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RESUMO

Introducdo: Tém-se debatido o papel de microrganismos na imunomodulacéo de
doencas alérgicas atopicas cuja prevaléncia tem aumentado. A Micobactéria emerge,
entdo, como um potencial agente imunomodulador. Objetivo: Identificar os perfis de
citocinas induzidos pelo extrato de Mycobacterium bovis e pelo PPD e como elas séo
induzidas em adolescentes atopicos e ndo atopicos de Salvador, Bahia. Metodologia:
O estudo utilizou amostra de conveniéncia de 55 individuos cujo sangue periférico
coletado fora utilizado no cultivo de sangue total. As células foram estimuladas com
5ug do extrato de M. bovis ou 5ug do PPD. Utilizou-se o Multiplex para verificar o
perfil de citocinas (IFNy, IL-10, TNFa, IL-13, IL-5 e IL-17) induzido em 24h. A
atopia foi determinada através da presenca de IgE acima de 0,7 kU/mL para pelo
menos um alérgeno (Blomia tropicalis, Dermatophagoides pteronissinus, Blatella
germanica e Periplameta americana). A amostra foi dicotomizada em respondedor e
ndo respondedor com base no limite minimo de deteccdo do kit para cada citocina e o
teste Exato de Fisher foi aplicado. Resultados: O estimulo com PPD e com extrato
induziu mudancas significativas nas frequéncias de respondedores a IL-5, IL-13 e IL-
17, e a IL-5, IL-13, IL-17 e IFNy, respectivamente. 97,7% dos individuos foram
produtores de IL-10 em resposta ao extrato. Os compostos ndo induziram alteragdes
significativas nas frequéncias de respondedores entre 0s grupos de atopia.
Conclusdo: As dosagens de citocinas serdo finalizadas, incluindo-se a do
sobrenadante de 120h, permitindo a aplicacdo de teste estatistico com maior poder
para verificacdo dos efeitos dos compostos utilizados.

Palavras-chave: Alergia e Imunologia. Imunomodulagdo. Mycobacterium bovis.
Teste tuberculinico



ABSTRACT

Introduction: The role of microrganisms in immunomodulation of atopic allergic
diseases whose prevalence has increased has been discussed. Mycobacteria emerges as
a potential immunomodulatory agent. Objective: Identify the cytokine profile
inducede by Mycobacterium bovis extract and PPD and how they are induced in
adolescentes atopic and non-atopic from Salvador, Bahia. Methodology: This study
used a convenience sample of 55 individuals. Pefipheral blood samples were used in
the whole blood culture. The cells where stimulated with 5ug of M. bovis extract or
5ug of PPD. Multiplex was used to verify cytokine profile (IFNy, IL-10, TNFa, I1L-13,
IL-5 e IL-17) induced in 24h. Atopy was determined by the presence of IgE above 0.7
kU / mL for at least one allergen (Blomia tropicalis, Dermatophagoides pteronissinus,
Blatella germanica e Periplameta americana). The sample was dichotomized into
responder and non-responder based on the minimum limit of kit detection for each
cytokine and Fisher's Exact Test was applied. Results: The stimulation with PPD and
with the extract induced significant changes in the frequency of responders to IL-5, IL-
13 and IL-17, and the frequency of responders to IL-5, IL-13, IL-17 and IFNy,
respectively. 97,7% of subjects were producers of IL-10 in response to the extract. The
compounds did not induce significant changes in the frequency of responders between
atopy groups. Conclusion: Cytokines dosages will be finalized including the 120h
supernatant, allowing the application of statistical analysis with the largest
verisimilitude as the power and verify the effects of these compounds used.

Keywords: Allergy and Immunology. Immunomodulation. Mycobacterium bovis.
Tuberculin test
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1 INTRODUCAO GERAL

A prevaléncia de doencas alérgicas tem aumentado em todo o mundo (ASHER, et al,
2006, LIAO, et al, 2009; DECKERS, et al, 2012; PAPADOPOULQS, et al, 2012).
Em determinadas regides da América Latina chega a ser tdo alta quanto aquelas
encontradas em regides desenvolvidas. Sintomas de rinite alérgica, por exemplo, em
criancas de 6-7 anos, apresentaram, no Reino Unido, no Japdo e no Canada,
prevaléncias de 10,1%, 10,6% e 10,8%, respectivamente, enquanto que, dentre os
paises da Ameérica Latina, com excecdo do México cuja prevaléncia foi de 7,2%, todos
(Brasil, Chile, Costa Rica e Panama) apresentaram este indice acima de 11% (ASHER,
et al, 2006). A asma, por exemplo, que acomete por volta de 300 milhdes de pessoas
no planeta, sendo a doenca cronica de maior prevaléncia em criangas nos paises em
desenvolvimento (STRANNEGARD, STRANNERGARD, 2001; MARTIN, TAUBE,
2012), teve 0 maior aumento da prevaléncia na América Latina nas ultimas décadas —
0,32% ao ano para adolescentes (ASHER, et al. 2006; SOLE, et al, 2013).

No Brasil, as tendéncias de prevaléncia das doengas alérgicas ndo sdo homogéneas. A
prevaléncia da rinite, por exemplo se manteve estdvel no pais no decorrer dos
inquéritos epidemioldgicos do ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in
Childhood) fase | e fase Ill, mas, em algumas regides, essa prevaléncia diminuiu,
enguanto outras (Sao Paulo e Porto Alegre) ela aumentou. Por esse motivo, embora
uma tendéncia para diminuicdo dos sintomas das doencas alérgicas tenha sido
observada, os dados variam de acordo com o local onde se coleta. A prevaléncia de
asma no Brasil (46,9%), entretanto, ainda é uma das maiores da Ameérica Latina
(SOLE, et al, 2006).

Os tratamentos disponiveis para as doencas atdpicas, como 0s coticosteroides,
possuem efeitos colaterais, tornando-0s preocupantes, principalmente nos individuos
com manifestagdes graves gque necessitam de altas doses e por tempo prolongado
(SMIT, et al, 2003). As doencas alérgicas constituem uma condi¢do que diminui a
qualidade de vida do individuo afetado (PAPADOPOULOS, et al, 2012). Esta
interfere na sua saude mental e nas suas atividades sociais — escola, trabalho, familia
(CHIDA, 2008). Além disso, 0 seu custo é alto para o paciente e para 0 sistema
publico de saude. No Brasil, somente a asma representa a quarta maior causa de

hospitalizagio pelo SUS (Sistema Unico de Satde) o que resulta em uma despesa de
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US$ 52 milhdes/ano. O individuo portador de asma grave chega a custar R$
2.838,33/ano para a sociedade (DAMASCENDO, et al, 2012).

Strachan (1989) postulou a hipotese da higiene, a qual preconiza que a diminuicdo das
infecgBes assim como o uso de antibiotico, as vacinagbes da infancia, ocasionados
pelo maior desenvolvimento sdcio-econdmico, poderiam afetar o balango da resposta
imune acarretando o aumento das doencas imunomediadas. A partir dai, houve uma
mudanca dréastica de pensamento na comunidade cientifica. Os agentes que antes eram
tidos como vildes, tais como os agentes etiologicos de infecgdes cronicas adquiridas
ap6s 0 nascimento desde virus a helmintos causadores de infeccBes persistentes,
passaram a ser vistos como provaveis educadores do sistema imune do individuo e o
seu contato na infancia protegeria aqueles com predisposicdo genética para o
desenvolvimento de doencas alérgicas (STRACHAN, 2000; ROOK, et al, 2013).
Algumas vacinas, como a triplice bacteriana e a BCG (Bacilo Calmette-Guérin),
emergiram como potenciais agentes no combate as alergias (SMIT, et al, 2003;
MARTIGNON, et al, 2005). Mycobacterium emerge, entdo dentre 0s organismos que
evoluiram acompanhando a humanidade (GAGNEUX, 2012) e que, por esse motivo,
poderia desempenhar um papel importante na modulacdo do sistema imune do
hospedeiro.

O papel da vacinacdo pela BCG, e da infec¢do assintomatica por Mycobacterium spp
na protecdo contra o desenvolvimento das doengas atopicas tem sido debatido. Estudos
epidemioldgicos sobre a associacdo entre a vacinacdo pelo BCG e protecdo contra
atopia ou doencas alérgicas divergem bastante quanto aos achados; alguns encontram
acao protetora (AABY, et al, 2000; CAVALLDO, et al, 2002; GARCIA-MARCOS, et
al, 2005 apud ANOLDUSSEN, et al, 2010) enquanto outros ndo a acham (GRUBER,
et al, 2001; ANNUS, et al, 2004). No Brasil, o estudo epidemioldgico de Cunha, et al,
2004, na Bahia encontrou associacdo entre presenga de cicatriz da vacinagdo pelo
BCG e a reducgdo de alergia. H4, portanto, uma grande variedade de estudos que visam
elucidar o papel efetivo que as micobactérias tém na imunomodulacédo das alergias, e
até o momento seus resultados sdo controversos. O presente trabalho buscou, através
do estimulo das células do sangue periférico de individuos atopicos e ndo atopicos
com componentes da micobactéria, entender como as células imunes do hospedeiro
respondem ao estimulo e se essa resposta difere entre os individuos atopicos e ndo

atopicos
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Atopia

O termo “atopia” foi utilizado inicialmente por Coca e Cooke (1922) para distinguir os
diferentes tipos de hipersensibilidade. A origem da palavra ¢ grega e significa “algo
fora do lugar”. A expressdo foi empregada para remeter a hipersensibilidade, que
ocorria em determinados individuos, ao contato com antigenos ambientais. No
presente, atopia e definida como uma tendéncia pessoal e geneticamente determinada
que alguns individuos possuem de serem sensibilizados e produzirem anticorpos IgE

contra antigenos ambientais in6cuos para individuos néo atépicos (WAO/EAACI).

A reacdo de hipersensibilidade tipo I, é mediada pela imunoglobulina IgE, ligada
principalmente aos mastécitos (RAJAN, 2003) e basofilos. A asma brbnquica, 0
eczema, e a rinite alérgica se encontram entre as manifestaces clinicas que se
associam a atopia (RING, 1991). Rothers et al, 2011, encontrou, em seu trabalho, que
0 aumento dos niveis de IgE especifica, em criancas, era acompanhado pelo aumento
da prevaléncia de asma na populacdo de estudo. Individuos que possuem histérico
familiar de atopia tém mais chance de desenvolver sensibilizacdo por IgE e esse estado
de atopia representa um maior risco para 0 desenvolvimento de doencas alérgicas
(WAO, 2003). As alergias sédo na maioria causadas por reacdo de hipersensibilidade
tipo 1, que pode ser mediada tanto por anticorpos quanto por células, sendo a IgE o
principal isotipo de anticorpo envolvido no processo alérgico (WAO/EAACI).
Anticorpos da subclasse 1gGl também podem mediar essa reacdo de
hipersensibilidade em camundongos mas tal fendmeno néo foi ainda detectado em
seres humanos (GOULD, et al, 2003).

O aumento da IgE se d& principalmente em resposta a infec¢do parasitaria, sendo um
componente da resposta imune adaptativa contra esses agentes infecciosos (WAO,
2003; BURTON, OETTGEN, 2011).

Todos os individuos tém capacidade de produzir anticorpos IgE, mas enquanto 0s nao
atopicos o fazem de forma especifica a partir da exposicdo a um potente alérgeno em
altas doses, os individuos atopicos respondem de forma prolongada com a producao
do anticorpo mesmo durante uma exposi¢cdo minima ao alérgeno (PEPYS, 1975 apud

RING, 1991). A atopia € entdo, a predisposicdo genética de produzir altas
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concentracdes de anticorpo IgE ap0ds contato com alérgeno incapaz de suscitar estas
reacOes em individuos ndo atépicos (WAO/EAACI). Individuos atopicos podem ter os
niveis de anticorpos IgE na circulacdo que chegam a ser cerca de dez vezes mais altos
que os valores normais ( ~150ng/mL). A meia vida desta imunoglobulina no soro é
curta mas ela pode aumentar sua vida ao se ligar aos receptores Fc de alta afinidade
(FceR1) dos mastdcitos (GOULD, et al, 2003) e basoéfilos. Os plasmaocitos produtores
de IgE podem ser encontrados nos linfonodos peritoneais e bronquicos assim como

nos centros germinativos e mucosas respiratoria e intestinal (ISHIZAKA, 1976).

A maioria dos alérgenos tem a estrutura proteica globular. Dentre as moléculas que
podem potencialmente sensibilizar o organismo, encontram-se as proteinas derivadas
de plantas e de invertebrados (AALBERSE, et al, 2001). A depender do 6rgao onde
ocorreu a sensibilizacdo e a exposicdo subsequente, a hipersensibilidade imediata
apresentard diferentes manifestacdes clinicas que variam desde o eczema atdpico,
passando para rinite, broncoespasmo, diarreia induzida por alimentos, até anafilaxia
(BURTON, OETTGEN, 2011). Sintomas e sinais como secre¢do de muco, espirro,
tosse, prurido, broncoconstric¢do, producdo de lagrima, vomito e diarreia, edema de

glote e choque anafilatico estdo presentes na alergia induzida pela IgE (WAO, 2003).

O mecanismo envolvido no desenvolvimento da atopia ndo esté relacionado com as
reacOes de tudo ou nada, ele é, ao contrario, um fenémeno processual (RING, 1991).
H& um envolvimento de diversos agentes que vao desde células epiteliais,
microrganismos a ela associados, células e moléculas da resposta imune inata,
incluindo nesta categoria os TLRs (Receptores do tipo Toll) e células NKT (Células T
Natural Killer) (UMETSU, DEKRUYFF, 2011; WINGENDER, et al, 2011) e as
celulas linfoides inatas (ILCs), até as influéncias do genoma do hospedeiro
(PAPADOPOULOS, et al, 2012). Diversos genes e seus polimorfismos tém sido

demonstrados estarem robustamente associados com asma (MARCH, et al, 2013).

As doencgas alérgicas apresentam classicamente um desequilibrio entre as respostas
Th1/Th2 bem como uma imunorregulacdo, mediada pelas células T regulatorias
deficientes havendo o predominio das citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), como evento
que antecede a sintese de IgE (STRANNEGAERD, STRANNEGAERD, 2001;
ROOK, BRUNET, 2005). Esta €, entretanto, uma forma simplificada de explicar a
patogénese dessas doencas. Ja é sabido que outras respostas, como a Thl7, Th9 e
Th22 estédo envolvidas no desenvolvimento das alergias (SOROOSH, DOHERTY,
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2009; BESNARD, et al, 2011; GITTLER, et al, 2012; PAPADOPOULOS, et al,
2012).

O processo inicial envolve a sensibilizacdo do individuo, ou seja, deve haver o contato
prévio com o alérgeno, e no momento que isto ocorre as celulas apresentadoras de
antigenos o internalizam, processam-no e passam a apresenta-lo em sua superficie
(WAO, 2003). A exposicdo a peptideos em baixas concentragcdes, como tipicamente
ocorre com a maioria dos alérgenos, leva ao incompleto acimulo das moléculas de
MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade). Esses epitopos sdo apresentados
aos linfocitos T e essa fraca apresentacdo de antigenos permite a ativacéo de linfocitos
T auxiliares do subconjunto Th2, produtores de IL-4. A porta de entrada do alérgeno
também entra neste contexto. Sabe-se, por exemplo, que 0s antigenos quando
administrado pelas vias respiratorias sdo mais imunogénicos e detém mais chances de
induzir doencas alérgicas de vias aéreas do que aqueles administrados pela via oral
(CORRY, KHERADMAND, 1999; PABST, MOWAT, 2012). A tolerancia oral
desempenha um papel na homeostase do organismo uma vez que este mecanismo
atenua a resposta imune contra os diversos antigenos proteicos presentes na dieta
(PABST, MOWAT, 2012).

