da IL-10 na modulacdo da resposta Thl especifica para
antigenos de verme adulto do S. mansoni foi demonstrada em experimento no qual a
neutralizacdo da 1L-10 pelo uso de anticorpo monoclonal contra esta citocina em culturas de
células de sangue periférico, resultou em restauracdo da producdo de IFN-y (SABIN et al.,
1996).

Enquanto a resisténcia a reinfecgcdo pelo S. mansoni parece depender tanto da presenca
de IgE (RIHET et al., 1992) quanto de IFN-y (MWATHA et al., 1998), a patogénese da
esquistossomose parece estar relacionada com a presenca de IL-4, TGF-f e, principalmente, IL-

13 (WYNN et al., 1995; FINKELMAN et al., 1999).
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A intensa resposta imune do tipo Th2 na fase crénica da infeccdo pelo S. mansoni pode
resultar em alteracdo da resposta a vacinacdes. SABIN et al. (1996), demonstraram que
individuos infectados pelo S. mansoni quando vacinados com o toxoéide tetanico respondem com
producdo de IL-4 e pouca producdo de IFN-y, enquanto individuos ndo infectados pelo
Schistosoma respondem basicamente com sintese de IFN-y. Além de interferir na resposta

imune para antigenos ndo relacionados, a infeccdo pelo Schistosoma pode interferir na alergia.

2.2 Resposta imune nas alergias

A atopia, caracterizada também por aumento dos niveis de IgE, do numero de
eosindfilos e mastocitos € a base de doencas alérgicas como a asma, rino-conjuntivite e o
eczema atopico (YAZDANBAKHSH et al., 2002). A asma alérgica é uma inflamagéo cronica
das vias aéreas brénquicas, caracterizada por episodios de obstrucdo reversivel e intermitente
das vias aéreas. A resposta inflamatéria na asma causa hiperreatividade bronquica a uma
variedade de estimulos, ocorrendo na submucosa das vias aéreas uma infiltracdo de eosinofilos,
neutréfilos e células mononucleares (YSSEL et al., 2001). O desencadeamento da doenca esta
associado com a interacdo de aeroalérgenos com IgE ligada a seus receptores de alta afinidade
em superficies de mastocitos e basofilos, resultando na liberagdo de mediadores solUveis como a
histamina e leucotrienos (PLATTS-MILLS et al., 1996).

A interacdo de alérgenos do ambiente com as células apresentadoras de antigeno e
subsequente ativacdo de células T leva a producdo de citocinas como a IL-4, IL-5 e IL-13 que
estimulam a sintese de IgE e 0 aumento do nimero de eosinofilos e mastocitos. (HOLT et al.,
1999).

Muitas células presentes na mucosa bronquica, incluindo células T, eosinofilos,

mastocitos, macrdfagos, células epiteliais, fibroblastos e também células do masculo liso, séo
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envolvidas no processo inflamatdrio da asma. Porém, sdo os basofilos, mastdcitos e eosinofilos
ativados, as células de maior importancia na inflamacao alérgica devido a liberacdo de proteinas
catidnicas granulares de alta carga, como a proteina basica principal do eosinéfilo, proteina
catidnica eosinofilica e mediadores pro-inflamatdrios que, juntamente com radicais de oxigénio
livre e citocinas, resultam em aumento da permeabilidade vascular, hipersecrecdo de muco,
contragdo da musculatura lisa, dano epitelial e hiperreatividade brénquica (GLEICH et al.,
1993). As alteragBes na integridade do epitélio brénquico resultantes sdo constituintes do
remodelamento e inflamacdo que interferem na arquitetura das vias aéreas, levando a
persisténcia da doenca observada em alguns pacientes (KUMAR, 2001; COHN et al, 2004).

Embora a asma seja uma doenga complexa e multifatorial, ¢ bem conhecido o papel
fundamental das células Th2 na imunopatogenia da mesma (WILLS-KARP, 1999). Sdo estas as
celulas que secretam a IL-4 e 1L-13 que induzem e mantém a producdo de IgE por células B e
IL-5 que induz o recrutamento, diferenciacdo e infiltracdo de eosindfilos na mucosa brénquica
(FOSTER et al., 1996). Além das acGes acima referidas, a IL-4, que é também produzida por
mastécitos ativados, € um fator de diferenciacdo para células Th2, perpetuando o processo
inflamatério (YSSEL et al., 2001). Além das células TCD4" do tipo Th2, subpopulagdes de
células Thl ativadas que produzem IFN-y e TNF-o contribuem para a reacdao inflamatdria
associada ao dano tecidual na asma (ABBAS et al., 1996).

Estes dados, juntamente com estudo recente que demonstrou que a administracdo de
células Thl produtoras de IFN-y em modelos murinos de inflamagéo alérgica causa intensa
inflamacéo neutrofilica das vias aéreas, reforca a idéia de que a regulacdo do sistema imune nas
doencas inflamatorias ndo resulta de um simples desequilibrio entre as presencas de
subpopulacdes de células Thl e Th2 (HANSEN et al., 1999; RANDOLPH et al., 1999).

Embora doencas alérgicas e infeccBes por helmintos estejam associadas a estimulacéo da

producéo de células do tipo Th2, existem evidéncias de que a hipersensibilidade imediata e a
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inflamacédo alérgica podem ser moduladas pela presenca da parasitose (LYNCH et al., 1993;

ARAUJO et al., 2000; NYAN et al., 2001; COOPER et al., 2003).

2.3 Associacdo entre alergia e helmintiase

Nas Ultimas trés décadas, vem sendo observado aumento na prevaléncia de doengas
alérgicas em paises industrializados em relagéo aos paises em desenvolvimento (SEARS, 1997;
WHO, 1998), onde baixas condi¢des sanitarias propiciam uma maior prevaléncia de parasitoses
intestinais e doencas prdprias da infancia. Existem na literatura dados que sugerem que a baixa
exposicao de criangas a patdgenos indutores da resposta do tipo Thl, a exemplo de infeccBes
virais e bacterianas, favoreceria o desenvolvimento de doencas alérgicas; ¢ a chamada “hipotese
da higiene” (STRACHAN, 1989). Ha ainda diferenca entre as prevaléncias de doengas alérgicas
entre areas urbanas e rurais em um mesmo pais, como demonstrado por Yemaneberhan et al.
(1997), em estudo realizado na Etiopia.

Uma outra hipGtese para explicar a baixa prevaléncia de atopia em paises em
desenvolvimento e em é&reas rurais seria a alta frequéncia de infeccBes parasitarias nestas
regides. Trabalhos realizados na VVenezuela, evidenciaram baixa positividade aos testes cutaneos
de alergia em populacdo exposta a infeccdo por Ascaris lumbricoides (HAGEL et al., 1993),
havendo aumento da reatividade aos testes apds o tratamento com anti-helmintico (LYNCH et
al., 1993). Classificando a populacdo infectada por geohelmintos, de acordo com a carga
parasitaria, Lynch et al. (1987), demonstraram que a baixa carga parasitaria estava associada a
alta reatividade cutanea a aeroalérgenos, enquanto que individuos com alta carga parasitaria
apresentavam menor reatividade cutanea a despeito de elevados niveis de IgE especifico para
acaros. Outros autores em trabalhos mais recentes vém demonstrando semelhantes resultados.

Em estudo realizado no Gab&o (Africa), apenas 11% das criancas em idade escolar reagiram ao
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antigeno de acaro no teste cutaneo de leitura imediata, embora 32% apresentassem IgE
especifica para acaros da poeira domiciliar (BIGGELAAR et al., 2000). Cooper et al. (2003),
avaliando 2865 criancas em idade escolar residentes em area endémica em infeccdo por
geohelmintos no Equador, demonstraram baixa positividade ao teste cutdneo de
hipersensibilidade imediata para aeroalérgenos.

Diminuicdo da prevaléncia da reatividade cutdnea para aeroalérgenos foi também
observada em individuos residentes em area endémica em esquistossomose no Brasil (ARAUJO
et al., 2000). Um estudo anterior realizado neste pais demonstrou tendéncia a menor prevaléncia
de asma em individuos infectados pelo S. mansoni (CATAPANI et al., 1997).

Com relagdo a gravidade das doencas alérgicas, existem trabalhos sugerindo que a asma
é mais leve em individuos infectados por geohelmintos (NYAN et al., 2001; SCRIVENER et
al., 2001; WALRAVEN et al., 2001). Em estudo realizado com populagdes de trés diferentes
areas no Estado da Bahia, uma delas endémica em infec¢do por S. mansoni, com o objetivo de
avaliar o papel da infeccdo na gravidade de asma, foi demonstrada menor gravidade em
individuos residentes na &area endémica em S. mansoni quando comparados a asmaticos
residentes em area rural préxima e em uma favela de Salvador-Bahia, ndo endémicas em
esquistossomose (MEDEIROS et al., 2003). Todas as areas no referido estudo eram constituidas
por populacdes de baixo nivel socio-econémico e os individuos estavam igualmente expostos a
altos niveis de alérgenos de &caros da poeira domiciliar, bem como a infec¢bes por
geohelmintos e protozoarios, o que sugere que a infec¢do pelo S. mansoni modula a expressao
clinica da asma (MEDEIROS et al., 2003). Corroborando com estes dados, em estudo realizado
na area endémica no municipio do Conde-Bahia, Almeida (2004), demonstrou que individuos
infectados pelo S. mansoni apresentavam formas leves da asma e que ap0s o tratamento com

anti-helminticos houve piora nas manifestacGes clinicas da doenca.
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2.3.1 Mecanismos envolvidos na modulacdo da resposta alérgica em individuos infectados

por helmintos

Para que ocorram sintomas clinicos de alergia é necessario a presenca de mediadores
inflamatorios, a exemplo da histamina e leucotrienos, resultantes da degranulacdo dos
mastdcitos e baséfilos. Este processo é iniciado pela intera¢do do alérgeno com pelo menos duas
fracGes Fab de anticorpos da classe IgE, ligados em receptores de alta afinidade na superficie de
mastdcitos e basofilos (HOLT et al., 1999). Infec¢cdes helminticas estdo geralmente associadas a
elevada producéo de IgE policlonal e do anticorpo blogueador 19G4, o que levantou algumas
hipoteses para explicar a menor frequéncia de positividade aos testes alérgicos em populacGes
infectadas por helmintos. Estas hipdteses incluem: competicdo entre IgE policlonal induzida por
helmintos e IgE especifica para aeroalérgenos pelos receptores de alta afinidade presentes na
superficie de mastdcitos (GODFREY, 1975; MERRETT et al., 1976; LYNCH et al., 1987,
LYNCH et al., 1993); inibicdo da sintese de IgE especifica para aeroalérgenos pelos altos niveis
de IgE policlonal (LYNCH et al., 1987; LYNCH et al., 1993); altas concentra¢Ges do anticorpo
blogueador 1gG4, que competiria com IgE pela ligacdo com o alérgeno (HUSSAIN et al., 1992)
e altos niveis de citocinas regulatérias, a exemplo da IL-10 e TGF-B, produzidos durante a
infeccdo por helmintos, que levaria a modulacdo da resposta imune para outros antigenos

(YAZDANBAKHSH et al., 2001).

