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RESUMO

InfeccBes parasitarias podem modular a intensidade das respostas alérgicas. Diante
disso, objetiva-se investigar os niveis sistémicos de 1L-33, ST2 e sCD23 em pacientes
parasitados por S. mansoni, bem como a producdo de citocinas e quimiocinas sabidamente
envolvidos na resposta alérgica. Individuos de ambos o0s sexos com idade entre 5 e 60 anos,
foram selecionados através do questiondrio ISAAC e de exames parasitolégicos. Foi
realizada a coleta de sangue para obtencdo do leucograma e cultura celular e os niveis de
citocinas e quimiocinas no sobrenadante foram mensurados pelo Cytometric Bead Array. A
dosagem de IgE total, anti-Asc e anti-Blomia no soro foi obtida por ImmunoCAP, enquanto
de ST2 e CD23 por ELISA. Individuos alérgicos e infectados pelo S. mansoni apresentaram
maiores niveis de IL-10, em relagdo aos apenas alergicos ou infectados, enquanto que 0s
apenas infectados apresentaram uma diminuicdo de CCL2 e CCL5. Adicionalmente foi
encontrada uma correlagdo negativa entre ST2 e IL-10, ST2 e IL-6 e ST2 e CCL5 apenas em
individuos nédo infectados. A infeccdo pelo S. mansoni parece diminuir os niveis de CCL2 e
CCLS5 e a producdo do ST2 solavel nesses individuos pode estar envolvida nesse processo,

bem como na diminuicao de IL-10.

Palavras-chave: Alergia respiratéria. Schistosoma mansoni. Citocinas. ST2. CCL5.



ABSTRACT

Parasitic infections can modulate the intensity of allergic responses. The aim of this
study was to investigate the systemic levels of IL-33, ST2 and sCD23 in patients infected with
S. mansoni, as well as the production of cytokines and chemokines known to be involved in
the allergic response. Individuals of both sexes, aged between 5 and 60 years, were selected
through the ISAAC questionnaire and parasitological examinations. Blood collect was
performed to obtain the leukogram and cell culture and the levels of cytokines and
chemokines in the supernatant were measured by the Cytometric Bead Array. Total IgE, anti-
Asc, and anti-Blomia serum levels were obtained by ImmunoCAP, while of ST2 and CD23
by ELISA. Allergic and S. mansoni infections individuals presented higher levels of IL-10
than those who were only allergic or infected, whereas those infected only showed a decrease
of CCL2 and CCLS5. In addition, a negative correlation was found between ST2 and IL-10,
ST2 and IL-6 and ST2 and CCLS5 only in uninfected individuals. S. mansoni infection appears
to decrease levels of CCL2 and CCL5 and the production of soluble ST2 in these individuals

may be involved in this process, as well as in the decrease of IL-10.

Key-words: Respiratory allergy. Schistosoma mansoni. Cytokines. ST2. CCL5.
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1 INTRODUCAO

A intensidade da resposta alérgica pode ser alterada em individuos infectados pelo
Schistosoma mansoni. Ambas as condi¢des, infeccdo helmintica e alergia, levam a uma
resposta imune Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13 e producdo de IgE). Em individuos
esquistossomaéticos ocorre também a geracdo de células T regulatorias e producdo de 1L-10
que atenua o quadro clinico nos pacientes asmaticos e a positividade dos testes cutaneos, com
menor producdo de IL-5 e IL-4 e maior de IL-10 em resposta aos alérgenos (CARDOSO et
al., 2012).

A infeccdo pelo S. mansoni estd relacionada a atenuacdo do quadro clinico nos
pacientes asmaticos, menor producdo de IL-5 e IL-4 e maior de IL-10 em resposta a
Dermatophagoides pteronyssinus (ARAUJO et al. 2004; MEDEIROS et al. 2003). No
entanto, no Brasil, tem sido demonstrado uma alta prevaléncia de IgE anti-Asc em pacientes
com alergias respiratorias (MEDEIROS et al., 2006; SOUZA et al., 2009) e a IgE anti-Asc
vem sendo descrita como fator de risco para sintomas de asma e rinite alérgicas, positividade
ao teste cutaneo de hipersensibilidade imediata, aumento dos niveis de IgE total e de
eosindfilos no sangue periférico (COOPER et al., 2003; MONCAYO et al., 2013; OBIHARA
et al., 2006). Apesar disso, ainda néo foi esclarecida a influéncia desta molécula na associacéo
entre infeccdo por S. mansoni e alergia.

A sibilancia da asma pode estar associada predominantemente aos anticorpos IgE
Anti-Asc (ALCANTARA-NEVES et al., 2010). Em outros estudos no foi possivel provar ou
refutar a hipotese de que infecces parasitarias podem atenuar as doencas alérgicas, como
observado na asma e rinite alérgica associada a ancilostomiase e ascaridiase, respectivamente
(FEARY et al., 2009; PONTE et al., 2006).

Diferentes moléculas de membrana e ativacdo celular podem influenciar na dindmica
da resposta imune, pela sintese e acdo das citocinas/quimiocinas e, estas, atuando na
intensidade das alergias. Dentre estas moléculas destacamos 0 CD23 soluvel (sCD23) que esta
associado ao aumento da sintese de IgE por Linfécitos B humanos (COOPER et al., 2012) e
seus niveis estdo aumentados na asma (DI LORENZO et al., 1996; VIJAYENDRA et
al.,2012). A interacdo entre a molécula do CD23 e a infeccbes pelo Schistosoma €
contraditéria. Os niveis de sCD23 aumentaram significativamente com a intensidade da
infeccdo pelo Schistosoma haematobium, mas diminuiram significativamente com os niveis
de IgE especificos (RUJENI et al., 2013). Por outro lado, na infeccdo pelo S. mansoni,

Silveira-Lemos et al., 2006 relataram um aumento da frequéncia de células CD23+, com
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aumento na expressao de CCR5 e diminuicdo de CCR3 (receptores de quimiocinas
envolvidos na eosinofilia em pacientes esquistossométicos agudos). Em relacdo a infeccéo
por geohelmintos, Hagel e colaboradores (2007), estudou a relagdo do CD23 com a
hiperresponsividade bronquica e observou que em éreas rurais o nimero de células CD20+
CD23+ nesses individuos foi maior em relacdo aqueles assintomaticos. Além disso, houve
uma correlacdo entre o nimero dessas células e os niveis de IgE anti-Asc, sugerindo que a
resposta da IgE contra a infeccdo por A. lumbricoides pode estar envolvida no
desenvolvimento de hiper-reatividade brdnquica entre criangas rurais de areas endémicas.
VIJAYENDRA e colaboradores (2012) demonstraram que os niveis de sCD23, IgE total e
IL-5 foram maiores no soro de pacientes asmaticos em relagdo ao grupo controle, enquanto os
niveis de IFN-y foram maiores no ultimo grupo (VIJAYENDRA et al., 2012a, 2012b). No
entanto, a relacdo entre o0 CD23 e a IgE anti-Asc, bem como sintomas de asma em pacientes
esquistossomoticos ou com geohelmintiases ainda néo foi estudada.

Outra molécula que pode influenciar na dinamica da resposta imune frente as alergias
€ o0 receptor ST2/IL-1R4 que esta presente em mastocitos, basofilos e eosinofilos
(aumentando producdo de IL-5 e IL-13), macrofagos e células dendriticas. Foi demonstrado
que o tratamento com ST2 soluvel (ST2s) tem acdo anti-inflamatoria e no soro de individuos
asmaticos atuou neutralizando a atividade biologica da IL-33, reduzindo o processo
inflamatério nas doencas alérgicas (DING et al., 2018; FAGUNDES et al 2007). Na
esquistossomose humana, 0s estudos sobre sST2 sdo pouco restritos. Variantes genéticas de
ST2 estdo associadas aos niveis de sST2 em pacientes com esquistossomose. Também foi
demonstrado que niveis elevados de ST2 sérico e no tecido e hepético estdo associados a
esquistossomose em estagio avancado (LONG et al., 2017). No entanto, os niveis de sST2 na
esquistossomose e sua relacdo com as citocinas e quimiocinas envolvidas em um contexto de
alergia ainda ndo foram descritos.

A fim de melhor entender a modulacdo causada pelo S. mansoni na gravidade das
desordens alérgicas, aqui, foi investigada a influéncia da infeccdo e/ou alergia na resposta
imune desses individuos. Foi avaliada a producéo de citocinas Thl, Th2, Treg, quimiocinas e
anticorpos sabidamente envolvidos na resposta alérgica, bem como os niveis de sSCD23 e ST2

séricos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Descricdo dos dados encontrados na literatura cientifica referentes as alergias
respiratérias, esquistossomose, resposta imune e a modulacdo causada pelo S. mansoni na

gravidade das desordens alérgicas.

2.1 A alergia Respiratéria: asma e/ou rinite

A asma ¢ uma sindrome com diferentes formas de obstrucio das vias aéreas. E
caracterizada patologicamente por inflamagéo cronica dos bronquios com acentuado infiltrado
eosinofilico, fisiologicamente por hiperresponsividade brdnquica, e clinicamente por tosse
variavel, aperto no peito e chiado (BARNES, 2008; CORRIGAN, 2008; HOPKIN, 2003;
PILLAI; CALHOUN, 2014). A asma é considerada uma doenga multifatorial, com sua
ocorréncia e gravidade sendo influenciadas por predisposicdo genética e fatores ambientais.
Sensibilizacdo com alérgenos no inicio da vida, especialmente acaros, € um grande fator de
risco para o desenvolvimento de asma em criancas, mas apenas nas geneticamente
predispostas, levantando duvidas sobre se a sensibilizacdo alérgica é realmente causadora da
asma ou se reflete uma via paralela de susceptibilidade decorrente de origens genéticas
(ARRUDA et al., 2005; CORRIGAN, 2008).

A rinite alérgica € uma inflamagdo da mucosa nasal mediada por imunoglobulinas do
tipo E (IgE) apds a exposicdo ao alérgeno, caracterizada pela presenca de sintomas como
obstrucdo nasal, rinorréia, prurido nasal e espirros (BOUSQUET et al., 2008; SOLE et al.,
2006, 2012). A classificacdo da rinite alérgica leva em conta a duragdo, intermitente e
persistente, e a severidade dos sintomas, incluindo qualidade de vida do paciente (SOLE et
al., 2012)

A Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization - WHQO) estima que
235 milhdes de individuos estejam acometidos pela asma e que a doenca é um problema de
salde puablica ndo apenas para os paises desenvolvidos, ocorrendo em todos 0s paises,
independente do nivel de desenvolvimento (WHO, 2013). A prevaléncia de asma varia
geograficamente; nos paises desenvolvidos, é particularmente comum, com em média 10% a
20% das criangas e adultos jovens apresentando sintomas da doenca (ASHER et al., 2006;
HOPKIN, 2003;). Nos paises em desenvolvimento, tem sido verificado um aumento
significativo no nimero de casos (ASHER et al., 2010), com relatos de altas prevaléncias no
Peru (13,0%), Costa Rica (11,9%) e Brasil (11,4%). Na Africa, a maior prevaléncia tem sido
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observada na Africa do Sul (8,1%) (BRAMAN, 2006). Houve um aumento constante na
prevaléncia da asma entre os anos de 2001-2010, evidenciado principalmente na populacdo
infantil (AKINBAMI et al., 2012; BRAMAN, 2006;), sendo a doenca cronica nao-
transmissivel mais comum em criangas (LUGOGO; KRAFT, 2006; WHO, 2013).

No Brasil, estudo de 2008 utilizando dados do “International Study of Asthma and
Allergies in Childhood” (ISAAC) demonstrou uma prevaléncia média de asma ativa em
24,3% das criangas e 19% dos adolescentes. O mesmo estudo verificou que 0s casos de asma
grave acometiam 6,1% das criancas e 4,7% dos adolescentes estudados. As taxas de
prevaléncia de asma mais elevadas foram observadas nos centros das Regibes Norte e
Nordeste e também na Regido Sul (SOLE et al., 2008). Dados de 2008-2009, obtidos em
adolescentes residentes em Belém, capital do estado do Pard apontaram as doencas
infecciosas (tuberculose e sarampo), fatores nutricionais e ambientais, bem como rinite
alérgica concomitante, como os principais fatores de risco associados com o desenvolvimento
da asma nestes adolescentes (BARRETO; SOLE, 2013).

Na maioria das criancas a doenca é intermediaria e facilmente controlada com a
utilizacdo de terapia adequada. No entanto, 5% a 10% dos pacientes pediatricos tém os
sintomas persistentes e frequentemente exacerbados. Esses pacientes sdo usualmente expostos
a altas doses de medicacdes e, portanto, estdo sob risco de efeitos colaterais sistémicos
decorrentes do tratamento. As criangas asmaticas graves possuem elevado risco de sofrer
episodios recorrentes da doenca e 0s principais motivos que levam a esse quadro podem ser
parcialmente explicados pelo tratamento inadequado, pela interacédo entre os fatores genéticos
ou pela exposicdo ambiental continua aos alérgenos (PATON, 2007).