Quando os linfdcitos Th2 estimulados pelo alérgeno interagem com os linfécitos B,
estes mudam seu isotipo de anticorpo passando a secretar IgE (WAO, 2003; GALLLI,
et al, 2008). As citocinas IL-4 e I1L-13 fazem-se importantes nesse contexto uma vez
que estimulam a producéo de IgE e de muco induzindo inflamagdo (COFFMAN, et al,
1986; FINKELMAN, et al, 1988, MINTY, et al, 1993). O desenvolvimento das
doencas alérgicas se da com a producdo em paralelo de IL-4 e IL-13 (CORRY,
KHERADMAND, 1999). Uma vez na circulacdo, a IgE liga-se ao seu receptor de alta
afinidade (FceRI) presente em mastdcitos e basofilos ou ao de baixa afinidade
(FceRIl) expresso por diversos tipos de células imunes incluindo os linfécitos B
(GEHA, et al, 2003; GALLLI, et al, 2008).

A reacdo imediata tipo I, que ocorre apds a exposicao secundéria ao alérgeno, pode ser
dividida em reacdo imediata, a qual, como a nomenclatura sugere, é de curta duracéo e
ocorre imediatamente apds o contato com o alérgeno e resulta na liberacdo de
mediadores liberados por mastocitos no orgao afetado ou baséfilos no sangue, e em
reacao tardia, a qual ocorre posteriormente e € caracterizada pelo influxo de diversas

células como eosinofilos, mondcitos, linfocitos T e B (GOULD, et al, 2003).
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A ligacdo cruzada do alérgeno a um namero suficiente de IgE especifica presente nos
receptores de alta afinidade na superficie de mastocitos e baséfilos leva a inicializagao
da reacdo imediata de hipersensibilidade tipo I. A ativacdo destas células leva a
degranulacdo e consequente liberagdo de mediadores pré-formados (histamina,
proteoglicanos, carboxipeptidase A, quimases, serinoproteases) e recém sintetizados,
incluindo prostaglandinas, leucotrienos, quimiocinas e citocinas como MIP-1a, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13 (GOULD, et al., 2003; WAO, 2003; GALLLI, et al, 2005;
LARCHE, 2007; OGAWA, GRANT, 2007; PEAVY, METCALFE, 2008). Esses
eventos levam a vasodilatacdo, com consequente aumento da permeabilidade vascular,
edema, broncoconstriccdo e inflamagdo dos brénquios ou outros 6rgdos afetados.
(GALLL, et al, 2008).

Muitos desses mediadores estdo envolvidos no estabelecimento do quadro clinico
desenvolvido. A histamina, por exemplo, é responsavel pela vasodilatacdo e secrecao
glandular, os leucotrienos e as prostaglandinas possuem acdo broncoconstrictora
(PEAVY, METCALFE, 2008). Outros mediadores liberados promovem o
recrutamento local e ativacdo de leucdcitos o que contribui para o desenvolvimento de
reacOes da fase tardia (GALLLI, et al, 2008).

A ativacdo de mastdcitos e baséfilos pode ser suficiente para criar um ambiente Th2
permissivel a diferenciacdo dos linfocitos T naives para linfocitos Th2 com sua
posterior expansdo clonal (LARCHE, 2007). A reacdo pode ser local, causando crise
de asma e de rinite, ou pode ser sistémica, culminando com a anafilaxia (GALLI, et al,
2008).

A fase tardia da reacédo alérgica é caracterizada pelo recrutamento de mais mastocitos,
basdéfilos, eosinofilos e células T CD4* Th2 para o sitio onde ocorreu a exposi¢do ao
alérgeno. O eosindfilo também libera uma cascata de mediadores inflamatoérios (como
a proteina basica principal, proteina catibnica, fator ativador de plaquetas - FAP,
leucotrienos, IL-3, 1I-5, 11-8) amplificando a resposta inflamatoria (FULKERSON,
ROYHENBERG, 2013; MELO, et al, 2013). A liberagdo de citocinas Th2
(particularmente a IL-5) leva ao recrutamento de eosinofilos e a IL-4 e 1L-13 atuam
estimulando a producdo de IgE. Estas sdo as principais citocinas envolvidas no
processo alérgico (LARCHE, 2007; OGAWA, GRANT, 2007). Nos pulm@es essas
reacOes sdo caracterizadas pela reducéo do limen dos bronquiolos e hipersecrecao de
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muco, refletindo o recrutamento local e ativacao de células Th2, eosinofilos, baséfilos
e outros leucdcitos e pela produgdo persiste dos mediadores oriundo das células
residentes. Os mediadores que iniciam as reagOes da fase tardia s&o oriundos dos
mastocitos residentes ativados pela IgE ligada ao alérgeno e de células T que

reconhecem os peptideos derivados do antigeno (GALLLI, et al, 2008).

Embora a tenacidade da ligacdo entre a IgE e o FceRI dos mastocitos seja um fator
importante, é a continua sintese e secrecdo de IgE local que mantém a sensibilizacédo
dessas células. Os novos anticorpos formados substituem entdo a IgE que foi perdida
por dissociacdo, difusdo ou degradacdo (GOULD, et al, 2003). Os mastocitos
conseguem, também, manter um nimero razoavel dos receptores de alta afinidade em
sua superficie que podem ligar-se a IgE regulando a sua expressao, provavelmente em
resposta a IgE circulante (WAO, 2003).

Os mastocitos e demais células inflamatdrias e seus produtos secretados e excretados
induzem mudancas vasculares que resultam no influxo e ativacdo de células
inflamatorias da fase tardia nos sitios de provocacéo pelo alérgeno (GOULD, 2003) de
maneira que, com 0 tempo, as exposi¢cOes repetidas ao alérgeno leva ao
remodelamento dos tecidos afetados, particularmente o remodelamento brénquico
(GALLI, TSAI, 2012). O microambiente das mucosas nos individuos alérgicos
também parece favorecer a sintese de IgE (GOULD, 2003). A IgE especifica para o
alérgeno amplifica as respostas Th2 alérgeno-especificos e vice-versa, a resposta Th2
amplifica a IgE especifica para o alérgeno (LARCHE, 2007). A reatividade alterada,
aumento da producdo de IgE juntamente com a desregulacdo das células T permite a

manutencdo desse processo (RING, 1991).

Embora a reacdo de hipersensibilidade tipo I, mediada por IgE tenha um papel
importante na patogénese das doencas alérgicas em muitos pacientes, esta ndo é,
entretanto, uma verdade aplicavel a todos os casos. HA uma grande parcela de
individuos com manifestacBes clinicas das doencas alérgicas, mas que apresentam
reacdo cutanea de hipersensibilidade (SPT — skin prick test) negativa e ndo possuem
IgE especifica para alérgenos detectavel no soro (pelo menos para os alérgenos
investigados) (RING, 1991). Em outros esta imunoglobulina sé é detectavel nas
secrecOes do Orgdo afetado o que remete a sua producéo local, neste caso a asma é
considerada como tendo o fenétipo ndo atopico (GOULD, et al, 2003).
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E sabido que grande parte da IgE é encontrada localmente nos 6rgéos onde ocorrem as
desordens caracteristicas das doencas alérgicas o que leva a crenca de que estes sitios
correspondem a nichos onde os plasmaocitos tém vida longa e que a IgE medida na
circulagéo periférica corresponde ao anticorpo que escapa desses sitios (COEFFIER, et
al, 2005). A IgE produzida localmente pode relacionar-se mais com as doencas
alérgicas consideradas erroneamente como nao atépicas, quando esse anticorpo nao é
detectado no sistema sanguineo (TAKHAR, et al, 2007).

Sabe-se que algumas moléculas podem induzir a mudanca de classe da IgE e producéo
de IL-4 de maneira independente das células T. O corticosteroide hidrocortisona, o
fator de ativacdo das células B (BAFF), o ligante indutor de proliferacdo (APRIL), a
infeccdo pelo virus Epstein barr e a proteina de ligacdo ao componente C4 do
complemento (C4BP) sdo exemplos de componentes que induzem a producdo de IgE
independente de célula T (GEHA, et al, 2003). O termo atopia ndo deve ser usado até
que uma sensibilizacdo por IgE tenha sido documentada por anticorpos IgE especificos
para alérgenos no soro ou por um teste cutdneo positivo para alérgenos
(WAO/EAACI).

2.2 Os microrganismos na atopia e em doencas alérgicas

Apesar do conhecimento acerca da associacao entre atopia, susceptibilidade genética e
doencas alérgicas, o rapido crescimento da incidéncia dessas doencas na populacao
mundial nos dltimos 50 anos ndo € compativel com mudangas no genoma humano.
Isto induz & ideia de que fatores ambientais estariam contribuindo para o aumento da
prevaléncia destas enfermidades (LARCHE, 2007; MARTIN, TAUBE, 2012).

Tendo como base a historia evolutiva do ser humano, foi postulado que o
desenvolvimento da hipersensibilidade tipo | foi importante para proteger nossos
ancestrais dos parasitos (MARSH, et al, 1980). O fato de que as respostas alérgicas
afetam, em geral, a pele, o intestino e o trato respiratério os quais correspondem aos
principais sitios de invasdo parasitaria, corrobora com essa suposi¢do (WAO, 2003).
Com a melhoria das condigbes sanitarias, tem sido observada a diminuicdo das
ocorréncias de infecgdes parasitarias, principalmente no que tange as regides mais
desenvolvidas. A alta prevaléncia de doencas atdpicas € justificada entdo pela

manutencdo dessa funcdo imune anteriormente fundamental (MARSH, et al, 1980).
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Em 1989, David Strachan, baseado em evidéncias epidemiologicas, demonstrou que o
declinio do tamanho da familia juntamente com o aumento do padrdo de limpeza dos
ambientes estava relacionado com o aumento da incidéncia das doengas atdpicas
(STRACHAN, 1989) e postulou a “hipotese da higiene” a qual representa uma quebra
do paradigma ha muito estabelecido de que as infecgdes constituiriam um fator que
funcionaria como um estimulo & sensibilizacdo alérgica e ndo o contréario
(STRACHAN, 2000). A hipdtese traz, entdo, a ideia de que um ambiente mais sujo, ou
mais propenso a contaminacdo por agentes, conseguiria modular o sistema imune do
hospedeiro mediante a dicotomia das respostas Thl — Th2 (STRACHAN, 2000).
Dentro desse contexto, outras hipdteses foram formuladas, muitas, inclusive,

complementares a hipétese da higiene.

A “hipotese dos velhos amigos” leva em conta o fato de que muitos agentes, tais como
helmintos, organismos comensais e algumas micobactérias, estdo evolutivamente
relacionados aos mamiferos e o contato com eles, o qual estaria diminuido na época
atual, possibilitaria o seu reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro
favorecendo o desenvolvimento de células T regulatérias e a producdo da IL-10 e do
TGF-f (ROOK, BRUNET, 2005). A auséncia do contato com estes organismos
resultaria, consequentemente, em defeitos na regulacdo do sistema imune, 0 que se
manifestaria como uma série de doencas incluindo as doencas autoimunes e as alergias
(ROOK, et al, 2013). A hipdtese da biodiversidade relaciona a diminuigdo desta com o
aumento do risco de desenvolvimento de doencas cronicas e, a as alergias estdo
incluidas neste contexto. Diferentemente da hip6tese da higiene, aqui ha a inclusao do
meio ambiente, em geral, com os seres vivo que o compde (VON HERTZEN, et al,
2011). Aparentemente a perda da biodiversidade do ecossistema associado ao corpo
humano, é um fator que contribui para o aparecimento de doencas alérgicas
(PARKER, OLLERTON, 2013).

Foram observados, em alguns estudos que infe¢des por virus do sarampo, hepatite A e
bactérias como Helicobacter pylori e micobacterias, tem efeito protetor contra alergia,
enquanto que outros agentes, como 0 virus sincicial respiratorio e a Bordetella
pertussis (agente causal da coqueluche) estdo associados a um maior risco de
desenvolvimento de alergias (STRACHAN, 2000; VON MUTIUS, 2001). A eficiéncia
das infeccOes acima citadas em conferir protecdo contra doencas alérgicas incide em

sua capacidade de induzir imunorregulacdo no hospedeiro (ROOK, et al, 2013).
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Diversos grupos tém tentado encontrar, em suas populagdes de estudo, evidéncias que
corroborem com essas hipdteses. Foi visto, por exemplo, que criangas que Sao
expostas a um ambiente rural ttm menos chance de desenvolver asma e atopia em
relacdo aquelas que ndo foram expostas (ERNST, CORMIER, 2000). Dentre os
fungos, os extratos de candidina e tricofitina estimularam, em células mononucleares
do sangue periférico, o aumento da producdo de citocinas regulatérias (IL-10 e TGF-
B) e, tanto no grupo saudavel quanto no dos individuos alérgicos, as citocinas do perfil
Th2 (IL-5 e IL-13) ndo foram estimuladas (MORENO-AMOR, et al, 2014).

Em relacdo as infeccdes parasitarias, estudos mostram que elas tém capacidade de
inibir a hiperresponsividade das vias respiratdrias, aumentar a producdo de IL-10 e
induzir o desenvolvimento de células T regulatérias (SCHNOELLER, et al, 2008;
TURNER, et al, 2008; PACIFICO, et al, 2009; LARSON, et al, 2012; RODRIGUES,
et al, 2008). Essas caracteristicas, entretanto, variam de organismo para organismo. O
Nippostrongylus brasiliensis, por exemplo, passa parte do seu ciclo nas vias
respiratorias e durante esse periodo induz algumas mudancas teciduais, trata-se de
mudancas morfoldgicas e alteracGes na expressao de proteinas. Concomitante a isso,
apos sua saida das vias respiratorias, € notada uma reducdo de doencas alérgicas em
modelo murino (REECE, et al, 2008). Por outro lado, infeccdo por ancilostomideos se
associa com diminuicdo de atopia e manifestacbes alérgicas, possivelmente
secundarias a inflamacdo cronica associada a uma resposta tipo Th2 modificada que
cursa com menor producdo de citocinas Th2 e aumento de citocinas regulatorias
(McSORLEY, MAIZELS, 2012; MAIZELS, et al, 2014)

Na populagdo onde o presente estudo foi realizado, observou-se uma menor produgéo
de citocinas caracteristicas tanto do perfil Thl (IFN-y) quanto do perfil Th2 (IL-5, IL-
13) e uma maior producdo da IL-10 quando a condicao de renda era mais desfavoravel
(FIGUEIREDQO, et al, 2011). A infecg&o cronica por Ascaris lumbricoides em criangas
e por Trichuris trichiura esté relacionada a uma maior producgéo de IL-10 em relagdo
aquelas que ndo estdo infectadas cronicamente. A infecgdo recorrente pelos parasitos
estava, entretanto, associada a uma maior producdo de citocinas caracteristicas do
perfil Th2 (IL-5, 1L-13) (FIGUEIREDO, et al, 2010). Enquanto isto, na fase aguda
destas infecgdes, em criangas abaixo de 4 anos de idade, a IgE anti-A. lumbricoides e a
presenca de ovos de T. trichiura foram mais fortemente associados ao
desenvolvimento de atopia (ALCANTARA-NEVES, et al, 2010).
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Foi também observado nesta populagdo, que a soropositividade para o Toxoplasma
gondii estava inversamente associada a producdo de IgE especifica sérica e a menor
hipersensibilidade cutdnea. Infec¢bes por Ascaris lumbricoides, T. trichiura, virus
herpes simplex e virus Epistein-Barr foram inversamente associados a resposta
positiva a0 SPT (ALCANTARA-NEVES, et al, 2012). Evidéncias de que o contato
com alguns virus e bactérias tem efeito benéfico em relacdo a alergia, tém sido
encontradas, ainda que nem sempre haja um consenso do efeito protetor, ou ndo, que o
organismo possui. A vacina triplice viral (sarampo, caxumba e rubéola) ou a infeccao
pelo sarampo, por exemplo, tém sido associadas ao aumento de doencas atdpicas
(PAUNIO, et al, 2000; OLESEN, et al, 2003), porém, a triplice viral, também foi
associada a um quadro clinico de asma com menor hospitalizacdo e uso de
medicamentos (HVIID, MELBYE, 2008).