A hipotese de que niveis elevados de IgE interferiria na positividade aos testes cutaneos
ndo foi confirmada em trabalhos que mostraram maior percentual de individuos produtores de
IgE especifico para aeroalérgeno entre os respondedores a estes antigenos nos testes cutaneos de
leitura imediata (LYNCH et al., 1993; BIGGELAAR et al., 2000; SCRIVENER et al., 2001).

Além disso, em estudo realizado por Araujo et al. (2000), ndo foi observada diferenca
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significativa nos niveis de IgE total e especifica para D. pteronyssinus entre individuos
infectados por S. mansoni com baixa ou alta carga parasitaria, que responderam diferentemente
no teste cutaneo de hipersensibilidade imediata, ou seja, no grupo de individuos infectados com
alta carga parasitaria, houve uma menor positividade aos testes cutaneos.

O aumento da producdo de IgG4 vem sendo apontado como um possivel mecanismo
envolvido na melhora clinica de pacientes atdpicos durante imunoterapia especifica com
alérgenos (EBNER et al., 1997; PLATTS-MILLS et al., 2001). Entretanto, a auséncia de
reatividade cuténea para alérgenos em individuos parasitados por helmintos ndo foi associada
com a elevacédo nos niveis de 1gG4 em estudo recente realizado no Gabao (BIGGELAAR et al.,
2002).

Existem dados que demonstram a participacdo da IL-10 na diferenciagdo para a 19G4
(JEANNIN et al., 1998), e altos niveis de IL-10 sdo encontrados em individuos cronicamente
infectados por helmintos (ARAUJO et al., 1996; GEIGER et al., 2004) e em pacientes que
receberam imunoterapia especifica para alérgeno (AKDIS et al., 1998), condi¢cdes que estdo
associadas com altos niveis de 1gG4. A IL-10 pode participar da modulacdo da resposta a
alérgenos por outros mecanismos, como demonstrado por Royer et al. (2001) que observaram

inibicdo da liberacdo de histamina por mastdcitos na presenca da IL-10.

2.3.2 Papel da IL-10 na modulagéo da resposta imune

A producdo de 1L-10 induzida pelos antigenos de ovos do S. mansoni esta envolvida na
mudanca da resposta do tipo Thl, na esquistossomose experimental, para o tipo Th2 (GRZYCH
et al., 1991). Na esquistossomose humana, a resposta imune na fase aguda é também do tipo
Thl (GRZYCH et al., 1991; DE JESUS et al., 2002) e é possivel que a modulacdo da resposta

para o tipo Th2 seja dependente da producado de IL-10 (SHER et al., 1991).
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Infecgdes por helmintos tém mostrado influéncia na modulacéo da resposta imune contra
antigenos heterélogos (SABIN et al., 1996). Os mecanismos responsaveis por esse fendmeno
ainda ndo estdo bem elucidados. Trabalhos sobre a resposta imune ao PPD (proteina purificada
derivada de Mycobacterium tuberculosis) e ao toxdide tetanico tém mostrado que, em
individuos com infeccdo por helmintos, as respostas sdo fracas a esses antigenos, quando
comparados com individuos sadios (SABIN et al., 1996; COOPER et al., 1998; ELIAS et al.,
2001). O efeito imunossupressor das infeccdes por helmintos podem ser transferido ao feto, in
utero. Neste sentido foi demonstrado que criangas nascidas de mées infectadas com filariose ou
com esquistossomose, respondem pobremente a vacinacdo com o BCG (MALHOTRA et al.,
1999).
A IL-10 é a principal citocina regulatéria da resposta inflamatéria (AKDIS et al., 2001).
Foi descrita originalmente em 1989 por Fiorentino e colaboradores, é produzida principalmente
por macréfagos e células Th2 CD4" e, a despeito do seu papel modulador ser
predominantemente enfatizado na resposta do tipo Thl, esta citocina possui também a
capacidade de modular a resposta do tipo Th2 (FIORENTINO et al., 1989; DEL PRETE et al.,
1993; OH et al., 2002). Estudos em area endémica em S. mansoni, tém demonstrado que
individuos com esquistossomose cronica produzem citocinas do tipo Th2, incluindo a IL-10, e
ndo produzem IFN-y (ARAUJO et al., 1994; de JESUS et al., 1993) Posteriormente, foi
demonstrado que a IL-10 regula a producédo de IFN-y e que a neutralizagdo desta citocina com o
uso do anticorpo monoclonal anti-IL-10 restaurou a linfoproliferacéo e a produgdo de IFN-y em
pacientes esquistossomoticos (ARAUJO et al., 1996). Uma vez que a IL-10 pode promover uma
diminuicdo da liberacdo de histamina e de outros mediadores pelos mastdcitos (ROYER et al.,
2001), e que a resposta imune a antigenos de S. mansoni leva a producéo de IL-10, € possivel
que individuos residentes em areas endémicas em esquistossomose, devido a estimulacdo

cronica do sistema imunoldgico e desenvolvimento de mecanismos regulatorios, possuam
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menor reatividade cutanea aos testes alérgicos e menos sintomas de asma. Essa hipotese é
reforcada por estudos de Biggelaar et al. (2000), que mostraram reducdo da reatividade cutanea
aos testes alérgicos com D. pteronyssinus em criangas africanas infectadas com Schistosoma
haematobium e aumento de IL-10 em sobrenadante de cultura de células destes pacientes
estimulados com antigenos de Schistosoma.

A indugdo de uma potente rede regulatoria anti-inflamatdria causada pela persisténcia do
estimulo imunoldgico na infecgdo crénica por helmintos parece ser a melhor explica¢éo para a
inversa associacdo entre infeccdes por helmintos e alergia (YAZDANBAKHSH et al., 2001,
COOPER, 2002; YAZDANBAKHSH et al., 2002). Os mecanismos da modulagdo da resposta
alérgica incluiriam a producédo de niveis elevados de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10
por células Th2 estimuladas por antigenos parasitarios (BIGGELAAR et al., 2000), ou a
inducdo de células T regulatorias, a exemplo de células T “helper” 3 (Th3) ou T regulatoéria tipo
1 (Trl), que poderiam inibir diretamente a resposta a alérgenos ambientais ou produzirem as
citocinas modulatorias IL-10 e/ou TGF-B (WILLS-KARP et al., 2001). Estas células podem ser
geradas por repetidas estimulagdes antigénicas na presenca de IL-10 (GROUX et al., 1997) e as
citocinas produzidas sdo diferentes do padrdo Thl e Th2, havendo predominio da producédo de
IL-10 e TGF-B nas células Th3 e de IL-10 nas células Trl (GROUX et al., 1997; LEVINGS et
al., 2000).

Deste modo, a hipbtese que foi testada, no presente estudo, é de que a infeccdo por S.
mansoni induz mecanismos regulatorios da resposta imune, através da producdo de IL-10,

resultando na menor freqiiéncia de positividade aos testes alérgicos e menor gravidade de asma.
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3 JUSTIFICATIVA

A inibicdo da resposta ao teste cutaneo de alergia e a reducao da gravidade da asma que
ocorrem em individuos infectados por helmintos, tém sido demonstrado em alguns estudos ja
publicados, entretanto, os mecanismos desta modulacdo ainda nédo estdo bem esclarecidos. As
respostas imunes na helmintiase e na alergia sdo bem caracterizadas como sendo do tipo Th2,
mas, quando estas duas patologias estdo presentes em um mesmo individuo, é possivel que
exista uma alteracdo destas respostas. A infeccdo por helmintos poderd induzir mecanismos
regulatorios, a exemplo da producéo de IL-10, capazes de modular a resposta alérgica. Portanto,
neste estudo, foram avaliados a resposta imune de individuos asmaticos infectados ou nao por

helmintos, incluindo S. mansoni e o efeito da IL-10 na modulagéo desta resposta.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar a resposta imunolégica para aeroalérgeno em individuos asmaticos
infectados por helmintos, incluindo S. mansoni, comparando-se com a resposta imunoldgica de

individuos asmaticos ndo infectados por helmintos.

4.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a producéo de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), do tipo Thl (IFN-y) e
da citocina regulatéria IL-10, em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de
sangue periférico estimuladas com antigeno de Dermatophagoides pteronyssinus;

2. Determinar o papel da IL-10 na resposta imune especifica para antigeno de D.
pteronyssinus;

3. Analisar a producdo de IL-10 ap6s o tratamento anti-helmintico no grupo de asmaticos
infectados;

4. Estabelecer a fonte produtora de IL-10 ap6s estimulacdo das células com antigeno de D.
pteronyssinus;

5. Avaliar a resposta ao teste cutdneo de leitura imediata a aeroalérgenos;

6. Avaliar a producéo de IgE especifica para D. pteronyssinus;

7. Determinar a fauna acarina e os niveis do alérgeno 1 do &caro D. pteronyssinus (Der pl)
em amostras de poeira domiciliar dos individuos residentes na area endémica em

helmintiases.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Selecao de individuos asmaticos de area endémica e ndo endémica em helmintiases

Este estudo foi desenvolvido no municipio do Conde, Bahia, localizado ao norte, a 300
km de Salvador. A &rea de trabalho compreendem cinco comunidades, totalizando cerca de
1500 habitantes. As condic¢des sanitéarias da regido sdo precarias, estando os moradores sob alto
risco de infecgOes parasitarias. A principal fonte de renda da populacdo é a pesca e a 4gua dos
rios é também utilizada para banho, lavagem de roupas e utensilios, além do lazer. O acesso da
populacdo a servicos de salde, até o inicio deste estudo, era dificil e ndo havia relatos de
tratamentos prévios com anti-helminticos.

Um questionério dirigido (ANEXO 1), baseado no International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC) (MEDEIROS et al., 2003) que avalia a existéncia de historia
pessoal de asma brénquica e rinite alérgica nos Gltimos 12 meses, além de histéria familiar de
atopia, patologias concomitantes, condi¢cdes de habitacdo e poluentes intra-domiciliares, foi
aplicado em 1064 habitantes daquelas vilas. Trinta e trés individuos dos que responderam
positivamente ao quesito relativo a historia pessoal de asma brénquica nos ultimos 12 meses,
preencheram os critérios de inclusdo referidos abaixo. Os pacientes foram admitidos no estudo
por ordem de atendimento ao recrutamento (Grupo 1). O tamanho amostral foi escolhido por
conveniéncia. Foram selecionados para compor o grupo controle (Grupo 2) dez individuos com
asma bronquica e idade entre 6 e 40 anos, provenientes do Ambulatério de Alergia do Hospital
Professor Edgard Santos, Universidade Federal da Bahia, Salvador-BA, sem evidéncias de

infeccdo por helmintos em trés amostras de fezes e com baixas condigfes socio-econdmicas.
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5.1.1 Critérios de inclusdo

1. Individuos com histéria de asma brénquica nos ultimos 12 meses, a partir da aplicacéo
do questionario ISAAC modificado (ANEXO 1);

2. ldade entre 6 e 40 anos;

3. Individuos com asma leve, de acordo com os critérios de classificacdo de gravidade da
asma (CONSENSO, 2002);

4. Para compor o Grupo 1, presenca de infeccdo pelo S. mansoni, demonstrada por meio de
exame parasitologico positivo em, pelo menos, uma das trés amostras de fezes
analisadas e para selecdo do Grupo 2, auséncia de infeccdo por helmintos nas trés

amostras de fezes examinadas.