Em relacdo a rinite alérgica, a mesma é considerada um problema de saude global que
acomete individuos de todas as faixas etarias, grupos €tnicos e paises. Estima-se que a rinite
alérgica afete mais de 500 milhdes de pessoas no mundo, e sua prevaléncia tem aumentado
em Varios paises, principalmente nas areas consideradas de baixa ou média prevaléncia
(BOUSQUET et al., 2008; SAKAI, 2012). A rinite alérgica pode ser considerada a maior
prevaléncia entre as doencas respiratOrias cronicas, pois afeta a qualidade de vida dos
individuos e é uma das dez razbes frequentes na procura de atendimento primario a saude
(IBIAPINA et al., 2008).

Com a aplicagdo do ISAAC no Brasil, foi identificado uma prevaléncia média de
sintomas relacionados a rinite alérgica de 29,6% em adolescentes e 25,7% em escolares
(SOLE et al., 2006). Na Europa foi encontrada 21% de prevaléncia nos sintomas de rinite em
adultos entre 20 e 44 anos (JANSON et al., 2001).
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2.2 Resposta imune na asma e rinite

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

O desenvolvimento da resposta € iniciado pela exposicdo ao alérgeno, com
reconhecimento por células apresentadoras de antigenos e subsequente ativacdo de células
Th2 e linfécitos B, levando a producdo de anticorpos IgE especificos ao alérgeno. Apds ser
sintetizada pelos plasmoécitos, a IgE liga-se a receptores de alta afinidade (FceRI) em
mastocitos e outros tipos celulares, através de um processo chamado sensibilizacdo. A
reexposi¢do ao alérgeno e sua ligagdo a IgE fixada aos receptores FceRI produz ligagdes
cruzadas entre os receptores, provocando a degranulacédo celular, com liberacdo e formacéo de
mediadores inflamatorios. Processo chamado de fase efetora (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008; MURPHY, 2014).

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

O remodelamento das vias aéreas na asma leva a um estreitamento devido a
hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa e das glandulas responsaveis pela producéo de
muco, com eventual desenvolvimento de fibrose. Esse evento leva a uma diminui¢do do
calibre que, juntamente com a secrecd0 de muco, torna-se responsavel por algumas
manifestacdes clinicas da doenca (MURPHY, 2014).

A relacdo mais importante entre as duas doencas € o fato de possuirem inflamacéo na

mucosa nasal e na via aérea inferior (KOH; KIM, 2003). Mesmo com a similaridade no
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mecanismo imunologico entre a rinite e a asma, existem diferencas histopatoldgicas na
mucosa nasal e brénquica (IBIAPINA et al., 2008). Na rinite alérgica, pode ocorrer a
preservacao ou descamacao do epitélio sem que aconteca o espessamento da membrana basal,
diferentemente do que é observado na asma (MOURA et al., 2002).

Os linfécitos sdo as principais células das respostas imunes adaptativas e se
subdividem em duas grandes populagdes principais: os linfocitos B, células produtoras de
anticorpos e responsaveis pela resposta imune humoral, e os linfocitos T, mediadores da
imunidade celular. Os linfécitos T sdo divididos em linfécitos T auxiliares (Th) ou CD4+, e
linfocitos T citotdxicos ou CD8+ (ROCHA; TANCHOT, 2004; STOCKINGER et al., 2006).
Os linfécitos T CD4+, por sua vez, ainda se diferenciam em um dos seus subtipos como Thi,
Th2, Th17 e Tregs (células T regulatorias) (MOSER; MURPHY, 2000; PULENDRAN et al.,
2010).

As doengas alérgicas sdo mediadas pela resposta imune tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-13,
eosinofilia, mastocitose e altos niveis de IgE) em consequéncia a interacdo complexa entre
predisposicdo genética e 0 contato constante com proteinas ambientais alergénicas (LARCHE
et al., 2003; VON MUTIUS, 2002). A asma histopatologicamente caracterizada, por acimulo
de linfécitos T CD4+, bem como eosindfilos, neutréfilos e mastocitos na mucosa dos
brénquios. A inflamacgdo é coordenada por linfocitos T CD4+ que ap6s o reconhecimento
antigénico dos alérgenos via complexo principal de histocompatibilidade tipo 11 (MHC I1),
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), proliferam e se diferenciam em subtipos
Th2. Apb6s o reconhecimento antigénico e ativacdo celular, os linfocitos Th2 produzem,
principalmente, as citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (ABBAS; LITCHMAN, 2005;
BARNES, 2008; LARCHE et al., 2003).

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

A IL-4 e a IL-13 induzem a troca isotipica nos linfocitos B para a producdo de
anticorpos IgE. A IgE pode se ligar aos receptores de alta afinidade FceRI na superficie dos
granulécitos, incluindo baséfilos e mastocitos, resultando em ativacdo celular e secrecdo de
uma variedade de mediadores inflamatorios (histamina, prostaglandinas e leucotrienos). A IL-

5 atua no recrutamento e sobrevivéncia dos eosinofilos, além de estimular a liberacdo do
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contetdo protéico dos seus granulos que provocam extensos danos na mucosa (BARNES,
2008; CORREN, 2013; CORRIGAN, 2008; HOPKIN, 2003; LICONA-LIMON et al., 2013;
ROSENBERG et al., 2007). A IL-13 induz a liberagdo de muco e atua em conjunto com a IL-
4 e TGF-B aumentando a expressdo de moléculas de adesdo no endotélio capilar da mucosa
brénquica, resultando em um aumento da adesdo dos eosinofilos, os quais sdo recrutados para
o interior do tecido. Além disso, essas citocinas induzem o remodelamento dos fibroblastos e
células da musculatura lisa da mucosa aérea (CORREN, 2013; CORRIGAN, 2008).

Mais recentemente foi descoberto que outras citocinas como a IL-9, IL-17, IL-22 e IL-
23 sdo frequentemente co-expressas com as citocinas Th2 em pacientes asmaticos,
contestando a visdo de que a asma é uma doenca exclusivamente Th2. Em alguns pacientes
asmaticos a inflamacéo das vias aéreas é predominantemente composta por neutrofilos e esta
presenca neutrofilica esta correlacionada com um pior progndstico e uma menor resposta aos
corticdides inalatérios (terapia padrdo para asma moderada a grave). Os neutrofilos
provavelmente sdo recrutados para as vias respiratorias por células produtoras de I1L-17 que
produzem ao mesmo tempo IL-4 (LAMBRECHT; HAMMAD, 2013; NAKAJIMA; HIROSE,
2010). A IL-9 promove hiperplasia celular dos mastocitos, a IL-22 parece promover a
proliferacdo de células da musculatura lisa, ajudando no controle da hiperresponsividade
brénquica e a IL-23 é essencial para a manutencao das células Thl7, participando na inducgéo
da inflamacdo neutrofilica das vias aéreas (LICONA-LIMON et al., 2013; NAKAJIMA;
HIROSE, 2010).

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

O controle da resposta imune Th2 nos processos alérgicos é dependente de células
Tregs que possuem um efeito supressor/regulador sobre as células Th2, presentes na asma.
Existem evidéncias de que o numero de células Tregs esta reduzido em pacientes atopicos, em
comparacdo aos individuos saudaveis (LING et al., 2004). A acdo inibitoria das Tregs pode
ser decorrente de algumas vias, entre elas a secre¢édo de citocinas, por exemplo, o TGF-f e/ou
IL-10 (HANSEN et al., 2000; OH et al., 2002). Com relacdo a IL-10, esta inibe a atuacdo de
celulas efetoras tanto na fase aguda quanto na crénica, além de induzir a producdo de
anticorpos 1gG4 e inibi¢do da sintese de IgE (TILL; FRANCIS; NOURI-ARIA, 2004).
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Quanto as quimiocinas acredita-se que cada estagio da asma seja mediado por grupos
especificos de quimiocinas, cujas fontes celulares dentro das vias aéreas incluem as células
epiteliais e os macrofagos alveolares (DUNICAN; FAHY, 2015). Dentre as quimiocinas da
via de resposta imune Thl, a CXCLB8/IL-8 apresenta como funcdo ser responsavel por
aumentar a quimiocinese e ser um fator quimiotatico. Enquanto que as CXCL9 e CXCL10
sdo quimiocinas CXC induzida por interferon gama, sendo a segunda quimiotatica para
linfocitos T e mondcitos (CASTAN; MAGNAN; BOUCHAUD, 2016; VARELLA; FORTE,
2001). Ja as quimiocinas da via de resposta imune Th2, CCL5 e CCL2 sdo quimioatraentes. A
CCL2 é quimioatraente para mondcitos, e pode causar ativacao celular de funcdes especificas
relacionadas com a defesa do hospedeiro, intimamente ligada aos estdgios da doenca,
enquanto que a CCL5 ou RANTES (Regulada por ativacdo, Normal T Expressa e Secretada),
€ quimioatraente para eosinéfilos, monadcitos e linfécitos (CARR et al., 2016; VARELLA;
FORTE, 2001).

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

Niveis de sCD23 também estdo aumentados em doencas alérgicas através do aumento
da producdo de citocinas inflamatérias. Em mondcitos humanos, a ligacdo de sCD23 em
CD11b/CD18 e CD11c/CD18 tem sido vista como capaz de ativar a sintese de 0xido nitrico e
consequentemente a producdo de citocinas inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-6, IL-8, IL-1
(PLATZER et al., 2011). O CD23, também chamado FCeRII, ¢ definido como um receptor de
baixa afinidade de IgE expresso na membrana celular de linfocitos (T e B), mondcitos,
eosindfilos, células dendriticas foliculares, células epiteliais intestinais e células estromais da
medula dssea (ACHARYA et al., 2010; KIKUTANI; KISHIMOTO, 1990; MUDDE;
BHEEKHA; BRUIINZEEL-KOOMEN, 1995). Com relacdo a expressdo desse receptor em
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linfocitos B, andlises feitas por citometria de fluxo, demonstraram cerca de 90, 50 e 3% de
células B CD20+ expressando FCeRII no sangue periférico, amigdalas e medula Ossea
(respectivamente), ao contrario, ndo foi visto em células CD20 negativas. Inicialmente o
CD23 é expresso como uma glicoproteina transmembrana de tipo Il, com peso molecular de
aproximadamente 45 kDa, composta por um grande dominio globular extracelular C-terminal
(semelhante a lectinas tipo C), onde esta localizado o sitio de ligagdo com a IgE, uma Unica
regido transmembrana hidrofobica e um curto dominio citoplasméatico N-terminal
(ACHARYA et al., 2010; GOULD; SUTTON, 2008). O CD23 é expresso em duas formas,
CD23a e CD23b, resultantes de locais alternativos de iniciacdo da transcricéo e diferenciando-
se apenas por seis ou sete aminoacidos da sequéncia N-terminal citoplasmatico intracelular (
ACHARYA et al., 2010; YOKOTA et al., 1988). De maneira geral, 0 CD23a é sabidamente
expresso constitutivamente em linfocitos B, enquanto que a transcri¢cdo do CD23b esté sujeito
a uma “up-regulation” apos infec¢do pelo virus Epstein-Barr, estimulacido de células B ou
mondacitos por 1L-4 ou por ligacdo de CD40L no linfocito B, bem como esta relacionado a
imunidade a infecgdes parasitarias (ACHARYA et al., 2010; KIKUTANI; KISHIMOTO,
1990). Alem do papel como um receptor de baixa afinidade para IgE, o0 CD23 das superficies
celulares também pode ser clivado e liberar fragmentos soltveis (sCD23) de 37kDa, 33kDa,
25kDa e 16kDa. Essa clivagem ocorre por agdo metaloproteases da familia ADAM “a
disintegrin and metalloproteinase”, principalmente a ADAMI10, que cliva no lado C-terminal
de ala80 para gerar a molécula de 37kDa ou arg101 para produzir 33kDa (LEMIEUX et al.,
2007; WESKAMP et al., 2006).

Maiores niveis de IgE total e CD23 solGvel foi visto em pacientes asmaticos em
relacdo aos controles ndo asmaticos. Além disso, em ambos 0s grupos foi encontrado uma
correlacdo positiva entre as essas duas moléculas (DI LORENZO et al, 1996).
Semelhantemente, os niveis de sCD23 no soro de pacientes adultos com asma, bronquiolite e
broncopneumonia foram significativamente maiores em relacdo ao grupo controle,
consequentemente, os niveis de IgE total e histamina também foram maiores no grupo
asmatico. Em relacdo a niveis de citocinas, foi observado uma ativacdo predominantemente
da resposta Th2, dado por maiores niveis de IL-5 no grupo asmatico e maiores niveis de IFN-
y no controle (VIJAYENDRA et al., 20123, 2012b).