Algumas bactérias tém emergido como organismos com potencial imunomodulatorio.
Foi constatado que o Lactobacillus casei pode inibir a fase efetora da inflamacgéo e
inibir a ativacdo de mastocitos e baséfilos (SCHIFFER, et al, 2011). Individuos
saudaveis apresentaram maior diversidade de gamaproteobactérias e maior expressao
de IL-10 (PBMC) em relagdo aos atopicos. Neste grupo de estudo, a abundancia da
gammaproteobacteria Acinetobacter sp apresentou associacdo estatisticamente
significante com a producdo de IL-10 (HANSKI et al, 2012; FYHRQUIST et al,
2014).

2.3 Micobactérias

O género Mycobacterium é amplamente distribuido no meio ambiente o que evidencia
sua capacidade de adaptagdo a ambientes extremos. Embora no laboratério suas
espécies sejam organismos fastidiosos, na natureza elas sdo capazes de sobreviver em
ambientes nutricionalmente pobres além de apresentarem certa resisténcia a
temperaturas mais elevadas (FALKINHAM, 2003). Algumas destas bactérias podem
ser agentes etiologicos de doengas em humanos ou em animais (FALKINHAM, 1996).

A parede celular das micobactérias € composta de peptidoglicanos, polissacarideos,
glicolipideos e lipideos, principalmente o acido micolico, o que lhes conferem uma
barreira hidrofobica que serve como protecdo. Os bacilos sdo imdveis e néo
encapsulados. Apesar de ndo formar esporos, as micobactérias podem entrar em um

estado ndo replicativo. Nestas condigdes, apresentam baixa atividade metabdlica e
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aumento de resisténcia as drogas. A coloracdo utilizada para visualiza-las é a
coloracdo de Ziehl-Neelsen que caracteriza estes organismos como alcool-acido
resistentes (CAMPOS, 2006; GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012).

No que se refere as micobactérias ndo pertencentes ao complexo Mycobacterium
tuberculosis (NTM) € sabido, ha algum tempo, da sua presenga em aerossois, no solo,
nos alimentos, na agua (doce ou salgada) e na agua tratada. A resisténcia ao cloro
durante o tratamento da agua permite a sua replicacdo na agua potavel sem a presenca
de outras bactérias para competir por recursos alimentares (COLLINS, et al, 1984;
COVERT, et al, 1999; DANTEC, et al, 2002; THOREL, et al, 2004).

Apesar da maioria das espécies do género Mycobacterium pertencer ao grupo das
bactérias ndo patogénicas (COSMA, et al, 2003), h4 uma grande variedade de espécies
que infectam humanos. Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae
correspondem as espécies que acomete humanos e sdo patdgenos exclusivos; outras
espécies como M. avium, M. kansasii, M. simiae e M. haemophilum, dentre outros,
correspondem a espécies oportunistas (RASOGI, et al, 2001) que ocasionam doencas
em hospedeiros imunodeficientes. As micobactérias patogénicas sdo adaptadas para
estabelecer infeccBes de longo periodo de duracdo (COSMA, et al, 2003).

A evidéncia mais antiga da infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis em humanos
refere-se ao seu encontro em mumias dos egipcios (CAVE, 1939). Em 2009, ao se
realizar analise de DNA em um corpo pertencente a um individuo que viveu na época
de Jesus Cristo, foram encontradas evidéncias de que o homem sofria de lepra e
morreu de tuberculose (GIBSON, 2009). Foi hipotetizado que o primeiro ancestral
comum das micobactérias que formam o complexo Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis, M. africanum, M. canettii, M. bovis, e M. microti) (COSMA, et al, 2003)
teve origem no continente africano e a espécie bem-sucedida foi disseminada para o
resto do mundo (GUITIERREZ, et al, 2005). A observacdo de que a distribuicéo
mundial de algumas cepas de Mycobacterium tuberculosis relaciona-se a areas
particulares e que a maioria dessas cepas € encontrada também ou exclusivamente na
Africa corrobora com esta hipotese (GAGNEUX, et al, 2006; HERSHBERG, et al,
2008). E estimado um periodo de 2,6 milhdes de anos que o bacilo teve para atingir a
atual diversidade genética encontrada, 0 que sugere que este género tenha surgido ha
mais de 3 milhdes de anos (GUITIERREZ, et al, 2005). Essas diferentes espécies do
género Mycobacterium se adaptaram as condi¢fes das diversas populagcdes humanas
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que lhes serviam de hospedeiros (GAGNEUX, S. et al, 2006), co-evoluindo com a
humanidade (GANGNEUX, 2012).

As espécies que integram o complexo Mycobacterium tuberculosis sdo os agentes
etiologicos da tuberculose, doenca infecciosa que acomete principalmente os pulmdes.
A tosse configura-se como o principal sintoma podendo ser produtiva com presenca,
ou nao, de sangue. A febre no final da tarde, sudorese noturna, anorexia e
emagrecimento também constituem sintomas da doenca na sua forma pulmonar
(Ministério da Saude, 2014). A vacina desempenha um importante papel na prevencao
das formas graves de tuberculose nas criangas, mas ndo tem tanta influéncia nos
adultos o que, por sua vez, resulta na manutencdo da transmissdo da bactéria na
populacdo. O desenvolvimento da doenca esta ainda ligado a fatores do individuo
como desnutricdo, alcoolismo, doencas crénicas e quadros de imunossupressao
(GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012).

A partir da primeira exposi¢do ao Mycobacterium tuberculosis uma série de respostas
imunes sdo montadas e estas ndo sdo uniformes, variam de acordo com o individuo.
Numa infeccdo priméria, o bacilo pode ser eliminado pelo sistema imune do
hospedeiro, desenvolver uma infeccdo latente ou levar a instalacdo da doenca
(GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012). Apos entrar no pulmao do hospedeiro
através da inalacdo de aerossodis contendo a bactéria, o bacilo ira interagir com varios
receptores que compde a imunidade inata, tais como TLR, receptor 3 do complemento
(CR3), receptor de manose, receptor scavenger, dentre outros (DHEDA et al, 2010).

De maneira geral, uma vez implantada nos alvéolos pulmonares, ocorre a formacéo do
complexo de Ghon com a disseminacao da bactéria pelos linfonodos pulmonares. Uma
vez estabelecida no tecido pulmonar, a necrose € iniciada. Durante esse processo a
bactéria interage com diversas células como células dendriticas, macréfagos e
pneumdacitos. A bactéria e seus componentes interagem com os linfocitos T CD4+
sensibilizados o que desencadeia a liberacdo de citocinas inflamatorias (SMITH, 2003;
ORME, 2014). As ceélulas T CD4" podem ser diferenciadas em Thl, Th2, Thl7 e
Treg. As células Thl CD4* montam uma resposta mediada, principalmente, pelo IFN-
Y, TNF-0, IL-2, linfotoxina e GM-CSFo (Fator Estimulador de Coldnias de
Granulocitos e Macrofagos) que, por sua vez, estimula as células Thl, os linfécitos T
citotoxicos e a maturacdo e ativacdo de macrofagos e granulocitos (DHEDA et al,
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2010). A resposta adaptativa em individuos saudaveis tende a controlar o agente, mas
néo o elimina (GEHRING, et al, 2004).

A Mycobacterium tuberculosis podem residir nos fagossomos de macréfagos. A
maturacdo desses fagossomos é perigosa para a bactéria uma vez que uma série de
substancias bactericidas sdo produzidas tornando o ambiente hostil para o patégeno. O
mecanismo utilizado pelo organismo para impedir a maturacdo do macréfago e a
eliminacdo da infec¢do nédo é conhecido. Esta ineficiéncia dos macréfagos em eliminar
a bacteria resulta na formacéo dos granulomas. O bacilo dentro do macréfago ou em
um granuloma ndo consegue sair e infectar outro sitio ou outro hospedeiro; sdo 0s
bacilos presentes nas cavidades necréticas que o faz. E postulado que na estrutura
granulomatosa, o bacilo apesar de ndo se replicar, continua viavel e pode permanecer
assim por um longo periodo (SMITH, 2003; ORME, 2014).

A lepra é uma doenca cronica causada pela infecdo por Mycobacterium leprae. O
organismo tem tropismo pela pele e nervos periféricos e, como resultado, ha a perda
da sensibilidade nas lesdes quando 0s nervos sensoriais cutaneos séo afetados. Trata-se
da causa mais comum de neuropatia periférica ndo traumatica. A rota mais provavel de
transmissdo se da pela pele ou pela mucosa nasal. Uma vez que a bactéria infecta as
células nervosas, os macréfagos e as células de Schwann, ela pode danificar os nervos
através da resposta inflamatéria produzida, lesbes nas células de Schwann e lesbes
inespecificas que podem induzir disfungdes vasculares, devido & isquemia
(SCOLLARD, 2000; BHAT, PRAKASH, 2012).

As manifestacbes clinicas da doenca varia desde a forma tubercul6ide, na qual o
hospedeiro tende a apresentar uma resposta celular eficaz, resultando na formagéo do
granuloma e um quadro clinico com poucas lesdes e bacilos, até o seu oposto, ou seja,
aquele individuo que ndo monta uma resposta celular eficaz, evolui com a forma
lepromatosa, ou virchowiana, onde ha uma alta carga de bacilos e formacéo de lesdes
(SCOLLARD, 2000). Aparentemente a resposta imune deste ultimo quadro clinico
apresenta um perfil de citocinas predominantemente do tipo Th2 (BHAT, PRAKASH,
2012).

O M. leprae é adaptado para sobreviver por longos periodos dentro do hospedeiro e
consegue entrar em um estado de dorméncia onde ha baixo metabolismo e auséncia de

replicacdo o que o torna mais resistente a acdo de antibioticos e ao proprio ambiente
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pobre em nutrientes do granuloma no qual ele esta contido. Sua reativacao relaciona-se
com uma série de genes denominados de fatores promotores de ressurreicdo (Rpf)
(GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012).

As funcgdes bésicas dos granulomas, presentes em ambas patologias, sdo controlar a
disseminacdo do agente bem como a inflamacdo induzida pela resposta imune e
permitir a continua apresentacdo de antigenos bacterianos para as células do sistema
imune do hospedeiro (ALGOOD, et al, 2005). Em humanos eles podem se apresentar
como granulomas soélidos, necrdticos ou caseosos (GENGENBACHER,
KAUFMANN, 2012). Essas estruturas séo ricas em macrofagos diferenciados, células
gigantes, células epitelidides, linfocitos T v, linfocitos restritos ao CD1, linfocitos T
CD8+, havendo predominéancia de células T CD4+ no sitio de lesdo com rara presenca
de bactéria. Ha4 uma resposta imune com o perfil Thl com producédo de IFN-y, TNF e
teste cutaneo positivo. O TNFa é um importante fator no estabelecimento e
manutencdo do granuloma (KAUFMANN, 2002; MENDONCA, et al, 2008; BHAT,
PRAKASH, 2012).

No granuloma os linfocitos T ativam os macrofagos infectados, mas esse evento néo é
eficiente, uma vez que algumas bactérias permanecem viaveis, embora, em sua
maioria, elas se encontrem no estado de dorméncia com baixo metabolismo
(ALGOOQOD, et al, 2005). Trata-se de uma lesdo bem organizada com presenca de
diferentes populacbes de células a depender do local dentro do granuloma em que é
encontrado. Os linfocitos T CD4+, por exemplo, se concentram no centro do
granuloma, enquanto que os linfécitos T CD8+ sdo mais comumente encontrados na
sua periferia (GOULART, et al, 2002; GENGENBACHER, KAUFMANN, 2012).

A infeccdo por micobactérias resulta, classicamente, na inducdo de diversas
qguimiocinas e citocinas, havendo um desvio para a producdo de citocinas
caracteristicas do perfil Thl (KAUFMANN, 2002; ALGOOQOD, et al, 2005). Além do
desvio para uma resposta Thl, a vacinacdo pela BCG bem como a infecgdo do
individuo pela bactéria resulta no estimulo de células T regulatérias (KAUFMANN, et
al, 2005). Criangas vacinadas ao nascer, apresentaram maiores frequéncias de células
T CD8" produtoras de IFN-y, BCG-especifica e, apesar de ndo significativo, a
capacidade dessas criangas de expressar IL-2, TNFa e IFN-y foi maior do que

naquelas vacinadas com seis semanas de vida. Em contrapartida, neste Gltimo grupo
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foi observado uma maior inducéo de IL-10 (LUTWAMA, et al, 2014). Dessa maneira,
no que tange a vacinagdo, o aumento de IL-10 pode ser prejudicial uma vez que o
individuo ndo montaria uma resposta eficaz contra o agente, 0 aumento da citocina
posterior a vacinacgdo seria acompanhado pela diminuicdo da resposta Thl especifica

contra o agente.

Durante a infec¢do, as micobactérias podem imunomodular a resposta do individuo
através da inducdo da producéo de IL-10 por células dendriticas, macrdfagos e células
T, mediada por TLRs, mais especificamente o0 TLR2 (MOUTINHO, 2011) e 0 TLR3;
este Gltimo utiliza a via de sinalizacdo PI3K/AKT (Fosfatidilinositol-3-quinase/
Serina-Treonina quinase) (BAI, et al., 2014). O antigeno ESAT-6 (6kDa Alvo
Antigénico Precocemente Secretado) do Mycobacterium tuberculosis esta envolvido
em mecanismos de supressdo de macréfagos e células T e na indugdo de IL-10
(SAMTEN, et al, 2011).

Weiner, e colaboradores (2012) descreveram alguns dos biomarcadores da
tuberculose. Eles mostraram que a enzima idoleamina (2,3)-dioxigenase (IDO),
encontrava-se elevada, tanto em camundongos com tuberculose experimental, quanto
em células dendriticas derivada de mondcitos e macr6fagos de humanos com esta
patologia. A IDO estd envolvida na catalisacdo da quebra do triptofano em
quinurenina e foi descrita como supressora de células T (MELLOR, MUNN, 2004;
MUNN, et al, 2004). No mesmo trabalho, estes autores relataram a diminuicdo da
proliferacdo das células tratadas com o PPD (Derivado Proteico Purificado),
juntamente com os lipidios da parede da bactéria, em relacdo aquelas em que o
inibidor da 1metil-DL-triptofano (1-MT-DL) foi adicionado a mistura (WEINER et
al., 2012).