5.1.2 Critérios de excluséo

Né&o foram admitidos no estudo:
1. Individuos com idade inferior a 6 anos e superior a 40 anos; Criangas menores de seis
anos nao entraram no estudo pela dificuldade na realizacdo do teste cutaneo e espirometria e
adultos acima de 40 anos ndo participaram devido ao risco aumentado de apresentarem doenca
pulmonar crénica de outras etiologias que nao fosse alérgica.
2. Individuos que tinham feito uso de uma das seguintes drogas:
a. Anti-histaminicos nas Ultimas 72 horas da inclusdo, a excecdo de Cetotifeno e
de Astemizol, que deveriam ser interrompidos 30 dias antes da incluséo no

estudo, pela possibilidade de interferéncia com os testes cutaneos;
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b. Corticosterdides e anti-leucotrienos nos ultimos 30 dias da inclusdo, pela
possibilidade de interferir na avaliacdo da resposta imune;

c. Beta-bloqueadores ou inibidores da enzima da angiotensina convertase, nos
altimos sete dias da inclusdo, pela possibilidade de potencializar reagdes
alérgicas durante a execucao dos testes alérgicos;

3. Individuos com forma hepato-esplénica da esquistossomose, identificados pelo exame
clinico;

4. Individuos portadores de dermatoses nas areas selecionadas para testes cutaneos,
gestantes e aqueles que apresentaram alguma condic¢do que ndo permitisse estrita colaboracao,
por ocasido da realizagdo dos exames.

Na inclusdo no estudo, os individuos do Grupo 1 foram submetidos a: avaliacéo clinica
por dois médicos distintos, que foi repetida mensalmente, durante seis meses; teste cutaneo de
leitura imediata para aeroalérgenos; coleta de amostras de sangue para avaliacdo da resposta
imune, através da dosagem de citocinas IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y e expressdo de IL-4 em
sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e fonte celular
produtora de IL-10, além da dosagem de IgE sérica especifica para D. pteronyssinus; prova de
funcdo pulmonar e coleta de amostra de poeira domiciliar. Apos seis meses, foram tratados com
Albendazol 400 mg, dose Unica e Oxamniquine (25 a 30mg/kg), dose Unica, e reavaliados
através de exames clinicos mensais por mais trés meses. No terceiro més apds o tratamento anti-
helmintico, foram submetidos a nova coleta de sangue para dosagem de IL-10 em sobrenadantes
de cultura de CMSP.

Os individuos asmaticos ndo infectados por helmintos selecionados (Grupo 2) foram
submetidos a avaliacdo clinica inicial, a testes cutaneos de leitura imediata para aeroalérgenos,
prova de funcdo pulmonar e coleta de amostras de sangue para avaliacdo da resposta imune

através da dosagem de citocinas em sobrenadantes de CMSP e fonte celular produtora de IL-10.
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5.2 Desenho do estudo

Aplicacdo do questionario baseado no ISAAC e exames parasitologicos de fezes na
populacdo de uma area endémica em esquistossomose no municipio do Conde-

Bahia e em asmaéticos provenientes do Ambulatoério de Alergia do HUPES-UFBA.

Asmaticos infectados por
helmintos, incluindo S. mansoni,
6 a 40 anos (Grupo 1, n=33)

Asmaticos ndo infectados por
helmintos, 6 a 40 anos
(Grupo 2, n=10)

Teste cutaneo de leitura imediata

Avaliacdo da fauna acarina

Prova de Funcéo Pulmonar

Avaliacdo clinica mensal durante 6 meses Avaliacdo clinica
Teste cutdneo de leitura imediata
Avaliagéo da resposta imune Avaliacdo da resposta imune

Prova de Funcdo Pulmonar

6 meses

Tratamento anti-helmintico

Avaliacdo clinica mensal, por 3 meses

Avaliacéo da resposta imune no terceiro més apds tratamento

38
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5.3 Avaliacdo complementar

5.3.1 Exame parasitologico de fezes

Os individuos selecionados para inclusdo no estudo foram submetidos a exames
parasitologico de fezes (trés amostras), por meio da técnica da sedimentacdo esponténea de
Hoffmann-Pons-Janer para a determinacéo de infeccdo parasitaria por helmintos e protozoarios
intestinais, e pela técnica de Kato-Katz para avaliagdo da carga parasitaria de helmintos (KATZ

etal., 1970).

5.3.2 Testes alérgicos

Todos os individuos incluidos no estudo foram submetidos a testes cutaneos de leitura
imediata pela técnica de puntura (DREBORG, 1993), aplicados na area da face anterior do
antebraco. Foram testados os alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, Blomia troplicalis, Periplaneta americana, Blatella germanica e
fungos anemdfilos (mistura), além de duas solucdes controle, uma positiva, contendo solucdo
milesimal de histamina e outra negativa, contendo apenas a solucdo diluidora dos extratos e do
controle positivo, constituido por uma solucéo salina fisioldgica, contendo glicerina a 40% (IPI-
ASAC, Espanha).

As leituras dos testes foram realizadas ap6s 20 minutos e a area de resposta ao teste,
representada pela formacdo de uma papula, foi demarcada com uma caneta hidrografica e um
simples ponto foi feito em locais onde ndo houve reacdo. O resultado foi copiado em fita

transparente e colado na ficha de registro de teste de cada um dos individuos (ANEXO II). As
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reacOes cutaneas foram consideradas positivas quando a média do didmetro da papula obtida foi
maior ou igual a 3mm (DREBORG, 1993). Os testes cutaneos de leitura imediata foram
considerados positivos quando pelo menos um dos cinco antigenos testados induziram uma

resposta cutanea positiva.

5.3.3 Dosagem de IgE especifica para Dermatophagoides pteronyssinus

A presenga de IgE especifica para D. pteronyssinus foi determinada em 32 dos 33
individuos infectados por S. mansoni (Grupo 1), por meio da técnica de fluoroimunoensaio,
realizado em laboratério privado. Os niveis de IgE especifica foram determinados em classes,
de acordo com a comparacdo entre a absorbancia da amostra em estudo e as do soro de
referéncia: Classe 0, menor que 0,35 kU/I; Classe 1, de 0,35 a 0,70 kU/I; Classe 2, de 0,71 a
3,5kU/I; Classe 3, de 3,51 a 17,5 kU/I; Classe 4, de 17,51 a 50,0 kU/I; Classe 5, de 50,1 a 100,0
kU/I e Classe 6, acima de 100,0 kU/I. Foram considerados positivos, os resultados acima de 0,71

kU/I (classe 2).

5.3.4 Prova de fung&o pulmonar

Os participantes do estudo foram submetidos na inclusdo do estudo a avaliacdo da
funcdo pulmonar, constituida de um teste inicial e repetido 15 minutos ap6s a inducdo de
broncodilatacdo com 400 ug de Salbutamol micronizado por via inalatoria. Utilizou-se um
espirdmetro computadorizado (Vitalograph, USA), no qual os valores basais preditivos da
populacdo brasileira estavam previamente ajustados (PEREIRA, 1992). Os valores pré e pos-

broncodilatador do FEV1 (volume expiratorio forcado no primeiro segundo) foram comparados
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para avaliar a resposta ao farmaco, determinando-se a intensidade do broncoespasmo e,

conseqiientemente, possibilitando classificar a gravidade da asma em leve, moderada ou grave.

5.4 Avaliacdo da resposta imune

5.4.1 Obtencao de células mononucleares de sangue periférico

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas por meio do
gradiente de Ficoll-Hypaque e ajustadas para concentracdo de 3 x 10° células/ml em RPMI
1640, contendo 10% de soro AB* humano normal inativado, penicilina 100U/ml, estreptomicina
100 pl/ml, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES (Life Technologies GIBCO BRL, USA).

As células (3 x 10° células/ml) foram estimuladas com 25 pg do antigeno 1 de D.
pteronyssinus (Der p 1, IPI-ASAC, Espanha) na presenca ou auséncia de IL-10 recombinante
humano (rhIL-10) ou anticorpo anti-IL-10 na concentracdo de 50 ng/ml, ou com o mitdgeno
fitohemaglutinina (PHA) na diluicéo final de 1:100. As celulas foram cultivadas em placas de
24 pocos, por 72h & 37°C e 5% de CO,. Apo6s a incubacéo, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e mantidos a —20°C para posterior dosagem de citocinas. Adicionalmente, as células
obtidas ap6s o cultivo e coleta do sobrenadante, foram utilizadas para avaliacdo da expressao de

IL-4 por PCR.
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5.4.2 Avaliacéo da producéo de citocinas

Os niveis de IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y em sobrenadantes de culturas de CMSP foram
determinados pela técnica de ELISA sanduiche utilizando-se reagentes comercialmente
disponiveis (R&D Systems, USA). Uma curva padrdo foi usada para expressar os resultados em

pg/ml.

5.4.3 Avaliacdo da expressao de IL-4 por PCR

A técnica de RT-PCR foi utilizada para avaliar a expressdao de IL-4 em células
mononucleares do sangue periférico. Em resumo, ap6s coleta do sobrenadante das culturas de
72 horas, as células foram lisadas em RNAzol e o RNA foi preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante (Invitrogen CO, USA). O cDNA foi obtido a partir de 1 ug de RNA,
usando-se um kit de sintese de fita simples de cDNA (Invitrogen CO, USA). O PCR especifico
para IL-4 foi realizado utilizando-se “primers” de oligonucleotideos especificos para citocinas
(35 ciclos: 1min a 94 °C, 2 min a 55 °C, 3 min a 72 °C). Os produtos do PCR foram separados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Tampdo TBE 0,5 %, 120V). Os géis corados com
EtBr (Brometo de Etidio) foram revelados digitalmente (UVP Labworks Laboratory Imaging

and Analysis System, UVP Inc.,USA).
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5.4.4 Avaliacdo da expressdo de IL-10 intracelular

A expressdo de IL-10 intracelular em CMSP foi analisada como descrito por Sornase et
al. (1996). Em resumo, suspensdes com 3 x 10° células foram incubadas em placas de 96 pocos
por 16 horas a 37°C, 5% de CO2 na presenca ou auséncia do antigeno Der p 1 (concentracéo
final 25ug/ml). Apos a incubacdo, foram adicionados 20ul/pogo de Brefeldina dez vezes diluida
em PBS pH 7,2 e realizada nova incubacdo sob as mesmas condicBes por 4 horas. As células
foram entdo marcadas com o0s anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD14
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e mantidas a 4°C, protegidas da luz até o
dia seguinte. Apos a marcacdo destas moléculas de superficie, as placas foram lavadas com PBS
azida sédica, fixadas com 200 ul de formaldeido a 4% em PBS e mantidas a 4°C até o dia
seguinte. Apos esta etapa, as placas foram centrifugadas e incubadas com 150ul/po¢o do tampéo
de permeabilizacdo, por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacdo, foi feita
marcacdo intracelular, utilizando-se anticorpo monoclonal anti-1L-10, conjugado com PE
(ficoeritrina), seguido de incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz.
Foram feitas sucessivas lavagens utilizando-se o tampédo de permeabilizacdo, seguida de
ressuspensdo das células em 200 ul de solucdo de lavagem e transferéncia para tubos de leitura
do FACS, no mesmo dia, em FACSCALIBUR (Becton Dickinson, USA). Para marcacdo de

células que expressavam a citocina IL-10 foram adquiridos 40.000 eventos.
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5.5 Avaliacéo da fauna acarina

5.5.1 Identificacdo da fauna acarina

A identificacdo das espécies acarinas foram realizadas em amostras de poeira, aspiradas
de colchdes dos individuos asmaticos infectados com S. mansoni. Essas amostras foram obtidas
através da aspiracdo de uma area de 1 mz, adjacente ao lado habitualmente dedicado ao repouso
da cabeca, com o auxilio de um aspirador de p6 com poténcia de 1.200 W (Karscher ®, Brasil),
contendo, na parte terminal, um adaptador para o filtro cilindrico de papel, onde era retida a
poeira fina. O material aspirado foi colocado em um saco plastico lacrado, etiquetado e estocado
em freezer a -20° C, até a analise laboratorial.