Altos niveis séricos de IL-33 estiveram relacionados a rinite e a asma alérgica atuando
como um indutor de resposta Th2 (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008; SAKASHITA
et al., 2008; SCHMITZ et al., 2005; YAGAMI et al., 2010). O receptor solivel ST2 também

estd associado a resposta Th2 e tem capacidade de se ligar a IL-33. Foi demonstrado que o
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ST2 solavel esta presente no soro de pacientes asmaticos e pode atuar como um modulador
negativo, neutralizando a atividade bioldgica da 1L-33 nas doencas alérgicas (HARALDSEN
et al., 2009; HAYAKAWA et al., 2007; OSHIKAWA et al., 2001).

O controle destas respostas imunes nos processos alérgicos é dependente de células T
regulatoérias (Tregs) que possuem um efeito supressor/regulador sobre as células Th2 e Th17,
presentes na asma. Existem evidéncias de que o nimero de células Tregs estd reduzido em
pacientes atépicos, em comparacdo com individuos saudaveis (LING et al., 2004). A acédo
inibitdria das Tregs pode ser decorrente de algumas vias, entre elas a secrecdo de citocinas,
como o0 TGF-B e/ou IL-10 (HANSEN et al., 2000; OH et al., 2002) que s&o polipeptidios
eficientes na reducdo da inflamacéo das vias aéreas. Com relacdo a IL-10, esta inibe a atuacao
de células efetoras tanto na fase aguda, quanto na cronica, além de induzir a producgédo de
anticorpos 1gG4 e inibi¢do da sintese de IgE (TILL et al., 2004).

Uma propriedade muito importante da resposta adaptativa é a geracdo de memoria
imunologica, na qual o sistema imune apds o primeiro contato com o antigeno adquire a
capacidade de desenvolver uma resposta mais efetiva ao mesmo antigeno em casos de
reexposicdo. Mas em algumas doengas, como a asma, por exemplo, a persisténcia dessas
células de memdria nem sempre € benéfica. A asma apresenta uma condicao heterogénea com
diferentes fendtipos e expressdes clinicas que dependem da idade, género, caracteristicas
genéticas e exposicoes ambientais (DI FARIA et al., 2008; FALLON; MANGAN, 2007;
KABESCH, 2004), e observou-se que o envelhecimento, por exemplo, reduz a quantidade de
células T “naive” em pacientes asmaticos, levando ao acimulo de células T de memoria,
afetando também mecanismos de apoptose, fundamentais para manter o sistema imune limpo
de células ativadas e prejudiciais, promovendo a persisténcia de células ativadas envolvidas
com a cronicidade da doenca (TODO-BOM et al., 2012).

2.3 1L.-33 como componente indutor das doencas alérgicas

Recentemente, a I1L-33, um novo membro da familia das IL-1 foi descrita. A sua
funcdo tem levantado a atencdo de diferentes pesquisadores devido a sua capacidade de
ligacdo com o receptor ST2/IL-1 R4, que esta associado a resposta Th2 (HARALDSEN et al.,
2009). Esta citocina tem a capacidade da ativar mastocitos e basofilos, aumentar a producéo
de IL-5 e IL-13, mas ndo de IL-4 por células Th2 polarizadas, e de induzir eosinofilia e niveis
aumentados de IgE (KUROWSKA-STOLARSKA et al., 2008; SCHMITZ et al., 2005). Os

estudos apontam como fonte celular da IL-33 o endotélio vascular e queratindcitos da pele e
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celulas epiteliais de mucosa. Em contraste, células da musculatura lisa dos brénquios e vasos
sdo fracamente produtoras desta citocina (AMHARALDSEN et al., 2009; KUCHLER et al.,
2008). Estes dados sugerem a acdo sistémica da IL-33, como citocina de resposta a imune
inata (producdo T-independente), diretamente em células envolvidas na fase efetora da doenca
alérgica, ou indiretamente, via IL-5 levando a inflamacdo alérgica no 6rgéo alvo. Realmente,
altos niveis séricos de IL-33 estiveram relacionados a rinite alérgica (SAKASHITA et al.,
2008). Com relacdo as geohelmintiases pouco é sabido. Em um modelo experimental foi
relatado que IL-33 auxilia na eliminagdo do nematddeo intestinal (Trichuris muris) em um
modelo experimental de maneira dependente e independente de células T (HUMPHREYS et
al., 2008).

Em contrapartida, o gene que codifica o ligante ST2 produz uma forma
transmembrana (ST2L-ligante) e secretada (ST2 soluvel) desta proteina (YANAGISAWA et
al., 1993). Foi demonstrado que a ST2 esta presente no soro de pacientes asmaticos
(OSHIKAWA et al., 2001) e pode atuar como modulador negativo da atividade bioldgica da
IL-33 nas doengas alérgicas (HAYAKAWA et al., 2007). De fato, a injecdo da proteina ST2
recombinante em camundongos atenuou a resposta inflamatdéria Th2 (OSHIKAWA et al.,
2001).

Desta maneira, pouco € sabido sobre a producéo de IL-33 e ST2 solivel em individuos
infectados com geohelmintos. Devido as controvérsias quanto a acdo moduladora do S.
mansoni ou geohelmintos na gravidade dos sintomas das doencas alérgicas em pacientes
concomitantemente infectados, é possivel que a investigacdo dos niveis sistémicos de IL-33 e
do seu inibidor ST2, nestes pacientes, possam nos fornecer informacdes sobre o
comprometimento das reacdes alérgicas, visto a capacidade desta nova citocina de resposta

imune atuar de forma quimiotatica e imunomoduladora.

2.4 Interacdo do CD23 com citocinas e quimiocinas

Para a diferenciacdo no subtipo Th2, as células T CD4+ precisam ser estimuladas por
IL-4 que por sua vez ativam fatores de transcricdo especificos (GATA-3 e STAT6) (ABBAS
et al., 2011; KIM; LEE, 2011; ROTHMAN et al., 2010). Um estudo experimental demonstrou
que camundongos deficientes em STAT6 (STAT6 -/-) ndo desenvolveram uma resposta de
citocina Th2 ou uma resposta de IgE especifica para alérgeno. Além disso, esses
camundongos apresentaram uma expressdo (constitutiva e induzida por alérgenos) reduzida

de CD23, bem como menor producdo de muco no epitélio das vias aéreas (TOMKINSON et
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al., 1999). STAT6 também induziu expressdo de genes responsivos a IL-4 tais como IL-4R,
CDA40 e CD23 em resposta (in vitro) ao Toxoplasma gondii.

O CD23 tem sido proposto como sinal adicional na sintese de IgE. A interacdo entre
CD23 e CD21 também tem papel chave na produgdo de IgE (BONNEFOQY et al., 1995a;
HIBBERT et al., 2005). Fragmentos triméricos de sSCD23 liberados a partir de células B estdo
relacionados a um aumento na sintese de IgE, pela ligagdo simultanea com CD21 e IgE de
membrana, ao contrario, foi visto que a ligacdo de IgE no mCD23 previne a clivagem e
liberacdo de fragmentos sollveis de CD23 que estimulam a sintese de IgE (HIBBERT et al.,
2005). Semelhantemente, fragmentos oligoméricos de sCD23 aumentaram a sintese de IgE,
enquanto que fragmentos monoméricos inibiram, nos estudos de MCCLOSKEY e
colaboradores (2007). Confirmando esses achados, a adicdo de G1254023X, um inibidor da
ADAMI10, em cultura com células B humanas resultou no aumento da expressao de CD23 de
membrana (mCD23), reducéo da producdo de CD23 soluvel (sCD23) e de secrecdo de IgE. O
acréscimo de um recombinante trimérico de sCD23 (triCD23) no sistema levou a uma
diminuicdo da supressdao na sintese de IgE mediada por GI254023X. Apenas a adicdo de
triCD23 em cultura de células B primarias resultou no aumento na sintese de IgE, levando os
autores a concluir que, de fato, sCD23 estimula a sintese de IgE em células B humanas
(COOPER et al., 2012).

A clivagem do CD23 também pode ocorrer por estimulo de alérgenos. Kale e
colaboradores (2017) demonstrou que a Per a 10 (um alérgeno de barata) pode clivar o CD23
da superficie de PBMCs e celulas B purificadas, o que pode favorecer a inducdo de resposta
Th2. Esse antigeno também levou a secrecdo de IL-33 e TSLP. A TSLP é uma citocina
derivada de células epiteliais expressas na pele, no intestino, nos pulmdes e no timo que, entre
outras func@es, levam a inducdo de uma resposta imune tipo Th2, expansédo e diferenciacéo de
células B (HE; GEHA, 2010).

2.5 CD23 e as infeccdes parasitarias

A interacdo entre a molécula do CD23 e as infecgdes parasitarias € contraditoria,
principalmente quando o parasita envolvido é o Schistosoma, podendo variar de acordo com a
espécie e o tipo de CD23 estudado. Em relagdo a ascaridiase, 0 CD23 parece estar associado a
maior intensidade da infeccdo ou aumento de IgE especifica, porém a interagdo com o

fragmento soltvel de CD23 ainda ndo foi estudada.
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Os niveis de sCD23 aumentaram significativamente com a intensidade da infecgdo pelo
Schistosoma haematobium, mas diminuiram significativamente com os niveis de IgE
especificos. Além disso, os niveis sCD23 foram negativamente associados com a atopia e
reatividade IgE anti-Der p (RUJENI et al., 2013). Por outro lado, na infecgdo pelo S. mansoni,
Silveira-Lemos e colaboradores (2006) relataram um aumento da frequéncia de células
CD23+, com aumento na expressdo de CCR5 e diminuicdo de CCR3. Ao contrério, a
expressao do CD23 de membrana (mCD23) nas células B foi correlacionada com o
desenvolvimento de resisténcia a infeccdo. Além disso, altos niveis e sCD23 também se
correlacionaram com a resisténcia e outros marcadores de resisténcia a infec¢do, como a
eosinofilia. Sendo assim, 0 CD23 pode estar envolvido no desenvolvimento de resisténcia a
infeccdo esquistossomatica através do seu papel na regulacdo da IgE (MWINZI et al., 2009).
GRIFFITH e colaboradores (2015), em estudo in vitro, demonstrou que quando tratadas com
antigenos do S. mansoni, as células demonstraram niveis de mCD23 reduzida com um
acumulo paralelo de sCD23, sugerindo que este receptor é proteoliticamente clivado pelo
parasita.

Em uma regido de alta prevaléncia e intensidade de infeccdo pelo A. lumbricoides, a
expressdo de CD23 em linfécitos TCD4+ e linfocitos B foram significativamente maior em
relacdo ao grupo controle, ndo parasitado. Além disso, fortes correlacbes foram encontradas
entre 0 numero dessas células e o nivel de IgE total e anti-Asc (HAGEL et al., 2006). Hagel e
colaboradores (2007), estudaram a relacdo do CD23 com a hiperresponsividade bronquica em
observou que em areas rurais o namero de células CD20+ CD23+ nesses individuos foi maior
em relacdo aqueles assintomaticos. Além disso, houve uma correlacdo entre o nimero dessas
células e os niveis de IgE anti-Asc, sugerindo que a resposta da IgE contra a infeccéo por A.
lumbricoides pode estar envolvida no desenvolvimento de hiper-reatividade brénguica entre
criancas rurais de areas endémicas.

Visto que 0 CD23 esté associado a um aumento na sintese de IgE e que em individuos
alérgicos e parasitados pode haver uma modulacdo na intensidade da reacdo alérgica, torna-se
importante esclarecer como estéa a expressao desse receptor e 0s niveis de sua forma sollvel

em pacientes infectados pelo S. mansoni ou geohelmintos.

2.6 Interacgdo: alergias respiratdrias e parasitoses

A inter-relacdo entre as doencas alérgicas e as parasitoses tem sido foco de muitos

estudos, visto que em individuos alérgicos e parasitados pode haver uma modulacdo na
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intensidade da reacdo alérgica. H4 mais de quatro décadas pesquisadores tentam estabelecer
uma relagdo entre infecgdes por helmintos e a intensidade e prevaléncia das doengas alérgicas
(CARDOSO et al., 2012; DOLD et al., 1998; LYNCH et al., 1993; SCRIVENER et al., 2001,
TURNER, 1978). As doencas helminticas compartilham com as doencas alérgicas essa
caracteristica de um perfil de resposta imunolégica caracterizado pelo predominio das células
Th2, além de estimularem células imunorregulatdrias como as Tregs (produtoras de IL-10)
(HESSE et al., 2004; MCKEE; PEARCE, 2004).

A infeccdo pelo S. mansoni é caracterizada pelo desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica crénica Th2/Tregs, onde parece ocorrer uma modulacdo da intensidade da
resposta alérgica cutanea e sintomatologia da asma/rinite (CARVALHO et al., 2012). A
esquistossomose pode apresentar duas fases, aguda e cronica. A fase aguda pode ser
subdividida, de acordo com a oviposicdo, em pré-patente e pds-patente, antes e apos a
oviposicao respectivamente. Na primeira, predomina uma resposta do tipo Th1l com producéo
de IL-1, IL-6, IFN-y e TNF-a e na segunda, apos a produgdo de ovos, a resposta muda para
Th2, sendo especifica contra o antigeno do ovo, caracterizada pela producédo de IL-4, IL-5,
IL-9, IL-13, IgE, eosinofilia e macrdéfagos alternativamente ativados. A resposta imune que
predomina € a resposta Th2 gerada por celulas CD4+. Os niveis altos de IgE resultam da
producdo de citocinas, principalmente IL-4 e 1L-13 (estimulam a troca de classe de células B),
a IL-13 (provoca a estimulacdo de muco nas células calciformes) e a IL-5 (ativa os eosinofilos
para liberacdo de moléculas citotoxicas). Por ser uma doenca de curso crénica ocorre, uma
resposta fibrética contra os ovos presentes no figado, formando o granuloma e levando a
complicacbes hepatoesplénicas. Quando a infeccdo passa para a fase cronica, ocorre uma
diminuicdo da resposta Th2 com diminuicdo no tamanho de granulomas recém-formados
(MURPHY, 2014; PEARCE et al. 2012; PEARCE; MACDONALD, 2002; SOUZA et al.,
2011).

A fase crbnica da infeccdo representa um estado de imunossupressdo, a reagdo imune
adaptativa é distinta por uma resposta Thl inicial que é substituida por uma resposta Th2
(LAYLAND et al.,, 2007). A resposta Th2 durante a infeccdo ndo elimina os parasitas
existentes, entretanto permite a sobrevivéncia do hospedeiro prevenindo uma patologia
inflamatdria que pode ser letal (McKEE; PEARCE, 2004). Um estudo feito por Taylor e
colaboradores (2006), em que buscou observar a resposta induzida pelos ovos de S. mansoni
purificados em células T nos linfonodos de camundongos, indicou que células Treg se
proliferam em resposta ao ovo e apresentam um papel na supressdo no desenvolvimento de

células Thl e também ajudam a limitar a resposta Th2.
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As células Treg ajudam a manter a homeostase imunoldgica, suprimindo células
autorreativas e também controlando a magnitude da resposta contra patdgenos invasores
(BELKAID; ROUSSE, 2005; SAKAGUCHI et al., 2006). Um estudo realizado por Singh e
colaboradores (2005), usando camundongos infectados com Schistosoma mansoni, mostrou
um aumento na porcentagem de células Treg, CD4+ CD25+, do granuloma de 12% na 82
semana para 88% na 16% semana de infecgéo.

Uma relacdo inversa entre a infeccdo esquistossomotica e a presenca de reacdes
alérgicas tem sido evidenciada. Medeiros e colaboradores (2003), analisando o curso da asma
em pacientes infectados ou ndo pelo S. mansoni, observaram atenuagdo do quadro clinico nos
pacientes asmaticos infectados. Em trabalho de Araujo e colaboradores (2004), também
realizado em pacientes infectados pelo S. mansoni e com asma foi demonstrada uma producéo
menor de IL-5 e IL-4 e maior de IL-10 em resposta a Dermatophagoides pteronyssinus,
quando comparada com a producdo destas citocinas em pacientes asmaticos e ndo parasitados.
Em camundongos, quando analisada a susceptibilidade de animais infectados pelo S. mansoni
ao desenvolvimento de inflamacdo pulmonar alérgica e hiperresponsividade das vias aéreas
em diferentes fases e intensidades da infeccdo, foi observado que o efeito protetor da
esquistossomose na asma alérgica ocorre durante a fase cronica da infecgéo e é dependente da
IL-10 (SMITS et al., 2007).

A eosinofilia em pacientes esquistossomoticos agudos poderia esta relacionada a
elevacdo das quimiocinas CXCL8, CCL2, CCL3, CCL24 no plasma, e ao aumento da
expressdo dos receptores de quimiocinas CCR2, CCR3, CCR5, CXCR3 e CXCR4 em
eosinofilos. A carga parasitaria e a fase da infeccdo podem influenciar diretamente na
eosinofilia e quimiotaxia induzida por quimiocinas e receptores devido a modulacdo dos
antigenos do S. mansoni (SILVEIRA-LEMOS et al., 2010; SOUZA et al., 2005).

Por outro lado, em pacientes acometidos por geohelmintoses (também conhecidas
como helmintoses intestinais ou helmintos transmitidos pelo solo, incluindo Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma duodenale, Necator americanos e
Strongyloides stercoralis) o padrdo de resposta mediada por linfocitos T CD4+ também esta
vinculado ao perfil Th2 (PALMER et al., 2002). As citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 estdo
envolvidas com a regulacdo de mecanismos protetores para a eliminacdo dos helmintos como
a producéo de IgE, eosinofilia, mastocitose e, a0 mesmo tempo, com a protegdo contra 0s
danos teciduais decorrentes da infeccdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Os pacientes

acometidos por geohelmintiases também desenvolvem uma resposta Treg que pode gerar a
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diminuicdo da intensidade da resposta alérgica cutanea, porém agravamento da sintomatologia
da asma/rinite (ALCANTARA-NEVES et al.,, 2010; MONCAYO et al., 2013;).

Alguns trabalhos sugerem que os geohelmintos aumentam a reatividade alérgica em
populacdes com baixa prevaléncia de infeccdo e suprimem a alergia em populac6es onde as
infeccOes sdo altamente prevalentes, embora os resultados de alguns estudos ainda sejam
inconsistentes (COOPER et al., 2004, 2006; SCRIVENER et al., 2001). A presenca de IgE
anti-Ascaris também é considerado um importante fator de risco para a resposta alérgica
cuténea, asma, rinite e sibilancia em criancas e adolescentes (MONCAYO et al., 2012,
OBIHARA et al., 2006). Carga parasitaria, idade, procedéncia (rural ou urbana) e fatores
imunoldgicos podem influenciar na modulagdo da resposta alérgica em individuos infectados
por helmintos (COOPER et al., 2004; MATERA et al., 2008; SOUZA et al., 2009).

Com relagéo a influéncia do tratamento com anti-helminticos, Endara e colaboradores
(2015) demonstraram que o tratamento a longo prazo das geohelmintoses esta associado ao
aumento da positividade nos testes cutaneos e sintomas de eczema, mas ndo esta associado
aos sintomas de asma e rino-conjutivite. E que o aumento da positividade nos testes cutaneos
tem correlacdo com a reducédo da prevaléncia de T. trichiura. Em humanos, o praziquantel tem
a capacidade de elevar significativamente os niveis de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (JOSEPH et
al., 2004). Portanto, o tratamento em individuos infectados pelo S. mansoni pode alterar os
niveis de citocinas e influenciar na regulacdo Th2/Tregs. Nos pacientes com predisposi¢cdo
genética para o desenvolvimento de doencas alérgicas e/ou expostos aos fatores ambientais
pode ocorrer exacerbacdo de citocinas da resposta Th2 e levar ao aumento da frequéncia e
gravidade de sintomas alérgicos. Por outro lado, a regulacdo entre as citocinas das respostas
Th2/Tregs pode ser ainda mais complexa nos pacientes infectados pelo S. mansoni e co-
infectados por outros helmintos (poliparasitados).

As células Treg ajudam a manter a homeostase imunoldgica, suprimindo células
autorreativas e também controlando a magnitude da resposta contra patdégenos invasores
(BELKAID; ROUSSE, 2005; SAKAGUCHI et al., 2006). Adalid-Peralta e colaboradores
(2011) propdem duas hipoteses sobre o papel das Tregs na esquistossomose: na primeira, 0
sistema imune induz células Treg a controlarem a resposta exacerbada que produz
granulomas; na segunda possibilidade, antigenos parasitarios medeiam a inducdo de Treg
durante a formagdo do granuloma. Além de que, a presenga de citocinas regulatérias como IL-
10, TGF-B e IL-35 durante o preparo dos linfocitos T favorece a geracéo de células Treg.

A IL-10 é uma citocina imunorreguladora importante na protecdo do hospedeiro

contra uma imunopatologia associada a infecgdo. Sua producéo ja foi associada a resposta de



27

celulas Treg, mas sabe-se que uma grande variedade de células tanto da imunidade inata
quanto da adaptativa podem expressar 1L-10, incluindo macrofagos, eosinéfilos, células
dendriticas e mastdcitos (NG et al., 2013).

A fim de melhor entender a modulagdo causada pelo S. mansoni ou geohelmintos na
gravidade das desordens alérgicas, foi investigada a influéncia da infeccdo e/ou alergia na
resposta imune desses individuos. Foi avaliada a producdo de citocinas Thl, Th2, IL-10,
quimiocinas e anticorpos sabidamente envolvidos na resposta alérgica (IgE total, IgE anti-Asc
e IgE anti-Blomia), bem como os niveis de sCD23 e ST2 séricos.
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3 OBJETIVOS

Descrigdo dos objetivos gerais e especificos da tese.

3.1 Objetivo Geral

Determinar e correlacionar os niveis de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-gama e
TNF-alfa), quimiocinas (CCL2, CXCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10), ST2 solavel e
anticorpos (IgE total, IgE anti-Asc e anti-blomia), bem como os niveis de sCD23 em

pacientes com alergia respiratoria e/ou infectados com S. mansoni.

3.2 Objetivos Especificos

a) Classificar os pacientes em alérgicos ou ndo alérgicos de acordo com 0s sintomas
relacionados a asma e/ou rinite;
b) Categorizar os pacientes de acordo com a infeccdo helmintica (ndo infectados ou
infectados pelo S. mansoni);
c) Determinar os niveis de anticorpos IgE total, IgE anti-Asc e anti-blomia;
d) Avaliar a contagem total e diferencial de leucécitos sanguineos;
e) Quantificar os niveis de sCD23 no soro e correlacionar com os niveis de citocinas,
quimiocinas, ST2 solivel e anticorpos;
) Quantificar os niveis de ST2 soluvel e correlacionar com os niveis de citocinas,
quimiocinas, ST2 sollvel e anticorpos;
h) Determinar e comparar em células de cultura do sangue periférico de pacientes
alérgicos e/ou infectados com S. mansoni:
- Os niveis das citocinas 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y ¢ TNF-a no
sobrenadante das culturas celulares;
- Os niveis das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10 no

sobrenadante das culturas celulares.
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4 MATERIAIS E METODOS

Descricdo do desenho e local do estudo, populacéo estudada, definicdo e categorizagéo

das variaveis, operacionalizacdo da pesquisa, consideraces €ticas e analise estatistica.

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo caso-controle. Foram considerados casos individuos de 5 a 60
anos de idade, residentes na Regido Metropolitana do Recife-PE, portadores de alergia
respiratéria (asma e/ou rinite alérgica) segundo o questionario ISAAC. O grupo controle foi
formado por individuos com as mesmas caracteristicas, porém sem sintomas relacionados a
asma e/ou rinite, segundo o questionario ISAAC. O desenho do estudo teve o objetivo de
investigar se a infeccdo pelo S. mansoni altera a producdo de ST2s, citocinas, quimiocinas,
anticorpos e sCD23 nos individuos alérgicos e ndo alérgicos, e se existe a associacdo entre a
exposic¢éo (infeccdo helmintica) e a ocorréncia do evento ou doenga (surgimento/agravamento

de sintomas relacionados as doencas alérgicas).

4.2 Populacéo da pesquisa

Individuos com idade entre 5 a 60 anos, residentes nos municipios de llha de
Itamaracd, Cabo de Santo Agostinho ou Recife, ou responsavel, receberam informacdes sobre
a pesquisa e 0s que concordaram assinaram o Termo de Consentimento livre esclarecido,
responderam o questionario “International Study of Asthma and Allergies in Childhood”
(ISAAC) e receberam as instrucdes necessarias para a coleta de fezes. No dia seguinte, as
amostras foram recolhidas e submetidas a técnica de sedimentacdo espontanea (Hoffman,
Pons e Janer), e também, ao método de Kato-Katz no Laboratério e Servico de Referéncia em
Esquistossomose CPqAM/FIOCRUZ. Com a realizacdo do parasitologico, foram formados
quatro grupos: Alérgicos e Infectados com S. mansoni (A-1); Alérgicos e Nao Infectados (A-
NI); Ndo Alérgicos e Infectados (NA-I); Ndo Alérgicos e Nao Infectados (NA-NI).

A coleta de sangue foi realizada em uma unidade de saude da familia nos individuos
selecionados apds aplicacdo do ISAAC e do exame parasitologico. Apds a coleta, parte das
amostras foi levada para um laboratorio de andlises clinicas para realizacdo do hemograma e,

posteriormente, o resultado foi recolhido e repassado para os individuos. Outra parte foi
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encaminhada ao setor de Imunologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA/UFPE) e utilizada para cultura de células de 24h.

O estudo foi submetido ao comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — Fiocruz (CPqgAM/Fiocruz), e foi aprovado com o CAAE: 22822813.3.0000.5190
(ANEXO A).

4.3 Area do estudo
Caracteristicas importantes das regides onde foram recrutados os pacientes do estudo.

4.3.1 Cabo de Santo Agostinho

O municipio do Cabo de Santo Agostinho, localizado na Regido Metropolitana do
Recife, possui uma populacdo estimada de 200.546 habitantes e densidade demogréafica de
412,33 hab/km?. Distante aproximadamente 33km da capital, seu territério é de 448,735 km? e

o clima da regido é tropical com uma temperatura média anual de 28°C (IBGE, 2016).

4.3.2 llha de Itamaraca

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

VErao seco.
4.3.3 Recife

Recife ¢ um  municipio brasileiro, capital do estado de Pernambuco, localizado
na Regido Nordeste do pais. Com area territorial de aproximadamente 218 kmz, é formado por
uma planicie aluvial, tendo as ilhas, peninsulas e manguezais como suas principais

caracteristicas geograficas. Possui 0 quarto aglomerado urbano mais populoso do Brasil, com
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4 milhdes de habitantes em 2017 (IBGE, 2018). O Recife é conhecido como "Veneza
Brasileira" gragas a semelhanca fluvialde sua 4rea mais central com a
cidade europeia de Veneza. Cercado por rios e cortado por pontes, € cheio de ilhas e mangues.
Na cidade acontece o encontro dos rios Beberibe e Capibaribe que desaguam no Oceano
Atlantico (PREFEITURA MUNICIPAL DO RECIFE, 2015). O Recife tem um clima tropical
Umido, tipico do litoral leste nordestino, com temperaturas médias mensais sempre superiores
a 18 °C. A temperatura média compensada anual é de aproximadamente 26 °C, chegando a
30 °C no verdo (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA, 2018).

4.4 Critérios de inclusdo e exclusao

a) Foram considerados como critérios de incluséo do estudo:
- Individuos com idade superior a 5 anos, infectados ou ndo pelo S. mansoni;
- Ambos 0s sexos;
- Estar no posto de saude de Itamaracad, Cabo de Santo Agostinho e
Aritana/Recife - PE, para atendimento ambulatorial no momento em que a

equipe de pesquisa estiver executando a coleta.

b) Foram considerados como critérios de exclusdo do estudo:
- Adolescentes gestantes;
- Apresentar positividade para protozoarios na primeira amostra de fezes
coletada;
- Pacientes com outras doencas respiratorias (hipertrofia adenoideanas,
insuficiéncia respiratoria crbnica causada por: fungos, bactérias e virus)
concomitante com asma ou rinite;
- O adulto ou responsavel pelo paciente (no caso de criancas e adolescentes)
recusar a participacdo no estudo e/ou ndo assinar o Termo de Consentimento

Livre Esclarecido (Apéndice A).
4.5 Definicdo e categorizacdo das variaveis
A fim de verificar a associagdo entre infecgdo pelo S. mansoni e a presenca de alergia

respiratoria (excluindo as possiveis variaveis de confundimento), bem como, investigar se a

infeccdo pelo S. mansoni altera a produgéo de ST2s, citocinas, quimiocinas, anticorpos e
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sCD23 nos individuos alérgicos e ndo alérgicos, as variaveis estudadas foram divididas em

dois grupos:

4.5.1 Variaveis para o estudo de associagdo (Artigo 1)

a) Varidveis dependentes:
- Alergia respiratoria Presenca de asma e/ou rinite baseada no questionério
ISAAC (Sim ou N&o).

b) Variaveis independentes:
- Infeccdo pelo S. mansoni (Sim ou N&o);
- ldade: Expressa em anos até a data de selegdo para o estudo (< 20 anos ¢ >21
anos);
- Sexo (Masculino e Feminino);
- Historico familiar de alergia na mée: Qualquer manifestacdo de alergia,
incluindo asma, rinite, urticaria e/ou dermatite atopica (Sim ou N&o);
- Escolaridade materna: Grau de escolaridade (Analfabeta a ensino médio
incompleto e ensino médio completo a ensino superior completo);
- Renda: Remuneracdo da familia em reais no més anterior a realizacdo do
questionario (< 1 salario minimo e > 1 salario minimo);
- IgE anti-Blomia: Presenca de Imunoglobulina E, no soro, especifica para
Blomia tropicalis, dosados por ImmunoCAP (Positivo ou Negativo)
- IgE anti-Asc: Presenca de Imunoglobulina E, no soro, especifica para

antigenos de Ascaris, dosados por ImmunoCAP (Positivo ou Negativo).

4.5.2 Variaveis para estudo da resposta imune em alérgicos e/ou infectados por S. mansoni
(Artigo 1 e 2)

a) Variaveis dependentes:
- Citocinas: mediana dos niveis de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17,
dosados por CBA no sobrenadante da cultura de 24h (variavel quantitativa

continua, em pg/mL);
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- Quimiocinas: mediana dos niveis de CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e
CXCL10, dosados por CBA no sobrenadante da cultura de 24h (variavel
quantitativa continua, em pg/mL);

- Leucdcitos: contagem de neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos, mondcitos e
linfécitos no sangue periférico, contados automaticamente por LH 750 -
Beckman Coulter (varidvel quantitativa continua, em nimero absoluto);

- IgE total: Concentragdo de Imunoglobulina E total, no soro, por ImmunoCAP
(variavel quantitativa continua, em KUA/L);

- IgE anti-Blomia: Presenca de Imunoglobulina E, no soro, especifica para
Blomia tropicalis, dosados por ImmunoCAP (Positivo ou Negativo)

- IgE anti-Asc: Presenca de Imunoglobulina E, no soro, especifica para antigenos
de Ascaris, dosados por ImmunoCAP (Positivo ou Negativo).

b) Variaveis independentes:
- Alergia respiratoria Presenca de asma e/ou rinite baseada no questionario
ISAAC (Sim ou N&o);
- sCD23: Concentracdo de CD23 soltvel no soro, dosado por ELISA de
captura (variavel quantitativa continua, em U/ml);
- Niveis de ST2 solavel no soro: Concentragdo de CD23 solUvel no soro,

dosado por ELISA de captura (variavel quantitativa continua, em ng/ml).

c) Possivel variavel modificadora de efeito

- Infeccdo pelo S. mansoni (Sim ou N&o).

4.6 Padronizacdo das técnicas

4.6.1 Aplicacédo de questionario

Apos a coleta das amostras de sangue serdo aplicados os questionarios do protocolo
ISAAC, médulo asma e rinite, validado no Brasil (SOLE et al., 2008). Os questionarios seréo
preenchidos na presenca da pesquisadora principal e/ou dos auxiliares de pesquisa,
devidamente treinados pela mesma e especialmente instruidos para evitar explicacdes que

poderiam interferir nas respostas (ANEXO B).
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4.6.2 Realizagdo dos hemogramas

As amostras de sangue coletadas em tubos estéril a vacuo com anticoagulante (EDTA)
foram processadas no mesmo dia da coleta, para anélise e contagem total e diferencial de
leucécitos, em aparelho de automagdo (LH 750 - Beckman Coulter).

4.6.3 Dosagem de IgE total, IgE anti-Asc e anti-Blomia tropicalis por ImmunoCAP

Os plasmas dos pacientes foram enviados para UNIFESP/SP onde foram realizadas as
dosagens do anticorpo IgE total, anti-Asc e anti-Blomia pelo teste ImmunoCAP, utilizando o
sistema PHADIA 100, seguindo as instru¢des do fabricante. Para os anticorpos especificos,

foram consideradas como positivas as amostras cuja concentracao for superior a 0,35 KUAJ/L.

4.6.4 Dosagem de sCD23 por ELISA de captura

O sCD23 foi mensurado por ELISA, utilizando kit especifico (KAS0251), segundo as
instrucdes do fabricante (Biosource). As amostras de soro diluidas no tampédo diluente
proveniente do kit foram distribuidas na placa, previamente sensibilizada por anticorpo anti-
CD23. Apds incubacdo por 2 horas e meia, a temperatura ambiente, a placa foi lavada 4x e em
seguida foi adicionado o anticorpo de deteccdo biotinilado (diluido 1x) para incubacdo por 1
hora na mesma temperatura. Apos esse periodo, foi adicionada a streptavidina-peroxidase (1x)
e houve uma nova incubacdo de 45 minutos. A revelacdo se deu com a adi¢cdo do reagente
contendo Tetrametil benzidina (TMB) e incubacdo por 30 minutos no escuro. A reacdo foi

parada com a adicdo da solucdo stop e a leitura foi feita em leitor de ELISA (OD 450).

4.6.5 Cultura de células do sangue periférico

As células do sangue periférico foram cultivadas em tubos de polipropileno de 14mL
(BD SystemTM). Foram utilizados 500uL de sangue total em 1mL de meio RPMI 1640 com
glutamina (2mM), gentamicina 50mg/mL (Sigma), HEPES 10mM (Sigma) e 5% soro fetal
bovino (Cultilab). As células do sangue periférico foram estimuladas separadamente com
Phytohaemagglutinin (PHA) (10ug/mL) ou apenas com meio de cultura e incubadas por 24h,

a 37°C em estufa de CO,. Ao final do periodo de incubacao in vitro, os sobrenadantes da
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cultura foram coletados e estocados a -20°C para posterior dosagem das citocinas (IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17, TNF, IFN-y) e quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10)
por CBA.

4.6.6 Determinacdo dos Niveis das Citocinas e quimiocinas por CBA

Os sobrenadantes das culturas, armazenados a -20°C foram descongelados a
temperatura ambiente e submetidos a detec¢do das citocinas e quimiocinas, por citometria de
fluxo através de particulas (bead) ligadas com PE padrdo, (BD Bioscienses) por meio da
técnica: “Cytometric Bead Array” (CBA). O procedimento foi realizado conforme a descrigéo
do manual de instru¢do do BD™ Cytometric Bead Array (CBA). Os resultados foram

expressos em valores de concentragdo, em pg/ml.

4.6.7 Andlise estatistica

A fim de verificar a associacao entre infeccdo pelo S. mansoni, bem como variaveis
biologicas e sociais, e a presenca de alergia respiratéria foi calculada a Odds Ratio (OR) e o
valor de “p” pelo Wald’s test. A alergia foi considerada como variavel dependente e a
infeccdo independente. As demais variaveis (sexo, idade, historico familiar de alergia, renda
familiar, escolaridade materna e tabagismo passivo e IgE total e especificas) foram testadas
como possiveis fatores de confundimento e as que apresentaram p<0,2 na analise univariada,
entraram no modelo de regressdo logistica para ajuste. As analises foram desenvolvidas
utilizando o software RStudio 3.2.2.

As citocinas, quimiocinas, valores absolutos de células do sangue periférico
(leucograma) foram comparados utilizando-se testes ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney). As analises foram realizadas pelo GraphPad Prism, versdo 5.03.

Por fim, foi calculado o coeficiente de correlacdo linear de Spearman, a fim de
verificar a correlagdo entre 0 ST2 e as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y
e IL-17) e quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10) e anticorpos (IgE total,
IgE anti-Blomia, IgE anti-Asc) investigados. As analises foram realizadas pelo GraphPad

Prism, versdo 5.03.
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5 RESULTADOS

Os resultados das analises da associacdo entre infeccdo por S. mansoni e alergia
respiratéria, bem como os niveis de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17) e
quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10) em individuos alérgicos, infectados
ou ndo, estdo apresentados no artigo intitulado “A infeccdo pelo Schistosoma mansoni esta
associada a protecdo para alergia respiratdria e a diminuicdo na produgdo de CCL2 e CCL5”
(APENDICE B). Além disso, os niveis séricos de sCD23 e ST2s e a influéncia dessas
moléculas na producdo de citocinas e quimiocinas por células do sangue periférico de
individuos infectados pelo S. mansoni e/ou com alergia respiratoria, estdo apresentados no
segundo artigo: “Correla¢do entre sST2 e citocinas, quimiocinas ou IgE na esquistossomose e
alergia” (APENDICE C). Os dois artigos que foram submetidos aos periddicos Reports in
Public Health e Revista de Saude Publica, respectivamente (ANEXO C).
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6 CONCLUSOES

Individuos esquistossomoticos apresentam parametros Th2 (eosinéfilos e IgE total),
mas com baixos niveis de quimiocinas CCL2 e CCL5. Estes dados foram em concomitancia
com 0 aumento citocinas pré-inflamatérias (TNF e IL-6) e CXCLS8. Os pacientes alérgicos e
infectados apresentaram mais IL-10 e, por influéncia da infecgéo, apresentaram a producéo de
CXCLS8, TNF e IL-6 aumentada. Este ultimo dado pode levar desvio pra Thl e/ou atenuacdo
da resposta Th2 em alérgicos em individuos de area endémica para esquistossomose. Além
disso, a infeccdo pelo S. mansoni parece modificar a relacdo entre o sST2 no soro e a
producdo de IL-6, IL-10 e CXCL5. De fato, a infecgdo inibiu a supressdo dessas moléculas
causada pelo sST2 e pode estar sofrendo influéncia da IgE anti-Asc presente no soro ou por

mecanismo ainda ndo esclarecido.
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RESUMO

Racional: A infeccdo pelo Schistosoma mansoni pode modular a intensidade das respostas
alérgicas. Diante disso, objetiva-se investigar a producdo de citocinas, quimiocinas e
anticorpos sabidamente envolvidos na resposta alérgica, bem como os niveis de sCD23
séricos. Metodologia: Individuos de ambos os sexos com idade entre 5 e 60 anos, foram
selecionados através do questionario ISAAC e de exames parasitologicos. Foram formados
quatro grupos de estudo: Alérgicos e Infectados com S. mansoni (A-1); Alérgicos e Nao
Infectados (A-NI); N&o Alérgicos e Infectados (NA-I); Nao Alérgicos e N&do Infectados (NA-
NI). Em todos os pacientes (n=164) foi realizada a coleta de sangue para o leucograma,
cultura celular e dos niveis de citocinas e quimiocinas no sobrenadante que foram mensurados
pelo Cytometric Bead Array. A dosagem de IgE total, anti-Asc e anti-Blomia no soro foi
obtida por ImmunoCAP, e o CD23 por ELISA. Resultados: A infeccdo pelo S. mansoni
demonstrou um carater de protecdo para as alergias (OR ajustado=0,40, 1C95%=0,17-0,94;
p=0,036). No grupo A-I houve significativamente maiores niveis de TNF-a, IL-10 e IL-6 em
relacdo NA-I, sendo 0 TNF-a e a IL-6 também em niveis maiores no grupo NA-I, quando
comparado ao grupo NA-NI. Além disso, no grupo NA-I houve maiores niveis de CXCL8 e
menor de CCL2 e CCL5, quando comparado a NA-NI. Os niveis de CXCL8 também foram
significativamente maiores no grupo A-I, quando comparado a A-NI. Concluséo: A infec¢édo
por S. mansoni suprimiu a producdo de CCL2 e CCL5. Além disso, pacientes alérgicos e
infectados apresentarem mais IL-10 e, por influéncia da infeccdo, também houve desvio para

resposta Thl com aumento da producéo de CXCL8, TNF e IL-6.

Palavras chaves: Schistosoma mansoni; Alergia respiratdria; Imunomodulacdo; CCL2/
CCL5; IL-10.
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INTRODUCAO

A intensidade da resposta alérgica pode ser alterada em individuos
esquistossomaéticos. Ambas as condic@es, infeccdo helmintica e alergia, levam a uma resposta
imune Th2 (IL-4, IL-5 e 1L-13 e producdo de IgE) (CARDOSO et al., 2012), porém, durante a
infeccdo, hd também geracdo de células Treg, producdo de IL-10 e TGF-B relacionados a
atenuacdo da resposta Th2, mostrada pela diminuicdo da producdo de IL-4 e IL-5, dos niveis
de IgE anti-alérgeno e da positividade ao teste cutaneo (ARAUJO et al., 2004; CARDOSO et
al., 2012). A infeccdo pelo S. mansoni esta relacionada a atenuagdo do quadro clinico nos
pacientes asmaticos, menor producdo de IL-5 e IL-4 e maior de IL-10 em resposta a
Dermatophagoides pteronyssinus (MEDEIROS et al. 2003; ARAUJO et al. 2004).

No Brasil, tem sido demonstrado uma alta prevaléncia de IgE anti-Asc em pacientes
com alergias respiratorias (MEDEIROS et al., 2006; SOUZA et al., 2009). A IgE anti-Asc
vem sendo descrita como fator de risco para sintomas de asma e rinite alérgicas, positividade
ao teste cutaneo de hipersensibilidade imediata, aumento dos niveis de IgE total e de
eosindfilos no sangue periférico (COOPER et al., 2003; OBIHARA et al., 2006; MONCAYO
et al., 2013). No entanto ainda ndo foi esclarecida a influéncia desta molécula na associacéo
entre infeccdo e alergia.

Diferentes moléculas de membrana e ativacdo celular podem influenciar na dindmica
da resposta imune, pela sintese e acdo das citocinas/quimiocinas e, estas, atuando na
intensidade das alergias. Dentre estas moléculas destacamos 0 CD23 soluvel (sCD23) que esta
associado ao aumento da sintese de IgE por Linfécitos B humanos (COOPER et al., 2012) e
seus niveis estdo aumentados na asma (DI LORENZO et al., 1996; VIJAYENDRA et
al.,2012). A interacdo entre a molécula do CD23 e a infec¢bes pelo Schistosoma €
contraditéria. Os niveis de sCD23 aumentaram significativamente com a intensidade da
infeccdo pelo Schistosoma haematobium, mas diminuiram significativamente com os niveis
de IgE especificos (RUJENI et al., 2013). Por outro lado, na infeccdo pelo S. mansoni,
Silveira-Lemos et al., 2006 relatou um aumento da frequéncia de células CD23+, com
aumento na expressao de CCR5 e diminuicdo de CCR3 (receptores de quimiocinas
envolvidos na eosinofilia em pacientes esquistossomoticos agudos). VIJAYENDRA et al
(2012) demonstraram que o0s niveis de sCD23, IgE total e IL-5 foram maiores no soro de
pacientes asmaticos em relacdo ao grupo controle, enquanto os niveis de IFN-y foram maiores
no ultimo grupo (VIJAYENDRA et al., 2012a; VIJAYENDRA et al., 2012b). No entanto, a
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relacdo entre o CD23 e a IgE anti-Asc, bem como sintomas de asma em pacientes
esquistossomoticos ainda ndo foi estudada.

Com relagdo as quimiocinas, familia de citocinas responséaveis pela migracédo celular,
as quimiocinas CCL11, CCL5 e CCL2 desempenham o papel de quimiotaxia de eosinéfilos,
baséfilos e mastdcitos (ROMAGNANI, 2002). Machura e col. mensurou os niveis de
quimiocinas no soro de pacientes com asma atopica e evidenciou aumento da CCL5/RANTES
(Th2) e diminuigdo de CXCL9 (Thl) em criangas com asma (MACHURA et al., 2016). As
células epiteliais de via respiratoria de criancas com histéria de sibilo demonstram niveis
reduzidos de CXCLS/IL-8, IL-6, CCL2/MCP-1 (MCDOUGALL et al., 2015). Na infeccdo
pelo S. japonicum foi observado aumento da transcrigdo do CCL2/MCP-1 durante a infecgéo
por (BARTLEY et al., 2006). Contudo, ainda ndo foi avaliada a producgdo das quimiocinas
durante a infec¢des pelo S. mansoni em individuos com e sem alergia.

A fim de melhor entender a modulacdo causada pelo S. mansoni na gravidade das
desordens alérgicas, foi investigada a influéncia da infeccdo e/ou alergia na resposta imune
desses individuos. Foi avaliada a producao de citocinas (IL-4, IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-
10, IL-17), quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCLS8) e anticorpos (IgE total, anti-Asc e anti-

Blomia) sabidamente envolvidos na resposta alérgica e os niveis de SCD23 séricos.

METODOLOGIA

Selecdo dos pacientes e formacgado dos grupos de estudo

Individuos com idade entre 5 a 80 anos, residentes nos municipios de llha de
Itamaracd, Cabo de Santo Agostinho e Vitdria de Santo Antdo (Regido Metropolitana do
Recife), ou responsavel, receberam informacGes sobre a pesquisa e 0s que concordaram
assinaram o Termo de Consentimento livre esclarecido, responderam o questionario
“International Study of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAAC) e receberam as
instrucdes necessarias para a coleta de fezes. No dia seguinte, as amostras foram recolhidas e
submetidas a técnica de sedimentacdo espontanea (Hoffman, Pons e Janer), e também, ao
método de Kato-Katz no Laboratério e Servico de Referéncia em Esquistossomose
CPgAM/FIOCRUZ. Com a realizagdo do parasitologico, foram formados quatro grupos:
Alérgicos e Infectados com S. mansoni (A-1); Alérgicos e Nao Infectados (A-NI); Néo
Alérgicos e Infectados (NA-I); Ndo Alérgicos e Nao Infectados (NA-NI).
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O estudo foi submetido ao comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes — Fiocruz (CPgAM/Fiocruz), e foi aprovado com o CAAE:
22822813.3.0000.5190.

Coleta de sangue e cultura celular

A coleta de sangue foi realizada em uma unidade de satde da familia nos individuos
selecionados apds aplicacdo do ISAAC e do exame parasitologico. Apds a coleta, parte das
amostras foi levada para um laboratorio de andlises clinicas para realizacdo do hemograma e,
posteriormente, o resultado foi recolhido e repassado para os individuos. Outra parte foi
encaminhada ao setor de Imunologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA/UFPE) e utilizada para cultura de células de 24h.

As culturas de sangue periférico foram realizadas utilizando meio RPMI 1640 (Sigma)
adicionado de soro fetal bovino (5%). As células foram estimuladas com
Phytohaemagglutinin (PHA) (10pg/mL) ou apenas com meio de cultura (24h, 37°C, CO,.5%).
O sobrenadante de cultura foi coletado e congelado a -80° C até a dosagem das citocinas e

guimiocinas.

Determinacao dos niveis das citocinas e quimiocinas por CBA

Citocinas e quimiocinas foram quantificadas no sobrenadante das culturas atraves do
Cytometric Bead Array (CBA), segundo as instrucdes do fabricante (BD Biosciences). Os
resultados foram expressos em valores de concentracdo, em pg/ml. Os resultados foram
expressos em pg/mL com limiar de deteccdo for: 1L-2=2,6; IL-4=4,9; IL-6=2,4; 1L-10=4,5;
TNF-0=3,8; IFN-y=3,7; IL-17=18,9; CXCL8=0,2; CCL5=1,0 e CCL2=2,7. A detec¢do de
citocinas e quimiocinas em cultura estimulada com mitdgeno foi maior que as condicdes de
ndo estimulacdo (dados ndo mostrados), por isso foram mostrados apenas os resultados apds

estimulacdo mitogénica.

Dosagens séricas

As amostras de plasma coletadas foram utilizadas para dosagens de sCD23, IgE total,
IgE anti-Asc e IgE anti-Blomia. O sCD23 foi mensurado por ELISA, utilizando kit especifico
(KAS0251), segundo as instrucbes do fabricante (Biosource), enquanto 0s niveis dos
anticorpos foram obtidos por ImmunoCAP (Thermo Scientific), segundo instrugdes do

fabricante.
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Andlise estatistica

A fim de verificar a associacdo entre infeccdo pelo S. mansoni, bem como variaveis
bioldgicas e sociais, e a presenca de alergia respiratéria foi calculada a Odds Ratio (OR) e o
valor de “p” pelo Wald’s test. A alergia foi considerada como varidvel dependente e a
infeccdo independente. As demais varidveis (sexo, idade, histrico familiar de alergia, renda
familiar, escolaridade materna e tabagismo passivo e IgE total e especificas) foram testadas
como possiveis fatores de confundimento e as que apresentaram p<0,2 na andlise univariada,
entraram no modelo de regressdo logistica para ajuste. As analises foram desenvolvidas
utilizando o software RStudio 3.2.2.

As citocinas, quimiocinas, valores absolutos de células do sangue periférico
(leucograma) foram comparados utilizando-se testes n&o-paramétricos (Kruskal-Wallis e

Mann-Whitney). As anélises foram realizadas pelo GraphPad Prism, verséo 5.03.

RESULTADOS

Dos 164 individuos selecionados, 45 (27,4%) eram alérgicos e 119 (72,6%) nao
alérgicos. Dentre os alérgicos, 18 (40%) individuos estavam infectados com o S. mansoni (A-
1) e 27 (60%) ndo infectados (A-NI). Dos ndo alérgicos, 84 (70,6%) eram infectados (NA-I) e
35 (29,4%) ndo infectados (NA-NI).

Para investigar a interacdo entre a alergia e as covariaveis foi realizada uma analise de
regressao logistica univariada e multivariada (Tabela 1). Na analise univariada o histérico de
alergia da mae constituiu um fator de risco a alergia (OR= 4.16, 1C95%=1,66-10,46;
p<0,002). Contrariamente, a infeccdo pelo S. mansoni demonstrou um carater de protecao
para as alergias (OR= 0,28, 1C95%=0,17-0,94; p<0,001). Na regressao multivariada logistica,
quando ajustadas pela IgE anti-blomia e pela idade (variaveis com p<0,2), apenas a infeccao
pelo S. mansoni (OR ajustado=0,40, 1C95%=0,17-0,94; p=0,036) permaneceu protegendo
para as alergias, e a escolaridade materna passou a ndo mais influenciar de maneira
significativa.

As citocinas TNF-a, 1L-10 e IL-6, IFN-y, IL-4, IL-2 e IL-17A e (Figura 1) e as
quimiocinas CXCL8, CCL2 e CCL5 (Figura 2) foram mensuradas na cultura de sangue
periférico. No grupo A-I houve significativamente maiores niveis de TNF-a (Fig. 1A), IL-10
(Fig 1B) e IL-6 (Fig. 1), em relacdo ao grupo A-NI, sendo 0 TNF-a ¢ a IL-6 também em
niveis maiores no grupo NA-I, quando comparado ao grupo NA-NI. O grupo A-l ainda

apresentou maiores niveis de IL-10 e IFN-y (Fig 1D) em relacdo ao grupo NA-I. N&o foram
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observadas diferencas significativas nos niveis de IL-4 (Fig 1E), IL-2 (Fig 1F) e IL-17A (Fig
1G).

Quanto as quimiocinas, no grupo NA-I os niveis de CXCL8 (Fig. 2A) foram

significativamente maiores, enquanto houve menor produgdo de CCL2 (Fig. 2B) e CCL5
(Fig. 2C) quando comparado ao NA-NI. No grupo A-l, os niveis de CXCL8 foram
significativamente maiores quando comparado a grupo A-NI.
Em relacdo aos niveis dos anticorpos, a IgE total (Fig 3A) e a IgE anti-Asc foram
significativamente maiores no grupo NA-I em relagdo ao grupo NA-NI. Ndo houve diferenca
nos niveis de IgE anti-Blomia entre 0s grupos. Quanto ao leucograma, foi observado um
maior nimero absoluto de eosinofilos no grupo NA-I em relacéo ao grupo NA-NI.

Os niveis de sCD23 (U/ml) entre os grupos ndo foram significativamente diferentes.
As medianas (P25-P75) foram: A-1=1,25 (0,97-1,46); NA-1=1,25 (0,98-1,40); A-NI=1,26
(1,11-1,55); NA-NI=1,14 (0,96-1,45).

DISCUSSAO

O Schistosoma mansoni pode modular a resposta imunoldgica do hospedeiro e induzir
protecdo para as doencas alérgicas (CARDOSO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014), em
contrastes a presenca da IgE anti-Asc esta associada a sintomas de asma e rinite (OBIHARA
et al., 2006; TAKEUCHI et al., 2008). A influéncia da infec¢do por S. mansoni, para diminuir
a atopia e sintomas da asma é devida a regulacdo negativa da resposta imune Th2 mediada
predominantemente pela IL-10 (ARAUJO et al., 2004). Aqui, nosso estudo corroborou os
dados de que a infeccdo protegeu para a asma/rinite, mesmo na presenca da IgE anti-Asc.
Apesar da historia familiar de alergia da mae desempenhar um importante papel na ocorréncia
de doencas como fator de risco e corroborando a influéncia do background genético (STRINA
et al., 2014), em nosso apos analise multivariada deixou de ser fator de risco.

A inflamacdo alérgica das vias aéreas de pacientes asmaticos € marcada por uma
predominancia de eosinéfilos, mastécitos e linfocitos Th2 (CARDOSO et al., 2012). Nossos
resultados mostram que os individuos alérgicos e infectados apresentaram um perfil misto
com maiores niveis de TNF-a, IL-6, IFN-y ¢ IL-10 em resposta ao mitdgeno e sem diferenca
nos niveis de IgE anti-blomia. Os antigenos sollveis dos ovos de S. mansoni induzem a
resposta Th2 (SOUZA, 2011), como observado aqui pelos maiores niveis de IgE total e

eosinofilos, mas também tem sido relatada a participacdo do perfil de citocinas pro-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takeuchi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18070165
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inflamatorio Thl (IFN-y, TNF-a e IL-6) implicada na imunopatologia da asma alérgica grave
(CHO et al., 2005; BABU et al., 2011; JAWORSKA et al., 2012).

Contudo, a presenca da IL-10 pode refletir um controle da exacerbacdo da resposta
imune nestes individuos, uma vez que a infec¢do juntamente com a alergia aumentou a IL-10
em relacdo a apenas a infeccdo ou alergia isoladamente. De fato, os individuos alérgicos do
nosso estudo sdo classificados como “sintomas leves/moderados” este fato pode estar ligado a
maior producdo de IL-10 intrinseca nestes individuos. E sabido que a infeccdo pelo S.
mansoni induz fatores regulatérios, como a geracdo de Tregs, expressdo da IL-10, TGF-B e
CTLA-4 na modulagdo da resposta inflamatéria na alergia (ARAUJO et al., 2004;
WATANABE et al., 2007).

Nessas condigdes, foram detectados baixos niveis de sCD23 e sem diferenca entre 0s
grupos. E possivel que pacientes com alergia leve/moderada e a infeccdo com baixa carga
pelo S. mansoni (dados ndo mostrados) do nosso estudo ndo favoreca a detecgdo do sCD23.
Realmente, VIJAYENDRA et al (2012) quando demonstraram maiores niveis de sCD23 na
asma, estudaram pacientes que buscaram atendimento hospitalar sofrendo crises de asma,
bronquiolite ou pneumonia brénquica. Em relacdo a infeccdo, os niveis de sCD23
aumentaram significativamente com a intensidade da infeccdo pelo Schistosoma
haematobium, mas diminuiram significativamente com os niveis de IgE especificos (RUJENI
et al., 2013).

As quimiocinas participam no desenvolvimento e manutencdo da inflamacéo alérgica
atuando no recrutamento e coordenando, através de seus receptores, a ativacdo das células
(PALMQVIST et al., 2007; NEDOSZYTKO et al., 2012). A alergia respiratoria, bem como a
infeccdo pelo Schistosoma, modula a producdo de quimiocinas (CHUAH et al., 2014). Foi
observado aumento da transcricdo do CCL2/MCP-1 durante a infeccdo por S. japonicum
(BARTLEY et al., 2006). Aqui, durante a infec¢cdo por S. mansoni, foi demonstrada uma
reducdo na producdo de CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES e um aumento de CXCL8. Com
relacdo a infeccdo esquistossomotica, nos temos demonstrado que houve menor producdo de
IL-33 (dados em submisséo), citocina indutora de resposta Th2 (IIKURA et al., 2007) e
envolvida com producdo de CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES por eosinéfilos, basofilos
(YAMAGUCHI et al., 2009), além disso, os altos niveis de citocinas pré-inflamatorias (IL-6 e
TNF-a) nesse grupo pode explicar o aumento da CXCL8. Os individuos alérgicos e infectados
também apresentaram maiores niveis de CXCLS8, indicando a acdo da parasitose neste

parametro.
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Em conclusdo, os individuos esquistossomoticos apresentaram parametros Th2
(eosindfilos e IgE total), mas com baixos niveis de quimiocinas CCL2 e CCLS5. Estes dados
foram em concomitancia com o aumento citocinas pro-inflamatorias (TNF e 1L-6) e CXCLS.
Os pacientes alérgicos e infectados apresentaram mais I1L-10 e, por influéncia da infeccéo,
apresentaram a producdo de CXCL8, TNF e IL-6 aumentada. Este Gltimo dado pode levar
desvio pra Thl e/ou atenuacgdo da resposta Th2 em alérgicos em individuos de &rea endémica

para esquistossomose.
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Tabela 1: Andlise univariada e multivariada da associacdo entre alergia respiratéria e

variaveis bioldgicas, socioecondmicas e ambientais.

Analise Univariada Analise multivariada*

Alérgicos  N&o Alérgicos OR p OR ajustado p
45 (27,4%) 119 (72,6%) (IC95%) Value (IC95%) Value
Género
Masculino 21 55 1.02 0.959
Feminino 24 64 (0.51,2.03) '
Idade
<20 anos 19 34 181 17
0.88,3.71 :
> 21 anos 25 81 ( ) 0105 (0.73,3.96) 0.221
Historico Alergia da Mae
om B2 - 416 0002 2.08 0,185
N&o 27 103 (1.66,10.46) ' (0.7,6.17) ’
Infeccéo S. mansoni
Sim 18 84 0.28 0.4
Nio 27 35 ©.14057) <9001 (017004 0036
Escolaridade materna
; §
Escolaridade | 26 82 0.59 0,300
Escolaridade 11° 13 25 (0.27,129) ~
Renda
<l salario minimo 21 61 0.95 0.887
>1 salario minimo 16 44 (0.44,2.02) :
Tabagismo passivo
Sim 18 47 12
Nao 22 69 (0.58,2.48) 0,620
IgE anti-Blomia
Sim 24 49 1.87 2,0
Najo 17 65 091,386 299  (0gg4ag 009
IgE anti-Asc
Sim 21 71 0.64 0218
Nao 20 43 (0.31,1.31)

§Escolaridade I: Analfabeto até ensino médio incompleto; Escolaridade 11: Ensino médio completo até superior completo.
*Entraram no modelo de regressdo logistica para ajuste as variaveis com p<0,2 na analise univariada.
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Figura 2: Niveis de quimiocinas CXCL8(A), CCL2(B) e CCL5(C) no sobrenandante de cultura de sangue total
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0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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Figura 3: Niveis de IgE Total (A), IgE anti-Asc (B) e IgE anti-Blomia (C) no soro e nimero absoluto de
eosindfilos (D) no sangue total periférico de individuos alérgicos infectados com S. mansoni (A-1), alérgicos e
ndo infectados (A-NI), ndo alérgicos e infectados com S. mansoni (NA-1), e ndo alérgicos e ndo infectados NA-
NI. Aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e o teste t ndo-paramétricos de Mann-Whitney.

* p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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RESUMO

Em individuos infectados pelo Schistosoma mansoni com ou sem alergia respiratoria,
apenas alérgicos ou ndo-infectado/ndo-alérgico (de acordo com parasitolégico de fezes e o
questionario ISAAC) foram avaliados o0s niveis séricos de ST2 soluvel (sST2) e sua influéncia
na producdo de citocinas, quimiocinas (células do sangue periférico), IgE total, IgE anti-
Blomia e IgE anti-Ascaris (soro). Os niveis de sST2 ndo foram diferentes entre grupos, mas
estiveram correlacionados com menor producdo de IL-6, IL-10 e CXCL5. Contudo, a
infecgdo pelo S. mansoni parece modificar a relagdo entre sST2 e estas moléculas, revertendo
a supresséo, e pode estar sofrendo influéncia da IgE anti-Asc.

Palavras chaves: Schistosoma mansoni; ST2 soltvel; Citocinas; Quimiocinas.

INTRODUCAO

Infecgdes helminticas e alergias levam a uma resposta imune Th2 (IL-4, IL-5e IL-13 e
producdo de IgE), porém em individuos esquistossomoticos ocorre também a geracdo de
células T regulatorias e producdo de IL-10 que atenua o quadro clinico nos pacientes
asmaticos e a positividade dos testes cutaneos, com menor producéo de IL-5 e IL-4 e maior de
IL-10 em resposta aos alérgenos (CARDOSO et al., 2012). O receptor ST2/IL-1R4 esta
presente em mastocitos, baséfilos e eosindfilos (aumentando producgdo de IL-5 e IL-13),
macrofagos e células dendriticas. Foi demonstrado que o tratamento com ST2 sollvel (ST2s)
tem acdo anti-inflamatdria e no soro de individuos asmaticos atuou neutralizando a atividade
biologica da IL-33, reduzindo o processo inflamatério nas doencas alérgicas (DING et al.,
2018; FAGUNDES et al 2007). Na esquistossomose humana, os estudos sobre sST2 séo
pouco restritos. Variantes genéticas de ST2 estdo associadas aos niveis de sST2 em pacientes
com esquistossomose. Também foi demonstrado que niveis elevados de ST2 sérico e no
tecido e hepatico estdo associados a esquistossomose em estagio avancado (LONG et al.,
2017). No entanto, 0s niveis de sST2 na esquistossomose e sua relacdo com as citocinas e
quimiocinas envolvidas em um contexto de alergia ainda ndo foram descritos.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar os niveis séricos de ST2s e sua
influéncia na producdo de citocinas e quimiocinas por células do sangue periférico de

individuos infectados pelo S. mansoni e/ou com alergia respiratoria.
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MATERIAIS E METODOS

Selecdo dos pacientes e formacéo dos grupos de estudo:

Individuos com idade entre 5 a 80 anos, ou responsavel, residentes nos municipios de
Ilha de Itamaracd, Cabo de Santo Agostinho e Vitdria de Santo Antdo (Regido Metropolitana
do Recife), que assinaram o Termo de Consentimento livre esclarecido, responderam o
questionario “International Study of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAAC) e tiveram
as amostras de fezes e sangue colhidas. Apds o exame parasitologico (Hoffman, Pons e Janer;
Kato-Katz) foram formados quatro grupos (n=10): Alérgicos (segundo a questdo “sibilos nos
ultimos 12 meses” do ISAAC) e Infectados com S. mansoni (A-1); Alérgicos e N&o Infectados
(A-NI); Nao Alergicos e Infectados (NA-1); Nao Alérgicos e Nédo Infectados (NA-NI). O
estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhées — Fiocruz (CPgAM/Fiocruz) CAAE: 22822813.3.0000.5190.

Cultura celular e determinacéao dos niveis das citocinas e quimiocinas

Parte do sangue coletado foi cultivado utilizando meio RPMI adicionado de soro fetal
bovino, por 24h. As celulas foram estimuladas com Phytohaemagglutinin (PHA) (10pg/mL)
ou apenas com meio de cultura (sem estimulo) (37°C, CO,-5%). As Citocinas e quimiocinas
foram quantificadas no sobrenadante das culturas pelo Cytometric Bead Array (CBA),
segundo as instrucdes do fabricante (BD Bioscences). A deteccdo das citocinas/quimiocinas
com mitégeno foi maior que as condi¢Ges quando nédo estimulados (dados ndo mostrados), por

isso foi apresentado apenas os resultados apds estimulacdo mitogénica.

Dosagens séricas

As amostras de plasma coletadas foram utilizadas para dosagens de ST2s, IgE total,
IgE anti-Asc e IgE anti-Blomia. ST2s foi mensurado por ELISA, utilizando Kits especificos
(D3300 e DST200, respectivamente, R&D Systems) e os niveis dos anticorpos foram obtidos

por ImmunoCAP (Thermo Scientific), segundo as instruc@es do fabricante.

Anélise estatistica
As medianas entre os grupos foram avaliados utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e

nos casos em que esta analise se mostrar significativamente diferente (p< 0,05), proceder-se-a
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a comparacéo utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Por fim, foi calculado o coeficiente de
correlacdo linear de Spearman, a fim de verificar a correlacdo entre o ST2 e as citocinas (IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a, IFN-y e IL-17) e quimiocinas (CCL2, CCL5, CXCLS,
CXCL9, CXCL10) e anticorpos (IgE total, IgE anti-Blomia, IgE anti-Asc) investigados. As
analises foram realizadas pelo GraphPad Prism, versdo 5.03.

RESULTADOS

Houve produgdo de ST2s (ng/ml) em todos pacientes e as medianas (P2s-Ps) nos
grupos foram: Al=7,44 (5,42-13,89); NAI=8,99 (6,34-11,82); ANI=552 (4,57-11,12);
NANI=8,69 (5,81-15-72), porém sem diferenca estatistica entre os grupos. Das moléculas
estudas, foi encontrada uma correlacdo negativa entre ST2s e IL-10, IL-6 e CCL5, alem de
uma correlacdo positiva entre o ST2s e a IgE anti-Asc (Figura 1A-D). Quando analisadas
separadamente, em infectados e ndo infectados pelo S. mansoni, foi observada uma correlagéo
positiva para IgE anti-Asc apenas no grupo de infectados (Figura 1H). Com relacéo a IL-10,
IL-6 e CCL5, as correlagdes deixaram de existir em infectados e se tornaram mais forte no
grupo ndo infectado (Figura 1E-G). Nao houve correlacdo entre as moléculas analisadas em

alérgicos e nao alérgicos.

DISCUSSAO

O ST2s foi detectado em todos os grupos estudados, porém o aumento do ST2s foi
correlacionado com a diminuicdo da IL-6, CCL5 e IL-10. Em camundongos, a administracao
do ST2s, tem suprimido a producédo de TNF-a, CCL2 ¢ CXCLI1 em diferentes modelos de
inflamacdo (FAGUNDES et al, 2007). De modo interessante, ao analisarmos separadamente,
infectados e ndo infectados, bem como nos alérgicos, as correlagdes deixam de existir em
infectados e alérgicos e tornaram-se mais fortes em individuos ndo infectados. Enquanto que a
correlacdo positiva sST2 e IgE anti-Asc foi mantida e maior nos individuos apenas infectados.

Desta forma, a modulacdo causada pelo ST2s ndo acontece durante a infeccdo e nas
alergias. Esse fendmeno pode ser devido ao fato do aumento do ST2s esta correlacionado com
0 aumento da IgE anti-Asc no apenas grupo infectado. A IgE anti-Asc ja foi descrita como
fator de risco para aumento dos niveis de IgE total e eosinofilia. Os mastécitos ativados por

IgE mostraram reduzir a producdo de IL-12 pelas células dendriticas, conferindo um fendtipo
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indutor de Th2. Ainda h& evidéncias de que os mastocitos ativados por IgE suprimem a
geragdo de células T regulatorias e podem desvia-los para um fendtipo Th2 ou Thl7. Entre as
citocinas produzidas por esses mastécitos, sabe-se que IL-1, IL-4, IL-6 e TNF-a inibem o
desenvolvimento e a funcéo das células Treg (OETTGEN, 2016). Sendo assim, a IgE anti-Asc
pode favorecer a producdo da IL-6 e CCL5 (resposta predominante Th2). Além disso, em
individuos esquistossomoticos a producgdo de IL-10 é sustentada pelo estimulo dos antigenos
dos ovos (CARDOSO et al., 2012).

Em conclusdo, a infeccdo pelo S. mansoni parece modificar a relagdo entre 0 sST2 no
soro e a producdo de IL-6, IL-10 e CXCLS5. De fato, a infec¢do inibiu a supressdo dessas
moléculas causada pelo sST2 e pode estar sofrendo influéncia da IgE anti-Asc presente no
Soro ou por mecanismo ainda nao esclarecido. Apesar do pequeno nimero de pacientes
avaliados e das citocinas e quimiocinas terem sido dosadas em sobrenadante de cultura e ndo
diretamente no soro, esses achados servem como base para o estudo do uso de sST2 como um
agente imunossupressor, a0 mesmo tempo que ressalta a importancia de estudar outras
moléculas e mecanismos envolvidos na esquistossomose que possa estar influenciando nesse

fendbmeno.
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Figura 1: Correlacdo entre a concentracdo de sST2 no soro e IL-10, IL-6, CCL5, no sobrenandante de cultura de

sangue total periférico, e IgE anti-Asc.
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Objetivo da Pesquisa:

O Objetivo principal da pesquisa é verificar a produgdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, INF-gama e
TNFalfa),a expressdao de RNAm de IL-33, ST2 solavel, quimiocinas (CXCL1, CXCL5,CXCLE, CXCLS8,
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como os niveis de sCD23 e citocinas Th2 no soro, em individuos infectados com S.
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anti-helmintico.
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eliminada a cada 3 meses (até completar um ano), e serdo fornecidas orientacdes de higiene e métodos
para evitar uma nova infeccdo. No caso dos alérgicos,o tratamento seguira normalmente junto ao servigo de
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complementares realizados pelo CPgAM/Fiocruz (hemograma, dosagem de anticorpos e teste alérgico
cutaneo) que fornecerdo subsidios para um tratamento mais adequado ao quadro clinico do paciente
alérgico.
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condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o

Cédigo de Etica, Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e

complementares.

RECIFE, 18 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Janaina Campos de Miranda
(Coordenador)
Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, sin®
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670420
UF;: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mall: comiteeticag@cpqam Hocnz br

Phgra03¢e 03

73



74

ANEXO B - QUESTIONARIO ISAAC
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FIOCRUZ

Carttro ds Fesquisas — .
AGERU MAGALHAES : Ministério da Sadde
QUESTIONARIO ISAAC
1544

Formuiéno N9, Data:__ ¢/

Nome:

Fikagaq

Endereco: Tl

Data de nascimento: ___/___/__ (chacarcando) Responsiavel peis antravista:

Escolariade Materna.N§o astudou { ) 1° grau mcompleta { ) 1° grau complete ()

2° grau incempleto () 2% grau completo () Superior ()
Renda Familier: Meic saldric minimeo ( ) 1 caldno minimo ( ) 122 salddos minimos ( )

dsdsslariosminimos ( ) 5 saldrios minimes cumais ()
Historia Familiar de Alergia: #4de: Sim{ ) Ni3o( }

Pal. Sim( ) N&o{ ) Iméos: Sim( ) Nao{ )
Tabagismo Passivo: Alguém fuma dentrods casa: Sim( ) Nao{ )
Aleitarnento Matemo: Por quanio t2mgo sey (sug) fiho(a) mamou exclusive no peito meses
Sexo: MascuEno{ ) Feminino{ ) Paso Estatura IMC, ( kz/m2)
QUESTIONARIO 1 (ASMA)
(6 & 14 anos}

1. Alguma vez na vids seu (sus) fiho(g) tave siblios (cansago,chiado no peito)?

Sim{ ) Néo( ) Se vock respondey Nio, passe para s guestio nimero 8.
2. Nos Ultimos 12 meses, seu (sua) filho (a) teve sibilos (cansaco, chiado no peito)?

Sim( } Néo( )

3. Nos Gltimos 12 meses, guantas crises ¢ sbilos (cansago, ehiado no peito) seu(sua) filho(a) teve?
Nenhuma crise ( ) 1a3crises{ ) 4a12crises{ ) mais de 12 crises ( )

4. Nos dltimos 12 meses, com que frequéncia seu (sua) filho (a) teve seu seno perturbado por chiado no
peita?

Nunca acordou com chigdo { ) Mencs de 1 node porsemena ( ) 1 o mais noites por semana ( )

5. Nos ultimes 12 meses, seu chiado foi t2o forte a pento de impedic que seu (sua) filho (2) conseguisse
dizer mais de 2 pafavras entre cada respiracdo?

Sim{ ) Nao ( )
6. Alguma vez na vida seu (sua) fitho (a) teve asma?
Sim{ ) Néo { )

7. Nos dltimos 12 messs, teve chiado no peito apds exercicos fisicos?

Sim( ) Nao{ )
& Nos Gltimos 12 mesas, seu (sua) filho (2) teve 10556 seca & noits, sem astar gnpado ou com infeccdo
respratdna?

Sim( ) Nio{ )

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: OXXB1 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: S0670-420
Recife « PE - Brasl - hatp//www.cpgam. fiocruz.be
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Cartro ce Fesquisss — < 3
AGEEU MAGALHAES Ministério da Salde

QUESTIONARIO 2 (Rinits Alérgice) (8 214 2ros)
Todas as pergunias séo sobre problemas quz ocomsram cuando voch ndo esiava gevado ou rasfdado

1. Alguma vez na vida seu (sua) filhe {3) teve problemas com espirros ou Sorize {commimante nasal), ou
absirucdo nasal, guande nda estavs resirnado ou gripsdo?

{ )Sim { 1N&o -..Se 2 resposta foi N2o, passs pers 3 questio 6

2. Nos ultimos 12 (doze) meses, seu (sua) filho (a) 1avs algum problema com espirros, coriza (corrimento
naszl) ou obsirucio nasal, quando n3o astava gripado ou com resliado?

( )Sim { WNZo 2 re
3. Nos Utimos 12 (00ze} meses, 854a prodlams nessl 191 SCOMPENNads 42 |acnmsjamsanto ou coceia nos
ollhos?

{ )Sim { )N&o

4, Em quai cos Uitimos 12 (doze) meses esse prodlema naszal ocorreu? (Por favor, marque em qual ou quais
meses isto ocorrsu)

{ )Jangiro { )Abril { ) Julho { ) Cutubro

{ ) Fevereiro () Maia ( )Agosto { ) Novambro

{ )Marco { 3Jdunho { ) Setembro { ) Dezembro

5. Nos ultimos 12 (doze} meses, quantas vezes as atividades didrias do sau (sua) fitho (2) foram atrapalhadag
por esse problema nasal?
) Nada ( ) Um pouce ( ) Moderado { ) Muito

6.Alguma vez na vida seu (sua) fitho (a) teve rinite?
{ }Sim ( )Ndo

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, 5/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XXX81 3012500 - Fax: 0X0(81 4531911 - CEP: 50670-420
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12-Mar-2019

Dear Dr. de Souza:

Your manuscript entitled "Correlag&o entre sST2 e citocinas, quimiocinas ou IgE na esquistossomose e alergia” has
been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in the Revista de
Saude Publica.

Your manuscript 1D is RSP-2019-1576.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If
there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscnpts at

hiips/imc04. manuscripicentral.com/rsp-scielo and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to
https://mc04_manuscriptcentral.com/rsp-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Revista de Saude Publica.

Sincerely,
Revista de Sadde Publica Editorial Office