2.4 Micobactérias na atopia e em doengas alérgicas

Um possivel tratamento para resolucdo das doencgas alérgicas seria o desvio do perfil
Th2, predominante nos individuos acometidos por essa condigdo, juntamente com a
inducdo de células T regulatorias através do uso de espécies de micobactérias
(BARLAN et al, 2006; AKKOC et al, 2014). Um dos primeiros trabalhos que
evidenciou a provavel ligacdo entre a infeccdo ou exposicdo por micobactéria e a

reducdo do risco de alergia foi do grupo de Shirakawa T., et al, em 1997. Esse estudo
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contou com a participacdo de 867 criangas, tendo sido encontrado uma associagao
inversa entre a positividade do teste tuberculinico com sIgE e perfil de citocinas Th2
(SHIRAKAWA et al, 1997). Os modelos murinos tém-se mostrado promissores em
relacdo a protecdo conferida por micobactérias contra atopia e doencas alérgicas.
Estudos mostram a reducéo da hiperresponsividade das vias respiratorias, do infiltrado
celular, da producdo de muco e de sIgE, assim como a inducdo de IL-10 e expressao
de Foxp3 e CTLA-4 (KOH et al, 2000; LAGRANDERIE et al, 2008; GOUVEIA et
al, 2013; KIM et al, 2014), além da reducdo de citocinas caracteristicas do perfil Th2
(IL-4, IL-5 e IL-13) (SAMARY et al, 2013).

O Mycobacterium vaccae inibiu os niveis de IL-5 e suscitou maiores niveis de 1L-10
nos filhotes dos camundongos tratados com OVA (Ovalbumina) (AKKOC et al,
2014). O tratamento de camundongos com BCG reduziu a inflamacdo das vias
respiratdrias induzida pela OVA, bem como a infiltracdo celular, a produgdo de muco,
os niveis de IgE e 1gG1 anti-OVA e das citocinas IL-4 e IL-13, concomitante a isso,
houve aumento de IL-10, IFN-y, TGF-B e de células Foxp3*™ e CTLA-4* (GOUVEIA
et al, 2013). A utilizacdo dos constituintes do organismo também mostrou efeito
promissor na inducdo de células T regulatorias, desvio do perfil Th2 e reducdo de
neutrofilia em modelo murino de asma (KIM et al, 2014; TSUJIMURA et al, 2014).

Os achados acima sugerem que infecdes por micobactérias protegem contra atopia e
sensibilizacdo alérgica, muito embora em humanos, alguns estudos, ndo tenham
encontrado nenhuma associacdo destas infeccdes com sensibilizacdo alérgica
(YILMAZ et al, 2000; NUHOGLU et al, 2003). Alm et al, 1998, ndo encontrou
diferenca entre a prevaléncia de atopia entre individuos que receberam e nao
receberam a vacinacdo pela BCG. De maneira semelhante, Krause et al, 2003, nao
encontrou diferenca nos niveis de IgE entre individuos vacinados e n&o vacinados com
a BCG.

Outros trabalhos, entretanto, mostraram efeitos benéficos de micobactérias e seus
componentes em seres humanos. H& uma grande pluralidade de trabalhos que
relaciona 0 BCG, o M. bovis, a reatividade do teste tuberculinico, a infeccdo pelo M.
tuberculosis com a atopia (BARLAN et al, 2006). A presenca de M. tuberculosis no
estado de laténcia em individuos foi associada ao aumento da expressao de células T

regulatérias (HERZMANN, 2012); enquanto que a positividade do teste tuberculinico
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em criancas foi associada com uma menor frequéncia de rinite atdpica e as infec¢bes
pelas micobactérias foram relacionadas a uma menor positividade ao SPT (OBIHARA
et al, 2005) e a protecdo contra a asma (FISHER-LIGHTER, PENG, 2012). Também
foi encontrado que, apds a vacinacdo pelo BCG ocorria a diminuicdo de IgE total e
IgE-alérgeno especifica (CAVALLO et al, 2002), aumento da funcdo pulmonar e
reducdo do uso de medicamentos em adultos com asma (CHOI, KOH, 2002). Na asma
grave, foi possivel observar a melhoria da funcdo pulmonar, diminui¢do do uso de
medicacdo, da eosinofilia e da producdo de IL-4 no grupo imunizado com a vacina
BCG em relacdo ao que recebeu o placebo (CHOI, KOH, 2002). A prote¢édo contra a
asma promovida pela vacinacdo pelo BCG também foi encontrada na meta-anélise de
El-Zein, et al, 2009.
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3 HIPOTESES DO ESTUDO

A hipotese nula do presente trabalho infere que o PPD e o BCG utilizado como
estimulo para células do sangue periférico ndo apresentam efeito na modificacdo do
perfil de citocinas produzidas por individuos atopicos e ndo atopicos.

A hipotese alternativa € que o PPD e o BCG utilizado como estimulo para células do
sangue periférico apresentam efeito na modificacdo do perfil de citocinas produzidas
por individuos atopicos e ndo atopicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Identificar os perfis de citocinas induzidos pelo extrato de Mycobacterium
bovis e pelo PPD em criancgas e adolescentes atopicos e ndo atopicos de Salvador,
Bahia.

4.2 Objetivos especificos
1. Estimular células do sangue periférico de dois grupos (individuos saudaveis e
individuos atopicos) com PPD e associar os perfis de citocinas obtidos com

atopia;

2. Estimular células do sangue periférico dos individuos estudados com extrato de
Mycobacterium bovis e associar os perfis de citocinas obtidos com atopia.
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5 METODOLOGIA

5.1 Caracterizagdo da populagédo de estudo

Utilizou-se uma amostra de conveniéncia oriunda do estudo prospectivo conduzido em
criancas e adolescentes participantes de um programa sobre fatores de risco para asma
e doengas alérgicas do Instituto de Saude Coletiva da UFBA, coordenado pelo Prof.
Dr. Mauricio L. Barreto (programa SCAALA — Social Changes in Asma and Alergies
in Latin America). A 32, fase do estudo, periodo no qual os dados do presente trabalho
foram coletados, ocorreu quando a populacdo consistia de criancas e adolescentes.
Este estudo vem sendo realizado em Salvador, Bahia, cidade cuja populacdo é de
aproximadamente, 2.8 milhdes de habitantes. A populagdo participante do estudo
incluiu, inicialmente, 1.445 criangas, residentes em areas periféricas do municipio de
Salvador, recrutadas na 1% infancia para um estudo prospectivo sobre infeccbes
intestinais e saneamento entre (1998-2002). (STRINA et al, 2003). Em 2004, elas
foram contatadas para participar do Programa SCAALA subsidiado pela Wellcome
Trust (2005-2010). Em 2005 quando as criancas tinham 4-11 anos, foi realizado
inquérito epidemioldgico para estudar doencas alérgicas, utilizando questionario do
ISAAC fase Il, traduzido para portugués e adaptado, além de dados ambientais obtidos
com questionarios validados. Detalhes deste projeto podem ser visto em (BARRETO
et al, 2006).

5.2 Inquérito epidemiolégico de 2013

Em 2013 foram reaplicados questionarios do ISAAC a 1200 destes individuos para
determinar a prevaléncia, incidéncia e gravidade de asma atual. Destes, 55
adolescentes foram incluidas no presente trabalho. Esta mostra foi uma amostra de
conveniéncia uma vez que por inadimpléncia da FAPESB a verba aprovada para a
dosagem de citocinas de toda a populacdo do estudo ndo foi liberada. Destes

individuos 18 eram saudaveis e 29 atopicos.

Este trabalho possui aprovagdo do Comité de Etica do Instituto de Sadde Coletiva da
UFBA (CEP: 003-05/CEP-ISC) e do Comité Nacional de Pesquisa (CONEP,
resolucdo numero 15.895/2011). O termo de consentimento livre e esclarecido fora
apropriadamente obtido do responsavel legal de cada crianca e adolescentes para o

inquérito atual.
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5.3 Inquérito sorologico

A coleta de sangue venoso foi realizada no periodo compreendido entre setembro 2013
e janeiro de 2014 em 980 criancas e adolescentes utilizando tubos com EDTA e
HEPARINA da linha BD vacuotainer® (Compania Benckton Dickson, Franklin
Lakes, USA) para realizagdo de hemograma e cultivo de células respectivamente. Para
coleta de soro, foi utilizado tubo seco, apds coagulacdo do sangue os tubos foram
centrifugados e os soros coletados foram aliquotados e armazenados em freezer a -

20°Cem tubos Eppendorf até 0 momento dos ensaios sorolégicos.

Figura 1 - Populacéo de estudo
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5.4 Obtencgéo do PPD e do extrato de Mycobacterium bovis

O PPD foi obtido comercialmente do SSI (Statens Serun Institut, Dinamarca,

Copenhagen) na concentracdo de 1mg/mL para 0s ensaios in vitro.

O extrato do Mycobacterium bovis foi obtido a partir do cultivo do microrganismo
(cortesia de Dra. Tonya Azevedo Duarte do LASP — Laboratério Avancado de Saude
Publica, FIOCRUZ/BA) no caldo de Middlebrook 7H9 (BD Diagnostic Systems,
USA, Sparks) suplementado com 10% de ADC (albumina bovina, dextrose e catalase)
(Sigma-Aldrich, USA, St. Louis). As bactérias criopreservadas foram descongeladas e
centrifugadas, 0 meio foi entdo retirado e as bactérias ressuspensas em 250uL de PBS
1x. A mistura foi homogeneizada no vortex e distribuida em frascos de cultura

contendo o caldo Middlebrook 7H9 suplementado com o ADC e incubadas por 10
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dias. Mais dois repiques foram feitos, posteriormente, em intervalos de sete dias para

expansdo da massa bacteriana.

Para producdo do extrato, 46 mL do cultivo foram distribuidos por tubo em um total
de 23 tubos de Falcon de 50mL, previamente pesados, e congelados no freezer -20°C.
Apos descongelamento os tubos foram centrifugados a 2500 g, 4°C durante 15 minutos
para separacdo do meio. Os tubos foram pesados novamente e ressuspensos em PBS
1x. O procedimento de lavagem — centrifugacdo a 2500 g, 4°C durante 15 minutos e
ressuspensdo do sedimento em PBS 1x foi repetido trés vezes. Apos o procedimento, a
massa bacteriana obtida foi reunida em um Unico tubo Falcon de 50mL e ressuspensa
em 10mL de PBS 1x e congelada em freezer -20°C. Antes da sonicagdo as bactérias
foram submetidas ao choque térmico sendo mergulhadas cinco vezes em nitrogénio

liquido.

A amostra permaneceu em contato com gelo durante o processo de sonicacao a qual
durou uma hora e consistiu em periodos alternados onde a amostra passava cinco
minutos exposta as ondas e cinco minutos em repouso. Uma vez sonicada, a amostra
foi centrifugada a 3000 g por 15 minutos para separar as células ndo lisadas e o
sobrenadante foi submetido a uma nova centrifugacdo a 17000 g sendo o sobrenadante
novamente coletado. O inibidor de protease PMSF (Fluoreto de Fenilmetilsulfonil)
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo SP, Brasil) foi entdo adicionado (25uL por 1g de massa) ao
sobrenadante e a amostra foi aliquotada (PARISH, WHEELER, 1998; WOUNDE et
al, 2013). O controle da lise bacteriana foi feito através da coloracdo de Ziehl Neelsen
e a qualidade do preparado visto por SDS-PAGE (Dodecil-Sulfato de Sddio de
Poliacrilamida), de acordo com Laemilli (CLEVELAND et al, 1977). A concentragdo
final da proteina vista pelo método de Bradford foi de 485,33ug/mL.

5.5 Cultivo de células sanguineas

Amostras do sangue periférico coletadas em tubo vaicutainer BD heparinizado foram
encaminhadas para realizacdo do cultivo de sangue total, em placas de 48 pocos,
diluidas 1:4 em meio RPMI1640 suplementado com 1% L-glutamina e antibioticos,
conforme descrito por Figueiredo e colaboradores (2013). De forma suméria, as
amostras foram incubadas em estufa com 5% de CO, a temperatura de 37°C, por 24h.
Todos os individuos tiveram amostras sem estimulo, ou seja, desprovida de antigenos,

contendo apenas 0 meio suplementado para servir de controle negativo e amostras
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estimuladas com 5ug do extrato de Mycobacterium bovis para avaliacdo do perfil
estimulatorio. Deste grupo, 21 individuos tiveram, também, pocos estimulados com
S5ug do PPD (SMITH et al, 2010). Os sobrenadantes coletados foram armazenados a -
70°C em placas de microtitulacdo para posterior detec¢do das citocinas. O perfil de
citocinas nos pocos estimulados, foi comparado com 0s pogos contendo células nao

estimuladas.

5.6 Quantificacdo de Citocinas

As citocinas IFNy, TNFa, IL-10, IL-5, IL-13 e IL-17 foram quantificadas no
sobrenadante do cultivo celular através do método Multiplex, utilizando os Kits
Milliplex Map Kit disponiveis comercialmente (Millipore Corporation, Estados

Unidos, Billerica, MA) para dosagem de citocinas.

De maneira resumida, o procedimento de dosagem através do multiplex consistiu na
adicdo aos pogos de 25 uL da curva das citocinas, dos controles (1 e 2), do branco do
kit em duplicata e adicionado, também, em cada um desses poc¢os, 25 uL da matriz,
que nesse caso foi o meio no qual foi realizado o cultivo. Logo em seguida, as
amostras foram distribuidas bem como as beads, as quais detinham os anticorpos anti-
citocinas, e foram incubadas por 2 horas na mesa agitadora de placas. Ao termino
dessa fase, as placas foram lavadas e 25uL do anticorpo de deteccdo biotinilado foi
adicionado aos pocos e a placa incubada novamente por 1 hora. Passado o periodo,
25uL de estreptavidina-ficoeritrina foi adicionado e seguido de 30 minutos de
incubacéo. Por fim, foi feita a lavagem da placa com o tampdo de lavagem buffer e
150uL do fluido de revestimento foi pipetado nos pogos. As amostras foram lidas no
MAGPIX (Luminex Corporation, Estados Unidos, Austin, TX)

5.7 Dosagem de IgE e definicdo de atopia

A atopia foi determinada pela presenca de IgE sérica especifica para aerolérgenos
ambientais (SIgE). A concentracdo de IgE especifica foi determinada usando kits
Immunocap (THERMO/PHADIA, Séao Paulo, SP, Brasil), para os seguintes alérgenos:
Blomia tropicalis, Dermatophagoides pteronissinus, Blatella germanica e Periplaneta
americana. Os resultados foram expressos em kU/L (1 KU/L correspondendo a 2,4
ng/ml) e foram obtidos através de uma curva padrdo produzida atraves de diluigdes

seriadas de IgE humano contra um soro padrdo para IgE da Organizagdo Mundial de
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Saude. Foram considerados atdpicos individuos que apresentaram resposta de sIgE

acima de 0,70 kU/mL para pelo menos um dos alérgenos estudados.

5.8 Andalise estatistica

O resultado das citocinas foi dicotomizado e os individuos com os valores abaixo do
limite inferior de detec¢do do kit foram considerados como ndo respondedores. As
concentragdes minimas detectadas foram: 1,1 pg/mL, 1,1 pg/mL, 1,6 pg/mL, 0,7
pg/mL, 1,9 pg/mL, e 1,2 pg/mL para o IFNy, TNFa, IL-10, IL5, IL-13 e IL-17,
respectivamente. O teste exato de Fisher foi utilizado com o nivel de significancia de
5%. O software Statistical Package for the Social Sciences — SPSS, v. 17.0 foi
utilizado para realizar as analises estatisticas. Para a analise das citocinas onde apenas
um dos resultados ficou com frequéncia igual a 0% (zero porcento), foi atribuido o
valor de 0,5% a frequéncia afim de que se pudesse calcular a significancia. Quanto ao
TNFa tal artificio ndo pode ser utilizado devido a presenga de mais de um resultado

igual a 0%.
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6 RESULTADOS

O grupo amostral consistiu de 55 individuos, destes, 20 pertenciam ao sexo feminino e
35 ao sexo masculino. A idade dos individuos variou de 12 a 21 anos de idade. Com
excecdo de um, todos apresentaram a cicatriz correspondente a vacinacdo com BCG.
As células do sangue periférico de todos os individuos foram estimuladas com o
extrato de Mycobacterium bovis, e, destes, 21 foram estimulados, também com o PPD.
Dezoito individuos eram atopicos e 29 ndo atdpicos. A definicdo de atopia ndo atinge
0 numero amostral de 55 pois quando a presente analise foi realizada, a dosagem
sérica de sIgE ainda ndo havia sido realizada. Estes dados estdo expressos na Tabela 1,

presente no anexo A.

A maioria dos individuos atopicos (36,2%) apresentaram IgE especifica para o &caro
Blommia tropicalis. Este foi seguido pelo Dermatophagoides pteronissinus (27,7%),
pela Blatella germanica (14,8%) e pela Periplaneta americana (6,7%). Os dados sobre
atopia podem ser verificados na Tabela 2, anexo B. Dentre os atdpicos, 4 individuos
(22,2%) o foram para apenas um alérgeno, 9 (50%) foram para dois alérgenos, 2
(11,1%) foram para trés alérgenos e 3 (16,7%) para os quatro alérgeno (dados néo

mostrados).

Fez-se uso de tabelas de contingéncia para demonstracdo dos demais resultados. O
Teste Exato de Fisher verificou se as frequéncias obtidas foram diferentes umas das
outras. Sendo assim, inicialmente, verificou-se a producdo espontanea das citocinas
entre os individuos atopicos e ndo atopicos. Para tal, os pocos que ndo foram
estimulados foram utilizados. N&o foram observadas alteragBes significativas nas
frequéncias de respondedores entre atdpicos e ndo atopicos para as diferentes citocinas
em células ndo estimuladas, conforme Tabela 3, anexo C. Ainda assim, é possivel
observar que a IL-10 apresentou uma alta frequéncia de individuos produtores da
citocina tanto entre atopicos quanto entre ndo atépicos, somando um total de 92,5%

individuos produtores de IL-10.

A variacdo do nimero amostral ao longo das tabelas deve-se ao fato de que, em alguns
pocos, ndo foi possivel realizar a dosagem para algumas citocinas. Para essas
citocinas, ndo conseguiu-se obter a curva para calibracdo dessa maneira ndo foi

possivel para o programa calcular as concentra¢des das citocinas.

39



Tanto o estimulo com o extrato de Mycobacterium bovis quanto com o PPD nao
induziram alteracdes significativas nas frequéncias de respondedores para as citocinas
IFNy, TNFa, IL-10, IL-5, IL-13 ou IL-17 entre os individuos atopicos e ndo atdpicos,
como € possivel verificar na Tabela 4, anexo D, e na Tabela 5, anexo E,

respectivamente.

Apesar de ndo ser estatisticamente significantes, algumas tendéncias podem ser
observadas quanto a producao de citocinas entre os individuos atépicos e nédo atopicos.
H& uma frequéncia consideravel de individuos produtores de citocinas Thl; a
frequéncia de respondedores a IL-10 manteve-se sempre mais alta nos ndo atdpicos e a
IL-5 deteve maior frequéncia de ndo respondedores em ambos grupos nas diferentes

condicdes de estimulo.

Foi construido, também, tabelas de contingéncia para verificar o efeito dos estimulos
na amostra em relacdo ao controle sem estimulo. Neste caso, para cada citocina,
existem quatro resultados possiveis: no primeiro quadrante das frequéncias a esquerda
- individuos respondedores sem estimulo que também foram respondedores com o
estimulo utilizado (extrato de Mycobacterium bovis ou PPD), no segundo quadrante a
direita - respondedores sem estimulo que deixaram de sé-lo com o estimulo, no
terceiro quadrante a esquerda e abaixo - ndo respondedores sem estimulo que passam a
sé-lo com o estimulo e no quarto e ultimo quadrante - ndo respondedores sem

estimulo que continuam ndo respondendo mesmo em presenca do estimulo.

O estimulo com o extrato de M. bovis induziu alteracdes significativas na producédo de
IFNy, IL-5, IL-13 e IL-17, como é possivel observar na Tabela 6, anexo F. A
frequéncia total dos individuos respondedores produtores de IFNy foi de 62,3%
(somando-se a frequéncia dos individuos respondedores sem o estimulo que
continuaram respondedores com o extrato com a frequéncia dos individuos nao

respondedores sem o estimulo que tornaram-se respondedores com o extrato).

Ainda em resposta ao extrato de M. bovis, a maioria dos individuos ndo responderam
com a producéo de IL-5 (73,6%) nem de IL-17 (50,9%), em resposta ao extrato. 61,3%
dos individuos foram respondedores a IL-13. As células de 97,7% dos individuos
produziram IL-10 em resposta ao extrato de M. bovis. Nao foi possivel fazer essa

andlise para o TNFo uma vez que a presenga de zeros impossibilitou a constru¢ao da
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tabela 2x2, e o calculo do teste estatistico. Ainda assim, € notado a auséncia de

individuos, que espontaneamente, ndo sdo produtores de TNFa.

O estimulo com o PPD induziu mudanca significativa, em relacdo ao controle sem
estimulo, na frequéncia de respondedores para as citocinas IL-5, IL-13 e IL-17,
conforme demonstrado na Tabela 7, anexo F. Na presenca do estimulo, a maior parte
dos individuos ndo responderam com a producdo de IL-5 (70%) nem de IL-17
(61,9%). Para a IL-13, entretanto, 60% dos individuos pertenceram ao grupo dos
respondedores. Apesar de o IFNy ndo ter apresentado diferenca significativa na sua
distribuicdo em relacdo ao controle sem estimulo, € possivel observar uma maior
frequéncia de individuos entre os produtores da citocina em resposta ao PPD (61,9%).
N&o houve individuos ndo produtores de TNFa sem o estimulo, novamente, ndo foi

possivel aplicar o teste estatistico como no estimulo pelo extrato de M. bovis.
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7 DISCUSSAO

Os acaros Blomia tropicalis e Dermatophagoides pteronyssinus estdo entre as trés
espécies mais comumente associadas a asma e outras alergias (CHEONG, et al, 2003;
YAP, et al, 2014). Em seu trabalho, Yap e colaboradores, 2014, encontraram que a
maioria dos individuos alérgicos estavam sensibilizados contra B. tropicalis seguido
pelo D. pteronyssinus, enquanto que Baldacara et al, 2013, encontrou maior
frequéncia de individuos sensibilizados contra o Dermatophagoides seguido pelo B.
tropicalis. Essa variacdo pode ser explicada de acordo com a regido - enquanto o B.
tropicalis € comumente encontrado nas regiBes tropicais e subtropicais, o D.
pteronyssinus é caracteristico de regides temperadas e tropicais (JEEVARATHNUM,
et al, 2015).

A B. germanica e P. americana apresentaram as menores frequéncias de individuos
sensibilizados. E sabido que a exposicio a baratas esta ligada com a sensibilizacdo do
individuo e a presenca de sintomas alérgicos no sistema respiratdrio. Tais espécies
correspondem as mais predominantes nas residéncias (DO, et al, 2015).

Ndo foi verificada neste estudo, alteracbes significantes nas frequéncias de
respondedores as citocinas, espontaneamente, entre os individuos atdpicos e nao
atépicos. O papel das citocinas pode variar de acordo com a patologia alérgica
estudada. A producdo de citocinas pertencentes ao perfil Th2 (IL-4 e IL-5) aos 12
meses de vida foram relacionadas com o aumento de IgE especifica aos 5 anos de
idade; além disso, atopia presente em tal idade (5 anos) foi associada, no modelo
ajustado, a producdo de IL-13 e inibigdo de IFNy (ROTHERS et al, 2011). No estudo
de Meyer et al, de 2014, ndo foi encontrada modifica¢des nos niveis séricos de IFNy,
TNFa, IL-13 ou IL-17 entre os grupos de asmaticos classificados de acordo com
parametros clinicos e fisiologicos. Na reviséo sistematica de Sales et al, (2012) foram
encontrados diferentes padrdes de associacdo de IL-4, IL-13, IL-5 e IL-10 com atopia,

a depender do polimorfismo existente no gene que codifica a citocina estudada.

A dosagem de citocinas dos individuos deste estudo, no inquérito anterior, em 2005,
utilizando a populagdo total de onde essa amostra foi retirada, mostrou aumento das
citocinas caracteristicas do perfil Th2 (IL-5 e IL-13) nos individuos atdpicos (com

sIgE positiva) em relagdo aos nao atopicos € uma maior producdo de IFNy entre os ndo
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atopicos (ndo atépicos e ndo asmaticos e asmaticos ndo atopicos) (FIGUEIREDO et
al, 2013). Outro trabalho do grupo encontrou associagfes entre estas citocinas e a
atopia quando esta era definida através da reacdo positiva ao SPT mas nédo a IgE sérica
(ALCANTARA-NEVES, et al, 2014), como no atual inquérito ndo foi feito SPT n&o
foi possivel observar possiveis associacdes entre a positividade ao SPT e a frequéncia

de resposta as citocinas.

No inquérito atual, ndo foi encontrado nenhuma associacdo entre atopia e os estimulos
de células do sangue periférico com extrato de M. bovis ou com PPD. Uma
possibilidade para explicar este achado foi o tamanho amostral pequeno e sem poder
para demostrar esta associacdo. Outra possibilidade é que estas associagdes nao
ocorram nesta populacdo. Alguns trabalhos também ndo encontraram relacdo entre a
atopia e esta micobactéria. Yilmaz et al, de 2000, ndo encontrou diferencas entre o
tamanho da reacdo ao teste tuberculinico e atopia, assim como Griber et al, 2001, e
Park et al, 2015, ndo encontraram associagdo entre a vacinacao pelo BCG e atopia.

O papel da bactéria e sua associa¢do com atopia ndo é totalmente compreendido visto
que durante a tuberculose, os niveis de sIgE nos individuos acometidos pela doenga
tendem a ser mais altos enquanto que a resolucdo da patologia, em pacientes com a
doenca ativa, foi associada a reducdo dos niveis de slgE (KUTLU et al, 2008;
ELLERTSEN et al, 2009; LIN et al, 2013). O bacilo também pareceu ndo apresentar
efeito na concentracdo de citocinas ja que, com excecdo da IL-6 e IL-8, as citocinas
mantiveram-se baixas de maneira que os niveis séricos de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-17
ndo foram detectaveis (ELLERTSEN et al, 2009).

Apesar disso, € postulado que as micobactérias poderiam reverter a predominéncia do
perfil de resposta Th2, restaurando o equilibrio Th1/Th2, além de reforcar o pool de
células Thl de memoria e, uma vez que esse efeito seja prolongado, haveria reducao
do risco de desenvolvimento de atopia e doencas atopicas (LIN et al, 2013; ROOK, et
al, 2013). A literatura traz trabalhos onde a associacdo inversa entre a exposi¢do ao
bacilo e a atopia foi observada. Ao identificar e medir quantitativamente as
comunidades bacterianas presentes na poeira do colchdo de criangas com idades entre
6 e 12 anos, Valkonen et al, 2015, observou uma relacdo inversa entre contato com
Mycobacterium spp e a atopia, além disso, maiores quantidades de Mycobacterium spp

foram encontradas em individuos ndo asmaticos e ndo atopicos. A infeccdo pelo bacilo
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foi associada a reducdo da reatividade ao SPT em criancas alérgicas, em relacdo

aquelas alérgicas e sem a infeccdo (OBIHARA et al, 2005).

Ao entrar em contato com o hospedeiro, as micobactérias conseguem alterar as suas
expressdes génicas (MAGEE et al, 2012). Estes organismos apresentam uma série de
antigenos que interagem com diferentes fatores do sistema imune do hospedeiro e
diferentes micobactérias podem divergir quanto a inducéo das citocinas, sendo mais ou

menos eficientes na sua inducdo (CHEN et al, 2014).

O presente trabalho demonstrou que tanto em resposta ao extrato de Mycobacterium
bovis quanto em resposta ao PPD, a maioria dos individuos foi produtor de IFNy. Tal
fato estd de acordo com a literatura, uma vez que o IFNy se configura como um
marcador da exposicdo ao microrganismo, sendo liberado logo ap6s o contato com a
micobactéria (PAI et al, 2014). O IFNy desempenha um importante papel na patologia
causada pelo Mycobacterium tuberculosis. Esta citocina induz a atividade
antimicrobiana de mondcitos humanos impedindo o crescimento intracelular da
bactéria (BOEHM et al, 1997; KLUG-MICU et al, 2013); aumenta a expressao de
MHC classe Il e regula o processamento de antigenos (BOEHM et al, 1997). No
decorrer da infec¢do, a maior parte do [IFNy tem origem nas cé€lulas T de memoria. As
células T naives produzem menores quantidades desta citocina (SZPAKOWSKI et al,
2014) e € sabido que, com o passar dos anos, a vacina vai perdendo sua eficiéncia
(ANDERSEN, DOHERTY, 2005); esse fato poderia explicar a indu¢do ndo muito
eficiente de IFNy nos individuos que ndo foram produtores de IFNy em resposta ao
estimulo com o PPD e com o extrato. Além disso, muta¢cdes no gene do receptor do
IFNy podem resultar numa maior susceptibilidade a bactéria com a auséncia de
controle e disseminacéo fatal (CUNNINGHAM et al, 2000).

Dentre os participantes do estudo ndo houve nenhum individuo que, espontaneamente,
nao fosse produtor do TNFa. Tal evento pode ser explicado pelo fato de que, apesar do
TNFa ser uma citocina com atividade inflamatoria e desempenhar papéis em diversas
patologias, ela detém funcGes fisioldgicas, desempenhando papéis nos sistemas

cardiovascular, pulmonar, imune e neurologico (AGGARWAL et al, 2012).