Para a avaliagdo das espécies acarinas, as amostras de poeira foram peneiradas através de
uma malha especial (Standard Sieve Series A.S.T.M., EUA) com poros de 0,3 mm, em placa de
Petri, sendo em seguida divididas em aliquotas e colocadas em tubos de ensaio para analise. A
identificacdo das espécies de &caros foi realizada pelo método de suspensdo, adaptado por
Fernandez-Caldas (1997), no qual 10 mg da poeira fina é colocada em uma placa de Petri,
contendo 5 ml de solucdo salina saturada. Depois de 5 minutos de incubacdo e leve agitacao,
todos os &caros presentes em cada amostra foram coletados com uma agulha fina, com o auxilio
de um estereoscépio e depositados em uma lamina contendo duas gotas do meio Hoyer (5 ml de
agua destilada, 3g de goma arabica, 20 g de cloral hidratado e 2 ml de glicerina). A seguir, a
lamina foi coberta com laminula e realizado a identificacdo das espécies com auxilio de um
microscopio Optico. A identificacdo das especies acarinas seguiu o critério descrito por
Serravale & Medeiros (1999), empregando-se uma chave de identificacdo e descrigédo

morfologica das espécies acarinas.
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5.5.2 Quantificacdo de antigeno Der p 1

O alérgeno 1 do acaro Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1) foi dosado através de
ELISA, como descrito por Luczynska e colaboradores (1989) (LUCZYNSKA, et al. 1989). Em
resumo, placas de ELISA foram sensibilizadas com 1 ug/pogo de anticorpo monoclonal de
camundongo anti-Der p 1 (clone 5118) em 0,06 M de PBS, pH 9,6, 4°C, durante uma noite. As
placas foram lavadas com PBS pH 7,2, contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com
PBS-T, acrescido de 1% de albumina bovina (PBS-T-BSA), por 1 hora, a temperatura ambiente
(TA). As placas foram incubadas com extratos do acaro (diluidos a 1:5 e ndo diluidos) por 1
hora a TA. Ap6s lavagem com PBS-T, foi adicionado anticorpo monoclonal biotinilado de
camundongo especifico para Der p 1 (clone 4Cl), diluido a 1:1000. Apds 1 hora de incubacéo a
TA, foi acrescentado conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.,USA) diluido a
1:1000, seguido de nova incubacdo por 30 minutos a TA. Apds esta etapa, foi adicionado o
substrato da enzima (0,01 M de ABTS e 0,03% de H.0-) e a reacdo foi lida em 405 nm em leitor
de ELISA (Titertek Multiskan, Flow Laboratories, USA). Padrées de referéncia contendo niveis
conhecidos de Der p 1 foram incluidos em cada placa para determinar as curvas padrbes. A

concentracdo de Der p 1 nas amostras de poeira foi expressa em ug/ml.
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5.6 Andlise dos dados

5.6.1 Estatistica descritiva

Os dados foram analisados através do software Statistical Package for Social Science
(SPSS®) versdo 9. Os dados referentes a amostra da populagdo estudada foram apresentados
através de médias aritméticas e seus respectivos desvios padrfes, ou através de porcentagens.

As fregliéncias de positividade aos testes cutdneos nos dois grupos estudados e a
frequiéncia das espécies de acaros presentes nas amostras de poeira e parasitas intestinais no
Grupo 1, foram expressos em percentuais.

Testes ndo paramétricos foram utilizados para avaliar as diferencas nos niveis de
citocinas. Tal escolha deveu-se ao pequeno tamanho da amostra. Foram usados o teste de Mann
Whitney na comparacdo de niveis de citocinas entre 0s grupos e o teste Wilcoxon matched-pairs
signed-ranks para comparar os niveis de IL-5 em cultura de CMSP na presenca ou auséncia de
rhlL-10 e os niveis de IL-10 antes e apds tratamento com anti-helminticos.

Os resultados da expressdo de IL-10 intracelular foram analisados em percentagem de
positividade do total de células. A proporc¢édo de células positivas para os diferentes marcadores
foi expressa em percentagem e a comparacdo entre os grupos foi realizada utilizando-se o teste t
de Student, sendo considerado significativo um valor de p < 0,05. Os valores foram expressos
em média e erro padrdo médio (SEM).

A associagdo entre carga parasitaria de S. mansoni e os niveis de IL-10 foi avaliada por
regresséo linear simples.

Todos o0s testes estatisticos de hipoteses foram bi-caudais, sendo considerados
estatisticamente significantes valores de p inferiores ao nivel de significancia pré-estabelecidos

em 5%.
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5.6.2 Estatistica inferencial

Principal hipétese a ser avaliada:

H1: A resposta imune especifica para o D. pteronissynus entre individuos
asmaéticos parasitados por helmintos, incluindo o S. mansoni, difere daquela
desenvolvida por asméticos ndo infectados.

H¢: A resposta imune especifica para o D. pteronissynus entre individuos
asmaticos parasitados por helmintos, incluindo o S. mansoni, ndo difere daquela
desenvolvida por asmaticos nao infectados.

E importante notar que essa é a hipétese principal do estudo. Foram avaliadas outras
diferencas entre grupos, envolvendo outras variaveis, dentro de um contexto

predominantemente exploratério.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos e o0s seus participantes foram todos voluntarios que, apods
esclarecimentos sobre o objetivo desta pesquisa, assinaram termo de consentimento informado
(ANEXO 1II). No caso de menores de idade, o consentimento foi assinado por um dos
responsaveis.

Os voluntarios que participaram deste estudo doaram 20ml de sangue para avaliagcdo
imunolégica, realizaram prova de fungdo pulmonar e testes cutdneos por puntura para
diagndstico de alergia a aeroalérgenos, colheram amostras de fezes para realizacdo de exames
parasitoldgicos e permitiram coleta de amostra de poeira em suas residéncias.

A coleta de sangue e testes cutaneos foram realizados por profissionais da area de satde
habilitados para tal. Os materiais utilizados na coleta de sangue e teste cutdneo foram
descartaveis. A coleta de sangue ndo oferece riscos, a ndo ser a possibilidade de sangramento e
formacdo de hematoma, o que € raro e pode ser contornado com compressao do local. O teste
cutaneo também ndo oferece riscos a ndo ser o aumento dos sintomas alérgicos, que séo raros e
de intensidade leve, podendo ser rapidamente controlados com o uso de medicamentos
fornecidos gratuitamente.

Todos os individuos portadores de parasitoses intestinais foram tratados, gratuitamente.
Aqueles que apresentavam sintomas ou queixas de alergia foram orientados sobre medidas de
controle ambiental intradomiciliar, bem como receberam prescricdo medicamentosa, quando

indicado.
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7 RESULTADOS

7.1 Prevaléncia de parasitose intestinal

No total, foram avaliados 1064 individuos quanto a presenca de asma, rinite e parasitose
intestinal no Municipio do Conde. A prevaléncia de infeccdo por S. mansoni nesta populagéo foi
de 90,2% (Figura 1). As prevaléncias de infecgdes por outros helmintos como Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e ancilostomideos foram de 79,7%, 77,2% e 35%
respectivamente. Protozodrios intestinais como Giardia lamblia, Entamoeba coli e Entamoeba

histolytica foram encontrados em torno de 50% da populagéo.
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Figura 1. Prevaléncia de parasitoses intestinais em individuos residentes no municipio do
Conde-Bahia.

A figura 2 mostra a carga parasitaria da populacdo avaliada. O grau de infeccdo por A.
lumbricoides foi bastante variavel e 30% dos individuos tinham mais que 1000 ovos por grama
de fezes, enquanto que 40% dos individuos estudados estavam altamente infectados por S.

mansoni (mais que 400 ovos por grama de fezes).
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Figura 2. Carga parasitéaria de individuos residentes no municipio do Conde-Bahia, avaliada

pelo método de Kato-Katz.

7.2 Prevaléncia de atopia

A prevaléncia de asma e de rinite entre os individuos entrevistados foi de 14,4% e 28%,

respectivamente, baseada nos dados obtidos no questionario para avaliacdo da atopia (ANEXO

1) (Figura 3).
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Figura 3. Prevaléncia de doencas alérgicas na populacdo do Conde-Bahia, avaliada pelo

questionario baseado no ISAAC.
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Os asmaticos dos dois grupos apresentavam parametros de gravidade da asma

classificada como leve, de acordo com a frequéncia e intensidade dos sintomas e com a fungéo

pulmonar (CONSENSO, 2002). No Grupo 1, o VEF 1 (Volume expiratorio forcado no primeiro

segundo) foi 91 £+ 14,1 L/min (média £ DP), enquanto no grupo de asmaticos ndo infectados
(Grupo 2), a média + DP foi de 88,06 + 18.91L/min (p>0,05).

A tabela 1 mostra as caracteristicas dos individuos asmaticos incluidos no estudo. N&o

houve diferenca significativa (p>0,05) em relacdo a idade e género entre 0s dois grupos de

asmaticos.

Tabela 1. Caracteristicas demogréaficas dos individuos asmaticos infectados ou ndo infectados

com S. mansoni e outros helmintos.

Infectados Né&o infectados Valor de p
(n=33) (n=10)

Idade, mediana (faixa etaria), anos 10 (6-34) 15,5 (6-39) 0,21
Género, % masculino 33,3 30 1,00
Testes cutaneos, % positivos 12,1 100 <0,0001
S. mansoni (ovos/g de fezes) 100 +123,8 0
A lumbricoides (ovos/g de fezes) 13.942 +£22.130 0
IgE especifico para Der p1 (kIU/L) NR

Positivo (classe 2)-Total/n (%) 13/32 (40,6)

Média + Desvio padrao 3,38 £ 6,58

Mediana 0,58

NR= néo realizado

A positividade dos testes cutaneos de leitura imediata para aeroalérgenos testados foi
observada em 4 de 33 (12,1%) dos individuos asmaticos de area endémica em esquistossomose,
enquanto que teste cutdneo positivo para aeroalérgenos foi observado em todos 0s asmaticos

néo infectados por helmintos.
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IgE especifica para Der p 1 foi mensurada no soro de 32 individuos asmaticos infectados
(Grupo 1) tendo sido observados niveis maiores que 0,70 KU/L (classe 2) em 13 dos individuos

avaliados (40,6%).

7.3 Determinacdo da fauna acarina e dos niveis de Derp 1 em amostras de poeira domiciliar de

individuos residentes em area endémica em helmintiases

Amostras de poeira domiciliar foram coletadas de 22 dos 33 individuos do Grupo 1,
tendo sido observado maior frequéncia do &caro D. pteronyssinus, encontrado em 18 de 22
(81,8%) amostras de poeira. O &caro B. tropicalis foi encontrado em oito amostras (36,4%) e D.

farinae em quatro (18,9%) das amostras estudadas (Figura 4).
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Figura 4. Frequéncia de &caros em amostras de poeira domiciliar de individuos asméticos no

municipio do Conde-Bahia.

Com relacdo a quantificacdo do alérgeno 1 de D. pteronyssinus (Der p 1), observou-se
que 11 de 12 (91,7%) das amostras avaliadas estavam acima dos niveis sensibilizantes do Der p

1, ou seja, maiores que 2 pg/g de poeira (KUEHR et al., 1994; PLATTS-MILLS et al., 1997).
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7.4 Producdo de citocinas em sobrenadante de culturas de células mononucleares do sangue

periférico de individuos infectados por S. mansoni e em grupo controle

A Figura 5 mostra a producéo de IL-5 por células mononucleares estimuladas, in vitro,
pelo antigeno Der p 1. Asmaéticos sem helmintiases (n=10), produziram altos niveis de IL-5
(15,6-2301 pg/ml, mediana=341pg/ml) quando comparados com individuos asmaticos
infectados por S. mansoni e outros helmintos (15,6-641 pg/ml, mediana=15,6 pg/ml, p<0,0001,
teste de Mann-Whitney). Dos 33 individuos asmaéticos infectados com S. mansoni apenas em

um foi observada alta producdo de IL-5 (641 pg/ml); nos demais, foi baixa a producéo desta

citocina (média = SEM = 34,5 + 31,1 pg/ml).
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Figura 5. Producéo de IL-5 por CMSP de asmaticos estimulados, in vitro, com 25 pg/ml de Der
p 1. A dosagem de IL-5 em sobrenadante de culturas foi realizada através da técnica de ELISA,

como descrito em materiais e métodos. (p<0,0001, teste de Mann-Whitney).

Pelo fato do método ELISA ndo ser um teste sensivel para avaliagdo da producdo de IL-
4, a transcricdo de IL-4 foi estudada usando a técnica de RT-PCR em células estimuladas in
vitro com Der p 1 de cinco pacientes de cada grupo do estudo (Figura 6). A razdo das

densitometrias de IL-4/HPRT foi mais elevada (p<0,05, teste de Mann-Whitney) no grupo de
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asmaticos ndo infectados por helmintos (0,63-1,80, mediana=1,12 pg/ml; média + SEM = 1,14
+ 0,20 pg/ml), quando comparadas aos asmaticos infectados com S. mansoni e outros helmintos

(0,14-0,33, mediana=0,30 pg/ml; média + SEM = 0,24 + 0,04 pg/ml).
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Figura 6. Razdo das densitometrias de IL-4/HPRT em CMSP de asmaticos. A expressao de IL-

0.0-

4 foi avaliada através de RT-PCR em CMSP estimuladas, in vitro com Der p 1, de asmaticos
infectados e nédo infectados por helmintos, incluindo S. mansoni (n=5/grupo; p<0,05, teste de
Mann-Whitney).

IL-13 e IFN-y também foram dosados em sobrenadantes de culturas de CMSP
estimuladas com antigeno de Der p 1. Ndo houve diferenca significativa nos niveis de 1L-13
entre 0s grupos de asmaticos infectados com S. mansoni e outros helmintos (105,7 + 42,5 pg/ml)
e asmaticos ndo infectados (93,2 + 39 pg/ml, p>0,05, teste de Mann-Whitney), e os niveis de
IFN-y estavam abaixo do limite de deteccdo em sobrenadantes de cultura dos dois grupos de
individuos estudados (dados ndo mostrados).

Os niveis de IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y foram abaixo dos limites de deteccdo em
culturas de células ndo estimuladas. Estas citocinas foram detectadas em altos niveis em
sobrenadantes de CMSP estimuladas com PHA nos dois grupos estudados (dados ndo

mostrados).
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A figura 7 mostra os niveis de IL-10 produzidos por CMSP estimuladas com antigeno

Der p 1. Em contraste com os resultados obtidos de IL-4 e IL-5, os niveis de IL-10 produzidos
foram elevados nos individuos asmaticos infectados por helmintos, incluindo S. mansoni (8-562
pg/ml, mediana=98 pg/ml) e ndo foram detectados ou foram detectados em niveis baixos (8-97

pg/ml, mediana=8 pg/ml) em asmaticos ndo infectados (p=0,0018, teste de Mann Whitney).
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Figura 7. Producao de IL-10 por CMSP de asmaéticos induzida pelo antigeno Der p 1. Os niveis
de IL-10 em sobrenadantes de culturas de CMSP estimuladas, in vitro, com Der p 1, foram
avaliados através de ELISA em 33 asmaticos infectados por S. mansoni e outros helmintos e em
10 asmaéticos ndo infectados. (p=0,0018, teste de Mann Whitney).

Adicionalmente, foi avaliada a possivel associacdo entre carga parasitaria e niveis de IL-
10 nos individuos asmaticos infectados por S. mansoni e outros helmintos (Figura 8), tendo
sido observado associacdo positiva entre nimeros de ovos de S. mansoni por grama e fezes e

producéo de IL-10 especifica para Der p 1 (f = 0,3212, p<0,05, regressdo linear simples).
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Figura 8. Associacdo entre a producado de IL-10 especifica para Der p 1 e carga parasitaria de S.

mansoni em asmaticos. ($=0,3212; p<0,05, regressao linear simples).

7.5 Papel da IL-10 na modulagéo da producéo de IL-5

A influéncia da adicdo de IL-10 recombinante humana (rhIL-10) em cultura de CMSP
estimuladas com Der p 1 sobre a producdo de IL-5, foi avaliada em asmaéticos ndo infectados
que produziam esta citocina. A adicdo de IL-10 na concentracdo de 50 ng/ml, resultou em
significante reducdo da producdo de IL-5 em seis dos sete individuos avaliados (Figura 9). Os
niveis de IL-5 em cultura estimulada por antigeno Der p 1 foram maiores (80-772 pg/ml,
mediana=497 pg/ml) do que em culturas estimuladas com antigeno Der p 1 na presenca de IL-
10 exdgena (32-351 pg/ml, mediana=97 pg/ml; p<0,05, teste Wilcoxon). A neutralizacdo da IL-
10 pela adicdo do anticorpo monoclonal anti-IL-10 as culturas de CMSP de asmaéticos
infectados estimuladas com Der p 1, ndo modificou a producdo de IL-5 especifica para este

antigeno (dado ndo mostrado).
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Figura 9. Producdo de IL-5 induzida por antigeno Der p 1 por CMSP de asmaticos nédo

infectados na auséncia ou presenca de rhiL-10 (p<0,05, teste Wilcoxon).

7.6 Fonte celular produtora de IL-10

A fonte produtora de 1L-10 foi avaliada por citometria de fluxo em células de asméticos
infectados ou n&o por helmintos incluindo o S. mansoni. As padronizagdes e os resultados estdo

descritos abaixo.

7.6.1 Definicao das populacdes celulares pela morfologia

As células mononucleares foram analisadas de acordo com a freqiiéncia da expressao de
IL-10 e marcadores de superficie celular usando o programam Cell Quest. As populagdes
celulares foram definidas por fluorescéncia inespecifica com “foward scatter” (FSC) e o “side
scatter” (SSC) como parametros de tamanho e granulosidade celular, respectivamente. De

acordo com as caracteristicas celulares, procedeu-se a selecdo das populagdes de linfocitos e
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monocitos por janelas nestas respectivas populacdes. Foram delimitadas duas regides
especificas no grafico: regido 1 (R1), correspondente a janela na area de linfocitos e regido 2
(R2), na area de mondcitos (Figura 10). Portanto, para a analise das caracteristicas fenotipicas e
expressao de IL-10 intracelular em linfocitos foi utilizada a regido R1, enquanto que para

monacitos, a regido R2.
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Figura 10. Imagem densitométrica de fluorescéncia ndo especifica por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) celular, identificando as populacdes de linfdcitos, regido 1 (R1) e

monacitos, regido 2 (R2).
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7.6.2 Compensacao utilizando isotipos controles

As compensac@es dos diferentes comprimentos de onda (fluorocromos) foram realizadas
utilizando-se células marcadas com isotipos controles. As delimitacGes dos quadrantes foram

realizadas de acordo com os isotipos controles e as populagdes negativas de cada marcacao

(Figura 11).
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Figura 11. Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células mononucleares do

sangue periférico, selecionadas na janela de linfocitos, ap6s marcacdo com isotipos controles. O
diagrama representa um experimento.
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7.6.3 Ajustes das populagdes celulares marcadas com os diferentes fluorocromos

A partir da delimitacdo das regides, foi ajustada a expressdo de células marcadas com os

fluorocromos utilizados (Figura. 12).

- 041204 024 - 201104.004
= =
[nn] [ ]
= =
11} L
e Oy
=2 ==
= =
E E
= .a:l:'.. | =
= S =
10" 10 10° 107 107 10
CDd FITC COEFITS
- 041204.02%
=
[ar]
=
L
By
227
—
=
[ ]
=TT Ty T e Ty
10 10 10 10 10
o014 FITC

Figura 12. Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células mononucleares do
sangue periférico demonstrando a freqiéncia de células marcadas com anticorpos conjugados
com PE (coordenada y) e FITC (coordenada x) como descrito em material e métodos. O

diagrama representa um experimento.
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Com o objetivo de evitar a inclusdo de células matadoras naturais (NK) na analise de
células que expressam CD8, os quadrantes no histograma foram posicionados de uma forma que
selecionasse a populacdo com elevada expressao de CD8 em sua superficie, desde que células

NK apresentam baixa expressdo desta molécula.

7.6.4 Avaliacao da expresséo de I1L-10 intracelular

No grupo de individuos infectados por helmintos incluindo S. mansoni (Grupo 1), a
principal fonte celular de IL-10 em células de culturas ndo estimuladas ou estimuladas com Der
p 1 foram os mondcitos (p<0,05 e p<0,01, respectivamente, teste t de Student), quando
comparados com a expressdo desta citocina em células T CD4" e T CD8". Além dos mondcitos
(CD14), as células T CD8" constituiram-se importantes fontes produtoras de IL-10 nos

individuos infectados (Figura 13).

al
)

*k 3 Meio (*p<0,05)

== Der p (**p<0,01)

——
|——|>(-

*%

N
1

**

Frequéncia de células
produtoras de IL-10 (%)

[EY
|

*
I
i

IL-10/CD4 em CD4+ IL-10/CD8 em CD8+ IL-10/CD14 em CD14+

Figura 13. Freqiiéncia de células produtoras de IL-10 em culturas ndo estimuladas ou
estimuladas com Der p 1 de asmaticos infectados por helmintos, incluindo S. mansoni, grupo 1

(n=8), analisados por citometria de fluxo (teste t Student).
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No grupo de asmaticos ndo infectados (Figura 14) a expressdo de IL-10 em células de

culturas ndo estimuladas e estimuladas com Der p 1 foi observada, principalmente, em
monocitos (células CD14).
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Figura 14. Frequéncia de células expressando IL-10 em culturas ndo estimuladas ou
estimuladas com Der p 1 de asmaticos ndo infectados, Grupo 2 (n=8) analisados por citometria

de fluxo. Dados expressos em média + erro padrdo (teste t de Student).