Como nao houve individuos ndo produtores de TNFa na auséncia de estimulo, ndo foi
possivel realizar o calculo da diferenca estatistica entre a produgdo da citocina quando

ndo havia estimulo e em resposta ao extrato de M. bovis ou ao PPD. Ainda assim, é
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possivel observar que a frequéncia de produtores de TNFa em resposta aos estimulos
manteve-se alta, principalmente em resposta ao extrato (83% de individuos produtores
de TNFa). Sabe-se que o bacilo pode induzir o aumento desta citocina (HEUTS et al,
2013). A producao de TNFa ¢ dada em sinergismo ao IFNy, constituindo assim, um
importante sinal para a ativacdo dos macréfagos (BOEHM et al, 1997; LIN et al,
2007). Na resposta montada contra as micobactérias, enquanto o IFNy ¢ importante
para potencializar a atividade antimicrobiana dos macréfagos o TNFa € critico para a
formacdo e manutencdo do granuloma (SATO et al, 1998; LIN et al, 2007).
Experimentos utilizando o MPT83 recombinante (MPT83r), uma lipoproteina do M.
tuberculosis, mostraram que esta induz aumento na expressao de TNFa, assim como
de IL-6 e IL-12p40, e que a via de produgdo do TNFa ¢ dependente do TLR-2 (CHEN
et al, 2012).

As frequéncias de individuos produtores de IL-10 apontam para uma grande
quantidade de respondedores a esta citocina e uma inducéo de produtores de IL-10 em
resposta ao extrato de M. bovis maior do que em resposta ao PPD. Em estudo anterior
realizado pelo grupo, utilizando-se a populacéo total, foi identificado que o aumento
da IL-10 estava associado ao numero de infeccBes helminticas que os individuos
apresentaram (ALCANTARA-NEVES, et al, 2014). Em seu trabalho, Piotr
Szpakowski e colaboradores encontraram niveis significantes de 1L-10 em resposta ao
M. bovis e ao BCG, mas ndo em resposta ao PPD mostrando que a bactéria é mais

potente que o PPD na inducdo desta citocina.

A literatura traz evidéncias de que o M. bovis é um bom indutor da IL-10. Em modelos
murinos, esta bactéria consegue induzir aumento da populacdo de células T
regulatorias Foxp3™* e dos niveis de IL10 (OVCHINNIKOVA et al, 2014). O M.bovis
também é capaz de induzir células T CD8+ regulatérias (BOER et al, 2013). Ainda em
modelo murinho, foi observado que tanto a vacinacdo quanto a infeccdo pelo BCG,
induzem a producéo de 1L-10, sendo as células T regulatorias uma importante fonte
desta citocina. O aumento de IL-10 foi também relacionado com a diminui¢do de
IFNy, TNFa e IL-17; a produgdo de IFNy e TNFa de macrofagos de camundongos IL-
10~"-foi inibida apos adi¢éo de IL-10 as culturas; de forma semelhante, esplendcitos de
camundongos IL-10"" ao serem estimulados com PPD, apresentaram maior producao
de IFNy, TNFa e IL-17 em relagdo aos animais selvagens (MURRAY, YOUNG,

1999; PITT et al, 2012). Macrofagos humanos derivados de mondcitos do sangue
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periférico infectados com o M. tuberculosis mostraram aumento da producéo de IL-10
e TNFa além de apresentarem aumento da expressdo de RNA mensageiro de IL-10.
Mesmo quando diferentes cargas bacterianas foram utilizadas nas culturas desses
macrofagos e células dendriticas derivadas de mondcitos, o perfil de citocinas
produzidas fora mantido ainda que com diferencas em suas concentragdes
(GIACOMINI et al, 2001).

No trabalho aqui apresentado, nenhum dos estimulos utilizados conseguiu induzir uma
alta frequéncia de respondedores a IL-5, mas induziram uma alta frequéncia de
individuos produtores de IL-13. A IL-5 e a IL-13 - citocinas do perfil Th2, atuam
juntamente com a IL-4 na inducdo da reagdo de hipersensibilidade imediata tipo I.
Enquanto a IL-13 induz a hiperresponsividade das vias respiratérias, a estimulacéo da
producdo de IgE e a hipersecrecdo de muco; a IL-5 atua sobre os eosionofilos, desde a
estimulacdo da célula precursora até a sua ativacdo e profiferacdo (ROTHENBERG,
HOGAN, 2006; TAKATSU et al, 2009; UPADHYAYA et al, 2011).

O fato dos estimulos ndo terem induzido uma alta frequéncia de respondedores a I1L-5
no presente estudo, estd em concordancia com o papel da micobactéria na forte
inducdo de respostas do tipo Thl o que, como consequéncia, inibe a expressdo da
resposta Th2 e, consequentemente, ndo faz dele um bom indutor da IL-5 (DEMISSIE
et al, 2004; QUIAO et al, 2011). Entretanto neste trabalho encontramos o0 aumento da
frequéncia de respondedores a IL-13. Apesar da forte inducdo de Thl por
micobactérias, Heuer et al, 2013, demonstraram que antigenos de 30-kDa e 38-kDa
das micobactérias tém a capacidade de induzir a maturacdo parcial das células
dendriticas e desviar a polarizacdo para um perfil Th2 em modelo murino. Além disto,
Van Meijgaarden, 2015 demonstrou que na via de apresentacdo e antigenos as células
T CD8*quando ocorre s através de HLA-E (uma das moléculas alternativas de
apresentacdo de antigenos), as citocinas do perfil Th2, incluindo-se a IL-13, passam a

ser produzidas.

Os estimulos com a micobactéria utilizados no presente trabalho induziu a producgéo
de IL-17 em poucos individuos. Em relacdo ao papel desta citocina, sabe-se que o
aumento da producéo da IL-17 relaciona-se com patologias inflamatorias, em especial
com as doencas autoimunes e a asma, e a sua diminuigdo deixa 0 organismo mais
susceptivel a infecgdes, principalmente aquelas causadas por fungos e bactérias
(PAPPU et al, 2011; ROBINSON et al, 2013). Foi observado que a atividade da IL-
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17 potencializa a acdo dos macréfagos murinos aumentando a eliminagdo da
micobactéria (LING et al, 2013). Tendo isso em vista, seria esperado o aumento da
frequéncia de respondedores a citocina em resposta aos estimulos. Essa associagdo ndo
é, entretanto, uniforme (FAN et al, 2012). Além disso, a presenc¢a, concomitante de
um grande numero de respondedores a IL-10 (97,7% de produtores de IL-10 em
resposta ao extrato), apresentaria efeito inibitorio sobre a IL-17, sendo, entéo natural a
presenca de poucos individuos produtores de IL-17 uma vez que, na auséncia de IL-
10, ha aumento na produgdo de IFNy e IL-17 (PITT et al, 2012).
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8 CONCLUSAO

A maioria dos individuos atépicos estavam sensibilizados pelos &caros (B. tropicalis e
D. pteronissinus). Tanto o PPD quanto o extrato de M. bovis, induziram alterac6es nas
respostas dos individuos as citocinas. As citocinas Thl assim como a IL-10
apresentaram grande frequéncia de respondedores, sendo mais bem induzidas do que
as citocinas IL-5 e IL-17. A alta frequéncia de individuos produtores de IL-10 foi

mantida quando estimulada com o PPD e o extrato de M. bovis.

A auséncia de resultados significativos relacionados as diferentes frequéncias
(respondedores e ndo respondedores) observadas na atopia quando ndo havia estimulo
pode ser resultado do pequeno numero amostral utilizado. O pequeno ndmero
amostral, portanto, configura-se como uma limitacdo do estudo. A dicotomizacao da
amostra também se configura como fator limitante. Como se trabalhou com
frequéncias, € importante mencionar que a auséncia de diferenca estatisticamente
significante entre as frequéncias ndo implica em uma baixa inducdo da producéo de

citocinas.
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9 PERSPECTIVAS

Pretendemos aguardar a liberacdo dos recursos da FABESB para dosar os demais
sobrenadantes de 24h estimulados com o extrato e com o PPD, assim como os de 120h
que estdo armazenados em freezer -70° C. O aumento da amostra e a inser¢do de mais
um periodo para dosagem das citocinas contribuird para um melhor entendimento do
real comportamento das células do sangue total da popula¢do em relagdo a producéao

das citocinas e também em relacdo a condicdo de atopia e de asma.
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ANEXO

ANEXO A - Tabela 1: Caracterizagdo da populacdo do estudo

Tabela 1: Caracterizacéo da populacéo do estudo

Sexo

Cicatriz vacinal

Atopia

Feminino
20 (36,4%)
Presenca
50 (98,1%)
Presenca

18 (38,3%)

Masculino
35 (63,6%0)
Auséncia
1(1,9%)
Auséncia

29 (61,7%)
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ANEXO B — Tabela 2: Dados de atopia

Tabela 2: Dados de atopia

Valor Valor Média Desvio  Frequéncia
minimo sIgE  maximo padrdo  de atopicos -
(kU/L) slgE (kU/L) n (%)
Blomia tropicalis 0,10 100,00 5,49 16,80 17 (36,2)
Dermatophagoides 0,10 100,00 7,71 21,00 13 (27,7)
pteronissinus
Blatella germanica 0,10 2,60 0,27 0,49 7(14,8)
Periplaneta americana 0,10 2,71 0,40 0,66 3(6,7)
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ANEXO C - Tabela 3: Citocinas produzidas espontaneamente por células do sangue

total nos individuos atopicos e ndo atopicos

Tabela 3: Citocinas produzidas espontaneamente por células do sangue total nos

individuos atopicos e ndo atopicos

Citocinas Atopia Producéo de Citocinas *Valor de p
Sim (%) Né&o (%0)

IFNy Total: 46
Atopico 9 (19,6) 9 (19,6) 0,550
N3o Atopico 17 (37,0 11 (23,9)

TNFa Total: 46
Atopico 18 (39,1) . *ok
N&o Atopico 28 (60,9) --

IL-10 Total: 40
Atopico 14 (35,0) 3(7,5) 0.069
Néo Atdpico 23 (57,5) 0(0,5)

IL-5 Total:46
Atopico 3(6,5) 15 (32,6) 1,000
Né&o Atdpico 6 (13,0) 22 (47,8)

IL-13 Total: 40
Atépico 7 (17,5) 10 (25,0) 0,755
N&o Atopico 11 (27,5) 12 (30,0)

IL-17 Total: 46
Atopico 4(8,7) 14 (30,4) 0,739
Né&o Atdpico 8 (17,4) 20 (43,5)

*Teste Exato de Fisher; **valor de p ndo calculado.
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ANEXO D - Tabela 4: Produc&o de citocinas por células do sangue total em resposta

ao estimulo com extrato de Mycobacterium bovis em individuos atépicos e ndo

atdpicos

Tabela 4: Producdo de citocinas por células do sangue total em resposta ao estimulo

com extrato de Mycobacterium bovis em individuos atopicos e ndo atopicos

Citocina Atopia Producéo de Citocinas *Valor de p
Sim (%) Né&o (%0)

IFNy Total: 45
Atopico 13 (28,9) 5(11,1) 0,527
N3o Atopico 16 (35,6) 11 (24,4)

TNFa Total: 45
Atopico 16 (35,6) 2 (4,4) 0,648
N3o Atopico 22 (48,9) 5(11,1)

IL-10 Total: 38
Atdpico 16 (42,1) 1(2,6) 0.447
Néo Atdpico 21 (55,3) 0(0,5)

IL-5 Total: 45
Atépico 4(8,9) 14 (31,1) 0,735
Né&o Atdpico 8 (17,8) 19 (42,2)

IL-13 Total: 39
Atopico 10 (25,6) 7(17,9) 0,738
N&o Atopico 15 (38,5) 7(17,9)

IL-17 Total: 45
Atépico 7 (15,6) 11 (24,4) 0,543
Né&o Atdpico 14 (31,1) 13 (28,9)

*Teste exato de Fisher; **valor de p néo calculado.
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ANEXO E — Tabela 5: Producao de citocinas por células do sangue total em resposta
ao estimulo com PPD em individuos atopicos e nao atopicos

Tabela 5: Producéo de citocinas por células do sangue total em resposta ao estimulo

com PPD em individuos atopicos e ndo atopicos

Citocina  Atopia Producéo de Citocinas *Valor de p
Sim (%) Né&o (%)

IFNy Total: 20
Atopico 5 (25,0) 4 (20,0) 1,000
Né&o Atdpico 7 (35,0) 4 (20,0)

TNFa Total: 20
Atopico 4 (20,0) 5 (25,0) 0,160
N&o Atopico 9 (45,0) 2 (10,0)

IL-10 Total: 19
Atopico 3 (15,8) 6 (31,6) 1,000
N&o Atopico 6 (31,6) 4(21,1)

IL-5 Total: 19
Atopico 3 (15,8) 6 (31,6) 1,000
N&o Atopico 3 (15,8) 7 (36,8)

IL-13 Total: 19
Atopico 6 (31,6) 3(15,8) 1,000
N&o Atopico 6 (31,6) 4 (21,1)

IL-17 Total: 20
Atopico 3(15,0) 6 (30,0) 0,670
Né&o Atdpico 5 (25,0) 6 (30,0)

*Teste exato de Fisher; ** valor de p ndo calculado.
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ANEXO F — Tabela 6: Citocinas produzidas por células do sangue total de 55

individuos estimuladas ou ndo pelo extrato de Mycobacterium bovis

Tabela 6: Citocinas produzidas por células do sangue total de 55 individuos

estimuladas ou ndo pelo extrato de Mycobacterium bovis

Citocina  Resposta das células ndo Respostas das células estimuladas *Valor de p

estimuladas com extrato de M. bovis
Sim (%) Nao (%)

IFNy Total: 53
Respondedor 22 (41,5) 7(13,2) 0,045
N&o Respondedor 11 (20,8) 13 (24,5)

TNFa Total: 53
Respondedor 44 (83,0) 9 (17,0) **
N&o Respondedor -- --

IL-10 Total: 43
Respondedor 38 (88,4) 0(0,5) 0,116
N&o Respondedor 4(9,3) 1(2,3)

IL-5 Total: 52
Respondedor 11 (20,8) 0 (0,5) 0,001
N&o Respondedor 3 (5,7) 39 (73,6)

IL-13 Total: 54
Respondedor 17 (38,6) 2 (4,5) 0,001
N&o Respondedor 10 (22,7) 15 (34,1)

IL-17 Total: 54
Respondedor 17 (32,1) 0 (0,5) 0.001
N&o Respondedor 9 (17,0) 27 (50,9)

*Teste exato de Fisher; **valor de p ndo calculado; valores em negrito sdo estatisticamente
significantes.
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ANEXO G - Tabela 7: Citocinas produzidas por células do sangue total de 21

individuos estimuladas ou néo pelo PPD

Tabela 7: Citocinas produzidas por células do sangue total de 21 individuos

estimuladas ou ndo pelo PPD

Citocina  Resposta das células ndo Resposta ao estimulo do PPD *Valor de p
estimuladas - ~
Sim (%) Nao (%)
IFNy Total: 21
Respondedor 6 (28,6) 5(23,8)
0,659
N&o Respondedor 7 (33,3) 3(14,3)
TNFa Total: 21
Respondedor 14 (66,7) 7 (33,3)
*%*
Néo Respondedor -- -
IL-10 Total: 20
Respondedor 9 (45,0) 10 (50,0)
0,500
N&o Respondedor 1(5,0) 0(0,5)
IL-5 Total: 20
Respondedor 4 (20,0) 0(0,5)
0.003
Né&o Respondedor 2 (10,0) 14 (70,0)
IL-13 Total: 20
Respondedor 9 (45,0) 1(5,0)
0,020
N&o Respondedor 3 (15,0) 7 (35,0)
IL-17 Total: 21
Respondedor 5 (23,8) 1(4,8) 0,014
N&o Respondedor 3(14,3) 12 (57,1)

*Teste exato de Fisher; **valor de p néo calculado; valores em negrito s&o estatisticamente
significantes.
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ANEXO H: Manuscrito do artigo

PERFIL DE CITOCINAS INDUZIDAS PELO PPD E PELO EXTRATO DE
Mycobacterium bovis EM ADOLESCENTES ATOPICOS E NAO ATOPICOS
DE SALVADOR, BAHIA
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Resumo

Introducgdo: Tém-se debatido o papel de microrganismos na imunomodulagéo de
doencas alérgicas atopicas cuja prevaléncia tem aumentado. A Micobactéria emerge,
entdo, como um potencial agente imunomodulador. Objetivo: Identificar os perfis de
citocinas induzidos pelo extrato de Mycobacterium bovis e pelo PPD e como elas séo
induzidas em adolescentes atopicos e ndo atopicos de Salvador, Bahia. Metodologia:
O estudo utilizou amostra de conveniéncia de 55 individuos cujo sangue periférico
coletado fora utilizado no cultivo de sangue total. As células foram estimuladas com
5ug do extrato de M. bovis ou 5ug do PPD. Utilizou-se 0 Multiplex para verificar o
perfil de citocinas (IFNy, IL-10, TNFa, IL-13, IL-5 e IL-17) induzido em 24h. A
atopia foi determinada através da presenca de IgE acima de 0,7 kU/mL para pelo
menos um alérgeno (Blomia tropicalis, Dermatophagoides pteronissinus, Blatella
germanica e Periplameta americana). A amostra foi dicotomizada em respondedor e
ndo respondedor com base no limite minimo de deteccdo do kit para cada citocina e o
teste Exato de Fisher foi aplicado. Resultados: O estimulo com PPD e com extrato
induziu mudangas significativas nas frequéncias de respondedores a IL-5, IL-13 e IL-
17, e & IL-5, IL-13, IL-17 e IFNy, respectivamente. 97,7% dos individuos foram
produtores de IL-10 em resposta ao extrato. Os compostos ndo induziram alteracGes
significativas nas frequéncias de respondedores entre 0s grupos de atopia.
Considerag0es Finais: As dosagens de citocinas serdo finalizadas, incluindo-se a do
sobrenadante de 120h, permitindo a aplicacdo de teste estatistico com maior poder
para verificagdo dos efeitos dos compostos utilizados.

Palavras-chave: Alergia. Atopia. Imunomodulagéo. PPD. Mycobacterium bovis.
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1 Introdugéo

A prevaléncia de doencas alérgicas tem aumentado em todo o mundo
(PAPADOPOULOS, et al, 2012). Em determinadas regides da América Latina chega
a ser tdo alta quanto aquelas encontradas em regides desenvolvidas (ASHER, et al.
2006; SOLE, et al, 2013). No Brasil, apesar das tendéncias de prevaléncia das doencas
alérgicas ndo serem homogéneas, a prevaléncia de asma (46,9%) é uma das maiores da
América Latina (SOLE, et al, 2006).

Os tratamentos disponiveis para as doencgas atdpicas, como 0s coticosterdides,
possuem efeitos colaterais, tornando-o0s preocupantes, principalmente nos individuos
gue necessitam de altas doses e uso por tempo prolongado (SMIT, et al, 2003).
Strachan (1989) postulou a hipotese da higiene, a qual induziu uma mudanca de
pensamento na comunidade cientifica — 0s agentes etioldgicos de infecgdes crénicas
que vao desde virus a helmintos passaram a ser vistos como provaveis educadores do
sistema imune do hospedeiro e seu contato na infancia protegeria aqueles com
predisposicdo genética para o desenvolvimento de doengas alérgicas (STRACHAN,
2000; ROOK, et al, 2013). Algumas vacinas, como a triplice bacteriana e a BCG
(Bacilo Calmette-Guérin), emergiram como agentes potenciais no combate as alergias
(MARTIGNON, et al, 2005).

O papel da vacinacao pela BCG, e da infeccdo assintomatica por Mycobacterium spp
na protecdo contra o desenvolvimento das doencas atopicas tem sido debatido. Estudos
epidemioldgicos sobre o tema divergem bastante quanto aos achados; alguns
encontram acdo protetora (AABY, et al, 2000; CAVALLDO, et al, 2002) enquanto
outros ndo a acham (GRUBER, et al, 2001; ANNUS, et al, 2004). H4, portanto, uma
grande variedade de estudos que visam elucidar o papel efetivo que as micobactérias
ttm na imunomodulacdo das alergias, e até o momento seus resultados s&o
controversos. O presente trabalho buscou, através do estimulo das células do sangue
periférico de individuos atopicos e ndo atdépicos com componentes da micobacteéria,
entender como as células imunes do hospedeiro respondem ao estimulo e se essa

resposta difere entre os individuos atdpicos e ndo atopicos.

2 Metodologia

2.1 Caracterizagdo da populacéo de estudo
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Utilizou-se uma amostra de conveniéncia constituida por 55 adolescentes, oriunda do
estudo prospectivo conduzido em criangas e adolescentes, o SCAALA (Social
Changes in Asma and Alergies in Latin America) - programa sobre fatores de risco
para asma e doencas alérgicas do Instituto de Saude Coletiva da UFBA. Os
questionarios do ISAAC foram replicados a 1200 criangas e adolescentes
participantes. O trabalho possui aprovagio do Comité de Etica do Instituto de Satde
Coletiva da UFBA e do Comité Nacional de Pesquisa. O termo de consentimento livre
e esclarecido fora apropriadamente obtido do responsavel legal de cada participante

para o inquérito atual.

Dos 55 individuos, 20 pertenciam ao sexo feminino e 35 ao sexo masculino. A idade
variou de 12 a 21 anos. Com excecdo de um, todos apresentaram a cicatriz
correspondente a vacinacdo com BCG. As células do sangue periférico de todos 0s
individuos foram estimuladas com o extrato de Mycobacterium bovis, e, destes, 21
foram estimulados, também com o PPD. Dezoito individuos eram atopicos e 29 nédo
atopicos. A definicdo de atopia ndo atinge o numero amostral de 55 pois quando a
presente analise foi realizada, a dosagem sérica de IgE especifica ainda ndo havia sido

realizada.

2.2 Dosagem de IgE e definicdo de atopia

A atopia foi determinada pela presenca de IgE sérica especifica para aerolérgenos
ambientais (sIgE). A concentracdo de sIgE foi determinada usando kits Immunocap
(THERMO/PHADIA, Sdo Paulo, SP, Brasil), para Blomia tropicalis,
Dermatophagoides pteronissinus, Blatella germanica e Periplaneta americana. Foram
considerados atopicos individuos que apresentaram resposta de sIgE acima de 0,70

kU/mL para pelo menos um dos alérgenos estudados.
2.3 Cultivo de células sanguineas

Para o cultivo do sangue total, foi feita a diluicdo 1:4 em meio RPMI1640
suplementado com 1% L-glutamina e antibiéticos do sangue coletado em tubos com
Heparina (Compania Benckton Dickson, Franklin Lakes, USA), conforme
descrito por Figueiredo e colaboradores (2013). Todos os individuos tiveram amostras
sem estimulo, ou seja, desprovida de antigenos, contendo apenas o0 meio suplementado

para servir de controle negativo e amostras estimuladas com 5ug do extrato de
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Mycobacterium bovis para avaliagdo do perfil estimulatorio. Deste grupo, 21
individuos tiveram, também, pogos estimulados com 5ug do PPD (SMITH et al,
2010). O perfil de citocinas nos pogos estimulados, foi comparado com 0S pogos

contendo celulas néo estimuladas.
2.4 Obtencéo do PPD e do extrato de Mycobacterium bovis

O PPD foi obtido comercialmente (Statens Serun Institut, Dinamarca, Copenhagen)
para 0s ensaios in vitro e o extrato do Mycobacterium bovis foi obtido a partir do
cultivo do microrganismo no caldo de Middlebrook 7H9 (BD Diagnostic Systems,
USA, Sparks) suplementado com 10% de ADC (albumina bovina, dextrose e catalase)
(Sigma-Aldrich, USA, St. Louis). O cultivo foi centrifugado a 2500 g, 4°C durante 15
minutos para separa¢do do meio e, ap6s lavagem - centrifugacgdo a 2500 g, 4°C durante
15 minutos e ressuspensao do sedimento em salina tamponada de fosfato (PBS) - as
bactérias foram submetidas ao choque térmico em nitrogénio liquido e depois
sonicadas durante uma hora. O sobrenadante obtido foi centrifugado a 3000 g por 15
minutos para separar as células ndo lisadas e a 17000 g, sendo o sobrenadante
novamente coletado. O inibidor de protease PMSF (Sigma-Aldrich, S&o Paulo SP,
Brasil) foi adicionado (25uL por 1g de massa) ao sobrenadante (PARISH,
WHEELER, 1998; WOUNDE et al, 2013). A concentracdo final da proteina vista pelo
método de Bradford.

2.5 Quantificacéo de Citocinas

As citocinas IFNy, TNFa, IL-10, IL-5, IL-13 e IL-17 foram quantificadas no
sobrenadante do cultivo celular através do Multiplex, utilizando os kits Milliplex Map
Kit (Millipore Corporation, Estados Unidos, Billerica, MA) para dosagem de

citocinas.
2.6 Analise estatistica

O resultado das citocinas foi dicotomizado e os valores abaixo do limite inferior de
deteccdo do kit foram considerados como ndo respondedores. As concentracGes
minimas detectadas foram: 1,1 pg/mL, 1,1 pg/mL, 1,6 pg/mL, 0,7 pg/mL, 1,9 pg/mL, e
1,2 pg/mL para o IFNy, TNFa, IL-10, IL5, IL-13 e IL-17, respectivamente. O teste
exato de Fisher foi utilizado com o nivel de significancia de 5%. O software Statistical

Package for the Social Sciences — SPSS, v. 17.0 foi utilizado para realizar as analises
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estatisticas. Para a analise das citocinas onde apenas um dos resultados ficou com
frequéncia igual a 0% (zero porcento), foi atribuido o valor de 0,5% a frequéncia afim
de que se pudesse calcular a significancia. Quanto ao TNFa tal artificio ndo pode ser

utilizado devido a presenca de mais de um resultado igual a 0%.
3. Resultados e Discussdo
3.1 Atopia

A maioria dos individuos atopicos (36,2%) apresentaram sIgE para Blomia tropicalis.
Este foi seguido pelo Dermatophagoides pteronissinus (27,7%), Blatella germanica
(14,8%) e Periplaneta americana (6,7%). Dentre os atopicos, 4 individuos (22,2%) o
foram para apenas um alérgeno, 9 (50%) foram para dois alérgenos, 2 (11,1%) para
trés alérgenos e 3 (16,7%) para os quatro alérgeno (dados ndo mostrados). Os &caros
B. tropicalis e D. pteronyssinus estdo entre as espécies mais comumente associadas
com alergias (CHEONG, et al, 2003; YAP, et al, 2014). Em seu trabalho, Yap e
colaboradores, 2014, encontraram que a maioria dos individuos alérgicos estavam
sensibilizados contra B. tropicalis seguido pelo D. pteronyssinus. A exposi¢do as
baratas B. germanica e P. americana esta ligada com a sensibilizacdo do individuo e a
presenca de sintomas alérgicos no sistema respiratorio. Tais espécies correspondem as

mais predominantes nas residéncias (DO, et al, 2015).
3.2 Producéo de citocinas nos grupos de atopia

A producédo espontanea das citocinas entre os individuos atdpicos e ndo atopicos foi
verificada utilizando os pogos sem estimulo. Nenhuma alteracdo significativa nas
frequéncias de respondedores entre atopicos e ndo atopicos para as citocinas dosadas
foi observada. No inquérito anterior realizado pelo grupo em 2005 utilizando a
populacéo total de onde essa amostra foi retirada, observou-se o aumento da IL-5 e IL-
13 nos individuos atépicos em relacdo aos ndo atopicos e uma maior producdo de
IFNy entre os ndo atopicos (FIGUEIREDO et al, 2013). Em outro trabalho do grupo as
associacOes entre as citocinas e atopia ocorreu quando esta era definida atraves da
reacdo positiva a0 SPT mas n&o a IgE sérica (ALCANTARA-NEVES, et al, 2014).

A resposta ao estimulo com o extrato de M. bovis e com o0 PPD também ndo induziram
alteracOes significativas nas frequéncias de respondedores para nenhuma das citocinas

estudadas entre os individuos atépicos e ndo atdpicos. Alguns trabalhos néao
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encontraram relacdo entre a atopia e Micobactéria (GRUBER, et al, 2001; PARK, et
al, 2015). Ellertsen e colaboradores (2009) ndo observaram efeito do bacilo na
concentracdo de citocinas ja que, com excecdo da IL-6 e IL-8, as demais (IL-4, IL-5,
IL-10 e IL-17) mantiveram-se baixas. Ainda assim, & postulado que as micobactérias
poderiam reverter a predominancia do perfil de resposta Th2, restaurando o equilibrio
Th1/Th2, além de reforgar o pool de células Thl de memoria havendo a reducéo do
risco de desenvolvimento de atopia e doengas atdpicas (ROOK, et al, 2013). A
literatura traz trabalhos onde a associacdo inversa entre a exposicdo ao bacilo e a
atopia foi observada (OBIHARA et al, 2005; VALKONEN, et al, 2015).

3.3 Citocinas induzidas pelo extrato de M. bovis e pelo PPD

Fez-se uso de tabelas de contingéncia para verificar o efeito dos estimulos em relacéo
ao controle sem estimulo. Para cada citocina, existem quatro resultados possiveis: no
primeiro quadrante das frequéncias a esquerda - individuos respondedores sem
estimulo que também foram respondedores com o estimulo utilizado (extrato de M.
bovis ou PPD), no segundo quadrante a direita - respondedores sem estimulo que
deixaram de sé-lo com o estimulo, no terceiro quadrante a esquerda e abaixo - ndo
respondedores sem estimulo que passam a sé-lo com o estimulo e no quarto e Gltimo
guadrante - ndo respondedores sem estimulo que continuam ndo respondendo mesmo
em presenca do estimulo. O Teste Exato de Fisher verificou se as frequéncias obtidas
foram diferentes umas das outras. Ocorreu variagdao do numero amostral ao longo das
tabelas pois, em alguns pocos, ndo foi possivel realizar a dosagem para algumas
citocinas uma vez que a curva para calibracdo ndo foi obtida impossibilitando o

programa de calcular as concentracfes das citocinas.

O estimulo com o extrato de M. bovis induziu alteracdes significativas na producédo de
IFNy, IL-5, IL-13 e IL-17, como é possivel observar na Tabela 1. A frequéncia total
dos individuos respondedores produtores de IFNy foi de 62,3% (somando-Se a
frequéncia do primeiro e terceiro quadrantes). A maioria dos individuos ndo respondeu
ao extrato com a producdo de IL-5 (73,6%) nem de IL-17 (50,9%). 61,3% dos
individuos foram respondedores a I1L-13. As células de 97,7% dos individuos
produziram IL-10 em resposta ao extrato de M. bovis. Nao foi possivel fazer essa
analise para o TNFo uma vez que a presenca de zeros impossibilitou a construcdo da

tabela 2x2 e o calculo do teste estatistico.
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O estimulo com o PPD induziu mudanca significativa, em relacdo ao controle sem
estimulo, na frequéncia de respondedores para as citocinas IL-5, IL-13 e IL-17,
conforme demonstrado na Tabela 2. Na presenca do estimulo, a maior parte dos
individuos ndo responderam com a producdo de IL-5 (70%) nem de IL-17 (61,9%).
Para a IL-13, 60% dos individuos pertenceram ao grupo dos respondedores. Apesar do
IFNy néo apresentar diferenga significativa na sua distribuicdo em relagéo ao controle
sem estimulo, é possivel observar uma maior frequéncia de individuos entre os
produtores da citocina em resposta ao PPD (61,9%). N&o foi possivel aplicar o teste

estatistico para 0 TNFa pelo mesmo motivo do ocorrido com o extrato de M. bovis.

A maioria dos individuos, no presente trabalho, produziu IFNy. A citocina é um
marcador da exposi¢cdo a micobactéria, sendo liberada logo ap6s o seu contato (PAI et
al, 2014). O IFNy induz a atividade antimicrobiana de monocitos humanos impedindo
0 crescimento intracelular da bactéria (BOEHM et al, 1997; KLUG-MICU et al,
2013); aumenta a expressao de MHC classe 1l e regula o processamento de antigenos
(BOEHM et al, 1997). No decorrer da infec¢do, a maior parte do IFNy tem origem nas
células T de memdria (SZPAKOWSKI et al, 2014), e é sabido que a vacina vai
perdendo sua eficiéncia com o passar dos anos (ANDERSEN, DOHERTY, 2005). Tal
fato poderia explicar a presenga de individuos ndo produtores de IFNy em resposta aos

estimulos.

O pequeno numero amostral e o fato do TNFoa deter fungdes fisioldgicas
desempenhando papéis nos sistemas cardiovascular, pulmonar, imune e neuroldgico
(AGGARWAL et al, 2012), podem explicar a auséncia de individuos que,
espontaneamente, ndo foram produtores da citocina. Mesmo ndo sendo possivel
calcular a diferenca estatistica entre a produ¢do do TNFa quando ndo havia estimulo e
em resposta aos estimulos, a frequéncia de produtores de TNFo manteve-se alta,
principalmente em resposta ao extrato (83% de individuos produtores de TNFa). O
bacilo pode induzir o aumento da citocina (HEUTS et al, 2013) cuja producéo é dada
em sinergismo ao IFNy, constituindo um sinal para ativagdo dos macréfagos (BOEHM
et al, 1997; LIN et al, 2007). Na resposta montada contra as micobactérias, o TNFa ¢
critico para a formacdo e manutencdo do granuloma (LIN et al, 2007). Foi observado
que o MPT83 recombinante - uma lipoproteina do M. tuberculosis, é capaz de induzir
aumento na expressdo de TNFa (CHEN et al, 2012).
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Houve uma grande quantidade de individuos respondedores produtores de I1L-10 sendo
maior em resposta ao extrato de M. bovis do que em resposta ao PPD. No estudo
anterior do grupo, foi identificado que o aumento da IL-10 estava associado ao nimero
de infecgBes helminticas que os individuos apresentaram (ALCANTARA-NEVES, et
al, 2014). Em seu trabalho, Szpakowski e colaboradores encontraram niveis
significantes de IL-10 em resposta ao M. bovis e a0 BCG, mas ndo em resposta ao
PPD mostrando que a bactéria é mais potente que o PPD na indugdo da IL-10.
Macrofagos humanos derivados de monadcitos do sangue periférico infectados com o
M. tuberculosis mostraram aumento da producdo de IL-10 e TNFa além de
apresentarem aumento da expressédo de RNA mensageiro de IL-10 (GIACOMINI et al,
2001). Em modelos murinos, esta bactéria consegue induzir aumento da populacao de
células T regulatérias Foxp3*, dos niveis de IL10 (OVCHINNIKOVA et al, 2014) e
induzir células T CD8+ regulatorias (BOER et al, 2013).

Nenhum dos estimulos utilizados induziu uma alta frequéncia de respondedores a IL-
5, mas uma alta frequéncia de individuos produtores de IL-13 foi observada. A IL-5 e
a IL-13 - citocinas do perfil Th2, atuam juntamente com a IL-4 na inducédo da reacao
de hipersensibilidade imediata tipo | (UPADHYAYA et al, 2011). A baixa inducdo de
IL-5 em resposta aos estimulos esta de acordo com o papel da micobactéria - o bacilo
é um forte indutor de respostas do tipo Thl o que inibe a expressdo da Th2 e ndo o
torna um bom indutor da IL-5 (DEMISSIE et al, 2004; QUIAO et al, 2011). Apesar
disso neste trabalho encontramos o aumento da frequéncia de respondedores a 1L-13.
Em contrapartida a forte indugdo de Thl por micobactérias, Heuer et al, 2013,
demonstraram que antigenos de 30-kDa e 38-kDa das micobactérias tém a capacidade
de desviar a polarizacdo para um perfil Th2 em modelo murino. Van Meijgaarden,
2015 demonstrou que na via de apresentacdo de antigenos as células T CD8*quando
ocorre atraves de HLA-E (uma das moléculas alternativas de apresentacdo de

antigenos), as citocinas do perfil Th2, incluindo-se a IL-13, passam a ser produzidas.

Os estimulos com a micobactéria utilizados induziu a producéo de I1L-17 em poucos
individuos. Sabe-se que o0 aumento da IL-17 relaciona-se com patologias inflamatorias
e que a sua diminuicdo deixa o organismo mais susceptivel a infec¢des, incluindo-se
as bacterianas (PAPPU et al, 2011). Foi observado que a atividade da IL-17
potencializa a agdo dos macréfagos murinos aumentando a eliminacéo da micobactéria

(LING et al, 2013). Tendo isso em vista, seria esperado que os estimulos aumentassem
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a frequéncia de respondedores a citocina. Mas, além dessa associacdo ndo ser
uniforme (FAN et al, 2012), a presenga, concomitante de um grande numero de
respondedores a IL-10 (97,7% de produtores de IL-10 em resposta ao extrato),
apresentaria efeito inibitorio sobre a IL-17, sendo, entdo natural a presenca de poucos
individuos produtores de IL-17 uma vez que, na auséncia de IL-10, h4 aumento na
producado de IFNy e IL-17 (PITT et al, 2012).

4. Consideragdes Finais

A maioria dos individuos atdpicos estavam sensibilizados pelos acaros. Tanto o PPD
guanto o extrato de M. bovis induziram alteracdes nas respostas dos individuos as
citocinas. As citocinas Thl e a IL-10 apresentaram grande frequéncia de
respondedores, sendo melhor induzidas do que a IL-5 e IL-17. Mais estudos deverdo
ser feitos para avaliar o papel das células do sangue total da populacdo em relacdo a
producdo das citocinas e também em relacdo a condicdo de atopia e de asma. Os
demais sobrenadantes de 24h e 120h estimulados com o extrato e com o PPD serdo

dosados posteriormente.
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Tabela 1: Citocinas produzidas por células do sangue total de 55 individuos

estimuladas ou ndo pelo extrato de Mycobacterium bovis

Citocina Células ndo estimuladas  Respostas das células estimuladas *Valor de p
com extrato de M. bovis
Sim (%) Nao (%)

IFNy Total: 53
Respondedor 22 (41,5) 7(13,2) 0,045
N&o Respondedor 11 (20,8) 13 (24,5)

TNFa Total: 53
Respondedor 44 (83,0) 9 (17,0) *x
N&o Respondedor -- --

IL-10 Total: 43
Respondedor 38 (88,4) 0(0,5) 0,116
N&o Respondedor 4 (9,3) 1(2,3)

IL-5 Total: 52
Respondedor 11 (20,8) 0 (0,5) 0,001
N&o Respondedor 3 (5,7) 39 (73,6)

IL-13 Total: 54
Respondedor 17 (38,6) 2 (4,5) 0,001
N&o Respondedor 10 (22,7) 15 (34,1)

IL-17 Total: 54
Respondedor 17 (32,1) 0(0,5) 0.001
N&o Respondedor 9 (17,0) 27 (50,9)

*Teste exato de Fisher; **valor de p néo calculado; valores em negrito s&o estatisticamente
significantes.
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Tabela 2: Citocinas produzidas por células do sangue total de 21 individuos

estimuladas ou ndo pelo PPD

Citocina  Células ndo estimuladas  Resposta ao estimulo do PPD *Valor de p
Sim (%) Nao (%)
IFNy Total: 21
Respondedor 6 (28,6) 5(23,8)
0,659
N&o Respondedor 7 (33,3) 3(14,3)
TNFa Total: 21
Respondedor 14 (66,7) 7 (33,3)
*%*
Néo Respondedor -- -
IL-10 Total: 20
Respondedor 9 (45,0) 10 (50,0)
0,500
N&o Respondedor 1(5,0) 0(0,5)
IL-5 Total: 20
Respondedor 4 (20,0) 0(0,5)
0.003
Né&o Respondedor 2 (10,0) 14 (70,0)
IL-13 Total: 20
Respondedor 9 (45,0) 1(5,0)
0,020
N&o Respondedor 3 (15,0) 7 (35,0)
IL-17 Total: 21
Respondedor 5(23,8) 1(4,8) 0,014
Né&o Respondedor 3(14,3) 12 (57,1)

*Teste exato de Fisher; **valor de p néo calculado; valores em negrito séo estatisticamente
significantes.
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INSTITUTO DE SAUDE Plataforma
COLETIVA / UFBA %m‘l

Objetive da Pesguisa:

{0 projeto tem como Objetivos principais: _ Explorar o efeito de exposipies passadas e presentes na
aquisigdo, persisténcia e remissSo de sintomas de asma em criancas da coorte SCAALA - Salvadar; _
Explorar o efeito de exposigies passadas e presentes nos marcadores de alengia em criancas da coorte
SCAALA - Salvador, _ Explorar os possivers mecanismos munclogicos relacionados a esses desfechos; e
Objetivos especificos: _ Identficar os fatores de risco relacicnados a0 swrgimento de sintomas de asma
durantz o seguimento da coorte SCAALA Salvador; _ Identficar os fatores de risco relacionados 3 remissao
dos sintomas de asma durante o seguimento da coorte de criangas identificadas como asmaticas em 2005
_ ldentificar os fatores de risco relacionados a3 persisténcia de sintomas de asma durante o seguimento da
coorte de criangas identificadas como asmaticas em 2005; _ entficar os fatores de risco relacionados a
mudanga de status dos marcadores de alergia durante o seguimento da coorte SCAALA Salvador,

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Em relagdo aos riscos e beneficios, informa que o Unico risco que podera advir s3o os decomentes da
WENDpUNga0 para coleta de sangue, porém, que s30 minimos, porque o procedimento serd efetuado por
pessoal adequadamente treinado e capacitado para realizagao da tarefa. Em contrapartida, o principal
beneficio sera de acrescentar informagdes para o entendimento & refinamento das estimativas de
associazies com 3 causalidade da incidéncia de asma e doengas aléngicas  fatores precipiantes de seus
episodios & severidade na populagio de Salvador). podendo subsidiar medidas de prevengao. De forma
direta estio previstos: 1) diagndstico e orentagao terapéutica para asma severa por pessoal especializado;
2) diagndstico e orentagdo terapSutica de desmutrigdo e obesidade provido pelo projeto; e 3) orentagao
dietética mos casos de desnutricio grave.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo longitwdinal, interdisciplinar, multi-instiucional, envolvendo instituigao estrangeira no
processo de andlise que acompanhara 1.445 criangas e adolescentes da coorte SCAALA (Social Changes.
Asthma and Allergy in Latin America) - Salvador, seguidas desde 1098, Sobre esta coorte ja foram
realizados 3 inquéritos, sendo este o 4° inquénto. A coleta de dados do seguimento sera realzada atraveés
de umna visita domiciliar. Propde-se a realizagao de um Inquérito IV (2012), no qual poderao ser identificados
os fatores associados 3 incidEncia de sinfomas de asma, 3 gravidade da doenga nas criangas com sintomas
persistentes (utilizands uma vers30 adaptada do ISAAC-The Intemational Study on Astham and Allergies in
Chibdhood, fase 1), assim como sera possivel mwestigar marcadores de alergia e, mais profundaments, os
mecanismos imunologicos relacionados a esses desfechos. Este inquérito sera constituido por 3 diferentes
COMponentes que se aplicarao 3 toda populagio de estudo 1) aplicagdo do questionario para
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INSTITUTO DE SAUDE Plotaforma
COLETIVA / UFBA %nﬂ

obteng3o de dados referentes aos sinais e sintomas de asma e seus fatores de risco; 2) exame sorologico
para determinagdo dos individuos atdpicos através dos niveis séricos de IgE Total e especifico; & 3)
medigac de peso e altura.

A selecdo das criangas foi realizada a partir da divisio da cidade de Salvador em 1.765 setores
censitarios|{Censo 1091) tendo estes setores sido classificados em & categorias de acordo com o nivel de
esgotamento sanitirio & salario minimo. Estes setores foram posteriormente agregados em funcao da
estimativa da populagioc com idade de 0-4 anos, resultando em 1.100 agregados denominados
‘microdreas”. A populacie do inguérito | foi formada por 23 destes agregados, selecionados por
conveniéncia entre as  diferentes bacias de esgotamento sanitario da cidade de Salvador.

As amosiras biclogicas serao ammazenadas e analisadas no Instituto de Ciéncias da Sabde (ICS/UFBA) e as
analises dos dados realizadas por um equipe multidisciplinar composta por profissionais meadicos,
epidemiologistas, imunelogistas, geneticistas, estatisticos, psicilogos e estedantes de pos-graduacde. tendo
como sede principal o Institute de Sadde Coletiva (I15C), em colaboragie com a Faculdade de
Medicina[FAMED), o Instituto de Matematica, o Profr (Programa para o confrole da asma e da rinite
alergica na Bahia) e a London Scheol of Hygiene and Tropical Medicine (LSHTM/UK).

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

0 protocolo de pesquisa apresenta todos os fens necessarios 3 apreciagioe pelo Comité de Etica em
Pesquisa- folha de rosio, descricio da pesquisa, informagao relativa aos sujeitos da pesquisa e cumiculum
vitae dos pesquisadores.

Os responsaveis pelos participantes na coore serdo convidados mediante convite & termio de consentimento
livre & esclarecido que informa sobre o conteddo da pesquisa e seus riscos & beneficios, possibilitando a
participacSo de forma voluntiria, assegurando o sigilo nominal, a confidendialidade das informagdes e o
direito de n3o ter a obrigatoriedade a participar da mesma.

Foram explictadas as responsabilidades de pesquisador, das instituighes participantes e patrocinador, bem
como informagdes quanto ac uso & amMmazenamento do material bioligico, assegurando-se o uso exclusivo
para o propeto.

Foram apresentados Termo de compromisss de submissSo do protocolo de novas pesquisas com o material
oriundo do presente estudo ao CEP Institucional e ao COMEP, além de cronograma de execucao e
orgamento discriminande fontes & aplicagio dos recursos.

Assim, pelo exposio, considero n3c haver qualquer chsernvag3o que conira-indigue a sugesiao de
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