A frequéncia de células T CD4" expressando IL-10 em culturas de células estimuladas
com antigeno Der p 1 ndo diferiu entre o grupo 1 e 2 (p>0,05, Figura 15). Por outro lado, a
frequéncia de células T CD8" expressando IL-10 dentre a populagéo total de CD8*, em culturas
estimuladas foi maior nos individuos asmaticos infectados por S. mansoni (p<0,05), e a
porcentagem de células T CD14* expressando IL-10 dentre a populacdo total de CD14*, em
culturas estimuladas de células estimuladas ndo apresentou diferenca significativa entre os

grupos estudados (p>0,05, Figura 15).
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Figura 15. Freqléncia de células expressando IL-10 em resposta ao antigeno Der p 1 de
asmaticos infectados com helmintos, incluindo S. mansoni (Grupo 1, n=8) e asmaticos ndo
infectados (Grupo 2, n=8), analisados por citometria de fluxo. Dados expressos em média + erro
padrdo (teste t de Student).

7.7 Producéo de IL-10 ap06s tratamento com anti-helmintico dos pacientes infectados

No sentido de avaliar a influéncia do tratamento com anti-helminticos na resposta imune
de asmaéticos infectados por helmintos incluindo S. mansoni, foi avaliada a producgéo de IL-10
antes e apds o tratamento das helmintiases (Figura 16). Foi observado que o tratamento resultou
na modulacdo da producéo de IL-10 especifica para Der p 1. Os niveis de I1L-10 reduziram de 82
pg/ml (mediana, 15,6-433 pg/ml) antes do tratamento, para 47 pg/ml (mediana, 15,6-120 pg/ml),
trés meses apos o tratamento (p<0,05), coincidindo com a piora dos sintomas avaliados através
de achados anormais ao exame fisico (Tabela 2). Enquanto que na avaliacdo pré-tratamento
apenas um (5,3%) de 19 pacientes apresentava sibilos, apds o tratamento com anti-helminticos

0s sintomas de asma foram observados em 9 (47,4%) deles.
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Figura 16. Niveis de IL-10 induzidos por antigeno Der p 1 em sobrenadantes de culturas de
CMSP, dosadas pela técnica de ELISA, em asmaéticos infectados por helmintos, incluindo S.
mansoni antes e 3 meses apos o tratamento com Oxamniquine e Albendazol (n=14; p<0,05,
teste Wilcoxon).

Tabela 2. Sintomas de asma em individuos infectados por helmintos incluindo S. mansoni antes

e trés meses apds o tratamento com anti-helminticos.

Pré-tratamento 3 meses apos tratamento

Sintomas de Asma 1/19 9/19
(Sibilos) (5,3%) (47,4%)
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8 DISCUSSAO

A hipotese de que a infeccdo por helmintos interfere com a alergia é sugerida em varios
estudos que demonstram uma associacao inversa entre infeccdo por helmintos e diminuicdo da
positividade ao testes cutaneos a aeroalérgenos, e reducdo na prevaléncia e gravidade de asma
(LYNCH et al., 1993; ARAUJO et al., 2000; NYAN et al., 2001; SCRIVENER et al., 2001,
COOPER et al., 2003; MEDEIROS et al., 2003). A resposta imune tanto nas alergias quanto nas
helmintiases crénicas envolve as células do tipo Th2, com producéo de IL-4, IL-5, IL-13, e IL-
10, sendo esta ultima altamente produzida por individuos infectados por alguns helmintos, a
exemplo de Schistosoma mansoni (WILLIAMS et al., 1994; ARAUJO et al., 1996). Enquanto
que a IL-4, IL-5 e IL-13 s&o claramente envolvidas na patogénese das alergias por induzirem
aumento da sintese de IgE e numero de eusinofilos e mastdcitos, estas mesmas citocinas podem
participar da defesa contra a infec¢do ou re-infeccdo por helmintos (DESSEIN et al., 1992) ou
estarem envolvidas com a patogénese da doenca, 0 que parece ocorrer na esquistossomose
(WYNN & CHEEVER, 1995). Por cursarem com respostas imunoldgicas aparentemente
semelhantes, ndo seria esperado que as alergias e helmintiases ocorrendo em um mesmo
individuo pudesse modificar a prevaléncia ou o curso destas doengas. Entretanto, alguns estudos
mostram menor prevaléncia de infeccBes por helmintos em individuos atépicos (HAGEL et al.,
1993; COOPER et al., 2003), e é vasta a literatura que sugere que infeccdes por helmintos
interferem nas alergias (LYNCH et al., 1993; YEMANEBERHAN et al., 1997; LYNCH et al.,
1998; ARAUJO et al., 2000; NYAN et al., 2001; BIGGELAAR et al., 2001; ARAUJO et al.,
2004; COOPER et al., 2004; MEDEIROS et al., 2004). Apesar de todos estes estudos, 0s
mecanismos envolvidos na modulacao da resposta alérgica pelos helmintos ainda nao estdo bem
esclarecidos, existindo algumas hipdteses que nao tem sido adequadamente testadas ou ndo tem

sido confirmadas. Estas hipdteses incluem a inducgéo da producdo de anticorpo blogueador 19G4
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e a inibicdo da sintese de IgE especifica para aeroalérgenos, decorrente da presenca de altos
niveis de IgE policlonal induzida por antigenos dos helmintos (HAGEL et al., 1993; LYNCH et
al., 1993), além da inducdo de mecanismos moduladores da resposta imune, a exemplo do
aumento da sintese de IL-10 (BIGGELAAR et al., 2000).

A IgE participa da reacdo de hipersensibilidade imediata envolvida nas alergias e altos
niveis desta imunoglobulina especifica para alérgenos foram encontrados em populacbes da
Europa Central (RIEDLER et al., 2001) e Austrdlia (SCRIVENER et al., 2001), coincidindo
com alta prevaléncia de doencas respiratorias alérgicas nestas regides. Entretanto, ndo existem
evidéncias que dao suporte a hipdtese de que a menor reatividade aos testes de alergia e a menor
gravidade da asma em individuos infectados, decorrem da baixa producdo de IgE especifica
para os aeroalérgenos. Neste estudo, avaliando individuos residentes na &rea endémica do
municipio do Conde-BA, foi observada IgE serica especifica para o antigeno Der p 1 em niveis
acima de 0,70 KU/L (classe 1) em 40,6% dos asmaticos infectados por outros helmintos,
incluindo S. mansoni, a despeito da baixa positividade destes individuos aos testes cutaneos de
alergia (12,1%). Estudos anteriores realizados em &rea endémica em S. mansoni, Caatinga do
Moura-BA, corroboraram estes achados, uma vez que demonstraram menor positividade aos
testes de alergia no grupo com alta carga parasitaria apesar de ndo ter sido encontrado diferenca
significativa nos niveis de IgE especifica para Der p 1 entre os individuos com alta ou baixa
carga (ARAUJO et al., 2000). Comparando a gravidade da asma em individuos infectados com
S. mansoni residentes em &rea endémica, com asmaticos ndo infectados residentes em areas nao
endémicas, Medeiros et al. (2003), demonstraram uma menor gravidade da asma nos individuos
infectados, a despeito de nédo ter observado diferencas significativas nos niveis séricos de IgE
especifica para Der p 1 nestes grupos de asmaticos. Portanto, a despeito da presenca de IgE

especifica para acaros da poeira domiciliar, individuos parasitados com helmintos, de alguma
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forma, apresentam menor degranulacdo mastocitaria e resposta inflamatdria, quando expostos
aos aeroalérgenos que sdo sensibilizados.

Desde que no presente estudo observou-se que todos os asmaticos ndo infectados
responderam ao teste cutaneo de alergia caracterizando portanto, a presenca da IgE especifica, a
dosagem desta imunoglobulina n&o foi realizada em soros deste grupo.

Existem dados na literatura que sugerem uma dissociagé@o entre resposta ao teste cutaneo
de alergia e o desenvolvimento de asma em paises em desenvolvimento (FANIRAN et al., 1999;
NYAN et al., 2001). Scrivener et al. (2001), demonstraram menor gravidade de asma em
individuos parasitados com alta carga de ancilostomideos, mesmo na presenca de teste cutaneo
positivo, o que fala a favor de que diferentes helmintos induzam mecanismos regulatorios
distintos. A infeccdo por estes helmintos, apesar de ndo bloquear a resposta ao teste cutaneo de
alergia, poderia suprimir a produgao de citocinas pré-inflamatdrias envolvidas na patogénese da
fase cronica da asma, melhorando o curso da mesma.

A segunda e mais importante hipdtese testada no presente estudo para explicar a
diminuicdo da positividade aos testes cutdneos em individuos parasitados por helmintos,
incluindo S. mansoni, foi a de que a IL-10 interfere com a resposta imune para aeroalérgenos.
Existem dados que apGiam a suposicdo de que a infeccdo por helmintos, através principalmente
da producdo de IL-10, modula a resposta imune a vacinacdo (SABIN et al., 1996) e a resposta
do tipo Th1l envolvida na patogénese de doencas inflamatorias auto-imunes, tanto em humanos
(WEINSTOCK et al., 2002), quanto em modelos murinos (COOKE et al., 1999; LA FLAMME
et al., 2003). Além do papel da IL-10 na modulagdo da resposta do tipo Thl, esta citocina é
também capaz de modular a resposta do tipo Th2 (DEL PRETE et al., 1993). O papel da IL-10
na resposta alérgica do tipo Th2 vem sendo estudada, e Biggelaar et al. (2000), demonstraram
maiores niveis de IL-10 especifica para Schistosoma haematobium em individuos com testes

cutaneos negativos para aeroalérgenos, comparados com os individuos com testes positivos. No
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presente estudo foi observado, pela primeira vez, que a producdo de IL-10 especifica para
aeroalérgeno foi maior em asmaticos infectados por helmintos do que em asmaticos néao
infectados, enquanto que a producdo de IL-5 e expressdo de IL-4, citocinas envolvidas na
patogénese da asma, foram menores nos asmaticos infectados. A modulacdo da resposta
inflamatoria do tipo Th2 neste estudo, foi também sugerida por experimentos que demonstraram
reducdo nos niveis de IL-5 especifica para Der p 1 em sobrenadantes de culturas de células de
asmaéticos ndo infectados adicionadas de IL-10 exdgena, e pela diminuicdo da producdo desta
citocina nos asmaticos infectados, apds o tratamento com anti-helminticos, coincidindo com a
piora clinica destes pacientes. A resposta Th2 foi suprimida, sem entretanto haver estimulacao
da resposta do tipo Thl, como demonstrado pela baixa producdo de IFN-y nas culturas de
células dos asmaticos infectados, que ndo diferiu do observado nos asmaticos ndo infectados.

Corroborando com os dados da literatura de que os antigenos dos ovos do S. mansoni
induzem a producdo de IL-10 (GRZYCH et al., 1991, SHER et al., 1991), foi observada neste
estudo, uma associacdo positiva entre niveis de IL-10 especifica para Der p 1 e carga parasitaria
de S. mansoni, 0 que também reitera a idéia de que quanto maior a carga parasitaria, e
consequentemente maiores 0s niveis de IL-10, maior sera a modulacdo da atopia, como
demonstrado no estudo de Araujo et al. (2000). Além dos antigenos dos ovos, varios outros
antigenos das outras fases do ciclo evolutivo do S. mansoni sdo capazes de induzir a producédo
da IL-10 (HASSANEIN et al., 1999; BRITO et al., 2000; VELUPILLAI et al., 2000), o que é
um campo promissor para o desenvolvimento de vacinas com propriedades anti-inflamatorias
para as alergias.

Apesar da baixa prevaléncia de teste cutaneo positivo para antigenos de &caros da poeira
domiciliar neste estudo, foram encontrados alta prevaléncia destes acaros em niveis
sensibilizantes em amostras de poeira obtidas nas residéncias de asmaticos da area endémica, o

que favoreceria o desenvolvimento de asma (SCRIVENER et al., 2001).
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Além da alta prevaléncia do D. pteronyssinus nas residéncia dos asmaticos infectados,
outros estudos mostraram que esta € a principal espécie de &caro encontrada em ambientes
domiciliares no Brasil (ARRUDA et al., 1991; RIZZO et al., 1993; RIZZO et al., 1997) e em
zonas rurais e capital do estado da Bahia (MEDEIROS et al., 2003). Portanto, a avaliacdo da
resposta imunoldgica dos individuos asmaticos do estudo foi realizada utilizando-se o antigeno
1 do D. pteronyssinus, Der p 1.

Enquanto nas infecgdes cronicas por helmintos, a IL-10 é encontrada em niveis elevados
(ARAUJO et al., 1996; JOSEPH et al., 2004), baixos niveis desta citocina tem sido detectados
em cultura de CMSP de asmaticos, apesar da resposta imune nas alergias também ser mediada
por um padrdo de citocinas do tipo Th2 (BORISH et al., 1996). O fato de que células de
asmaticos residentes em &rea endémica em helmintiases produzirem altos niveis de IL-10 em
resposta a aeroalérgeno, como demonstrado no presente estudo, sugere um papel protetor desta
citocina sobre o desenvolvimento da asma. Neste sentido, tem sido demonstrado altos niveis
desta citocina ap6s imunoterapia especifica para alérgenos (AKDIS et al., 2001).
Adicionalmente, Macaubas et al. (1999) demonstraram uma correlacdo negativa entre o
tamanho da papula nos testes cutaneos para aeroalérgenos e a producdo de IL-10 especifica para
alérgeno. Posteriormente foi demonstrado que células secretoras de IL-10 inibem a
hiperreatividade das vias aéreas e a inflamacdo induzida por células Th2, e que a neutralizacéo
da IL-10 suprime este efeito (OH et al., 2002). Dentre 0s mecanismos supressores da reacao de
hipersensibilidade imediata exercida pela IL-10, existem evidéncias de que esta citocina inibe a
liberacdo de histamina e de outros mediadores inflamatorios por mastdcitos ativados (ROYER
et al., 2001). Por ser a degranulacdo de mastdcitos um dos eventos finais da reacdo alérgica, e
ser esta reacdo dependente da presenca de IL-4 e IL-5, além de IL-13, é possivel que a IL-10,
produzida cronicamente por individuos infectados por helmintos aja em diferentes etapas na

inibicdo da reacdo alérgica. Neste estudo, foi demonstrado que a IL-10 inibe a producdo das
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referidas citocinas Th2, que sdo essenciais para a producdo e ativacdo das diferentes células
envolvidas na reacdo alérgica (HOLT et al., 1999). Adicionalmente, a IL-10 suprime a sintese
de TNF-a e éxido nitrico, outros mediadores envolvidos na resposta inflamatéria na asma
(ROYER et al., 2001). De acordo com estes achados, a baixa freqiéncia de positividade aos
testes de alergia e a menor gravidade da asma observadas em individuos infectados por
helmintos podem ser explicados, pelo menos em parte, pelos niveis da IL-10.

O fato de que a neutralizacdo de IL-10 ndo ter resultado em aumento da producdo de IL-
5 em individuos infectados por helmintos, ndo contradiz o papel desta citocina na modulacdo da
resposta imune a aeroalérgenos. A regulacdo da resposta imune é tdo intensa durante a infeccao
por helmintos que, nos individuos com alta carga parasitaria de S. mansoni, apds vacinacdo com
toxoide tetanico, além de ndo ser detectado IFN-y em sobrenadantes de culturas de CMSP
estimuladas com antigeno de toxoide tetanico, ndo houve expressdo de RNA mensageiro para
esta citocina (SABIN et al., 1996). Neste caso, a neutralizacdo da IL-10 por um curto periodo de
tempo em culturas, pode ndo ter sido suficiente para restaurar a habilidade das células para
produzirem IL-5.

N&o houve diferenca nos niveis de IL-13 induzidos por Der p 1 entre 0s asmaticos
infectados por S. mansoni e os asmaticos ndo infectados, possivelmente devido a baixa
sensibilidade do método utilizado para a detec¢cdo desta citocina. Por outro lado, ndo se pode
afastar a hipotese de que a IL-13 é pouco sensivel a atividade modulatéria da IL-10.

Recentemente, vem aumentando o interesse no estudo dos mecanismos regulatorios
envolvidos na expressdo da asma e alergia, e tem sido descritas populacdes de células com
propriedades regulatorias. O termo células regulatdrias refere-se a células que, de forma ativa,
controlam ou suprimem as fungdes de outras celulas (UMETSU et al., 2003). Segundo Umetsu
et al. (2003), a exposicdo a alérgenos poderia resultar no desenvolvimento de tolerancia e

células regulatdrias, sendo o surgimento das celulas Th2 uma alteracdo durante o
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desenvolvimento de células regulatérias, possivelmente como resultado de inadequada producao
de IL-10 ou presenca de IL-4 e IL-13 no momento da diferenciacdo das células, resultando
assim, no desenvolvimento de alergia e asma. As células regulatorias descritas até 0 momento,
sdo CD4" e parecem diferir entre si na capacidade de sintetizarem 1L-10 (células regulatérias do
tipo 1, Trl) (GROUX et al., 1997), IL-10 e TGF-B (células T helper 3, Th3) (CHEN et al.,
1994), ou exercerem suas agdes por contato direto com outras células, via CTLA-4 (CD4*
CD25%) (SAKAGUCHI et al., 1995).

A ativacdo das células T CD4" requer a presenca da molécula CD28, que é o receptor
para moléculas B7 presentes nas células apresentadoras de antigenos. Uma vez que as células T
estejam ativadas, elas passam a exibir um receptor adicional chamado CTLA-4 (CD152). Este
liga-se a moléculas B7, com maior avidez do que a CD28, e emitem um sinal inibitério a célula
T ativada, limitando a quantidade de producéo do fator de crescimento de célula T, interleucina-
2 (IL-2) (AKDIS et al., 1999). Assim, a ligacdo de CTLA-4 as moléculas B7 é essencial para a
limitacdo de resposta proliferativa das células T ativadas (JOSS et al., 2000, TAYLOR et al.,
2004). E possivel que a IL-10 esteja envolvida no bloqueio da interacdo B7/CD28 e no
subsequente processo de ativacdo das células T (SCHANDENE et al., 1994).

A IL-10 tem um importante papel homeostatico no controle de processos inflamatérios
alérgicos. Ela é capaz de suprimir a producdo de IL-5 por clones de células ThO e Th2 humanas
(SCHANDENE et al., 1994; ZUANY-AMORIM et al., 1996; PRETOLANI et al., 1997), de
induzir anergia prolongada especifica para alérgenos em células T CD4* humanas (GROUX et
al., 1996; ADACHI et al., 1999), e de inibir a producdo de GM-CSF e a expressao de CD40 por
eosinofilos ativados, além de promover a morte destas células (TAKANASKI et al., 1994;
OHKAWARA et al., 1996).

Em modelo experimental de asma, foi observado que tanto para o desenvolvimento

quanto para a funcdo destas células T regulatorias é necessario a presenca de IL-10 e da co-
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estimulacdo envolvendo ICOS, um membro da familia CD28 (AKBARI et al., 2002). Além
disso, células T regulatérias induzidas pela exposicao das células dendriticas ao alérgeno produz
IL-10 e expressam altos niveis de ICOS ligante que, potencialmente, inibem o desenvolvimento
de inflamacédo das vias aéreas e hiperreatividade bronquica em modelo experimental de asma
(AKBARI et al., 2002).

Enquanto que existem vérios estudos avaliando as funcdes das células regulatorias nas
alergias, pouco se conhece sobre as funcGes destas células nas infeccGes por helmintos.
Certamente estas células devem participar da modulagdo da resposta imune no sentido de
permitir a sobrevida do hospedeiro e perpetuacdo do parasita. Em individuo com oncocercose
disseminada, por exemplo, foi demonstrado que a IL-10 e 0 TGF-f, produzidas por células Th3,
foram associados com a inibicdo da resposta proliferativa celular (DOETZE et al., 2000), e na
esquistossomose experimental, células T regulatdrias produtoras de IL-10, reduzem a morbidade
e prolongam a sobrevivéncia do parasita (HESSE et al., 2004; MCKEE et al., 2004).

O papel das células regulatérias ndo foi avaliado neste estudo, entretanto foi
demonstrado que enquanto nos asmaticos ndo infectados apenas os mondcitos expressaram IL-
10, nos infectados pelo S. mansoni e outros helmintos foi observada expressao desta citocina,
principalmente, em células T CD8*. Estas células parecem entdo participar da modulacdo da
resposta do tipo Th2 CD4*, que parece ter papel fundamental no desenvolvimento das alergias.
Pouco se conhece sobre o papel modulador das células T CD8* nas alergias e helmintiases.
Trabalhos recentes sobre estado de ativacdo de células T, demonstraram que individuos
assintomaticos com infecdo crénica por S. mansoni apresentavam um aumento da porcentagem
de células TCD8" HLA-DR" supressora/ citotdxica, enquanto que em individuos com a forma
aguda da infecgdo havia um aumento da porcentagem de células TCD4* HLA-DR™ (MARTINS-

FILHO et al., 1999).
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A compreensdo dos mecanismos pelos quais individuos residentes em area endémica em
helmintos apresentam menor positividade aos testes cutdneos para aeroalérgenos e menor
gravidade da asma podem fornecer novas perspectivas para o desenvolvimento de medidas de

controle e tratamento da alergia.
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9 SUMARIO

e Apesar da exposicdo a niveis sensibilizantes de aeroalérgenos, e producdo de IgE
especifica para D. pteronyssinus, asmaticos infectados com S. mansoni e outros
helmintos apresentaram baixa positividade aos testes cutaneos de alergia.

e As células mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos infectados
helmintos, incluindo S. mansoni produziram maiores niveis de IL-10 e menores niveis de
IL-4 e IL-5 em resposta ao antigeno de D. pteronyssinus, in vitro, quando comparados
com asmaticos néo infectados.

e Houve associacdo positiva entre a carga parasitaria de S. mansoni e niveis da IL-10 em
culturas estimuladas por antigeno Der p 1 em asmaticos infectados.

e A adicdo de IL-10 exoOgena as culturas de celulas de asméticos ndo infectados
estimuladas com Der p 1 resultou na modulacdo da producédo de IL-5.

e As fontes produtoras de IL-10 em asmaticos infectados por helmintos, incluindo S.
mansoni, foram, principalmente as células T CD8" e mondcitos.

e Foi observado uma diminuicdo da producdo de IL-10 nos asmaticos infectados ap6s o

tratamento anti-helmintico, coincidindo com a piora dos sintomas clinicos da asma.
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10 CONCLUSAO

A IL-10 é uma citocina regulatéria com capacidade de suprimir a resposta Th2 em
asmaticos infectados por S. mansoni, 0 que pode representar um dos mecanismos pelos quais
individuos infectados por este helminto apresentem baixa reatividade aos testes cutineos e

menor gravidade de asma.
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11 PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Estudar o fenotipo das células B, células T e células regulatérias no sangue periférico,
“ex-vivo” e apods estimulo in vitro com D. pteronyssinus, em asmaticos infectados e nao
infectados por helmintos, incluindo o S. mansoni, com o objetivo de determinar os
principais tipos de células envolvidos na modulagdo da resposta inflamatoria alérgica;

2. Analisar a expressdo de moléculas co-estimulatorias presentes em linfocitos e
macrofagos, no sentido de avaliar marcadores de atividade celular;

3. Dosar imuno-complexos circulantes em soro de asmaticos infectados por S. mansoni,
antes e ap6s o tratamento anti-helmintico, com o objetivo de avaliar se 0s complexos
imunes estdo envolvidos no agravamento dos sintomas da asma apés tratamento com
anti-helminticos;

4. Avaliar a relagdo IgE/IgG4 em soro de asmaéticos infectados por S. mansoni, uma vez
que tem sido demonstrada a competicao entre 1gG4 e IgE pela ligagdo com o alérgeno;

5. Quantificar as quimiocinas envolvidas na resposta inflamatéria alérgica em soro de
pacientes asmaticos infectados ou ndo por S. mansoni, visando identificar possiveis
marcadores de atividade inflamatdria na asma;

6. Auvaliar a producdo da citocina regulatoria TGF- e citocina pro-inflamatdria TNF-o em
sobrenadantes de cultura de CMSP de asmaticos infectados ou ndo por S. mansoni,
estimulados com Der p 1, no sentido de correlacionar estas citocinas com a expressao

clinica da asma em individuos infectados ou ndo por helmintos.
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SERVICO DE IMUNOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

NOME:

Endereco:

Ndmero de Incluséo : DATA: / /

IDADE: DATADE NASCIMENTO: __ / _/  ( YMASC ( )FEM.

NIVEL SOCIO-ECONOMICO : (RENDA FAMILIAR)
() ATE UM SALARIO MINIMO ( )ENTRE 5 E 10 SALARIOS MINIMOS
( )ENTRE 1E 2 SALARIOS MINIMOS () MAIS DE 10 SALARIOS MINIMOS

() ENTRE 2 E 5 SALARIOS MINIMOS

Quantos habitantes na casa:

Tabagismo Sim () Néo ( )

Quantidade: __ cigarros/ Tempo:___ ( )meses ( )anos
Outros tabagistas na casa |Sim () Ndo ( ) Quantos:
Fogao a lenha: Sim( ) Ndo ( )
Diesel Graos Polens
Sim () Ndo () Sim () Nao() Sim () Nio ()
Outros poluentes Sim( ) Nao ()

Quiais:
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QUESTIONARIO |

1. Alguma vez na vida teve chiado no peito ou falta de ar (cansago) ?
( )Sim () Naéo

€aso a resposta seja NAO, passe para a pergunta numero 6.

2. Nos altimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar (cansago) ?
( )Sim () Naéo
3. Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve quantas crises de chiado no peito ou de falta de ar ?
() nenhuma crise
( )la3crises
( )4al2crises
() mais de 12 crises
4. Nos Ultimos 12 (doze) meses, vocé acordou a noite com chiado no peito ou com falta de ar?
() nenhuma
() menos de uma noite por semana
() uma ou mais noites por semana
5. Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado no peito ou falta de ar, foi tdo forte, a ponto de impedir
gue vocé falasse normalmente ?
( )Sim () Naéo
6. Nos altimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ou falta de ar, apds exercicios fisicos?
( )Sim () Nao
7. Nos dltimos 12 (doze) meses, vocé tem tido crises de tosse seca, a noite, sem estar gripado ou
com infeccdo respiratoria ?

( )Sim () Ndo
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QUESTIONARIO 11

1. Qual a freqiiéncia de suas gripes ou resfriado ?
() uma ou duas por ano.
() umavez por més.
() mais de uma vez por més
2. Alguma vez na vida vocé teve problema de espirros, coriza (corrimento nasal), coceira ou obstrucéo
nasal, quando néo estava resfriado ou gripado ?
( ) Sim () Nao
3. Em qual dos altimos 12 (doze) meses este problema ocorreu ?
() Janeiro () Maio () Setembro
() Fevereiro () Junho () Outubro
() Margo () Julho () Novembro
() Abril ( )Agosto ( ) Dezembro
4. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades diarias foram atrapalhadas por esses
sintomas nasais (espirros, coriza, coceira ou entupimento) ?
() nenhuma
() pouco (alguns minutos ou poucas horas do dia)
() moderado (uma parte do dia — manha, tarde ou noite)
() muito (sintomas diarios e constantes)
5. Quando vocé tem contato com poeira, mofo ou cheiro forte, vocé tem coceira, espirros ou coriza ?
( )Sim () Naéo
6. Quando isso acontece vocé tem coceira nos olhos ou coceira na garganta ?

()Sim () Nao
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QUESTIONARIO III

Alguma vez na vida vocé teve irritagcdes ou coceira na pele (eczema), que apareciam e
desapareciam por pelo menos, mais de uma vez por ano ?

( )Sim () Nao
Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum desses seguintes locais : dobras
dos cotovelos, atrds do joelho, na frente dos tornozelos, abaixo das nadegas ou em volta do pescoco,
orelhas ou olhos ?

( ) Sim () Nao
Quando bebé, vocé apresentava brotoejas ou assaduras de dificil controle em pescoc¢o, bochechas,
atras das orelhas, ou na area das fraldas?

() Sim (....) Ndo

QUESTIONARIO 1V

Alergia a medicamentos, bebidas ou alimentos ?

( )Sim ( ) Nao Qual:

Algum familiar direto ( PAI, MAE, IRMAO, FILHOS, AVOS OU TIOS ) apresenta alguma
manifestacdo alérgica ( ASMA, RINITE, URTICARIA OU DERMATITE ) ?

( )Sim ( ) Nao Qual:

Nos ultimos 15 dias fez uso de algum tipo de medicamento para a sua doenca ?

( )Sim ( ) Nao Qual:

Vocé tem alguma outra doenca que necessita uso de medicamentos ?

( )Sim ( ) Nao Qual:

OBSERVACOES A CRITERIO DO MEDICO :




ANEXO i
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SERVICO DE IMUNOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

ALERGODIAGNOSTICO

RESULTADO DE TESTES CUTANEOS A ANTIGENOS INALAVEIS

Nome :

N.°:

Controle + ( Histamina 1/1000 )

Controle — ( excipiente. Solucéo. )

Dermatophagoides pteronyssinus

Blomia tropicalis

Dermatophagoides farinae

Fungos anemofilos (mistura)

Blatella germéanica

Periplaneta americana

COMENTARIOS :

100

DATA: / /
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ANEXO Il
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SERVICO DE IMUNOLOGIA
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGAR SANTOS — UFBA
Rua Augusto Viana, s/n — Canela — CEP 40140.000 — Salvador-BA

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

O presente estudo tem a finalidade de observar e avaliar a associacdo entre a asma e a infec¢ao por
helmintos e vocé esta sendo selecionado para participar deste estudo, na condicdo de voluntario.

Esta participagédo, implica na sua concordancia em submeter-se, periodicamente, durante um ano,
aproximadamente, a exames para determinar a presenca de alergia, que consistem em: testes alérgicos, a
coleta de amostras de sangue e de amostras de fezes. Adicionalmente, deverd permitir que uma amostra
de poeira de sua cama seja aspirada para exames.

Os testes cutaneos serdo realizados pela técnica de puntura, feito com o auxilio de puntores
descartaveis. O teste por puntura consiste em pingar na face ventral do antebrago da pessoa uma gota da
substancia que vai ser testada. A seguir faz-se uma puntura (pequena picada na pele sem, porém,
provocar sangramento) e, apds 20 minutos faz-se a leitura do teste. O exame consistira de 06 (seis)
punturas: 04 (quatro) antigenos diferentes e 02 (dois) controles. Quando uma pessoa tem alergia a um
determinado antigeno, surge no local um eritema (vermelhiddo) e uma papula (placa) e pode ocorrer
prurido (coceira) no local do teste. Esta reacdo dura, em média 20 a 30 minutos e desaparece
espontaneamente, sem deixar seqlielas (cicatrizes), e ndo ha& necessidade de se usar qualquer
medicamento para o seu desaparecimento. O tipo de teste que vamos realizar é seguro e, raramente, a
pessoa pode ter um aumento dos seus sintomas alérgicos e, se isso vier a ocorrer, sera durante o teste e
com intensidade muito leve. Esses sintomas podem ser rapidamente controlados com o uso de
medicamentos, que no caso serdo fornecidos gratuitamente para a pessoa.

Além do teste serdo colhidas amostras de 20ml de sangue venoso, com o auxilio de seringas e
agulhas descartaveis. Pretendemos dosar no soro a presenca de anticorpos e de outras proteinas que

podem se elevar ou ndo nas doengas alérgicas. Quando da marcagdo do dia do teste, o voluntario
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recebera os frascos coletores de fezes, que deverdo ser devolvidos, para que possamos realizar os exames
parasitologicos.

As pessoas que se submeterem aos exames receberdo, se desejarem, os resultados dos mesmos. No
caso de detectarmos a presenca de parasitas intestinais, vocé sera tratado gratuitamente e, no caso de
observarmos a presenca de doenca alérgica, vocé receberd instrucdes para o tratamento da mesma.

Qualquer duvida que vocé tenha sobre o que estd escrito neste consentimento ou sobre 0s
procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, poderé ser esclarecida com o Dra. Maria lima
Araujo, coordenadora do projeto e com a Dra. Joanemile Pacheco de Figueiredo, médica do projeto no
Servico de Imunologia do HUPES, Rua Augusto Viana, s/n — Canela, telefone (071)237-7353. Caso
vocé decida deixar de participar do estudo em qualquer momento, mesmo depois de assinar este
consentimento, vocé continuara, sem prejuizos, sendo acompanhado pelo nosso ambulatério ou por outro

médico gue o tenha encaminhado até nds.

Afirmo que compreendi 0 que estd escrito acima e concordo em participar deste projeto de

pesquisa, voluntariamente.

Assinatura; Ficha n.°:

Nome:




