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RESUMO

A inter-relagdo entre alergias e helmintos tem sido pesquisada, visto que, em individuos
alérgicos e a0 mesmo tempo parasitados, pode ocorrer atenuacao da resposta inflamatoria.
A infeccdo ativa pelo parasita Strongyloides venezuelensis e 0 uso de antigenos deste
parasita, em modelos de murino, diminuiu os sintomas decorrentes de doencas
inflamatorias, como parasitoses (toxoplasmose), colite aguda e a asma, pela alteracdo do
perfil de citocinas para um perfil regulatério. N&o ha estudos que investiguem a relacao
entre uso de antigenos de S. venezuelensis e pessoas alérgicas. Assim, este estudo objetiva
avaliar a producéo de citocinas Thl, Th2 e Th17 a partir da estimulacdo com o antigeno
de S. venezuelensis (AgSv) em células de individuos com asma e/ou rinite alérgica. Foi
realizado estudo transversal, com formacéo de trés grupos: 1) Individuos com asma/rinite
que froamsubmetidos a imunoterapia de dessensibilizagdo in vivo (AT; n=24); 2)
Individuos com asma/rinite ndo tratados com imunoterapia (ANT; n=56); e 3) Individuos
ndo alérgicos(NA; n=27). A formacéo dos grupos utilizou os questionarios “International
Study of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAAC), “Global Initiative for Asthma”
(GINA) e“Asthma Control Test” (ACT). Exames clinicos (teste cutineo) e coleta de
sangue para exames laboratoriais (hemograma e IgE total) foram utilizados para
comparagdo entre os grupos. As células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
foram isoladas e cultivadas sob estimulo de AgSv para comparacao dos niveis de citocinas
que foram mensuradas por Cytometric Bead Array (CBA) (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A, TNF e IFN-y) e ELISA Sandwich (IL-33). Foram coletados dados de 107
voluntérios, sem diferenca significativa em relacdo a sexo e idade. Considerando 0s
aspectos sociais e econdmicos, foi observado que o grupo AT apresentou maior proporgéo
de familiares com alergia e menos convivio com animais domeésticos. Em relagdo aos
dados laboratoriais, foi encontrado maiores niveis de eosinofilos no sangue no grupo AT
e de IgE total nos grupos ANT e AT. O teste cutaneo apresentou maior positividade entre
0s grupos AT (83,33%) e ANT (64,29%) em comparacao com o NA (25,93%), com maior
prevalénciade positividade contra alérgenos de &caros. Na dosagem do soro, o grupo AT
produziu niveis estatisticamente maiores de IL-2e TNF. Na dosagem de citocinas a partir
do sobrenadante da cultura celular, a producéo de citocinas por células ndo estimuladas
ndo mostrou diferenca significativa em relacdo as células estimuladas com AgSv do
mesmo grupo, contudo foi possivel observar tendéncias de produgdo maior (IL-6 e IL-10
em todos os grupos, e IL-33 apenas no grupo NA) e menor (TNF nos grupos NA e AT, e
IL-33 nos grupos alérgicos) nas estimuladas pelo antigeno. Os grupos foram ainda
subcategorizados (6 grupos) com base na identificacdo ou ndo de atopia pelo teste cutaneo
para analise do perfil de citocinas. Foram observadas também tendéncias de maior
producdo de IL-6 e IL-10 em todos 0s grupos, assim como de IL-17A em grupos ndo
atdpicos. A tendéncia de menor producéo, por sua vez, foi identificada para as citocinas
IL-17A (grupos NA e ANT atopicos), IL-33 (grupos ANT e AT atdpicos), TNF (grupos
NA e ANT atdpicos). Portanto, apesar de ndo ter sido identificado diferencas
significativas, é possivel notar que, frente a estimulacdo com antigeno de S.
venezeuelensis, uma tendéncia de maior producdo em todos os grupos de supressores da
resposta inflamatéria de perfil Th2, como IL-10, e menor producédo de estimuladores da
resposta Thl, como IFN-y , TNF , IL-33 e IL-17A em individuos atopicos. Ou seja, a
antigeno pode auxiliar na atenuacao da resposta inflamatoria em individuos alérgicos.

Palavras-chave: Alergia; citocinas, antigenos de helmintos



ABSTRACT

The interrelationship between allergies and helminths has been investigated, as in individuals
who are both allergic and parasitized, there may be attenuation of the inflammatory response.
Active infection with the parasite Strongyloides venezuelensis and the use of antigens from this
parasite, in murine models, have decreased the symptoms of inflammatory diseases, such as
parasitic infections (toxoplasmosis), acute colitis, and asthma, by altering the cytokine profile
to a regulatory profile. There are no studies investigating the relationship between the use of S.
venezuelensis antigens and allergic individuals. Therefore, this study aims to evaluate the
production of Thl, Th2, and Thl7 cytokines following stimulation with S. venezuelensis
antigen (AgSv) in cells from individuals with asthma and/or allergic rhinitis. A cross-sectional
study was conducted, with the formation of three groups: 1) Individuals with asthma/rhinitis
who underwent in vivo desensitization immunotherapy (AT; n=24); 2) Individuals with
asthma/rhinitis not treated with immunotherapy (ANT; n=56); and 3) Non-allergic individuals
(NA; n=27). The formation of the groups used the "International Study of Asthma and Allergies
in Childhood" (ISAAC), "Global Initiative for Asthma™ (GINA), and "Asthma Control Test"
(ACT) questionnaires. Clinical examinations (skin tests) and blood collection for laboratory
tests (complete blood count and total IgE) were used for comparison between the groups.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated and cultured under AgSv
stimulation for comparison of cytokine levels, which were measured by Cytometric Bead Array
(CBA) (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF, and IFN-y) and sandwich ELISA (IL-33). Data
were collected from 107 volunteers, with no significant difference in terms of sex and age.
Considering social and economic aspects, it was observed that the AT group had a higher
proportion of family members with allergies and less contact with domestic animals. Regarding
laboratory data, higher levels of eosinophils in the blood were found in the AT group and of
total IgE in the ANT and AT groups. The skin test showed a higher positivity rate among the
AT (83.33%) and ANT (64.29%) groups compared to the NA (25.93%) group, with a higher
prevalence of positivity against dust mite allergens. In serum testing, the AT group produced
statistically higher levels of IL-2 and TNF. In cytokine measurement from cell culture
supernatant, the production of cytokines by unstimulated cells showed no significant difference
compared to cells stimulated with AgSv from the same group, however, trends of higher
production (IL-6 and IL-10 in all groups, and IL-33 only in the NA group) and lower production
(TNF in the NA and AT groups, and IL-33 in the allergic groups) were observed in cells
stimulated by the antigen. The groups were further subcategorized (6 groups) based on the
identification of atopy by skin testing for cytokine profile analysis. Trends were also observed
in higher production of IL-6 and IL-10 in all groups, as well as IL-17A in non-atopic groups.
The trend of lower production, on the other hand, was identified for the cytokines IL-17A (NA
and ANT atopic groups), IL-33 (ANT and AT atopic groups), TNF (NA and ANT atopic
groups). Therefore, although no significant differences were identified, it is possible to notice
that, in response to stimulation with S. venezuelensis antigen, there is a trend of higher
production in all groups of suppressors of the Th2 inflammatory response, such as IL-10, and
lower production of stimulators of the Thl response, such as IFN-y, TNF, IL-33, and IL-17A
in allergic individuals. In other words, the antigen may help attenuate the inflammatory
response in allergic individuals.

Keywords: Allergy; cytokines, helminth antigens
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1. INTRODUCAO

As alergias respiratorias, asma e rinite alérgica, sdo caracterizadas pela reacdo de
hipersensibilidade tipo I resultante da interacdo entre alérgenos presentes no ambiente com os
anticorpos IgE especificos (Humbert et al., 2019). Essas doencas possuem carater poligénico e
sdo influenciadas por fatores ambientais, habitos de vida e condi¢cBes socioecondmicas
(Kabesch e Lauener, 2004; Lowery et al., 2007).

A inter-relacdo entre alergias respiratérias e parasitoses tem sido foco de diversas
pesquisas, visto que, em individuos alérgicos e ao mesmo tempo parasitados, pode ocorrer uma
atenuacdo da resposta inflamatoria alérgica (Gazzinelli-Guimaraes e Nutman, 2018;Maizels e
McSorley, 2016; Sitcharungsi e Sirivichayakul, 2013). Essa resposta imune é mediada pelas
células Th2, acarretando na producdo de interleucinas IL- 4, IL-5 e IL-13, provocando a
elevacdo de IgE, com expressdo de receptores de IgE nos basoéfilos, mastocitos e producdo
de eosindfilos (Alcantara-neves et al., 2014; Medeiros et al., 2003).

Dentre as parasitoses, destacam-se 0os helmintos que podem atuar como supressores
das doencas alérgicas e autoimunes através da geracdo de celulas T reguladoras e producdo
de IL-10 capazes de suprimir as respostas Thl e Th2 (Maizels,2020; Nascimento et al., 2014;
Wilson et al., 2007). O nematodeo Strongyloides stercoralis distribui-se pelas regides tropicais
e é 0 agente causador da estrongiloidiase humana, que acomete até 370 milhdes de pessoas ao
redor do mundo (Bisoffi et al., 2013; Buonfrate et al., 2020). A infeccéo por S. stercoralis pode
ser (til para o tratamento de pacientes com a sindromedo intestino irritdvel (Sipahi e Baptista,
2017). Isso porque o parasita altera o perfil de citocinas de maneira sistémica e atenua a resposta
inflamatoria por inducgéo de células Treg (Aoyama et al., 2007; Malpica et al., 2019; Sipahi e
Baptista, 2017). Outro estudo demonstrou que sorologia positiva para S. stercoralis parece estar
associada ao risco reduzido de desenvolvimento da Diabetes Mellitus tipo 2 em populacdes
aborigenes (Hays et al., 2015). Os poucos estudos sobre relacdo doencas alérgicas/infeccao S.
stercoralis visam entender o risco para desenvolvimento e gravidade da asma (Leeman e
Cabrera, 1995; Leonardi-Bee, Pritchard e Britton, 2006).

Dentro do mesmo género, o0 parasita de ratos, Strongyloides venezuelensis, também se
destaca por sua capacidade imunomodulatéria. Antigenos de S. stercoralis sdo dificeis de obter,
por causa da baixa carga parasitaria normalmente encontrada em pessoas infectadas e a
liberacdo irregular de larvas nas fezes. Portanto, outras espécies do género, como S.

venezuelensis, podem ser utilizadas como uma fonte heter6loga de antigenos para o
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desenvolvimento de ensaios imunoldgicos (Kalantari et al., 2020). A obtencdo de antigeno de
S. venezuelensis é facilitada, uma vez que a infeccdo poder ser controlada e mantida em
condices de laboratério. Portanto, esses antigenos sao mais amplamente utilizadas para estudar
a infeccdo por Strongyloides e a imunidade mucosal em modelos animais (Viney; Kikuchi,
2017).

Foi observado que a infeccdo em ratos por S. venzuelensis foi capaz de reduzir os
sintomas clinicos e a intensidade da inflamacdo da colite aguda (Rodrigues et al., 2018). Além
da infec¢do ativa, 0 uso de antigenos de S. venzuelensis também se mostrou eficaz na reducao
da inflamacdo. No estudo de Araujo et al., 2020, esse antigeno mostrou efeito protetivo em ratos
com toxoplasmose, sendo capaz de mitigar as lesGes intestinais e producdo de citocinas
inflamatdrias. Adicionalmente, o usode proteinas da familia S100 de S. venezuelensis, em ratos,

diminuiu a inflamac&o de viasareas da asma (Tsubowaka et al., 2022).

O trematodeo Schistosoma mansonitem sido investigado por nosso grupo (Nascimento
et al., 2018; Teoddsio et al., 2015), epor outros (Cardoso et al., 2006; Medeiros et al., 2003),
onde verificou-se atenuacdo da asma alérgica por meio da reducao de sintomas e da resposta
cutanea aos aeroalérgenos (atopia) em estudos epidemiologicos que avaliaram a infeccao
ativa. Os mecanismos dessa atenuagdo parecem envolver a producdo e secrecdo de citocinas
regulatorias como IL-10 e TGF- B e estimulagdo de células T regulatorias capazes de suprimir
as respostas Thl (IFN-y) e Th2 (IL-4, IL-5 e 1L-13) (Maizels e McSorley, 2016).

Nosso grupo também tem investigado a infec¢do do nematddeo Trichuris trichiura em
criancas alérgicas, verificando aumento de I1L-10 acompanhada de estimulacdo de IL- 4, IL-6 e
TNF (Gongales et al., 2020). A resposta humoral (IgE e 1gG1 especificas) investigada por nés
em individuos com infeccdo prévia por Ascaris lumbricoides demonstrou que niveis elevados
de 1gG1 anti-Ascaris é fator de protecdo associado a niveis mais baixos de neutréfilos. (Nobrega
et al., 2020).

N&o ha estudos que avaliem a producéo de citocinas frente ao estimulo de antigenos de
S. venezuelensis em pessoas com doencas alérgicas. Antigenos deste nematdédeo também
poderiam atenuar o efeito inflamatorio nas alergias com o envolvimento de células Treg.
Portanto, este estudo objetiva avaliar o potencial imunomodulador in vitro do antigeno bruto
do Strongyloides venezuelensis, em células PBMC de individuos com asma/ rinite alérgica por
meio da producéo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-33, TNF-a e IFN-y).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Strongyloides spp
2.1.1 Caracteristicas gerais do género Strongyloides

Os nematddeos do género Strongyloides spp pertencem ao filo Nematoda, ordem
Rhabditida, superfamilia Rhabditoidea e familia Strongyloididae (Bavay,1896). Esse género
apresenta distribuicdo cosmopolita e abriga mais de 50 espécies, as quais sdo parasitas
intestinais obrigatdrios, principalmente da regido do duodeno intestino delgado, de diferentes
espécies de mamiferos (homem, ratos cachorros, gatos, cavalos, etc), aves, répteis e anfibios
(Sandground, 1925; Speare 1989; Olsen et al. 2009; Hasegawa et al. 2010; Thanchomnang et
al. 2017). Dentre essas espécies, 10 espécies sdo encontradasparasitando diversos mamiferos no
Brasil: S. chapini, S. ferreirai, S. myopotami, S. ratti, S. venezuelensis (parasitas de roedores),
S. papillosus (ruminante), S. westerni (cavalo), S. ransomi (porco), S. fulleborni e S. stercoralis
(homem) (Vicente et al., 1997).

Diferente de outros parasitas intestinais, as espécies de Strongyloides apresenta um ciclo
de vida peculiar, com fase parasitaria e de vida livre. Essas duas fases apresentam variacéo
morfoldgica, como pode ser observado na Figura 1 (Page, Judd, Bradburry, 2018). Na geracao
parasitaria, a larva filaridide, a forma infectante, apresenta o corpo radialmente constrito, no
qual a regido anterior pode ou ndo possuir capsula bucal, com um es6fago longo e estreito
(filariforme) ocupando metade do corpo da larva, e a regido posterior é alargada, com presenca
de uma cauda pontiaguda tripartida (Vicente et al., 1997; Viney, Lok, 2015). A fémea
partenogenética, que fica localizada na regido intestinal do hospedeiro, pode apresentar de 2 a
Smm de comprimento, coma cauda arredondada, esofago filariforme (ocupando 5 do corpo) e
ovario didelfo que se abre na vulva (Vicente et al., 1997; Viney,Lok, 2015). Essas fémeas séo

consideradas oviparas ou ovoviviparas (Bhumbla et al., 2020).

Os ovos liberados por essas fémeas possuem um envoltério fino, compreendendo
aproximadamente 50-58 um de comprimento por 30-34 um de largura, € em seu interior sao
encontradas larvas rabditoides (L1), de primeiro estagio (Grove, 1996; Inés, 2016; Moraes,
1948). A extremidade da L1 anterior contém uma capsula oral curta e um eséfago do tipo
rabditoide, que ocupa 35% do comprimento total do corpo, dividido em trés partes: corpo
cilindrico anterior, istmo estreito (envolvido por um anel nervoso) e bulbo piriforme, este
altimo é continuo ao canal intestinal que desemboca no anus, localizado na regido posterior que

termina abruptamente (Cimerman; Cimerman, 2005; Gonzales- Honra, Iglesias-Osores, 2017;
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Teixeira;Sampaio, 1997). Na extremidade posterior do corpo, que é filiforme, encontra-se o

primordio genital em forma de meia lua (Gonzéles-Honra, Iglesias-Osores, 2017).

As formas de vida livre (macho e fémea) possuem semelhangas morfoldgicas como:
tamanho aproximado de 1mm de comprimento, eséfago rabditéide com véalvulas e cavidade
bucal curta. A fémea é mais larga que o0 macho, possui na sua regido posterior uma cauda com
ponta afilada, e vulva na regido posterior da metade do corpo. Assim como a fémea
partenogenética, possui ovario didelfo e é ovipara. Os machos, por sua vez,possuem cauda que
termina em ponta, poucas papilas subventrais pré e poés-anais;gubernaculo e espiculos
iguais, mas ndo possuem asas caudais (Vicente et al., 1997; Viney, Lok, 2015).

2.1.2 Importancia clinica do género Strongyloides

2.1.2.1 Strongyloides stercoralis: distribuigéo e ciclo de vida

Dentro do género Strongyloides, apenas duas espécies conseguem parasitar 0 homem,
Strongyloides stercoralis e S. fuelleborni. A primeira é a mais encontrada infectando o homem
ao redor do mundo, enquanto que infecgdes envolvendo a Ultima ocorreram apenas em regides
restritas da Africa, sudeste da Asia e Oceania (Hasegawa et al. 2010; Olsen et al. 2009;
Thanchomnang et al. 2017).

O ciclo de vida de S. stercoralis, como mencionado para o género, € particular, uma vez
que apresenta reproducao sexuada, apenas em vida livre, e reproducdo por partenogénese dentro
do hospedeiro (Figura 1) (Page, Judd, Bradburry, 2018). Além disso, o ciclo é duplo, sendo um
direto ou homogonico, o qual necessita do hospedeiro humano, e o outro indireto ou
heterogbnico ou de vida livre, que acontece apenas no solo (Laignier, 2011). Isso ocorre pelo
fato que as fémeas partenogenéticas sdo tripldides (3n)e assim podem formar trés diferentes
tipos de ovos, sendo estes: larvas rabditdides triploides (3n), larvas rabditoides dipldides (2n) e
larvas rabditdides haploides (n) (Neves,2016). A primeira, € responsavel por completar o ciclo
direto, visto que evoluem para larvas filaridides infectantes (Neves, 2016). As duas ultimas, por
sua vez, completam o ciclo indireto, sendo que originam fémeas e machos de vida livre,

respectivamente (Neves, 2016).

Em ambas as fases, as condi¢des do solo impactam a progressdo do ciclo. Em condicdes
desfavoraveis, como baixas temperaturas, o ciclo € retardado ou as larvas rabditéides, liberadas
nas fezes, morrem mais rapidamente (Laignier, 2011). Contudo, condi¢Ges favoraveis

estimulam o desenvolvimento dessas larvas, sendo essestemperatura ambiente entre 20 a 30°,
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presenca de altas umidades, auséncia de luz solar direta e solo arenoso argiloso e rico em
matéria organica, ou seja, caracteristicas tipicas de ambientes subtropicais e tropicais (Keiser,
Nutman, 2004; Laignier, 2011).

No ciclo direto, as larvas rabditoides se transformam em larvas filaridides infectantes,
apo6s o periodo entre 24 a 48 horas (Albarqui et al., 2016). Essa forma ndo consegue se
alimentar, se sustentando, sobre a superficie do solo, com dependéncia de glicogénio, por até
trés semanas (Laignier, 2011). Ao encontrar o hospedeiro, as larvas 0 penetram
transcutdneamente, com auxilio de acdo mecanica e quimicas (metaloproteases, como as
astacinas) (Neves, 2016; Pomari et al., 2022). Com auxilio de proteases, a larva entra para a
circulacdo venosa, migra para o lado direito do coracéo e depois para o pulmao (Greaves et al.,
2013, Page, Judd, Bradburry, 2018). No ciclo pulmonar ou ciclo de Loss, essas larvas movem
do bronquiolo para a traqueia, pelo seu transporte passivo juntamente com as secrecfes
bronquiais (Carada-Bravo, 2022; Neves, 2016). Ao ser posteriormente expectorado para a
faringe, podem ser expelidas ou deglutidas (Laignier, 2011). No intestino delgado, desenvolve-
se em fémea adulta, a qual se reproduz assexualmente, e libera ovos no trato gastrointestinal
(Greaves et al., 2013). Os ovos eclodem em sua forma néo infectante (rabditoide) logo ap6s a
sua postura, ainda nas criptas duodenais, e por isso € dificil encontrar ovos em fezes de
infectados (Laignier, 2011). Adicionalmente, alguns autores suportam a ideia de que o parasito
€ ovoviviparo, ou seja, conseguem liberar as larvas ainda em seu interior (Bhumbla et al., 2020).
O periodo que se leva desde a penetracao da larva filariforme na pele até a eliminacéo e eclosao
dos ovos é de 15 a 25 dias (Neves, 2016).

Esse processo de migracao pelo hospedeiro pode ndo ser o Unico possivel. Um estudo
com cachorros, observou que as larvas podem migrar aleatoriamente pelas viscerase outros
tecidos de forma direta para o duodeno, sendo considerado uma grande parte dociclo infeccioso
do parasito. Portanto, ha a possibilidade que esse mecanismo possa acontecer com outros

hospedeiros, mas ainda ndo ha comprovacéo na literatura (Page, Judd, Bradburry, 2018).

No ciclo indireto, as larvas rabditoides livres podem se desenvolver em vermes adultos
fémeas ou machos que irdo se reproduzir sexualmente, formando larvas rabditoides, ou podem

se transformar em larvas filariformes e continuar com o ciclo direto (Greaves et al., 2013).
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Figura 1: Ciclo de vida de Strongyloides stercoralis.
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(1) As larvas filariodes infectantes penetram a pele e iniciam a infeccéo. (2) A larva entra para a circulacéo
venosa e migra para o pulméo (3) No ciclo pulmonar ou ciclo de Loss, essas larvas movem do bronquiolo para a
traqueia (4) Ao ser expectorado para a faringe, as larvas sdo deglutidas (5) No intestino delgado, larvas filarioides
se tornam adultas (fémea partenogenética). As fémeas adultas depositam ovos na mucosa intestinal, que
posteriormente eclodem e migram para o lumen. As larvas rabditéides que sairam do ovo podem realizar a
autoinfeccéo ou ser excretadas no solo. No solo, se desenvolvem em vermes adultos de vida livre. As fémeas de
vida livre produzem ovos que irdo gerar larvas rabdit6ides de vida livre que, posteriormente, se desenvolvem em
larvas filarioides infectantes. Fonte:Adaptado do Atlas Virtual de Parasitologia da Universidade Federal

Fluminense

2.1.2.2 Estrongiloidiase

A estrongiloidiase humana é uma infec¢do intestinal causada pelo helminto
Strongyloides stercoralis transmitida pelo contato com o solo. Alguns estudos apontam que essa
doenca atinge entre 30 a 100 milhdes de pessoas, mas analises mais recentes inferem que esse
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namero € ainda maior, podendo chegar a 370 milhdes de individuos ou até mesmo a 613 milhdes
(Buonfrate et al., 2020). Ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais, mas
também é encontrada em regides temperadas. Os locais mais afetados sdo a Regido Sudeste da
Asia, seguida pela Regi&o do Pacifico Ocidental e a Africa, as quais combinadas representam
76% do total de infectados mundialmente (Buonfrate et al., 2020). Areas que apresentam uma
alta desigualdade social, com aglomerac0es, falta de infraestrutura sanitaria contribuem para
0 desenvolvimento da infeccdo (Digiulio,2019; Keiser, Nutman, 2004).

No Brasil, a estrongiloidiase € uma doenca de alta relevancia na satde publica, devido
as condicOes da regido que facilitam a transmissdo (quente, Umida e, dependendoda regido,
condicOes precarias de saneamento basico). Devido também a possibilidade da doenca originar
formas graves de hiperinfeccdo e disseminacdo, podendo até evoluir para Obito, a
estrongiloidiase se destaca como uma doenca tropical em condi¢des de negligenciamento,
sendo considerado um problema grave tanto no ambito da satde comono social (Paula, Costa-
Cruz, 2011).

A estrongiloidiase é transmitida por trés formas: heteroinfeccdo, autoinfeccdo interna
ou externa. A heteroinfeccdo consiste principalmente na penetracdo da larva filaridide
infectante na pele do hospedeiro, com auxilio quimico de metaloproteases, as quais também
facilitam a migracdo das larvas atraves dos tecidos. As larvas também podem penetrar através

das mucosas oral, esofagica e gastrica (De Bona e Basso, 2008).

A autoinfeccdo interna ocorre quando os ovos das fémeas partenogenéticas eclodem
dentro do trato gastrointestinal, e portanto, larvas em desenvolvimento atingem o estagio
infectante ainda dentro do hospedeiro (De Bona e Bossa, 2008; Nutman, 2017). Na autoinfeccao
externa, por outro lado, as larvas rabditoides que se encontram na regidoperianal podem evoluir
para larva filaridide e penetrar na pele a partir dessa regido (De Bona e Bossa, 2008). Dessa
forma, o ciclo de autoinfeccdo permite que a larva filariforme consiga completar um novo ciclo
dentro de um mesmo hospedeiro, se transformando em fémeas partenogenéticas, as quais irdo
viver no intestino e produzir as futuras gerac6es (Page, Judd, Bradburry, 2018; Vasquez-Rios,
et al., 2019).

Esse fendmeno de autoinfeccdo é um fendbmeno distinto encontrado no ciclo de vida de
Strongyloides stercoralis, sendo um mecanismo que permite que o parasito consiga sobreviver
décadas dentro do hospedeiro, podendo chegar até a 65 anos (Leighton, 1990). Por isso,

considera-se que o reservatorio da doenca seja pessoas infectadas ao invés do solo, implicando
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que o tratamento de pessoas infectadas auxilia na quebra do ciclo de vida do nematddeo (Page,
Judd, Bradburry, 2018).

Alguns estudos ainda sugerem a possibilidade de transmissdo vertical por via
transmamaria (Shoop et al., 2002; De liberato et al., 2022). Nesses estudos, os alvos do estudo
foram cdes, nos quais filhotes (ndo contaminados) apenas se alimentavam do leiteda mée
(contaminada) em umambiente controlado e ao final do experimento, se observou que os filhotes
também estavam infectados, contudo néo foi detectado larva L3 no leite sendo necessario mais
andlises para comprovar esse tipo de transmissdo. Em outras espécies do género, essa rota de
transmissdo ja foi detectada em S. westeri, S. ransomi, S.papillosus e S. fuelleborni (Abbas et
al., 2021; Brown et al., 1977; Nwaorgu et al., 1990;Stewart et al., 1976)

A infeccdo resultante, pode ocasionar trés diferentes quadros clinicos, nos quais o
paciente é assintomatico, ou apresentar sintomas leves (oligossintomatico) e recorrentes ou pode
desenvolver sintomas severos e até mesmo fatais (Digulio, 2019; Greaves et al., 2013).
Inicialmente, o paciente infectado pode desenvolver uma irritagdo na pele, no local onde houve
a penetracdo da larva filarioide. Nos casos de autoinfeccao, o paciente com larva currens, pode
desenvolver uma erupcéo cutanea de coloracao avermelhada acompanhada de prurido (coceira)
e/ou ardéncia, e padrdo de movimento linear e serpiginosa, a qual pode ocasionar uma resposta
alérgica ou de hipersensibilidade (Digulio, 2019; Greaves et al., 2013; Harris, Hotez, 2019).
Em pacientes assintomaticos crénicos é comum observar quadros de eosinofilia, ou seja, com
contagem maior de eosinéfilos que o normal (>500 célulassrmma3). Individuos com quadros
leves véao apresentar, ap0s duas semanas da penetracdo da larva filaridide, sintomas
gastrointestinais (inchaco, azia, vomitos, desconforto abdominal), os quais podem se agravar,
ocasionando enterite catarral (hipersecrecdo de muco), edamatosa (edema na submucosa do
intestino) ou ulcerativa (edema, fibrose, atrofia e Glcera na mucosaintestinal); respiratorios
(tosse seca ou produtiva, irritacdo na garganta, rouquiddo, sangramentos, bruxismo, etc.);
dermatoldgicos (coceira e irritacdo na pele) e constitucionais (febre, anemia, méa nutricéo,

fraqueza, mialgia, etc.) (Amorim et al., 2021;Digulio, 2019; Greaves et al., 2013).

Individuos imunossuprimidos, seja por condi¢cbes médicas pré-existente ou por uso de
tratamentos com imunossupressivos, tais como medicacdes contendo corticosterdides, podem
desenvolver quadros de hiperinfecgdo ou de disseminacgdo, que apresenta taxa de mortalidade
entre 80 e 90% (Digulio, 2019). Na hiperinfecgdo, ocorre um aumento na carga parasitaria nos

locais envolvidos no ciclo de vida do parasito, nesses casos, 0s sintomas sdo mais acentuados,
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como disturbios gastrointestinais (diarréiapersistente, dor abdominal, vémitos, sangramento
intestinal, peritonite), os quais podem progredir para ileo paralitico, ou seja, parada temporéria
do peristaltismo intestinal. Além de disturbios respiratérios, como pneumonite, hemoptise,
insuficiéncia respiratdria (Buonfrate et al., 2015; Camargo et al., 2018; Centers for Disease
Control and Prevention, 2018; Greaves et al., 2013; World Gastroenterology Organisation
Global Guidelines, 2018). Na estrongiloidiase disseminada, hd uma disfuncdo dos 6rgdos
devido a migragdodo parasita para locais atipicos do seu ciclo de vida, como figado, rim ou
sistema nervosocentral, podendo assim ocasionar meningite, encefalite, bem como sepse e

faléncia multipla de 6rgdos (Camargo et al., 2018; Digulio, 2019; Kassalik, 2011).

A identificacdo da larva de S. stercoralis e diagnéstico pode ser realizado
principalmente por métodos imunologicos, moleculares e parasitologicos e o tratamento é
realizado com a ingestdo de a albendazol, , pois esse medicamento demonstra ser efetivo contra
0 verme adulto e a forma larval,com limita¢es quanto aos parasitas em estagios intestinais, além
de acarretar em poucos efeitos colaterais para a maioria dos pacientes (Nutman, 2017; Camargo
et al., 2018; World Gastroenterology Organisation Global Guidelines, 2018). E relevante
ressaltar, a necessidade de conceder ao paciente medidas adjuntas apropriadas, como o uso de
antibidticos, caso ocorra uma infeccéo bacteriana secundaria, e suportes ventilatorios (Camargo
et al., 2018).

2.2 Resposta imune contra parasitas intestinais.

O hospedeiro ira reagir contra a infeccdo de helmintos parasitas através da resposta
Th2, visto que sdo macropatogenos e, portanto, ndo conseguem ser fagocitados (Ditgen et al.,
2014, Motran et al., 2018). A resposta Th2 contribuird com a expulsdo do parasita, assim como
pelo controle da inflamacdo patoldgica (Anthony et al., 2007). De modo geral (Figura 2), 0s
produtos liberados pelos helmintos servirdo de base para a ativacdo e modulacdo da resposta
imunoldgica, que serd polarizada para o tipo Th2, que pode ser caracterizada pela acéo
coordenada de células inatas e adaptativas, as quais irdoproduzir citocinas do tipo 2, como as
interleucinas (IL): IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Nos tecidos, essas irdo estimular a hiperplasia de
células caliciformes, com o intuito de aumentar a producdo de muco, aumentar a contracao
muscular, assim como auxiliar na renovacdo das células epiteliais, para dificultar a locomocéo
do parasita e diminuir os danos teciduais causados pela movimentacdo dos vermes (Hammad,
Lambrecht 2015; Harris, Loke 2017; Web Wojno, 2017).
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Figura 2: Esquema geral da resposta imunoldgica do tipo Th2 frente a interacdo com parasitas.
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Os produtos liberados pelos helmintos ativam e modulam a resposta imunolégica, levando a uma resposta do tipo
Th2. Isso envolve a producédo de citocinas, como IL-4, IL-5, IL-9 e I1L-13, que estimulam a producdo de muco,

contracdo muscular e renovacdo celular nos tecidos. Essas respostas visam dificultar a locomoc¢éo do parasita e

reduzir os danos aos tecidos. Fonte: Adaptado de Ditgen et al., 2014.

Os helmintos, principalmente os intestinais, sdo expostos primeiramente as células
epiteliais (Sorobetea et al., 2018). Quando ha danos nessas células, sdo liberadas citocinase
alarminas, como a IL-25, 1L-33 e linfopoietina estromal timica (TSLP). Além das células
epiteliais secretoras, mastdcitos, células dendriticas (DCs), basofilos e eosindfilos também
podem liberar essas citocinas (Gerbe et al., 2016; Howitt et al., 2016). Essas citocinas irdo ativar,
recrutar e auxiliar na proliferacdo de diferentes células imunes inatas, como eosinofilos,
mastocitos, basofilos e células linféides inatas do grupo 2 (ILC2), as quais irdo produzir as
citocinas da resposta Th2, ocasionando uma infiltracdo de eosindfilos e producdo de IgE (Kany,
Vollrath; Relja, 2019; Oyebola et al., 2020; Schmitzet al., 2005). Por exemplo, na infeccéo por
Nippostrongylus brasiliensis e Heligmosomoides polygyrus, em ratos, a liberacdo de 1L-25
ativou ILC2 (Scheider et al.,2018).

Contudo, o mecanismo de atuacdo exato dessas citocinas sobre a ativacdo de
granuldcitos ainda ndo é bem elucidado. A IL-33, por exemplo, durante a infeccdo de

Angiostrongylus cantonensis, sua expressao estava correlacionada com o aumento da expressao
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de IL-5, IL-13 e eosinofilos. Além disso, 0 aumento da expressdo de 1L-33 estava associado
com o desenvolvimento da patogenia da parasitose (Du, et al., 2013).

Emcontrapartida, na infecgdo por Schistosoma mansoni, a expressao do RNA mensageiro
de IL-33 e seu receptor (ST2) ndo foi correlacionado com o aumento da producéo de eosinofilos
(Nascimento, 2022). Além disso, IL-33 apresentou uma relagdo inversa com quimiocitocinas
antifibrdticas como CXCL9 e CXCL10, sugerindo que essa citocina pode servir no controle
sistémico da patogenia da doenca (Nascimento, 2022).

As citocinas e alarminas liberadas pelas células epiteliais irdo atuar também sobreas
células dendriticas, as quais funcionam como mediadores entre a resposta imune inata e
adaptativa. As DCs irdo reconhecer, capturar e processar os antigenos liberados pelos helmintos
tanto na fase adulta, quanto na liberacéo de ovos e deposi¢édo de larvas (Hewitson et al., 2011;
White et al., 2012). Esse processo € permitido pela presenca de diferentes receptores nas
membranas de células efetoras, como receptores Toll-like (TLR), receptores de lectina tipo C
(CLRs), receptores de repeticdo ricaem leucina (LRR) e receptores contendo dominio deligacao
de nucleotideos (NLRs), que reconhecem diferentes patogenos e padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPSs) conservados. Por exemplo, o receptor TRL2 reconhece um
antigeno lipidico contendo fosfatifilserina de S. mansoni, enquanto TLR4 reconhece a
glicoproteina ES-62 de Wuchereria bancrofti (Goodridge et al., 2005;Thomas et al., 2013).
Ap0s o0 processamento, esses antigenos sdo apresentados para as células TCD4+ virgens nos
linfonodos, promovendo assim uma polarizacdo da resposta para o tipo Th2 atraves da ativacao
de GATA3 e expressdo de IL-4 (Oyebola et al., 2020). A apresentacao dos antigenos é permitida
pela expressdao do complexo principal de histocompatibilidade 2(MHC 1) e co-estimulacéo
entre os receptores CD40 e OX40L (Lundie et al., 2016; MacDonald et al., 2002; Phythian-
Adams et al., 2010; Sher et al., 2003; Smith et al., 2012). Outras células inatas apresentam MHC
I e moléculas de co- estimulacdo, como eosindéfilos, basofilos e ILC2, portanto, também podem
funcionar como apresentadoras de antigenos para células T (Halim et al., 2018; Oliphant et al.,
2014). Por fim, vale ressaltar que a modulacdo das DCs para estimular a resposta Th2 e
consequentemente bloquear a Thl (que normalmente induz a liberacéo de IL-2, interferongama
- IFN- v)/Th17 (que produz IL-17 e IL-22) depende da liberag&o de antigenos do parasito, assim

como sua interacdo com as alarminas derivadas das células epiteliais (Motran et al., 2017).

As células TCDA4+ polarizadas retornam ao tecido parasitado, ativam as células imunes
inatas pela producdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (Oyebola et al., 2020).A IL-4 atua
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principalmente na ativagdo alternativa de macrofagos assim como na troca de is6topos dos
anticorpos para o IgE. A IL-5 e IL-9 ativam e proliferam eosintfilos e mastdcitos,
respectivamente. A IL-13, juntamente a IL-4, age no epitélio ocasionando a hiperplasia e
renovacdo celular, liberagdo de muco, contracdo e permeabilidade dointestino, com a

intengéo de promover a expulsdo do parasita (Oyebola et al., 2020).

Os macrdéfagos ativados alternativamente (M2) terdo como funcdo o reparo dos danos
causados pela migracdo dos parasitas pelo tecido. M2 € caracterizado por seus marcadores como
IL-4Ra, CD206 e arginase-1, assim como por seus produtos metabolicos como urea e prolina
(Kreider et al., 2002). Geralmente nas infec¢bes (S. mansoni, Brugia malayi, Ascaris suum,
Trichinella spiralis, entre outros) M2 é recrutado no tecido parasitado apés alguns dias da
infeccdo, onde produzem as proteinas Ym1 e Fizz, as quais estdo envolvidas no processo de
deposicdo de matriz extracelular, portanto atuam na cicatrizacdo dos tecidos, atraves do
estimulo a sintese de actina e colageno (Chang et al., 2001; Liu et al., 2004; Sun et al., 2001).
Além disso, M2 promove os niveis de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), metaloproteinases (MMPs), fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), assim como estimulaa expressdo do receptor nas celulas mieloides 2 (TREM2).
Estimulam também a proliferacdo dos fibroblastos, promovendo assim a fibrogénese e

producéo de colageno (Motran et al., 2018).

Os mastocitos sdo células inflamatorias que, durante a infeccdo, liberam de seus
granulos proteases, proteinas inflamatdrias (histamina, prostaglandina e fator de necrose
tumoral- TNFa) e citocinas (IL-4 e 1L-13), na superficie do corpo parasito, a partir da ativacao
de seu receptor de IgE (receptor de alta afinidade - FceRlI) (Lee, Lee, 2005, Wilson et al., 2004).
Na auséncia de mastocitos durante a infeccdo por Heligmosomoides polygyrus e Trichuris
muris, observou-se uma deficiéncia na producdo das alarminas IL-25, IL-33 e TSLP, portanto,
(Hepworth et al., 2012). Contudo, sua importanciana eliminacdo de helmintos pode ser menor,
como observado para alguns parasitas como T. muris e Nippostrongylus brasiliensis (Cadman,
Lawrence, 2010).

Os neutréfilos, como acontece na maioria dos processos inflamatorios, sdo o primeiro
grupo de células a ser recrutado, e estdo associados com a resisténcia e danos ao parasito, como

foi observado para Strongyloides stercoralis (Galioto et al., 2006). Os baso6filos sdo fontes
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de IL-4, assim como conseguem liberar outros mediadores inflamat6rios, como leucotrienos,
prostaglandinas e histamina, os quais auxiliam no fluxo do conteudo intestinal (Atinobu et al.,
2005).

Os eosinofilos representam 40% das células nos locais de infecgdo ativos (Reimertet al.,
2006). A producéo dessas células medula éssea é estimulada por IL-5 e sua deslocacéo para 0s
tecidos é auxiliado pela ligacdo das quimiocitocinas eotaxina-1, -2 e -3 no seu receptor CCR3
(Conroy et al., 2001). Sua ativacdo ocorre por varios mecanismos: estimulo de citocinas (I1L-3,
IL-5, GM-CSF, TNF, IFN-b e PAF), exposicdo a derivados dos parasitas e interagdo com IgE
na superficie do parasito (Culley et al., 2000; Martin etal., 2000). Apds sua ativacdo, com 0
intuito de matar o parasita, liberam seletivamente mediadores e produtos citotoxicos que ficam
armazenados em seus granulos, como proteina basica principal, neurotoxina derivada de
eosinodfilos, proteina catidnica eosinofilica e peroxidase eosinofilica, citocinas, quimiocinas,
leucotrienos, cristais de Charcot Leyden e intermediarios reativos de oxigénio (Mitre, Klion,
2021). Adicionalmente, também podem liberar armadilhas extracelulares de eosindfilos (EETS),
que reduzem a motilidade e aumenta a eliminacdo de parasitas, como foi encontrado paraas
microfilarias de Litomosoides sigmodontis e Dirofilaria immitis (Ehrens et al., 2021).
Entretanto, devido a grande variedade de parasitoses, também se € observado diferencas na
atuacao dos eosinofilos no combate da infeccdo. Mitre et al. (2021) separou as atuacdesem: 1)
garantia de protecdo na infeccdo secundaria, mas ndo primaria, exemplo: Trichinella spiralis;
2) garantia de protecdo na infeccdo primaria, mas ndo secundaria, exemplo: H. polygyrys; 3)
garantia de protecéo na infeccdo priméria e secundaria, exemplo: Ascaris suum, N. brasiliensis,
Strongyloides sp., e Angiostrongylus cantonensis; 4) ndo ter efeito ou limitar a infeccéo,

exemplo: L. sigmodontis.

Portanto, a morte dos parasitos ocorre por meio da citotoxicidade celular dependente de
antigenos (ADCC). Os linfécitos B sdo estimulados pela liberacdo de IL-4 a realizar a troca de
isétopos para IgE, que ira recobrir a superficie dos parasitas e sera reconhecido pelos receptores
de eosindfilos. Ao se encontrar com IgE, os eosindfilos irdodesgranular e eliminar o parasita,
apresentando maior sucesso se 0 parasito estiver na forma evolutiva de larva (Lange et al., 1994;
Rotman et al., 1996). Outras células ja foram observadas realizando ADCC, como macréfagos,
em casos de infeccdo por Fascicula hepatica (Capron et al., 1975; Kassis et al., 1979),
neutrofilos, em casos de esquistossomose (Dean et al., 1974; Hsu et al., 1977), e células do

pulmé&o, em infecgdes por T. spiralis (Falduto et al., 2015).
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Para tentar evitar sua morte, os parasitas desenvolveram diversos mecanismos para
escapar do sistema imune (Fattah, 1986). Por exemplo, a atividade eosinofilos pode ser
suprimidada, como na infecgdo por N. americanos na qual se é observado a clivagemda
quimiocina eotaxina, assim como na infeccdo por L. sigmodontis pela regulacéo negativa de
receptores de anticorpos (Evans et al., 2015). Outro exemplo seria 0 mimetismo molecular
realizado pelos vermes adultos, através da absorcdo e disposicdo em toda sua superficie de
componentes do préprio hospedeiro, como colesterol (Babu e Nutman, 2019). Em fases mais
cronicas da doenga, 0 helminto pode induzir uma resposta regulatoria pela ativacdo de células
T, B, DCs regulatérias, assim como liberagdo de citocinas imunomodulatérias como IL-10 e
TGF-p (Babu, Nutman, 2019, Finlay et al., 2014; Everts et al., 2010).

A tolerancia a autoantigenos e antigenos ambientais inofensivos € mantida pelas células
T reguladoras (Treg). Essas células apresentam forte ligagcdo com a infeccdo cronica, sendo
assintomatica ou hiporresponsiva (Maizels, McSorley, 2016). As células Treg podem ser
divididas em trés diferentes subtipos: 1) Treg naturais (nTreg), as quais representam aquelas
originadas no timo nos estagios iniciais do desenvolvimento das células T que, posteriormente,
migram para o0s tecidos periféricos. Apresentam altos niveis dos receptores CD25, CD69,
Foxp3, CTLA-4, TNF, GITR (fator de crescimento tumoral induzido por glicocorticoide), entre
outros. 2) Treg induzidas na periferia ou adaptativas (nTreg ou pTreg), as quais sao originadas
de células TCD4+ maduras apds estimulos nos 6rgdos linfoides secundarios (Pandiyan et al,
2007). Apresentam expressaoinstavel de Foxp3 (Shevach et al., 2009). 3) Tregs induzidas in
vitro (iTreg) que sdo desenvolvidas no cultivo de células Treg por meio da presenca de
citocinas, com TGF-Bou pelo cultivo adjacente a células tronco mesenquimais (Schianato et al.,
2017).

A homeostase entre inflamacdo e regulacdo pode ser exemplificada pela cisticercose,
causada pelos cistos de Taenia solium, na qual o quadro disseminado da doenca, apresenta
maior imunomodulac¢do, com producdo aumentada de IL-10, diminuicdo das citocinas das
células Thl e Th2 e aumento de células Treg, as quais em humanos expressam o fator de
transcricdo Foxp3 mais numeroso (Nash, Garcia, 2011, Verma et al., 2011; Tuero et al., 2015).
Como consequéncia, a imunomodulacdo ocasiona a disseminacdo do parasita e a falta desta,

ocasionando convulsdes e morte (Nash, Garcia,2011).

Em infeccdes filariais, niveis de Treg diminuidos foram relacionados com o surgimento

de patologias como elefantiase e oncocercose hiperreativa, apoiando a ideia que essas células
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mantém a tolerancia e previne a patologia das infecgdes (Babu et al., 2009; Katawa et al., 2015;
Metenou et al., 2010). Adicionalmente, nas infec¢es causadaspor nematddeos transmitidos pelo
solo, esse perfil de Treg € encontrado, com producéo de citocinas imunossupressoras, como IL-
10 e TGF-B, e interagdes de superficie celular através de CTLA-4 e PD1 (Figueiredo et al.,
2010; Dolo et al., 2013; Satoguina et al., 2005). Esse perfil é relacionado com a troca de um
isotipo de pré-alérgico/inflamatério IgE para 1IgG4 ndo inflamatoria, sendo Foxp3—-Trl a fonte
predominante de IL-10(Satoguina et al., 2005). Ao realizar o tratamento de pacientes, observou-
se em decliniosacentuados nos niveis circulantes de 1gG4, mostrando assim que 0s parasitas

tentam favorecer esse isotipo (Grogan et al., 1996).
2.2.1 Resposta imunoldgica contra Strongyloides stercoralis

A resposta imune contra Strongyloides stercoralis, assim como nas outras infec¢fes por
helmintos, é predominantemente uma resposta Th2. A resposta Thl é regulada negativamente
para prevenir danos exacerbados dos tecidos durante a infec¢do (Anuradha, 2015). Os antigenos
de Strongyloides stercoralis nos tecidos ativam os eosinofilos e induzem a expressdo do
complexo maior de histocompatibilidade de classe Il (MHC Il em camundongos e HLA em
humanos) e moléculas co-estimulatdrias de células T (Iriemenam et al., 2010; Padigel et al.,
2016). Em ratos, sem expressao de MCH |1 nos eosindfilos, foi observado falha na inducgéo na
resposta, evidenciando seu papel como apresentador de antigeno (Padigel et al.,
2007). Posteriormente, essas células estimulam uma resposta especifica das outras celulas
inatas e apresentam antigenos para induzir respostas Th2, evidenciando assim que é

fundamental para a transicdo entre as respostas imunes inata e adaptativa (Padigel et al., 2007).

Essa resposta especifica é dependente de células TCD4+ polarizadas para uma resposta
Th2, com producéo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e supressdo de IFN-y (resposta Th1) (Bonne
etal., 2011). A citocina IL-5 age na producdo de IgA e é essencial na diferenciacdo, ativacéo e
expansdo de eosinofilos (Iriemenam et al., 2010; Montes et al., 2009). A citocina IL-4 atua em
conjunto com a IL-3 na ativacdo dos baséfilos. Em associacdo com a IL-13, ativa
alternativamente o macréfago (o que auxilia no reparo dos danos causados pela acdo mecanica
do parasita), promove a contracdo da musculatura lisa, aumenta o fluxo intestinal, diminui a
transformacao de larvas rabditdides em larvas infectantes, assim como induz a troca de classe
para o anticorpo IgE e a producdo de IL-10 e TGF-B (Allen et al., 2014; McSorley et al., 2019).

A IL-13 e a IL-10 e conjunto inibem a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias que

podem causar 0 aumento da patologia (Gause et al., 2013). A IL-10 e TGF-p, por sua vez,
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promovem a tolerancia imunoldgica, ou seja, auxiliam na manutencdo dos parasitas por longos
periodos no corpo do hospedeiro, assim promovendo infec¢Bes cronicas (McSorley et al.,
2019). Assim, como encontrado em outros helmintos, existe uma relagdo entre o parasito e o
sistema imunolégico do hospedeiro, pela modulacdo negativa da resposta, que permite que o
helminto consiga sobreviver por muito tempo dentro do trato gastrointestinal do hospedeiro
(Montes et al., 2009; Ramanathan et al. 2008; Nabha et al., 2012). Contudo, as alteracbes no
sistema imune (diabetes, uso de drogas imunossupressoras como corticosteroides em doenca
autoimune que aumenta a reproducdo das fémeas partenogenéticas, transplante de 6rgéos e
HTLV-1, etc), como perda da funcdo dos granuldcitos, producdo de anticorpos ou liberagdo de
citocinas de resposta Th2, podem levar os pacientes a sindrome de hiperinfeccédo e disseminacdo
(Le et al., 2014; Roxby et al., 2009).

Além dos eosinofilos, a protecdo contra a larva infectante de Strongyloides stercoralis
depende de anticorpos, ativagdo do sistema complemento e neutrdfilos em respostas do tipo
ADCC (Iriemenam et al., 2010). Em camundongos, IgM pode induzir imunidade contra as
larvas L3 de forma dependente do sistema complemento e de granuldcitos (incluindo os
neutrofilos), mas ndo depende de ADCC, em contrapartida IgG em altas concentracfes depende
do ADCC (Ligas et al., 2003). Ou seja, tanto 0 1gG quanto o IgM conseguem proteger contra
larvas, mas reconhecem diferentes antigenos e usam diferentes mecanismos para eliminar o

parasito (Ligas et al., 2003).

Em relacdo aos niveis de anticorpos, 1gG, responsavel pela resposta local e sistémica, é
positivado na segunda semana de infeccéo e permanece nesse estado por um periodo longo de
tempo mesmo apos a cura terapéutica. IlgM apresenta um pico na primeira semana apés a
infeccdo, mantendo-se presente até entre 2 a 3 semanas (Neves, 2016). Em casos mais graves
da doenca é comum encontrar niveis mais baixos de IgM, 1gG e IgA que em casos leves, assim
como o0s niveis de eosindfilos mais baixos, mostrando assim seu papel na prevencdo do
desenvolvimento da doenca (Iriemenam et al., 2010). Em pacientes cronicos, aproximadamente
75%, observou-se um quadro de eosinofilia, aléem de niveis altos de IgE (Montes et al., 2009;
Ramanathan et al., 2008).

No ciclo de Loss, as larvas de S. strongyloides geram um infiltrado difuso de células
imunes, principalmente de eosindéfilos, que levam a hiperplasia de células caliciformes e maior
producdo de muco, 0 que causa 0s sintomas respiratorios da doenca, mais conhecido como
Sindrome de Loeffler (Craig, Scott, 2014).
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2.3 Doencas respiratérias alérgicas

As doengas alérgicas respiratorias, como a asma e rinite alérgica, surgem a partirda
interacdo entre alérgenos ambientais (antigenos presentes no ambiente, como acaros, pelos e
penas de animais, baratas, fungos) com a pele e mucosas nasais e bucais (Galvéo;Castro, 2005).
Essas doencas podem ser caracterizadas como reacéo de hipersensibilidadetipo | ou imediata,
por serem mediadas pelos anticorpos do tipo IgE especificos, assim como pela diferenciagéo
dos linfdcitos ThO para o fenétipo Th2 (Galvao; Castro, 2005; Holgate, 2012)

A asma é uma doenca respiratoria cronica multifatorial que atinge 300 milhdes de
individuos em todo o mundo, com prevaléncia variando de 1,6% a 36,8% (Galvao; Castro,2005).
No Brasil, essa doenca é de grande interesse na satde publica, apresenta prevaléncia entre 10,1
a 32,2% e taxa de incidéncia de hospitalizacdo pelo Sistema Unicode Saude variando entre 10,1
a 4,56 entre 0s anos 2008 e 2018 (Ramos et al., 2021; Limaet al., 2022). Os sintomas mais
comuns encontrada nos pacientes sdo inflamacgdo das vias aereas, obstrucdo do fluxo do ar e
hiperresponsividade brénquica, o que induz a episodiosde sibilancia (chiado no peito), dispneia
(sensacdo de falta de ar), tosses e sensacdo de aperto no peito (Holgate, 2012; Wheatley et al.,
2015). A asma pode ser classificada em diferentes fenotipos de acordo com a célula inflamatoria
predominante na secrecdo ou no sangue, podendo ser eosinofilica, neutrofilica, granulocitica

mista e paucigranulocitica(Green et al., 2002; Simpson et al., 2006).

A rinite alérgica é caracterizada pelo desenvolvimento de uma inflamacdo da mucosa
de revestimento nasal, 0 que gera congestdo nasal, coriza hialina (secrecéo nasaltransparente),
espirros em salva (muitos espirros em sequéncia) e prurido (coceira) (Galvédo; Castro, 2005,
Johansson et al., 2004; Beard, 2014). A rinite, segundo a prevaléncia dos alérgenos durante as
diferentes estacdes do ano, pode ser classificada como sazonal, caso o alérgeno seja encontrado
no ambiente em estacdes especificas, como o polen, ou como perene, se 0 alérgeno permanecer
no ambiente durante todo o ano, como os acaros. Contudo, os alérgenos sazonais, se
conseguirem se fixar noambiente, como tapetes, roupas de cama e cortinas, podem também
podem se comportarcomo os alérgenos perenes. Por isso, a ARIA (Allergic Rhinitis and its
Impact on Asthma)propds uma classificacdo baseada na duracdo e gravidade da rinite. De
acordo com a duracdo, a rinite pode ser intermitente ou persistente, caso 0s sintomas estejam
presentespor menos ou mais de 4 dias na semana, respectivamente. Em relacdo a gravidade,
pode ser ligeira (desempenho diario ndo afetado pelos sintomas) ou grave-moderada

(desempenho diério afetado pela presenga de sintomas néo toleraveis) (Nunes, 2019).
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Entre as doencas respiratdrias cronicas, a rinite alérgica é considerada como umadas
mais prevalentes, atingindo entre 20 a 25% da populagdo mundial, ocupando o 10° lugar das
razGes mais regulares de atendimento em centros de Atencdo Priméaria (Ministério da Salde,
2010). J& no Brasil, a prevaléncia de sintomas nasais entre criangas e adolescentes atingiu 37,2%
(Sakano et al., 2018). Essas doencas alérgicas sdo capazes de afetar a qualidade de vida dos
pacientes, uma vez que essas comprometem seu ciclo de vida social, processo de aprendizado,
produtividade, assim como o comprometimento socioecondémico (Alwesaibie et al., 2023). Isso
ocorre porque esses podem desenvolver distirbios do sono, devido a dificuldade de respirar
durante a noite, decorrentes de obstrucao nasal ou producéo de coriza, e consequentemente gerar
fadiga diurna (Camelo-Nunes, 2010; Sakano et al., 2018).

2.3.1 Resposta imunoldgica da alergia

Para que o sistema imunologico consiga desenvolver uma resposta € necessario o
reconhecimento de um estimulo patogénico. No caso das alergias, para uma resposta mais
complexa e efetiva as regides especificas dos alérgenos, denominadas epitopos, devem ser

reconhecidas por linfocitos imaturos T e B (Calzada et al., 2018).

A resposta alérgica tem uma fase aguda e outra tardia. A fase aguda dura desde poucos
minutos até duas horas apds o contato com alérgeno. Os alérgenos, como acaros de poeira, pélos
de animais, baratas, bolores e polens (Dullaers et al., 2012), ao interagir com o epitélio,
medeiam a liberacdo de alarminas como TSLP, IL-33 e IL-25 (Locksley et al., 2010). As células
dendriticas, células apresentadoras de antigenos, reconhecem osantigenos através dos seus
receptores MCH Il e, posteriormente, estimuladas por TSLP, migram para os linfonodos e
apresentam-os para os linfécitos T imaturos. Essa apresentacdo, induz a maturacdo e
amplificacdo dos linfocitos Th2 secretores de interleucina IL-4 (Calzada et al., 2018; Locksley
et al., 2010).

As principais citocinas envolvidas na resposta alérgica sdo IL-4, IL-5 e IL-13. A
producdo de IL-5 e IL-13 é mais estimulada pelas ILC-2, a partir de alarminas (IL-25) e
mediadores inflamatorios (prostaglandinas e leucotrienos) (Meiler et al., 2008; Tojima et al.,
2019; Qin et al., 2020), o que resulta em uma maior amplificacdo da resposta(Calzada et al.,
2018). Adicionalmente, essas células atuam em linfdcitos B, promovendoa troca de classe da
imunoglobulina para IgE, a qual consegue se ligar aos mastocitos e basofilos através do FceRI
(Calzada et al., 2018). O IgE alérgeno-especifico, presente nosmastdcitos e basofilos do epitélio

nasal, ao se ligar no alérgeno desencadeia a desgranulagdo dos mastocitos liberando mediadores
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inflamatorios como histamina, triptase, leucotrienos e prostaglandinas D2 (Taylor et al., 1995)
0 que promove dilatacdo das artérias, aumento da permeabilidade vascular e aumento da
excrecdo de muco e ingurgitamento de sendides venosos nasais, 0 que leva a obstrucédo e

congestdo nasal (Naclerio et al., 1999).

Na fase tardia (entre 2 a 12 horas ap6s exposi¢do), a células inatas estimuladas por IL-
25 e os basofilos produzem IL-4, IL-5 e IL-13 promovem o recrutamento de outras células
efetoras, como eosindéfilos, macréfagos alternativamente ativados, células Th2 e mondcitos
(Locksley et al., 2010). A I1L-4 e 1L-13 promovem a expressdo da molécula deadesdo celular
vascular 1 (VCAM-1), o que promove ainda mais o recrutamento de eosinofilos (Drazdauskate
et al., 2021). Sendo que essas células tém vida prolongada porlL-5 secretada por células TH2,
enquanto que os mastdcitos tém sua diferenciacao ativadapela liberagcdo de 1L-9 (Greenfeder
et al., 2001; Sehra et al., 2015). Os macrofagos contribuem para a fagocitose do patdgeno
(Bischoff, 2007; Dullaers et al., 2012). Essa fase prolonga a reacdo inflamatdria causando
sintomas de cronicidade (Larche et al., 2006; Soyer et al., 2013).

A regulacdo da resposta inflamatoria, com o intuito de diminuir a inflamagédo e
consequente sintomatologia, é realizada pela liberacdo das citocinas 1L-10, TGF-f e IL-35.
(Calzada et al., 2018). A IL-10 é secretada por células T regulatorias, e possui capacidade de
inibir a producéo de citocinas inflamatérias (Calzada et al., 2018). Pacientes alérgicos possuem
menores niveis de IL-10 que pacientes saudaveis, contudo, apos tratamento, observou-se que
esses niveis foram aumentados, mostrando assim a sua capacidade de diminuir respostas
exacerbadas da alergia (Pacciani et al., 2010; Palomareset al., 2010). O TGF-B, por sua vez,
regula a homeostase entre as respostas Thl e Th2 pela estimulacdo da conversao de células T
imaturas em T regulatorias pela estimulacdo do gene FOXP3 (Gorelik et al., 2002; Heath et al.,
2002). Além disso, também consegueinibir a proliferacdo de macréfagos (M1) e a secre¢do de
anticorpos, assim como bloqueia a expressao de FceRI em mastocitos, ou seja, auxilia no reparo
de dados dos tecidos danificados (Akdis et al., 2014). A IL-35 é uma citocina descoberta
recentemente, que é secretada por células Treg com funcdo anti-inflamatéria (Lu et al;. 2017,
Miyara et al., 2009). Em um estudo, pessoas com asma apresentaram baixa dosagem dessa
citocina, mas ap0s imunoterapia esses niveis aumentam assim como 0s sintomas clinicos
(Niedbalaet al., 2017).

2.3.2 Diagndstico e tratamento

O diagndstico das doencas respiratorias alérgicas deve ser realizado considerandoas
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condi¢es clinicas e funcionais dos pacientes (Quadro 1). Para confirmagdo do diagndstico é
necessario identificar a acdo do anticorpo IgE especifico. Isso pode ser realizado pelo prick test,
que é caracterizado como um teste cutaneo rapido e de baixo custo, que se baseia na formacédo
de papulas quando a interacdo entre o alérgeno e a regidovolar do paciente, caso esse seja
alérgico. Assim como, a dosagem in vitro de IgE especifica pelos métodos de imunoensaios, a
qual apresenta resultados mais especificos que o prick test, porém é mais caro e menos sensivel
(Galvéo; Castro, 2005).

Quadro 1: Condicoes clinicas e funcionais para o diagndstico da asma e rinite alérgica.

Asma Rinite

Condicdes clinicas

Tosse, sibilancia, aperto no
peito, desconforto na regiéo
toracica, dispneia intermitente

Congestéo nasal, corrimento
excessivo de muco nasal,
espirros e prurido

Padrao de sintomas (ex: inicio
e duracdo, frequéncia,historia
familiar).

Espirometria alterada (reducao

Condicdes funcionais do VEF1 e relagdoVEF1/CVF)

Fonte: Adaptado de Galvdo e Castro, 2005

Uma vez definido o diagndstico, o tratamento pode ser melhor direcionado. O
tratamento para doencas alérgicas visa controlar os sintomas, para prevenir que o fluxo de ar
fique limitado, mantendo a funcdo pulmonar adequada para ndo afetar as atividadesdiarias. As
formas de tratamento realizadas sdo pelo controle ambiental, terapia farmacoldgica ou
imunoterapia com alérgenos. O controle ambiental se baseia emmedidas profilaticas para
reduzir a probabilidade de contato com alérgenos respiratdrios,como, por exemplo: forrar com
capas apropriadas e lavaveis travesseiros e camas, aspirarregularmente tapetes e o chdo para
evitar acumulo de poeira, ndo permitir fumo nem entrada de animais na residéncia (Galvéo;
Castro, 2005).

Para a farmacoterapia da asma existem dois grupos de tratamentos: controle das
exacerbacbes (pB2-agonistas de curta duragdo; metilxantinas; brometo de ipatréprio) e
manutencdo do tratamento (corticosterdides inalatorios; p2-agonistas de longa duragéo;

antagonistas dos leucotrienos; cromonas e teofilina de liberacdo lenta) (Galvao; Castro, 2005).
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J& para a rinite sdo usados anti-histaminicos, descongestionantes nasais e anti- colinérgicos para
reducdo dos sintomas. Entre as crises alérgicas, sdo usados estabilizadores de membranas de
mastacitos e corticdides nasais ou sistémicos, contudo,esses Ultimos, devem ser usados com as
menores doses possiveis para minimizar os efeitos colaterais, como insdnia, aumento do risco
de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, hipertensao arterial, entre outros (Meng et al.,
2019).

A imunoterapia é uma estratégica que administra no paciente alérgico, periodicamente,
elementos da resposta imune, seja antigenos ou anticorpos visando o desenvolvimento de uma
imunidade ativa e passiva, respectivamente (Silva, 2008; Jutel et al., 2015). Inicialmente, a
administracdo desses elementos, que pode ser realizado pelasvias subcutanea ou sublingual,
ocorre com pequenas doses do alérgeno uma ou duas vezesna semana até se atingir a dose de
manutencdo, apos esse periodo, que leva aproximadamente 3 meses, a dose passa a ser repetida

mensalmente por 3 a 5 anos (Galvéo; Castro, 2005, Pereira et al., 2021).

A acdo da imunoterapia se baseia na inducdo de células regulatdrias, apresentando
alteracdes precoces (que inclui a dessensibilizacdo dos leucocitos granulécitos mastdcitos e
basofilos, assim como a inducdo de células T regulatorias), intermediarias (aumento de
linfécitos Treg e, consequentemente, liberacdo das citocinas anti-inflamatorias I1L-10 e TGF-R)
ou tardias (producdo de anticorpos 1gG4, os quais competem pelos sitios de ligacdo com o
antigeno) (Pereira et al., 2017). Essas reacdes ocasionam a tolerancia contra os alérgenos,
evitando a sintomatologia caracteristica da resposta alérgica (Silva, 2008, Casale; Strokes,
2014).

A eficécia desse tratamento se mantém na maioria dos pacientes apos a finalizacdoda
aplicacdo dos elementos imunes, possibilitando uma melhora na qualidade de vida dospacientes,
por além de minimizar os sintomas, reduzir a necessidade do uso de farmacos e,
consequentemente, os efeitos adversos proporcionados pelo uso continuo dos mesmos (Rosa,
2017). Contudo, esse método também apresenta algumas desvantagens. E um tratamento longo,
por isso é mais comum que o paciente interrompa o tratamento, seja por problemas financeiros
ou pela falta de compreensdo da acdo da imunoterapia, pela falta de meios de locomocéo para
as unidades de saude, ou por baixa tolerancia das reacdes locais da injecdo, com formacéo de
edema (inchaco), eritema (manchas vermelhas) e prurido (Silva, 2008; Rosa, 2017). Além
disso, para aqueles que ndo possuem a sintamologia controlada, ndo se € recomendado a

imunoterapia (Cohan et al.,2011).
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2.4 Relacéo entre alergias e helmintos parasitas

A alergia compreende a uma resposta inflamatdria decorrente do contato com alérgenos
ambientais, causada pela atividade de células Th2 as quais estimulam a produgdo do
anticorpo IgE especifico ao alérgeno (Lambrecht, Hammad, 2017). A hipotese da higiene
sugere que o aumento dos casos de alergias observados, em paises demédia e alta renda, ocorre
devido a falta de exposicdo das crian¢as a helmintos e produtosmicrobianos, mas alguns estudos
sdo conflituosos com essa hipdtese (Hagel et al., 2007; Wondemann et al., 2008; van der
Biggelavor et al., 2000; van der Werff et al., 2013). Por exemplo, a0 mesmo tempo que se
verificou que a infeccdo por Necator americanus protege 0 paciente quanto a asma, ja por
Ascaris lumbricoides agrava a condicdo alérgica(Leonardi-Bee et al, 2006). A diferenca desse
resultado pode ser reflexo do tempo e intensidade da infeccéo, assim como a natureza da alergia
(Gazzinelli-Guimaraes, Nutman, 2018).

A parasitose em sua fase aguda e cronica apresentam respostas imunolégicas distintas,
sendo que na primeira é observado um aumento da resposta inflamatoria e na segunda, uma
atenuacdo dessa resposta (Gazzinelli-Guimardes et al, 2016). O agravamento dos sintomas
alérgicos ocorre por causa da polarizacao da resposta Th2, potencializacdo da producéo de IgE
ou inducdo de uma reacdo cruzada de IgE, uma vez que alérgenos comuns compartilham
semelhancas na sua estrutura com proteinas helminticas (Caraballo et al., 2011; Fitzsimmons
et al., 2009). O maior exemplo de semelhanca é observado entre alérgenos e a tropomiosina do
parasita (Santiago et al., 2011). A tropomiosina de Ascaris lumbricoides reage de forma cruzada
com a tropomiosina domestica da barata ou do acaro da poeira, sendo que o anticorpo IgE para
esse Ultimo ainda é responsavel pela indugédo da liberacao de histamina pelos basofilos (Sereda
et al., 2008). Contudo, 40% das 499 familias de alérgenos definidas apresentam homologia com

genomas de helmintos (Santiago et al., 2012).

Por outro lado, a atenuacdo é resultado da supressdo da resposta Th2 e expansdo das
células Treg, decorrente do contato com produtos derivados de helmintos (Danitowicz-Luebert
et al., 2011; Mitre et al., 2008; Yazdanbakhsh et al., 2005). Esse mecanismo pode ocorrer por
inducdo da citocina IL-10 pela sinalizacdo de IgE em basdfilos, assim como pode ser pela
diferenciacdo para células B reguladoras produtoras de IL-10 (Hussaarts et al., 2011; Metenou
et al.,, 2010). Além disso, as células Treg podem ser potencializadas pela secrecdo de
mimetizadores de TGF-B derivados de parasitas (Gazzinelli-Guimaraes, Nutman, 2018). Em
camundongos, a supressdo da inflamagdo € induzida por uma proteina secretada por H.

polygyrys, devido a sua atividade inibidora da liberagéo de IL-33, e assim, inibindo a resposta
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alérgica (Osbourn et al., 2017).

Os alérgenos também séo impedidos de atravessar a barreira epitelial do intestino,devido
a camada mucosa protetora e peptideos antimicrobianos, produzidas pelo microbioma, o qual é
estimulado pela citocina 1L-22 (Wesemann e Nagler 2016). Portanto,mudancas na composic¢ao
desse microbioma podem estimular uma inflamag&o associadaa resposta do tipo Th2 quando
exposta a alérgenos (McCoy e Koller, 2016). Em um ambiente com exposi¢do cronica do
microbioma, € estimulado a formacdo de células dendriticas reguladoras, que
consequentemente, promovem a diferenciacao de células Treg (Lambrecht e Hammad, 2017).
Em um estudo de infecgéo cronica por H. polygyrus, foi observado alteracdo nas comunidades
bacterianas do intestino, e como resultado obteve-se um aumento na quantidade de liberacéo de
acidos graxos, os quais suprimirama inflamacdo derivada de alergia de &caros de poeira
domeéstica (Zaiss et al., 2015).

Consequentemente, tem sido observado na literatura a associacdo entre a presencga de
infeccé@o de helmintos e o controle dos sintomas alérgicos. Por exemplo, a presenca de antigenos
de Schistosoma mansoni no sangue de pacientes asmaticos foi associada como aumento da
producdo de IL-10, principalmente em células CD4+CD25+ e CD14+, reducdo de IL-5 (quando
a célula foi estimulada também por Derp 1- antigeno do alérgeno de Dermatophagoides
pteronyssinus), assim como a menor dosagem sérica de eosinéfilose niveis de IgE (Cardoso,
2011). Nébrega et al. (2021), fazendo analises in vitro de pacientes infectados e alérgicos notou
um aumento na dosagem de TNF, IL-10, IL-6, IFN-y ¢ CXCL8, e uma diminuigdo dos niveis
de CCL2, mostrando assim atenuacdo e desvio das respostas Th2 e Thl, respectivamente.
Portanto, os antigenos de S. mansoni parecem modular uma resposta inflamatoria, atenuando a
resposta asmatica e, portanto, podem ajudar no desenvolvimento de estratégias para prevencédo
de doencas alérgicas (Alves et al., 2020; Cardoso 2011; Nobrega, 2021).

Ao se estudar outros parasitas, foi observado que em ratos infectados por Strongyloides
stercoralis e depois estimulados pelo alérgeno ovalbumina, houve uma resposta IgE deficiente,
assim como uma reducdo da eosinofilia (Wang et al., 2001). Emrelacdo a parasitas do mesmo
género, a infeccdo ativa por S. venezuelensis em ratos comcolite crdnica, aléem de auxiliar na
reducdo da producdo de citocinas inflamatérias, como IFN-Y, também aumentou a
concentragdo de citocinas anti-inflamatorias, como TGF-B e I1L-22, assim como a expressao de
celulas Treg FOXP3+ (Rodrigues et al., 2018, 2021). Como resultado, a inflamagdo e o

encurtamento do c6lon foram atenuados e houve o estimulo para reparo da mucosa (Rodrigues
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et al., 2021). Em outros géneros, a infec¢do por Trichuris trichiura em pacientes asmaticos
também apresentou esse padrdo deocasionar um aumento da dosagem de IL-10, TNF e IL-6
(Gongales et al., 2020). A atenuacdo do risco de asma foi observada também pela presenca de
anticorpos 1gG1 de Ascaris lumbricoides, pela diminui¢do dos niveis de IL-4 e dos neutrofilos,

enquanto queo IgE agravou o risco (No6brega et al., 2020).

Atualmente, ja foram realizados muitos estudos para tentar usar produtos derivados de
helmintos como terapéuticos para regular inflamacdo em casos alérgicos, contudo, foram
observados muitos resultados negativos, principalmente quando usado antigenos do helminto
Trichuris suis, que apresenta uma resposta menos intensa e persistente (Sipahi, Baptista, 2017).
Contudo, o uso de outros helmintos, como Strongyloides sp. e S. mansoni, que apresentam uma

maior atividade imunomoduladora,pode apresentar melhores resultados, como ja foi observado.

Alves et al (2020) fizeram analises para avaliar a capacidade imunomoduladores de duas
proteinas recombinantes de S. mansoni (rSm200-3 e rSmKI-1) in vitro (cultura de sangue de
voluntarios alérgicos) e in vivo (ratos induzidos a alergia). Nesse trabalho, observou-se que, in
vitro, as duas proteinas quando estimuladas com alérgenos conseguiam reduzir o perfil de
citocinas Th2, enquanto que in vivo, essa reducdo também foi observada, assim como a
diminuicdo da atividade de eosindfilos, fato que foi atribuido, pelos autores, a diminui¢do dos

niveis de IL-5 e ndo de IL-10.

Pelo uso de proteinas recombinantes de Strongyloides stercoralis (rSs14-3-3) em ratos
infectados por S. venezuelensis observou-se também uma alteracdo da resposta imune, com
maior producdo de IL-10, TGF-B, IL-13 e TNF (Sanchez-Palencia et al., 2022). Devido as
dificuldades em obter antigenos de S. stercoralis, pela baixa e irregular liberacdo de ovos por
individuos infectados, outras espécies como S. venezuelensis sdo usadas como fontes
alternativas (Kalantari et al., 2020). A infeccdo por S. venezuelensis em ratos pode ser mantida
e controlada em laboratdrios. Os ratos infectados conseguem excretar ovos e larvas em estagios
iniciais da infeccdo, sendo possivel a obtencdo de maior nimero de larvas para preparacao de
antigenos (Viney; Kikuchi, 2017). Preparacfes antigénicas de S. venezuelensis apresentam
similaridades protéicas com S. stercoralis, e especialmente de iL3, sdo eficazes no

desenvolvimento de imunoensaios (Machado et al., 2008; Roldan et al., 2021).

A estimulagdo com antigenos de S. venezuelensis em ratos infectados com Toxoplasma
gondii desenvolveu uma resposta anti-parasitarias, observada pela reducéo da carga parasitaria,

e anti- inflamatdria, pela diminui¢do da concentracdo de citocinas inflamatorias acompanhada
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da minimizacgéo das lesdes no intestino. Essas propriedades auxiliaram no aumento da taxa de
sobrevivéncia dos ratos infectados (Araujo et al., 2020). Em ratos, nos quais foram induzidos a
asma, 0 uso desses antigenos auxiliou na reducdo da infiltracdo de células inflamatérias no
pulmé&o, assim como diminuiu a concentracdo de TNF e IL-5, apresentando assim potencial

terapéutico para a asma (Tsubakawa, Satoh, 2022).
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3. JUSTIFICATIVA

A hipotese da higiene levanta as primeiras relacGes entre as doencas alérgicas e
infecciosas. No Brasil, evidéncias epidemioldgicas indicam que em &reas endémicas para
infeccBes helminticas, as doencas alérgicas sdo menos intensas e hd menor positividade dos
testes cutdneos. A capacidade imunomoduladora dos helmintos baseia-se na propriedade
adaptativa de sobrevivéncia dos parasitos. Por um lado, existe a resposta imunoldgica do
hospedeiro para controlar a infeccdo e tentar eliminar o agente invasor. Entretanto, por outro
lado, o parasito objetiva alimentar-se, proteger-se e reproduzir-se. Para tal, exerce seu efeito
imunomodulador atenuando as respostas inflamatdrias por meioda secre¢do de antigenos que

estimulam as células T reguladoras e citocinas antiinflamatérias como 1L-10.

As doencas alérgicas, sobretudo a asma, exercem um impacto sobre o sistema de salde
brasileiro. Entre os anos de 2008 e 2013 ocorreu um total de 1.054.184 internamentos
representando um custo total de U$168.433.710,05 (ddlares americanos). A regido Nordeste
apresentou o maior indice no ano de 2010 com 88.090 internagdes e um custo de U$
13.509.808,13 (Cardoso et al., 2017). Com relacdo a mortalidade, entre os anos de 1980 e 2012
foram notificadas, em média, 2.339 mortes anuais por asma (Brito et al., 2018). Somente entre a
populacédo pediatrica e adolescentes (até 19 anos) ocorreram 5.014 obitos entre 1996 e 2015,
sendo mais uma vez a Regido Nordeste mais afetada com1.958 dbitos (39%) (Pitchon et al.,
2020). Costa e colaboradores (2018) avaliaram os custos ambulatoriais da asma no estado do

Rio de Janeiro e verificaram que o custo médioanual total foi de R$2.207,99/paciente.

Nossa pesquisa permitira avaliar se a estimulacdo com antigenos de Strongyloides
venezuelensis altera a producdo de citocinas em PBMCs de pessoas alérgicas. Em modelos de
murino, a infeccdo por S. venezuelensis foi associada a diminuicdo de sintomas decorrentes de
diferentes doencas inflamatorias, como parasitoses (toxoplasmose), colite aguda e a asma, a
partir alteracdo do perfil de citocinas voltada para uma resposta regulatoria. Assim, esse estudo
servird como base para o desenvolvimento de um novo produto adjuvante ao tratamento das
alergias. A terapéutica convencional baseia- se na utilizacdo de corticoides inalatorios, que
podem levar a efeitos adversos e colaterais relacionados ao uso prolongado. Por tanto, o
desenvolvimento de novas estratégias pode melhorar a adesdo e o controle das doencas

alérgicas, proporcionando assim melhor qualidade de vida para os individuos alérgicos.
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4. HIPOTESE

A estimulacdo in vitro de células PBMC de individuos com alergias respiratorias (asma
e/ou rinite alérgica) com antigenos do Strongyloides venezuelensis (AgSv) altera aproducéo de
citocinas Thl, Th2 e Thl7.



39

5. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta imune celular (citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17) do hospedeiro
induzidas pelos antigenos do Strongyloides venezuelensis (AgSv) in vitro emcélulas de sangue
periférico de individuos com alergias respiratorias (asma e/ou rinite alérgica), comparando-se

entre tratados in vivo com imunoterapia de dessensibilizagdo, ndo tratados e ndo alérgicos.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Nos trés grupos: (1) Individuos com alergias respiratérias (asma e/ou rinite alérgica)
submetidos a imunoterapia de dessensibilizacdo convencional in vivo, (2) Individuos alérgicos

tratados apenas com corticoides e anti-histaminicos e (3) Individuos sem alergias:

l. Comparar parametros clinicos (questionarios ISAAC, ACT e GINA e o teste
cutaneo) e laboratoriais (hemograma e IgE total);

1. Descrever a producao basal de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a. e

IFN-y no soro;

M. Mensurar e comparar 0s niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,IL-
33, TNF e IFN-y produzidas apos estimulagdo in vitro por AgSv em células

mononucleares do sangue periférico;

V. Comeparar a producéo de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, I1L-33, TNF
e IFN-y, ap6s estimulacgéo in vitro por AgSv em células mononuclearesdo sangue

periférico, de individuos com e sem atopia.
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6. METODOLOGIA
6.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal a partir de uma amostra de conveniéncia
aleatdria obtida de alunos dos cursos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
identificados com asma e/ou rinite alérgica para avaliagdo damodulagdo in vitro do
Strongyloides venezuelensis em células mononucleares do sangue periférico. A aprovacao para
realizar a coleta foi obtida através do CEP da UFPE sob o CAAE: 38489220.9.0000.5208
(Anexo I).

6.2 Aspectos éticos

Ap0s aprovacdo do CEP, os voluntarios foram convocados e foram esclarecidos quanto
aos objetivos do estudo atual. Apos autorizarem a participacdo através da assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), foram encaminhados para responder o

questionario e coleta de sangue.

6.3 Critério de Inclusdo e Exclusao

No presente estudo, foram considerados como critérios de inclusdo: 1) idade minima de

18 anos.

Os fatores considerados como fatores de exclusao da pesquisa foram: 1) voluntarios que
apresentarem diagnostico médico de doencas pulmonares crénicas (como fibrose cistica,
DPOC, bronquite, enfisema, etc.); 2) individuos com doencas autoimunes; 3) individuos que

fizeram uso de corticoides nos ultimos 30 dias e anti-histaminicos nos tltimos 7 dias.

6.4 Selecdo dos voluntarios e categorizacdo dos grupos de estudo

Uma amostra obtida de maneira aleatoria de voluntarios foi convocada para responder
0 questionario sobre o tratamento, habitos de vida e sintomas, coleta de amostras de sangue e

teste cutaneo de alergia.

Os questionarios “International Study of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAAC)
dos mddulos asma e rinite, validados no Brasil (Sole et al., 1998), foram utilizados para
categorizar os pacientes em grupos de ndo alérgicos e alérgicos, bem como para descri¢do da
frequéncia de sintomas. A categorizacdo dos voluntarios em alérgico foi realizada através da
resposta afirmativa para a segunda questdo do modulo asma (sibilo no Gltimo ano), e para a
segunda questdo do modulo rinite (espirros ou coriza, quando ndo estava resfriado ou gripado

no Gltimo ano). Também foi levado em consideragdo a realizagcdo ou ndo da imunoterapia de
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dessensibilizagdo in vivo. Assim, foram formados trés grupos, um de individuos alérgicos e
tratados com imunoterapia de dessensibilizacdo para asma (AT; n=24), outro grupo formado
por individuos alérgicos ndo tratados (ANT; n=56) outro de ndo- alérgicos (NA; n=27) para
comparacdo do efeito imunomodulador do antigeno de Strongyloides venezuelensis.
Adicionalmente, foi levadoem consideracdo o resultado do “prick test” para subcategorizacéo

em individuos atopicos e ndo atdpicos.

O questionario “Asthma Control Test” (ACT, Teste de Controle da Asma) também foi
utilizado e compreende cinco questdes, que avaliam sinais, sintomas e uso de medicacéo de
resgate nas ultimas quatro semanas. Cada questdo apresenta uma escala de resposta com
pontuacédo que varia entre 1 e 5, resultando em um escore total do teste entre 5 e 25 pontos. O
objetivo € atingir 25 pontos, o que significa o controle total ou a remisséo clinica dos sintomas
da asma. Um escore entre 20 e 24 pontos indica um controle adequado, e um escore abaixo de
20 significa asma ndo controlada. O ACT € responsivo as intervencgdes terapéuticas e € Gtil para
monitorar o controle da asma ao longo do tempoporque gera uma pontuagdo que pode ser
comparada com outros dados (Roxo et al., 2010). O questionario de controle da asma da “Global

Initiative for Asthma” (GINA) também foi aplicado.

Realizou-se entrevista pelo avaliador para coleta de dados pessoais (data de nascimento,
endereco, telefone de contato), dados sociodemograficos e econémico (sexo, nivel de
escolaridade, escolaridade do chefe da familia, renda familiar média) e relacionados aos habitos
de vida e exposicéo aos fatores de risco (histdrico de alergia familiar, contato com animais de
estimacéo). Para os grupos de individuos alérgicos, tratados ou ndo, foram coletados dados
relacionados ao tipo de tratamento para a asma e/ou rinite alérgica (se realiza tratamento, qual
o tipo de tratamento, o tempo que é acompanhado por alergologista, quais 0s tipos de

medicamento faz uso).
6.5 Obtencédo do antigeno de Strongyloides venezuelensis (AgSv)

Os antigenos de Strongyloides venezuelensis foram obtidos em parceria com o Instituto
de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,Sao Paulo. Os
antigenos foram cedidos pela Profa. Fabiana Martins de Paula do Laboratoério de Investigacédo
Médica (LIM-06), Hospital de Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo,
Sdo Paulo, Brasil. Resumidamente, as larvas L3 de S. venezuelensis, a partir da técnica de
Baermann, foram recuperadas das fezes de ratosWistar machos infectados. Aproxidamente

200.000 larvas, tratadas com hipoclorito de sédio e agua destilada, foram ressuspensas com
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Tris-HCI. Posteriormente, a solucdo foi sonicada e centrifugada. O sobrenadante foi entéo
coletado e armazenado em freezer a -20°C até uso (Gomes et al., 2023).

6.6 Metodologia do objetivo 1: Comparar parametros clinicos (questionarios ISAAC,

ACT e GINA e o teste cutaneo) e laboratoriais (hemograma e IgE) entre 0s grupos

6.6.1 Teste cutaneo

Os procedimentos de realizacdo do exame e sua importancia foram explicados aos
voluntarios. A superficie volar medial do antebrago foi avaliada para exclusdo de lesbes
dérmicas e realizar-se-4 assepsia com alcool a 70%. Os extratos de alérgenos (gota Unica)foram
adicionados ao braco do voluntério utilizando-se o conta-gotas, a uma distancia de
aproximadamente 2 cm, ¢, com um PUNTOR® (dispositivo plastico que limita o grau de
penetracdo na pele), foram inoculados na regido subcutanea dos pacientes. A leitura foi
realizada 15 a 20 minutos apos a punctura. O teste cutaneo de leitura imediata para alérgenos
inalantes foi composta por: Dermatophagoides pteronyssimus, Blomia tropicalis, Periplaneta
americana, Blatela germanica, epitélio de gato e céo, mistura de fungos, penas além de controle
positivo (histamina 10 mg/mL) e negativo (excipiente) (IPI-ASAC). A deteccdo de papula de
induracdo com pelo menos 3 mm em seu didmetro médio em relagdo ao controle negativo
caracterizara o teste positivo. O resultado positivo para ao menos um dos alérgenos testados

permitiu categorizar os individuos como atopicos (positivo) para o teste cutaneo.

6.6.2 Coleta de amostras de sangue e realizacdo do hemograma

Realizou-se 0 método de venopuncéo da veia cubital para coleta de 27mL de sangue em
2 tubos com heparina (9mL), um com EDTA (4,5mL) e um sem anticoagulante (4,5mL) para
realizar a cultura celular, o hemograma e a dosagem soroldgica. Apos a coleta, o sangue foi
levado para um laboratdrio de analises clinicas e realizacdo do exame e, posteriormente, o

resultado foi recolhido e repassado para 0s voluntarios.

O hemograma foi realizado por método automatizado (LH 750 - Beckman Coulter).Os
parametros de contagem total e diferencial de leucdcitos foram utilizados para obter 0s niveis

de eosinofilos.

6.6.3 Determinacao dos niveis de IgE total
O exame para a dosagem dos anticorpos IgE totais utilizarou o método de referéncia
fluoroenzimaimunoensaio (FEIA), em equipamento ImmunoCAP-Phadia® (Uppsala,

Suécia), calibrado com o padrdo internacional de referéncia para IgE da OrganizagdoMundial
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de Saude (OMS) e o resultado foi expresso em Ul/mL.

6.7 Metodologia do objetivo 2: Descrever a producéo basal de citocinas IL-2,1L-4, IL-6,
IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y no soro

A coleta de sangue foi realizada em individuos selecionados ap6s aplicagdo do
questionario ISAAC (Sole et al., 1998) em estudo prévio. Realizou-se 0 método de venopuncao
da veia cubital para coleta de 4,5 mL em tubos sem anticoagulante. Apds a coleta, os tubos
foram centrifugados a 5000 RPM por 10 minutos para separacdo do soro,o qual foi utilizado
para dosagem das citocinas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y. As citocinas foram
quantificadas utilizando-se do sistema citofluorométrico com microesferas fluorescentes
(Cytometric Bead Array-CBA, Becton Dickinson-BD), que emprega uma mistura de esferas de
poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas humanas. Essa metodologia (Chen et al., 1999) permite a avaliacao
simultanea de diversas moléculas soltveis no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes

de amostra.

6.8 Metodologia do objetivo 3: Mensurar e comparar 0s niveis das citocinas IL-2, 1L-4,
IL-6, IL-10, IL-17A, IL-33, TNF e IFN-y produzidas apos estimulag¢ioin vitro por AgSv

em celulas mononucleares do sangue periféerico

Utilizou-se 0 método de venopuncao da veia cubital e foram coletados 10mL em tubos
com Heparina para realizar a separacdo de PBMC em gradiente de Ficoll e a culturacelular. O
sangue heparinizado foi adicionado a PBS pH 7,2 na proporc¢éo de 1:2 em tubosfalcon de 50mL
contendo Ficoll-hypaque. Em seguida, os tubos foram submetidos a umacentrifugacéo (900 x g/
40 min a 20° C) e o anel de PBMC foi removido e depositado emtubos falcon de 15mL. As
células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo (400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI
1640. As células foram contadas em camara de Neubaueratravés do corante de vitalidade Azul
de Trypan e ajustadas para as concentracdes desejadas para cultivo in vitro. As PBMC (5x106
células/mL) foram cultivadas em placasde 48 pocos de poliestireno (BD Systems) contendo
meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 500uL. As células foram cultivadas sob
estimulo de Fitohemaglutinina (PHA) (5ug/mL) como controle positivo, com antigeno de
Strongyloides venezuelensis (AgSv), sem estimulo (MEIO - controle negativo) em estufa de
CO2 com 5% de umidade a 37°C e 7 dias depois as células foram reestimuladas e apds72 horas

0 sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C até a dosagem das citocinas.

As dosagens das citocinas no sobrenadante de cultura foram realizadas pelo método de ELISA
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sandwich para 1L-33 utilizando-se kits (Becton Dickinson-BD) e por CBA paraas citocinas IL-2, I1L-4,
IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y.

6.9 Metodologia do objetivo 4: Comparar a producéo de citocinas IL-2, IL-4,IL-6, IL-10, IL-17A,
IL-33, TNF e IFN-y, apés estimulagio in vitro por AgSv em células mononucleares do sangue
periférico, de individuos com e sem atopia.

Os individuos de cada grupo NA, ANT e AT foram subcategorizados em atdpicos ou néo
atdpicos. Essa categorizacao considerou a presenca de reatividade nos testes cutaneos (atopicos)

ou auséncia (ndo atdpico). Apds essa subcategorizacao, os resultados foram estatisticamente
analisados.

6.10 Analises estatisticas

Foi realizado teste de normalidade (D’ Agostino) onde verificou-se se 0s dados sdo ou
ndo paramétricos, seguido do teste Kruskal-Wallis para avaliar associacdo entre 0s grupose
posteriormente o teste Mann-Whitney para comparacdo quantitativa das citocinas entregrupos.

Todas as conclus@es foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO (ARTIGO)

O artigo gerado desta investigagdo foi submetido na revista “Parasitology reasearch”,

que tem fator de impacto 2.0 e na area de Bioldgicas 2 é classificada como revista Al (Anexo

).

CITOCINAS TH1, TH2 E TH17 DE PBMCs INDUZIDAS POR ANTIGENOS
DE Strongyloides venezuelensis COM ALERGIAS RESPIRATORIAS.
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Resumo

A relagdo entre respostas alérgicas e infeccBes helminticas tem sido investigada e a ativacdo das células T
reguladoras e a liberacédo de citocinas anti-inflamatdrias, incluindo interleucina-10 (IL-10), podem resultar em uma
resposta inflamatdria reduzida. Antigenos de Strongyloides venezuelensis (AgSv) ainda ndo foram investigados.
Este estudo tem como objetivo avaliar a imunomodulag&o in vitro do antigeno de S. venezuelensis em PBMCs de
individuos alérgicos. Sangue periférico de trés grupos [individuos ndo alérgicos (NA=27); individuos alérgicos
tratados convencionalmente (UA=56); e individuos alérgicos em imunoterapia (TA=24)] foi coletado e submetido
a estimulacdo com SvAg em cultura de células. Os niveis de citocinas (Th1, Th2 e Th17) foram quantificados via
Cytometric Bead Array (CBA) e IL-33 por ELISA sanduiche. A estimula¢do com SvAg demonstrou uma tendéncia
consistente para aumento na producdo de IL-6 e IL-10 em todos os grupos. Além disso, houve uma reducéao
concomitante na resposta Th2 pré-inflamatoria (IL-33) e Thl (TNF-a, IFN-y e IL-17A) em individuos alérgicos
atépicos. Em resumo, esses achados sugerem uma capacidade potencial do SvAg em modular a resposta
inflamat6ria em individuos alérgicos.

Palavras-chave: Alergia; helmintos, modulagdo, AgSv.
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1. Introducgéo

Infeccdes por helmintos induzem o perfil imunoldgico de células Th2 e podem modular
os sintomas de alergias respiratérias (AR), como asma e rinite. Esses mecanismos
imunorregulatorios podem suprimir a positividade de rea¢des de hipersensibilidade imediata,
citocinas e o trafego celular de quimiocinas (Nascimento et al. 2018; Gongales et al. 2020;
Teoddsio et al. 2015; Maizels 2020). Além disso, a relacdo entre infecgdo por helmintos e AR
contra alérgenos ambientais é complexa (Maizels & McSorley 2016). Antigenos de helmintos
podem levar a ativacdo do perfil de células T reguladoras em individuos infectados e a liberacdo
de citocinas anti-inflamatdrias, incluindo interleucina-10 (IL-10) (Alves et al. 2020; Maizels
2020).

O nematodeo Strongyloides stercoralis esta distribuido por regides tropicais e € a causa
da estrongiloidiase humana, que afeta cerca de 615 milhdes de pessoas em todo o mundo
(Buonfrate et al. 2020). S. stercoralis tem sido investigado em pacientes com doencas
autoimunes hepaticas e a frequéncia de infeccdo foi significativamente menor no grupo com
doencas do que aquela encontrada no grupo controle (Aoyama et al. 2007). Este helminto
também demonstrou a capacidade de alterar localmente o perfil de citocinas e atenuar a resposta
inflamatoria induzindo células Treg (Malpica et al. 2019). Hays e colegas demonstraram que
sorologia positiva para S. stercoralis poderia estar associada a um risco reduzido de desenvolver
Diabetes Mellitus tipo 2 em populacdes aborigenes (Hays et al. 2015). Além disso, uma revisdo
sistematica e meta-analise de estudos epidemiologicos avaliou se a infeccdo parasitaria atual
estava associada a um risco reduzido de asma ou sibilancia, e ndo mostrou efeitos significativos
sobre a asma em individuos infectados com S. stercoralis (Leonardi-Bee & Pritchard, 2006).
Além disso, 0 mesmo estudo constatou que a infeccdo por ancilostomideos estava
significativamente associada a efeitos protetores contra a asma e também estava relacionada a
idade do individuo, estagio da infeccdo (aguda ou crdnica) e carga parasitaria. No entanto, nao
houve estudos sobre os efeitos dos antigenos de S. stercoralis em culturas de células humanas

ou em modelos murinos in vivo.

Em relacdo a outros helmintos estudados por nosso grupo, a infeccdo atual pelo
trematddeo Schistosoma mansoni pode estar associada a uma reducéo nos sintomas e na atopie
em individuos asmaticos (Nascimento et al. 2018; Teodosio et al. 2015). Além disso, ha um

aumento na producéo de IL-10, IL-4, IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) em criangas
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com alergias e infectadas pelo nematddeo Trichuris trichiura (Gongales et al. 2020). A presenca
de Anti-Asc IgG1 pode ser considerada um fator de protecdo contra a asma, pois esté associada
a niveis mais baixos de neutrofilos circulantes em criangcas com exames parasitoldgicos
negativos (Nobrega et al. 2020). No entanto, ndo existem estudos para avaliar o efeito

imunomodulador de Strongyloides sp. in vitro em individuos com AR.

Antigenos sollveis de Strongyloides venezuelensis poderiam servir como uma
alternativa para estudar os efeitos imunomoduladores de nematdides em doencgas alérgicas.
Tanto a infeccdo ativa com S. venezuelensis quanto o tratamento in vivo com antigenos de S.
venezuelensis (SvAg) demonstraram uma reducdo significativa na inflamag&o do intestino
delgado em modelos murinos (Rodrigues et al. 2018; Araujo et al. 2020). Além disso, a
administracdo de proteinas pertencentes a familia S100 de S. venezuelensis induziu uma
atenuacgé@o na inflamacéo da via asmatica (Tsubowaka & Satoh 2022). Este estudo tem como
objetivo avaliar o potencial imunomodulador in vitro do SvAg nos niveis de citocinas Thl, Th2
e Thl7 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-33, TNF-a e IFN-y) em células mononucleares do

sangue periférico (PBMCs) de individuos com asma ou rinite alérgica.
2. Metodologia
2.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal a partir de uma amostra de conveniéncia
aleatoria obtida de alunos dos cursos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)
identificados com asma e/ou rinite alérgica para avaliagdo da modulacdo in vitro do
Strongyloides venezuelensis em células mononucleares do sangue periférico. A aprovacdo para
realizar a coleta foi obtida através do CEP da UFPE sob o CAAE: 38489220.9.0000.5208.

2.2 Selecdo dos voluntérios e categorizacédo dos grupos de estudo

Uma amostra obtida de maneira aleatoria de voluntarios acima de 18 anos foi convocada
para responder questionarios sobre dados socioecondmicos, tratamento, habitos de vida e
sintomas (ISAAC, ACT e GINA), coleta de amostras de sangue e teste cutaneo de alergia.
Foram excluidos da pesquisa: 1) voluntarios que apresentarem diagnostico medico de doencas
pulmonares crénicas (como fibrose cistica, DPOC,bronquite, enfisema, etc.); 2) individuos com
doencas autoimunes; 3) individuos que fizeram uso de corticoides nos ultimos 30 dias e anti-

histaminicos nos ultimos 7 dias.

O questionario ISAAC, validados no Brasil (Sole et al., 1998), foram utilizados para
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categorizar os pacientes em grupos de alérgicos e ndo alérgicos e para descri¢do da frequéncia
de sintomas. A categorizacdo dos voluntarios em alérgico foi realizada atravésda resposta
afirmativa para a segunda questdo do mddulo asma (sibilo no ultimo ano), e para a segunda
questdo do modulo rinite (espirros ou coriza, quando nao estava resfriadoou gripado no ultimo
ano). Também foi levado em consideracdo a realizacgdo ou ndo da imunoterapia de
dessensibilizagdo in vivo. Adicionalmente, foi levado em consideragdoo resultado do “prick

test” para subcategorizacdo em individuos atdpicos e ndo atdpicos.
2.3 Obtencédo do antigeno de Strongyloides venezuelensis (SVAQ)

Os antigenos de Strongyloides venezuelensis foram obtidos em parceria com o Instituto
de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo,S&o Paulo, de
acordo com o protocolo descrito por Gomes et al., 2023. Os antigenos foramcedidos pela Profa.
Fabiana Martins de Paula do Laboratorio de Investigacdo Médica (LIM-06), Hospital de
Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, S&oPaulo, Brasil.

2.4 Comparacao de parametros clinicos (teste cutéaneo) e laboratoriais (hemograma e IgE)

entre 0s grupos
2.4.1 Teste cutaneo

Os extratos de alérgenos (gota unica) foram adicionados ao braco do voluntario
utilizando-se o conta-gotas, €, com um PUNTOR®, foram inoculados na regido subcutanea dos
pacientes. A leitura foi realizada 15 a 20 minutos ap6s a punctura. O resultado positivo (papula
maior que 3mm em relacdo ao controle negativo) para ao menos um dos alérgenos testados
categorizou os individuos como reativos (atdpico) para o teste cutdneo. Alérgenos:
Dermatophagoides pteronyssimus, Blomia tropicalis, Periplaneta americana, Blatela
germanica, epitélio de gato e cdo, mistura de fungos, penas além de controle positivo (histamina

10 mg/mL) e negativo (excipiente).
2.4.2 Coleta de amostras de sangue e realizacdo do hemograma

Realizou-se 0 método de venopuncdo da veia cubital para coleta de 27mL de sangueem
2 tubos com heparina (9mL), um com EDTA (4,5mL) e um sem anticoagulante (4,5mL) para
realizar a cultura celular, o hemograma e a dosagem soroldgica. Apos a coleta, o sangue foi
levado para um laboratério de analises clinicas e realizagdo do exame e, posteriormente, 0

resultado foi recolhido e repassado para os voluntarios.
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O hemograma foi realizado por método automatizado (LH 750 - Beckman Coulter).Os
pardmetros de contagem total e diferencial de leucocitos foram utilizados para obter os niveis

de eosindfilos.
2.4.3 Determinacao dos niveis de IgE total

O exame para a dosagem dos anticorpos IgE totais utilizou o método de referéncia
fluoroenzimaimunoensaio (FEIA), em equipamento ImmunoCAP-Phadia® (Uppsala, Suécia),
calibrado com o padréo internacional de referéncia para IgE da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) e o resultado foi expresso em Ul/mL.

2.5 Estimulacdo de células mononucleares do sangue periférico com AgSv

O sangue heparinizado foi adicionado a PBS pH 7,2 na proporcdo de 1:2 em tubosfalcon
de 50mL contendo Ficoll-hypaque. Em seguida, os tubos foram submetidos a uma centrifugacéo
(900 x g/ 40 min a 20° C) e o0 anel de PBMC foi removido e depositado emtubos falcon de 15mL.
As celulas foram lavadas duas vezes por centrifugacéo (400 x g/ 10 min a 20°C) em meio RPMI
1640. As células foram contadas em camara de Neubauer através do corante de vitalidade Azul
de Trypan e ajustadas para as concentracdes desejadas para cultivo in vitro. As PBMC (5x106
células/mL) foram cultivadas em placasde 48 pocos de poliestireno (BD Systems) contendo
meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 500uL. As células foram cultivadas sob
estimulo de Fitohemaglutinina (PHA) (S5pug/mL) como controle positivo, com antigeno de
Strongyloides venezuelensis (SvAg) (20 pg/mL), sem estimulo (MEIO - controle negativo) em
estufa de CO2 com 5% de umidade a 37°C e 7 dias depois as células foram reestimuladas e apos

72 horas o sobrenadante foi coletado e congelado a -80°C até a dosagem das citocinas.

2.6 Mensuracao e comparacao dos niveis das citocinas IL- 2, IL-4, IL-6, IL-10,IL-17A, IL-
33, TNF e IFN-y produzidas pelo soro e por células mononucleares dosangue periférico

estimuladas com AgSv

Ap0s a coleta, 0s tubos sem anticoagulante foram centrifugados a 5000 RPM por 10
minutos para separacdo do soro, o qual foi utilizado para dosagem das citocinas IL-2,I1L-4, IL-
6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y. As citocinas foram quantificadas utilizando- se do sistema
citofluorométrico com microesferas fluorescentes (Cytometric Bead Array- CBA, Becton
Dickinson-BD).

As dosagens das citocinas no sobrenadante de cultura foram realizadas pelo métodode
ELISA sandwich para IL-33 utilizando-se kits (Becton Dickinson-BD) e o CBA paraas
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citocinas I1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF e IFN-y foram quantificadas utilizando-se 0
sistema citofluorométrico com microesferas fluorescentes (Cytometric Bead Array-CBA,
Becton Dickinson-BD.

2.7 Andlises estatisticas

Foi realizado teste de normalidade (D’Agostino) onde verificou-se 0s dados séo nédo
paramétricos, seguido do teste Kruskal-Wallis para avaliar associacdo entre 0s grupos e
posteriormente o teste Mann-Whitney para comparacao quantitativa das citocinas entre grupos.
Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

3. Resultados

3.1 Categorizacdo dos grupos dos ndo alérgicos (NA), alérgicos ndo tratados (ANT) e
alérgicos tratados (AT).

Para este estudo, foi aplicado o questionario ISAAC para um total de 107 voluntarios.
Neste, era realizado o levantamento de informacdes sociodemograficas e econdémicas. Foram
aplicados os questionarios ISAAC, GINA e ACT para descrever os sintomas dos voluntarios
(Tabela 1 e 2 suplementar). Com base nas respostas no questionario, os participantes foram
categorizados em trés grupos: nao alérgicos (NA), alérgicos ndo tratados (ANT) e alérgicos
tratados (AT). O grupo NA foi composto por 27individuos (25,23%) que responderam aos
questionarios que nao apresentaram sibilos, espirros com coriza ou manchas com coceira na
pele nos ultimos 12 meses. A pergunta 2 do questionario é definidora desses sintomas
caracteristicos da asma, rinite e eczema, respectivamente. O grupo ANT representou aqueles
que responderam que apresentaram algum desses trés sintomas, mas que ndo realizaram o
tratamento de imunoterapia de dessensibilizacdo in vivo, totalizando 56 individuos (52,34%).
Por fim, o grupo AT corresponde aqueles que possuem alergia e realizaram o tratamento de
imunoterapia, quetotalizou 24 individuos (22,43%). A mediana de duracdo do tratamento foi de
12 meses (IC 95% 6 - 24).
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Tabela suplementar 1: Proporg¢ao dos sintomas de asma, rinite e eczema nos pacientes dosgrupos
NA, ANT e AT, de acordo com o questionario ISAAC.

Sintomas de Asma NA p ANT p AT
Nos Gltimos 12 (doze) meses, quantas crises 0 27 (100%) 51(92,68%) $ 20 (83,33%)
ibi i i 8 ?
de sibilos (chiado no peito) vocé teve~ 1a3 0 (0%) 4 (7,14%) 1 (4,17%)
4al2 0 (0%) 1 (0,18%) 3 (12,5%)
>12 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Nos ultimos 12 (doze) meses, com que Nunca 27 (100%) 54 (96,43%) 23 (95,83%)
frequéncia vocg htiea:/deossll; 5%?3) gerturbado por Uma ou mais 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,17%)
perto: noites por semana
Menos de 1 noite 0 (0%) 2 (3,57%) 0 (0%)
por semana
Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi Sim 0 (0%) 3 (5,36%) 1 (4,17%)
téo forte a ponto de impedir que vocé <
conseguisse dizer mais de 2 palavras entre Nao 27 (100%) 53 (94,64%) 23 (95,83%)
cada respiracgéo?
Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve Sim 0 (0%) 0 (0%) 1 (4,17%)
chiadono peito apos exercicios fisicos? NER 27 (100%) 56 (100%) 23 (95.83%)
Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse Sim 1(3,70%) ** 27 (48,21%) 11 (45,83%) #i#
seca a noite, sem estar gripado ou com < *
X . L2 Néao 26 29 (51,79%) 13 (54,17%)
infeccdo respiratéria? (96.30%)
Sintomas de Rinite
Nos altimos 12 (doze) meses esse problema Sim 0 (0%) ** 34 (60,71%) 17 (70,83%) #i#
nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou < *
coceira nos olhos? Néao 27 (100%) 22 (39,29%) 7 (29,71%)
Em qual dos altimos 12 (doze) meses esse Apenas 1 periodo 0 (0%) ** 23 (40,07%) 7(29,17%)  ###
2 *
problema nasal ocorreu Mais de 1 periodo 0 (0%) 28 (50,00%) 15 (62,5%)
Nenhum periodo 27 (100%) 5 (8,93%) 2 (8,33%)
Nos altimos 12 (doze) meses quantas vezes Nada 23 *x 24 (42,86%) $ 6 (25%) it
suas atividades diarias foram atrapalhadas (85,19%) *
por esse problema nasal? Pouco/Moderado 4 (14,81%) 29 (51,79%) 14 (58,33%)
Muito 0 (0%) 3 (5,35%) 4 (16,67%)
Sintomas de Eczema
Alguma vez essa manchas com coceira Sim 0 (0%) 5 (8,93%) 5 (20,83%) #
(eczema) afetaram alguns dos seguintes
locais: dobras do cotovelo, atras dos joelhos,
na frente dos tornozelos, abaixo nas nadegas
ou em volta do pescogo, orelhas ou olhos? Nao 27 (100%) 51 (91,07%) 19 (76,27%)

*p<0,05 (entre NA e ANT); ***p<0,0005 (entre NA e ANT); $ p<0,05 (entre ANT e AT); #p<0,05
(entre NA e AT); ##p<0,005 (entre NA e AT); ###p<0,0005 (entre NA e AT)
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Tabela Suplementar 2: Proporg¢éo do controle da asma nos pacientes asmaticos dos gruposANT
e AT, de acordo com o questionario GINA e ACT.

p
GINA ANT AT

Controlado 3 (50%) 2 (50%)

Parcialmente controlado 2 (33,33%) 1 (25%)

Né&o controlado 1 (16,67%) 1 (25%)

ACT

Asma totalmente controlada 4 (66,66%) 0 (0%)

Asma controlada 1 (16,67%) 2 (50%)

Asma ndo controlada 1 (16,67%) 2 (50%) *

*p<0,05 (entre AT e ANT)

Em relacdo ao sexo e idade, nédo foi evidenciado diferenca significativa entre os grupos,
como evidenciado na Tabela 1. No total, 70 individuos eram mulheres (65,42%) e 37 eram
homens (34,58%). Dentre os grupos NA, ANT e AT, 74%, 52,14% e 75% eramcompostos por
mulheres, respectivamente. Com relacao a idade, a mediana de todos os participantes foi de 23
anos (IC 95%: 23,51-25,31). Dentre os grupos, a mediana foi de 23 anos para o grupo NA (IC
95% 21 - 25), 24 anos para o0 grupo ANT (IC 95% 23-24) e 22,50 anos para o grupo AT (IC
95% 21-27).

Os aspectos sociais e econdmicos considerados foram: historico de alergia na familia,
convivio com animais domésticos dentro da residéncia, renda familiar e escolaridade do chefe
de familia (Tabela 1). Dentre esses, foi observado que apenas o histérico de alergia e convivio
com animais diferiram significativamente entre os grupos. O grupo AT apresentou maior
percentual (87,5%) de familiares com alergias que o grupo NA (41,15%) (p<0,005) e 0 ANT
(58,93%) (p<0,05), assim como apresentou propor¢do mais baixa (75%) de convivio com
animais que o grupo NA (92,59%) (p<0,05). Com relacédo a renda familiar, foi observado maior
proporcao de renda familiar entre 1 a mais de 3 salarios minimos nos 3 grupos (NA=88,89%,
ANT=96,42% e AT=87,5%). Adicionalmente, foi evidenciado uma maior proporcdo de
escolaridade do chefe da familia dos 3 grupos no ensino médio e superior (NA=81,48%,
ANT=89,29% e AT=91,61%), portanto sem diferenca significativa.

Quanto a avaliacéo dos sintomas, nenhum dos individuos do grupo NA tinha asma, rinite
ou eczema. Em relagdo aos grupos alérgicos, a alergia mais predominante foi a rinite
(ANT=92,86%, AT=87,5%), seguido de eczema (ANT=19,64%, AT=33,33%) epor fim, aasma
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(ANT=10,71%, AT=16,67%). Nao houve diferenca significativa entre as doencas alérgicas
(p>0,05).

Além do questionario, foi coletado sangue dos participantes para realizacdo dos exames
laboratoriais (hemograma completo e dosagem de IgE total). As taxas avaliadas foram
quantidade de hemacias (milhdes/mm3), hemoglobina (g/dL), leucécitos totais (/mma3),
eosinofilos (/mm3), baséfilos (/mm3) e a dosagem de IgE total (uL/mL). Aquelas que
apresentaram valores significativamente diferentes entre os grupos foram a quantidade de
eosinofilos e de IgE total (Tabela 1). O grupo NA apresentou menores niveis de eosindfilos [88
(1C 95%: 84,38-170,1)] que o grupo AT [(199 (IC 95%: 169,5 -306,8)] (p<0,05), bem como
menores niveis de IgE total [45 (IC 95%: 23,29-194,3)] que o grupo ANT [129 (IC 95%: 154,8-
381,7)] e AT [155 (IC 95%: 147,8-365,1)], ambos com p<0,005.

O teste cutaneo de alergia foi outro exame realizado nos voluntarios, no qual a formagéo
de papula frente a exposicdo aos alérgenos indicava uma reatividade, ou seja, uma atopia. Do
total de individuos, observou-se que as reacOes positivas contra os alérgenos dos acaros
Dermatophagoides pteronyssinus (Derp - 50,47%), Blomia tropicalis (48,60%) e
Dermatophagoides farinae (Derf - 46,72%) foram as mais frequentes, seguido dos epitélios de
gato (27,10%) e cédo (25,23%). As reacdes menos frequentes foram contra os alérgenos da
mistura de fungo (13,08%), penas (14,95%), seguido das espécies de barata, Periplaneta
americana (19,6%) e Blatella germanica (18,70%), como mostrado da Tabela 1. Foi observado
que o grupo dos nédo alérgicos foi o que apresentou menor proporcdo de atopia (25,93%),
comparado aos grupos ANT (64,29%) e AT (83,33%), sendo observada diferenca significativa

entre os trés grupos (Tabela 1).

No grupo NA, as maiores frequéncias de reacdes positivas foram para os alérgenosDerp
(25,92%), Blomia (18,52%), Derf (18,52%) e pena (7,04%), enquanto os outros alérgenos
apresentaram frequéncia de 3,7%. Os unicos alérgenos que ndo apresentaram diferenca
significativa da proporcdo de atopia em relacdo ao grupo ANT foram pena (NA=7,04%,
ANT=8,93%) e fungo (NA=3,7%, ANT=12,5%). Comparando-se o grupo NA com o AT, todas

as frequéncias foram estatisticamente significativas.

No grupo ANT, as atopias mais frequentes também foram contra os alérgenos, Derp
(55,36%), Blomia (51,79%), Derf (50%), enquanto que as menos foram, pena (8,93%) e fungo
(12,5%). O padrdo de maior frequéncia de reacdo positiva as espécies dedcaro também foi

percebido no grupo AT, contudo a mais prevalente foi contra Blomia (75%), seguido por Derf



54

(70,83%) e Derp (66,67%). As reacdes menos frequentes nessegrupo foram contra os alérgenos
de fungos (25%), pena (37,5%) e B. germanica (37,5%).0 grupo AT foi 0 que apresentou
maiores frequéncias, entre os trés grupos, de atopia estatisticamente significativas em relagéo

aos alérgenos Blomia, Derf, P. americana e B.germanica.

Tabela 1: Descricdo dos grupos NA, ANT e AT quanto a sexo, idade, dados sociais,

laboratorais, presenca de sintomas e atopia.

Néao alérgico Alérgico ndo Alérgico Total
Variavel (NA) p tratado (ANT) p tratado (AT) p 107 (100%)
27 (25,23%) 56 (52,34%) 24 (22,43%)
Homem 7 (26%) 24 (42,86%) 6 (25%) 37 (34,58)
Sexo
Mulher 20 (74%) 32 (57,14%) 18 (75%) 70 (65,42%)
Idade [med(IC 95%)] 23 (21,92- 24 (2351-2509)  22°0(22.26- 23 (23,51-
25,19) 26,91) 25,31)
Sim 13 (41,15%) 33 (58,93%) 21 (87,5%) 67 (62,62%)
Historico de alergia #
N3o 14 (51,85%) 23 (41,07%) 3 (12,5%) 40 (37,38%)
Sim 25 (92,59%) 50 (89,29%) 18 (75%) 93 (86,92%)
Animal doméstico
N3o 2 (7,41) 6 (10,71%) 6 (25%) 14 (13,08%)
Sim 0 (0%) 6 (10,71%) 4 (16,67%) 10 (9,35%)
Asma
N3o 27 (100%) 50 (89,29%) 20 (83,33%) 97 (91,5%)
i Sim 0 (0%) 52 (92,86%) 21 (87,5%) , 73 (68,22%)
inite Hx
N3o 27 (100%) 4 (7,14%) 3 (12,5%) 34 (31,78%)
Eosinéfilos (/mm3) 88 (84,38- 162(143,62054)  199(1695- , 153 (108-
[med(IC 95%)] 170,1) 306,8) 184)
IgE total (uL/mL) 45(23,29-  ** 129 (154,8-381,7) 155 (147.8- gy 101 (65-
[med(IC 95%)] 194,3) 365,1) 147)
Atbpico 7 (25,93%) 36 (64,29%) 20 (83,33%) 63 (58,88%)
Atopia Nio *x $ it
9 20 (74,07%) 20 (35,71%) 4 (16,67%) 44 (41,12%)
atépico
Derp 7(2592%) * 31 (55,36%) 16 (66,67%) ## 54 (50,47%)
Blomia 5(18,52%) **  29(51,79%) $  18(75%)  ### 52 (48,60%)
Derf 5(18,52%) ** 28 (50%)  $ 17(70,83%) ### 50 (46,72%)
Perfil Gato 1(3,7%) **  17(30,36%) 11 (45,83%) #i# 29 (27,10%)
Cio 1(3,7%) ** 16 (28,57%) 10 (41,67%) ## 27 (25,23%)
Periplaneta 1 (3,7%) *  10(17,86%) $ 10 (41,67%) ## 21 (19,63%)
Blatela 1(37%) *  10(17,86%) $ 9 (37.5%) ## 20 (18,70%)
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Pena 2 (7,04%) 5 (8,93%) 9(37,5%) # 16 (14,95%)
Fungo 1(3,7%) 7 (12,5%) 6(25%)  # 14 (13,08%)

*p<0,05 (entre NA e ANT); **p<0,005 (entre NA e ANT); ***p<0,0005 (entre
NA e ANT); $ p<0,05 (entre ANT e AT); #p<0,05 (entre NA e AT); ##p<0,005
(entre NA e AT); ##p<0,0005 (entre NA e AT)

3.2 Dosagem de citocinas no soro dos individuos dos grupos NA, ANT e AT.
O soro de todos os voluntérios foi usado para dosagem de citocinas de perfil Th1(IL-2,
IL-6, IFN e TNF), Th2 (IL-4 e IL-10) e Th17 (IL-17A). Foi observado que a producdo basal

dessas citocinas em todos os grupos foi baixa (Figura 1).

Em relacdo ao perfil de citocinas, foi observado que entre os grupos houve diferenca
significativa apenas na producéo de IL-2 (Figura 1A) e TNF (Figura 1C). A producdo mediana
da citocina IL-2 foi de 4.650 (4.486-7.784) pg/mL, 4.690 (4.646- 5.367) pg/mL e 5.290 (5.052-
5.630) pg/mL nos grupos NA, ANT e AT, respectivamente, sendo observada diferenca nas
producdes entre os grupos AT e NA (p<0,005) e AT e ANT (p<0,05). Para a citocina TNF
foram observadas dosagens menores, com medianas variando entre 3.570 pg/mL nos grupos
NA (IC 95% 3.422-5.286) e ANT (IC 95% 3.521-4.345) até 3.810 (3.769-4.216) pg/mL no
grupo AT, sendo observado diferenca significativa entre os grupos ANT e AT (p<0,05). As

demais citocinas ndo apresentaram diferencas entre os grupos (Figura 1, Tabela 2).



Tabela 2: Valores medianos e do intervalo de confianca da producdo de citocinas no soro
dos individuos dos grupos NA, ANT e AT.

NA ANT AT

Mediana IC 95% Mediana IC 95% Mediana IC 95%

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
IL-2 4.650 # 4.486-7.784 4.690 $ 4.646-5.367 5.290 #$ 5.052-5.630
IL-4 5.240 4.818-6.064 5.270 5.259-5.729 5.300 5.206-5.718
IL-6 6.320 5.916-8.563 6.465 6.452 - 8.382 7.080 6.709 - 9.884
IL-10 4.818 4.554-5.371 4.690 4.590-5.659 4.690 4.540-5.343
IL-172 4.320 4.355-8.457 4.590 4.641-5.702 4.500 4.361-5.232
TNF 3.570 3.422-5.286 3570% 3.521-4.345 3.810% 3.769-4.216
IFN-y 3.680 3.572-4.090 3.905 3.800-5.176 3.730 1.366-11.12

#p<0,05 (entre NA e ANT); $ p<0,05 (entre ANT e AT)
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Figura 1: Perfil da producdo de citocinas no soro dos individuos dos grupos NA, ANT e

AT.
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Comparacdo da produgdo de IL-2 (A), IL-6 (B), TNF (C), IFN-y (D), IL-4 (E), IL-10 (F) e IL-17 (G)
entre os grupos. As dosagens do grupo NA estéo representadas por circulos, as do grupo ANT, por quadrados
e as do grupoAT, por losangos. As extremidades das linhas pretas acima das dosagens representam 0s
grupos que apresentaram diferenca significante. A linha vermelha horizontal representa a mediana e a
vertical, o 1C 95%. *p>0,05 e **p>0,005.
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3.3 Dosagem de citocinas no sobrenadante da cultura celular dos individuos dos grupos NA,
ANT e AT.

O sangue coletado de todos os voluntarios foi submetido ao mesmo processamento.
Inicialmente, as células mononucleares do sangue periférico foram isoladas a partir do gradiente de
Ficoll e, em seguida, cultivadas em meio RPMI. No diado isolamento, foram realizados os estimulos
com o antigeno de Strongyloides venezuelensis, e com a fitohemaglutinina. Ap6s 7 dias de
cultura, as células eramnovamente estimuladas e, apds 72 horas, o sobrenadante era coletado e
armazenado paradosagem de citocinas Thl, Th2 e Th17 por CBA. Os meios de cultura eram repostos
quando observado a necessidade.

A comparacdo inicial da producdo de citocinas pelas células cultivadas na auséncia de
estimulo (meio) entre os trés grupos mostrou maior producédo basal no grupoNA das citocinas IL-2
(mediana 1,5x maior que a do meio grupo ANT e 1,2x maior que a de AT), IL-4 (1,6x maior que 0
grupo ANT, com diferenca significativa, e 1,4x maior que a do grupo AT), TNF (3,2x maior que a do
grupo ANT e 1,2x maior que a do grupoAT) e IFN-y (2,9x maior que a do grupo ANT e 1,9x maior
que a do grupo AT). Com relacdo ao grupo AT, essa tendéncia foi observada para as citocinas IL-6
(mediana 1,3x maior que a do meio do grupo ANT e 1,9x maior que a do grupo NA), IL-10 (3,3x
maiorque que a grupo ANT e 1,4x maior que a do grupo NA) e IL-17A (5,3x maior que que a do
grupo ANT e 2,4x maior que a do grupo NA). Contudo, além da citocina IL-4, ndo foram encontradas

diferencas significativas.

A producéo de citocinas pelo meio ndo mostrou diferenca significativa em relacdoas células
estimuladas com AgSv do mesmo grupo, contudo foi possivel observartendéncias de producgéo
(Figura 2) maior nas estimuladas pelo antigeno. A citocina IL-6 foi produzida cerca de 2x mais pela
estimulacdo do antigeno em comparacdo com o meiono grupo NA, 1,3x para o grupo ANT e 1,9x
para o grupo AT. A IL-10 foi produzida cerca de 1,6x mais pela estimulacdo com AgSv comparado
com o0 meio no grupo NA, 1,3x para o grupo ANT e 1,2x para o grupo AT. Para IFN-y foi observado
um aumento de 1,6x pela estimulacdo com o antigeno no grupo AT. Por outro lado, também foi
possivel observar tendéncias de menor producdo nas estimuladas pelos antigenos das citocinas TNF
(2,8x no grupo NA e 1,6x no grupo AT) e IFN-y (1,3x no grupo NA). Os valores das medianas ¢

intervalos de confianca da producéo de todas as citocinas estdodescritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Medianas e valores do intervalo de confianga da producdo das citocinas Th1,Th2 e Th17

nos grupos NA, ANT e AT.

NA
Meio SV PHA
Mediana 0 Mediana 0 Mediana 0
(pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL)
IL-2 9,380 7,258-16,77 8,335 ** 7,389-10,37 13,27 ** 28,34-429,5
IL-4 9,800 8,64 - 11,75 9,215* 7,912 - 11,95 13,11 * 7,652 - 26,56
IL-6 5781 5710-12111 12899 7532-14669 7273 5825-12454
IL-10 21,720 29,79-98,33 34,470 44,38-117,5 34,780 35,23-137,7
IL-172 16,120 10,04-54,01 15,790 9,770-46,52 16,330 10,45-20,13
TNF 36,9 -243,1-1562 13,030 31,79-92,54 12,380 80-390,1
IFN-y 41,440 94,13-613 32,510 66,64-1034 38,170 -436,1-8582
ANT
Meio SV PHA
Mediana 0 Mediana 0 Mediana 0
(pa/mL) IC 95% (pg/mL) (pa/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL)
IL-2 6,225 °° 4,960-14,75 5,89 *** 5,237-13,23 12,22 *** 000 36,65-100,5
IL-4 5,995 o 6,097 - 7,546 6,21 *** 6,254 -7,443 10,91 *** 000 12,16-20,99
IL-6 8642 9272-15297 11645 10689-16610 7419 8818-14905
IL-10 9,645 16,20-47,08 12,820 24,26-70,70 10,650 25,98-64,25
IL-172 8,570 6,380-12,59 9,160 6,380-13,80 10,380 8,480-13,56
TNF 11,350 -43,69-478,9 13,010 36,81-136,4 14,990 50,71-201,2
IFN-y 14,290 66,05-601,9 13,770 86,39-676,2 19,61 -275,9-8256
AT
Meio SV PHA
Mediana 0 Mediana 0 Mediana 0
(pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL)
IL-2 7,32° 6,124- 10 8,065 7,241-10,44 8,78° 6,734-29,58
IL-4 6,935° 6,443-7,428 6,775 * 6,579-7,511 7,885*° 7,018-14,16
IL-6 11286 9638-18475 21151 13209-20795 14001 11642-20312
IL-10 31,410 26,73-65,31 38,660 30,73-67,22 54,7 45,07-102




60

IL-172 45,640 7,590-150,3 45,050 8,020-89,46 39,41 15,93-101,2
TNF 31,570 -201,8-743,2 19,600 19,34-62,37 64,39 22,22-382,4
IFN-y 22,160 25,93-597,2 36,090 -36,62-496,1 138,4 392,5-3049

* p<0,05 (entre SV e PHA); ** p<0,005 (entre SV e PHA); ***p<0,0005 (entre SV e PHA); ° p<0,05 (entre MEIO e
PHA); ); ® p<0,005 (entre MEIO e PHA); °° p<0,0005 (entre MEIO e PHA).
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Figura 2: Producéo das citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17 nos grupos NA, ANT e ATdo
sobrenadante da cultura celular.
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Comparacgdo da producdo de IL-2 (A), IL-6 (B), TNF-a (C), IFN-y (D), IL-4 (E), IL-10 (F) e IL-17 (G) entre
grupos. As dosagens do sobrenadante da cultura celular estimulada apenas com o meio estdo representadas por
circulos, as estimuladas por AgSV por quadrados e as estimuladas por PHA, por losangos. A linha vermelha horizontal
representa a mediana e a vertical, o IC 95%.
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3.4 Dosagem de IL-33 no sobrenadante da cultura celular dos individuos do grupo NA,
ANT e AT

A producéo de IL-33 foi detectada no sobrenadante da cultura de apenas 43 individuos,
sendo 12 do grupo NA, 26 do grupo ANT e 5 do grupo AT. Considerando osvalores zerados, a
mediana de todos os grupos e estimulos foi de 0 pg/mL. O que varioufoia média entre 0s grupos.

No grupo NA, as células sem estimulo produziram, em média,

16.59 pg/mL de IL-33, enquanto que as estimuladas com AgSv produziram 6.868 pg/mL,e as
estimuladas com PHA, 8.680 pg/mL. No grupo ANT, a producdo média da citocinafoi maior
na cultura estimulada com AgSv (23.08 pg/mL) em relacdo ao estimulo com omeio (9.344
pg/mL) e com PHA (7.326 pg/mL). No grupo AT foi observado o0 mesmo padrdo encontrado
no grupo NA, com maior producdo nas células estimuladas com o meio (2.225pg/mL) em
relacdo as estimuladas com AgSv (1.299 pg/mL).

Considerando apenas os individuos produtores de 1L-33 (Figura 3), foi observadoque a
mediana de producéo pelo estimulo com AgSv teve uma tendéncia a diminuir em relacéo a da
producdo sem estimulo, sendo 1,8x menor no grupo ANT [(meio: 39.65pg/mL, IC 95%: 22.13-
73.01); (AgSv: 22.16 pg/mL, 1C 95%: (23.86-112.2)] e 1,5x menor no AT [(meio: 22.58 pg/mL,
IC 95%: (-153.1-204.3); (AgSv: 14.94 pg/mL, IC 95%: ((5.281-24.60)], enquanto teve a
tendéncia de aumentar 1,9x no grupo NA [(mei0:18.17 pg/mL, 1C 95%:(-25.20-128.9); (AgSv:
34.33 pg/mL, IC 95%: (4.579-64.10)].
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Figura 3: Producédo de IL-33 dos grupos NA, ANT e AT a partir do sobrenadante da cultura celular
estimulada apenas com o0 meio, com o antigeno de S. venezuelensis (AgSv)e com fitohemaglutinina
(PHA).
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As dosagens do sobrenadante da cultura celular estimulada apenas com o meio estdo representadas por circulos, as
estimuladas por AgSV por quadrados e as estimuladas por PHA, por losangos. A linha vermelha horizontal representa a
mediana e a vertical, 0 IC 95%.

3.5 Subcategorizacdo dos grupos NA, ANT e AT

Devido a presenca de ampla variacdo na producao de citocinas entre 0s grupos, 0Smesmaos
foram subcategorizados em atopicos (individuos que apresentaram pelo menos uma reacao positiva
no teste cutdneo) e ndo atopicos (individuos apenas com reacdes negativas no teste cutaneo). A
proporcao de individuos atopicos é de 25,93%, 64,29% e 83,33% nos grupos NA, ANT e AT,

respectivamente, como descrito na Tabela 1.

Assim como na andlise anterior, ndo foi possivel observar diferencas significativas nas
producdes de citocinas entre 0s grupos, apenas tendéncias (Tabela 4). O estimulo porAgSv teve a
tendéncia de aumentar a mediana da producdo das citocinas IL-2 (grupo ATn&o atopico), IL-6 (todos
0s grupos), I1L-10 (todos os grupos), IL-17A (grupos NA ndo atopico e ANT ndo atopico), IFN-y
(ANT atdpico e AT ndo atdpico) e IL-33 (NA ndo atopico). Por outro lado, o estimulo pelo antigeno
tendeu a diminuir as medianas da producédo de IL-2 (NA atdpico), IL-4 (NA atdpico), IL-17A (NA
atopico e AT atopico), TNF (NA atopico e AT atopico), IFN-y (NA atopico, ANT ndo atopico ¢ AT
atdpico) e IL-33 (ANT ndo atopico, ANT atopico e AT atopico).



Tabela 4: Dosagens do perfil de citocinas Thl, Th2 e Th17 da subcategorizacdo de NA,ANT e AT.
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NA ndo atopico NA at6pico
Meio SV PHA Meio SV PHA
Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana 1C 95% (pg/mL) Mediana 1C 95% (pg/mL) Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana  IC 95% (pg/mL)
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
L2 9,045 8.231- 10.16 8,645 7.813-10.81 13,76 -2.075- 318.1 16,83 -2974- 4578 5,86 2.093- 12.80 11,68 -161.8 - 402.3
L4 9,8° 8.771-77.30 9,915% 8.26- 12.63 13,68 6.462- 31.09 10,06 3.617-17.82 5,97 1.767- 14.67 9,715 4.809- 16.25
L6 5781 5430- 12334 6686 5732- 13069 4606 4155- 10664 5209 -1862- 19875 17282 5929- 27605 15978 4237- 25487
IL-10 18,69 26.05- 102.4 25,39 34.89-111.1 16,5 19.84- 115.4 22,58 -45.11-172.2 41,91 -19.65- 234.3 38,44 -51.68- 344.1
IL-17A 13,1 7.621- 169.9 15,79 21.89-1238 16,54 -3.867- 88.96 83,29 9.635-172.1 13,72 -424.4- 1019 11,91 -22.90- 89.27
TNF 23,47 -55.56- 620.4 32,19 25.63-96.87 22,26 51.14- 398.6 69,7 -2838- 6672 42,8 -17.84- 148.3 71,33 21.21- 139.7
IFN-y 23,68 43.64- 375.5 22,54 84.05-704.2 18,31 -975.7- 10871 242.8 -328.4-1996 89,13 -1294- 3438 637,6 -97.82- 2225
IL-33 27,86 -31.05- 148.8 34,33 4.579- 64.10 29 -8295- 68.46 2,777 ) 96.66
ANT ndo atdpico ANT atdpico
Meio sV PHA Meio SV PHA
Mediana 0 Mediana 0 Mediana 0 Mediana 0 Mediana 0 Mediana o
(pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL) (pg/mL) I1C 95% (pg/mL) (pg/mL) IC 95% (pg/mL)
L2 6,945 6.047- 8.645 7,43 6.186-8.238 15,64 -2.55- 166.5 iff 3.568- 18.93 2#(#); 3.224-16.12 12,22 26.07- 126.6
552° 5,745 %
L4 7,64 6.483- 9.260 8,645 6.848-9.001 14,35 11.35-24.13 ek 5.427-7.048 iy 5.587-6.914 10,3 9.827- 22.02
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L6 4577 3837- 11806 7917 6774- 16427 5172 4380- 12796 14599 10736- 18794 15744 10921- 18654 11854 9542- 17817
IL-10 11,57 6.430- 51.13 17,04  20.44-66.63 12,19 15.82- 56.15 8,82 11.88-54.57 9,95 15.04- 84.31 10,22 22-78.38
IL17A 9,66 2.563-52.10 10,41  8.793-54.70 12,09 7.082- 45.82 7,47 15.36-82.40 7,645 22.02- 182.9 10,2 12.94- 42.74
TNE 15,15 -327- 1167 22,5 19.34-222.1 20,31 5.266- 285.7 10,51 11.57-198.7 11,2 11.23- 124 10,36 22.46- 207.7
IFN-y 16,81 -46.81- 807.3 10,67  -24.77-788.3 27,04 -3015- 21354 10,63 -49.63-666.1 17,69 -32.80- 794.8 16,42 216.2- 2010
IL-33 78,81 -13.73-161.1 48,1  -9.910-200.2 22,45 7.941- 45.66 30,53 17.06-44.24 21,4 11.24- 85.38 18,74 -9.742- 68.97
AT néo atépico AT atipico
Meio Sv PHA Meio 5\ PHA
Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana 1C 95% (pg/mL) Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana IC 95% (pg/mL) Mediana  1C 95% (pg/mL)
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
7,475 4.469- 10.41 9,8 2.819- 18.18 10,47 -12.72- 49.67 7,27 6.821- 10.20 1,475 4.649-31.54 8,78 4.469- 10.41
IL-2
7,175 5.990- 7.925 7,76 4.655- 10.28 7,96  -11.30-43.36 6,775 6.342- 7.521 6,65  6.508- 7.414 7,775 6.832-12.17
IL-4
9232 -2706- 25807 12168 -2432- 28579 18668  -1181- 36061 12057 9468- 19647 21600  13634- 21942 14001 10879- 20490
IL-6
16 -26.36- 190.1 21,12 _28.68-112.9 64,35  .5.230-51.43 34,29 27.95- 73.27 44,59  29.76-70.94 54,7 39.59- 104.20
IL-10
86,79 -48.19- 227.4 97,27  -20.91- 210.3 496  -15.42-122.3 45,64 17.07- 275.5 3598  27.19-1139 29,04  21.06-187
IL-17A
17,14 -56.05- 156.4 17,77 -29.12- 102.5 64,39  -92.84-330.9 37,29 -258.9- 888.6 2197  16.62-67.13 64,77 1.633- 436.3
TNF
199,1 -315.4- 979.1 233,3  -1417- 3169 521,3  -1337- 3478 3075  -32.47- 6475 100,5  -2.405- 203.4 1851 263.1- 3439
IFN-y
0 0 0 25,58 -153.1- 204.3 14,94  5.281-24.60 11,9 -27.29- 63.76
IL-33 - - -

°p<0.05 (MEIO e MEIOQ; ##p<0.005 (SvAg e PHA); ###p<0.0005 (SvAg e PHA); **p<0.005 (MEIO e PHA); **p<0.0005(MEIO e PHA); $p<0.05 (SvAg e SVAQ).
p p g g
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4. DISCUSSAO

Os helmintos possuem a capacidade de escapar da resposta imunoldgica do hospedeiro,
pela criacdo de um ambiente imunossupressor, com producédo de células regulatorias e citocinas
anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-B. Consequentemente, auxiliam o corpo a minimizar os
danos resultantes da inflamag&o excessiva das doencas alérgicas (Shi et al., 2022). Além da
infeccdo ativa, antigenos usados para estimulacéo invitro em PBMCs também demonstraram
essa capacidade (Martin et al., 2015; Alves et al., 2020). Neste trabalho, pela primeira vez, foi
utilizado o antigeno do parasita Strongyloides venezuelensis in vitro em PBMCs de individuos
alérgicos. Na producdo decitocinas basais, foi encontrado maiores niveis de IL-2 e TNF no
grupo ANT. Em relacdo ao estimulo na cultura celular, o AgSv apesar de nao ter mostrado
producdo de citocinas estatisticamente significativas, indicou tendéncias de modular a resposta
imune,com maior producéo de IL-6 e IL-10 e de menor producéo de IL-33 nos grupos alérgicos

(ANT e AT). Mostrando seu potencial efeito de atenuar a resposta inflamatoria.

Inicialmente, com base no questionario ISAAC, categorizamos os individuos nos
grupos: nao alérgicos, alérgicos ndo tratados com imunoterapia e alérgicos tratados com
imunoterapia. Escolhemos esse método pois o ISAAC é uma ferramenta efetiva na
categorizacdo de individuos ndo alérgicos e alérgicos, uma vez que utiliza um método
padronizado e validado capaz de avaliar diferentes condices alérgicas (Wypych-Slusarska et
al.,, 2022). Porque contém perguntas que consideram o0s sintomas e as condigcdes
sociodemograficas de cada individuo, auxiliando na determinacdo da prevaléncia e da
severidade dos sintomas em doencas alérgicas como asma (Hallit et al.,2021), rinite (Yum et
al., 2021) e eczema (Oliveira et al., 2022).

Entre os grupos alérgicos, os ndo tratados representam aqueles com sintomas
persistentes, mas que conseguem ser controlados pelo uso de diferentes farmacos, como anti-
histaminicos (oral ou intranasal) e corticoides intranasais (Bousquet et al., 2020). Os alérgicos
com sintomas mais severos que, mesmo com o uso de farmacos,ainda ndo conseguem controlar
seus sintomas buscam a imunoterapia de dessensibilizacdo in vivo (Durham, Shamji, 2023). A
imunoterapia funciona como tratamento para a reducdo dos sintomas alérgicos, pois possui a
capacidade de suprimir a polarizagdo das células dendriticas ao entrar em contato com o
alérgeno para o tipo pro- alergénico, o que levaria uma resposta de perfil Th2. Assim, consegue

promover a diferenciacdo para fendtipo regulatério, suprimindo a resposta Th2 e favorecendo


https://consensus.app/papers/respiratory-symptoms-allergies-environmental-exposures-wypych%C5%9Blusarska/44344586b7455e99be1131102489f383/
https://consensus.app/papers/respiratory-symptoms-allergies-environmental-exposures-wypych%C5%9Blusarska/44344586b7455e99be1131102489f383/
https://consensus.app/papers/respiratory-symptoms-allergies-environmental-exposures-wypych%C5%9Blusarska/44344586b7455e99be1131102489f383/
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a diferenciacdo de Thl. Além disso, a imunoterapia induz a producdo de bloqueadores de
anticorpos por células B reguladoras que competem com os alérgenos pela ligagdo com os
receptores nos mastécitos e baséfilos, auxiliando assim na inibicao da liberacdo de mediadores

inflamatorios (Drazdauskaité et al., 2021).

Dentro desses grupos, foi observado uma maior prevaléncia de rinite (68,22%) em
relacdo a eczema (11,76%,) e a asma (9,35%). Esse padrdo também acontece em umcontexto
mais amplo. A rinite alérgica apresenta uma prevaléncia mundial variando entre 1 a 63%
(Savouré et al., 2022), ja no Brasil, estudos na regido Sul identificaram uma prevaléncia de
50,3% (Oliveira et al., 2020). A prevaléncia da eczema no Brasil, por suavez, foi de 16,8%,
enquanto que a da asma variou entre 3,6% a 4,5% (Santos et al., 2018;Rocha et al., 2020).

Com relacdo a severidade dos sintomas dessas doencas reportados entre 0S grupos
alérgicos foi observado uma maior intensidade de sibilos, espirros e coceira na pele, dentro do
grupo de alérgicos tratados com imunoterapia. Apesar da imunoterapia desenvolver tolerancia
contra os alérgenos, minimizando os sintomas caracteristicos da resposta alérgica, para que a
metodologia apresente esse efeito precisa ser aplicada no minimo por 3 anos (Rosa, 2017,
Penagos et al., 2019). A mediana de tempo de duracdo de tratamento observado no grupo AT
foi de 1 ano, por esse motivo, ainda pode ser encontrado sintomas mais fortes, visto que o

tratamento ainda ndo foi completamente finalizado.

Considerando os dados sociodemogréaficos, foi observado uma maior proporcao de
familiares com histérico de alergia entre os individuos alérgicos, significativamente entre 0s
tratados com imunoterapia. Essa associacdo ja foi encontrada em outros estudos,0 que sugere
que a presenca de um familiar com alguma doenca alérgica pode aumentar as chances de
desenvolvé-las, provavelmente devido a fatores genéticos e mesmasexposi¢cfes ambientais a
alérgenos e poluentes (Kanse, et al., 2020). Em contrapartida, entre os alérgicos, principalmente
no grupo AT, foi encontrada uma menor proporcdo significativa de convivio com animais
domésticos. A exposicdo a animais domésticos ja foi associada a diminuicdo do risco do
desenvolvimento de doencas alérgicas, uma vez que o contato cedo com o alérgeno tem efeitos

na sensibilizacdo e tolerancia contra o mesmo (Erwin, Platss-Mills, 2023).

Em relacdo ao teste cutaneo de alergia, tanto estudos de ampla escala retrospectivos
(Tantilipikorn et al., 2021) quanto transversais (Palliyalthodi et al., 2020; Shikha, Swami 2022)
demonstram que a sensibilizacdo contra os acaros de poeira s&o 0s mais comumente

encontrados, assim como foi observado nesse estudo, onde foram encontradas maiores
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proporgdes de reatividade contra os alérgenos de Derp, Derf e B. tropicalis. A presenca desses
alérgenos domésticos influencia diretamente na qualidade do ar, desencadeando as reacdes
alérgicas nas vias areas (Eguiluz-Gracia et al., 2019). Asensibilizacdo aos acaros esta associada
ao agravamento dos sintomas alérgicos em criancas alérgicas, como inflamacao dos brénquios

e alteracdo da fungéo dos pulmdes (Ruggieri et at., 2017).

Em relacdo aos dados laboratoriais, como esperado, foram encontradas diferencasnas
producdes de eosindfilos e de IgE total, com maior producdo pelos grupos alérgicos.Essa maior
producéo é devido a resposta frente a exposicdo frequente aos alérgenos respiratérios. Esses,
em contato com a pele ou mucosa, promovem a liberacdo de alarminas e mediadores
inflamatorios por células inatas, que estimulam a troca de classe da imunoglobulina nos
linfocitos B para a IgE, a qual ira se ligar as celulas efetoras, como mastdcitos e basofilos
(Calzada et al., 2018). Posteriormente, foi liberado por essas células mediadores inflamatorios
como histamina, triptase, leucotrienos e prostaglandinas D2, responsaveis por promover a
dilatacdo das arterias, aumentar a permeabilidade vascular e da excre¢do de muco, assim como
0 ingurgitamento de sendides venosos nasais, levando aos sintomas classicos da alergia:
obstrucdo e congestao nasal (Naclerio et al., 1999). Na fase mais tardia dessa reacdo alérgica,
as células inatas produzem IL-4 elL-5, promovendo o recrutamento de outras células efetoras,
como os eosindfilos (Locksley et al., 2010, Drazdauskate et al., 2021). Os eosinofilos, por sua
vez, irdo promover a inflamacdo pela liberacdo de mais mediadores inflamatorios, como
proteina basica principal, neurotoxina derivada de eosinofilos, proteina catidnica eosinofilica e

peroxidase eosinofilica, 1L-4 e IL-13 (Gigon et al., 2023).

Posteriormente a categorizacdo dos grupos, utilizamos o soro de todos ospacientes,
assim como o sobrenadante resultante da cultura das células PBMCs estimuladas com AgSv,
para fazer a dosagem de citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17. A dosagem de citocinas a partir
do soro dos voluntarios foi realizada com o intuito de observar diferencas basais nos niveis
das citocinas entre os grupos. Estatisticamente, foi possivel observar uma diferenca apenas
no grupo dos alérgicos tratados com imunoterapia de dessensibilizacdo, um aumento na

producdo das citocinas de perfil Thl.

Em relacdo aos niveis de citocinas, o estudo de Amici et al (2001) verificou as dosagens
do soro de pacientes antes de realizarem a imunoterapia e apds 9 meses detratamento. Em
niveis basais, foi observado altos niveis de TNF , e, em contrapartida,baixos niveis de IL-2.

Uma alta producdo de TNF também foi encontrada em pacientes com diagndstico de alergia,
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com sintomas mais exacerbados (Kordulewska et al., 2018).Até os 6 meses esse padrdo se
manteve, mas, ap6s 9 meses do tratamento, esses niveis se inverteram, mostrando o
favorecimento da diferenciacéo para a resposta Th1. No presente trabalho, corroborando como o
estudo acima, observamos no grupo AT maiores niveis delL-2, contudo, os niveis de TNF
também estavam altos. Isso mostra que dentro do grupo, apesar do tempo mediano de
tratamento ser maior que o do trabalho citado, a resposta inibitoria desenvolvida a partir
do tratamento ainda ndo € a ideal, o que é reforcado pelos niveis altos de IgE total e

eosinofilos no grupo, bem como a presenca de sintomas mais fortes.

Na cultura celular, o estimulo por AgSv mostrou tendéncia para modular a resposta
imunoldgica, estimulando a producdo de citocinas tanto inflamatérias quanto regulatérias. A
producdo das citocinas IL-6 e IL-10 foram aumentadas nos trés grupos, eesse padrédo ja foi
observado pela infecgdo ativa de Trichuris trichiura em criangas alérgicas (Gongales et al.,
2020). A IL-6 é uma citocina de perfil Thl e a deficiéncia da sua producéo estd associada a
maior severidade dos sintomas alérgicos, uma vez que auxilia na resposta de protecdo contra a

fibrose e remodelacéo das vias aéreas afetadas (Schimt et al., 2020).

Em 2023, Bacchus et al. verificaram que a perda da sinalizacdo de IL-6 aumenta os
niveis de IgE e eosinofilos em modelos de ratos com alergia. Contudo, niveis elevados da
citocina podem ser correlacionados com o agravamento dos sintomas alérgicos e a maior
necessidade do uso de medicacfes para minimiza-los (MacBeth et al., 2021). Alémda IL-6, 0
AgSv conseguiu estimular a producéo de outra citocina inflamatdria a IFN-y (apenas no grupo
AT). A citocina contribui para o desenvolvimento dos sintomas da asmaalérgica em modelos de
murino (Yu et al., 2011) e em humanos (Branchett et al., 2020). Isso porque possui a capacidade
de aumentar a producao de histamina a partir demastocitos e assim, promover a inflamacao das

vias aéreas (Link et al., 2020).

A IL-10, citocina de carater regulatorio, € capaz de limitar a patologia de diferentes
doencas pulmonares, incluindo as alergias, por conseguir reduzir a producdo eliberacdo de
mediadores inflamatorios, e, consequentemente, prevenir danos no epitélio (Branchett et al.,
2020). Essa resposta regulatéria acontece por mecanismos diferentes, como diretamente pelo
bloqueio do sinal de traducdo via CD28 das citocinas (Golebski et al., 2021) ou indiretamente
pela expressdo a partir das células de perfil Th2 dos granulos granzima B, aumentando
sensibilidade para morte dessas células (Coomes et al., 2017). Portanto, as maiores producoes

de IL-10 estdo associadas a um perfil regulatério da resposta imune. Antigenos de outros
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helmintos mostraram a capacidade de estimular a producédo de IL-10, seja in vivo em modelos
de ratos, como os de Trichinella spiralis (Long et al., 2021) e Acanthocheilonema vitae
(Schnoeller et al., 2008) ou in vitro em PBMCs como os de Fasciola hepatica (Martin et al.,
2015) e Schistosoma mansoni (Alves et al., 2020).

Considerando apenas o grupo NA, foi observado uma tendéncia no aumento da
producéo IL-33. Essa citocina consegue, a partir do seu receptor ST2, ativar as células efetoras
de perfil Th2, como mastécitos e eosinofilos, aumentando a desgranulacdo e sobrevivéncia
dessas células (Amin et al., 2020). Em pacientes com rinite, foi observado uma correlacao
positiva entre a os niveis de 1L-33 e a quantidade de proteina catiénica eosinofilica no soro dos
pacientes, mostrando que a citocina pode ter papel no processo de inflamagdo das vias aéreas
superiores (Amin et al., 2020). Em modelos de ratos, a administragdo exogena de IL-33 piorou
0s sintomas alérgicos, causando hiperresponsividade pulmonar, pelo estimulo a producéo de
ILC2, mastocitos, basofilos e eosinofilos e consequentemente, a liberagdo de quimiocinas,
citocinas pro inflamatérias(I1L-4, IL-5, IL-9 e I1L-13), proteases e histamina (Cayrol et al., 2017;
Molofsky et al., 2015).

Por outro lado, mutagdes geneticas que inibem a fungéo da citocina, resultam nareducao
do nimero de eosindfilos no sangue, assim como na agdo protetiva contra a asma (Smith et al.,
2017). Essa acdo também foi observada pelo uso do anticorpo monoclonal itepekimab que tem
como alvo a IL-33, em pacientes asmaticos (Kosloski et al., 2021). Portanto, fica evidenciado
que niveis mais baixos de IL-33 estdo relacionados a atenuacdoda resposta inflamatdria. Apesar
de ter sido observado aumento da producdo da citocina no grupo NA, nos grupos alérgicos
(ANT e AT) essa producédo teve uma tendéncia diminuida, mostrando assim que o AgSv tem
potencial para regular a resposta Th2 em individuos sintomaticos. A expressao de TNF foi
também reduzida pelo estimulo de AgSv no grupo AT, auxiliando nas evidéncias desse
potencial regulatério, uma vez que niveis mais baixos dessa citocina auxiliam na melhora na
funcdo pulmonar e na reducdodos processos inflamatdérios em criancas asmaticas (Steelant et
al., 2019). Além disso, o tratamento em modelos de murino voltados para supressdo da
expressdo de TNF mostrou capacidade de restaurar a integridade da barreira das mucosas nasais
dos animais,evidenciando que menores niveis de TNF ajuda na resisténcia contra a exposicao

de alérgenos ambientais (Li et al., 2021).

Para analises dos perfis de citocinas, também subcategorizamos cada um dos grupos em

atdpicos e ndo atopicos, com base na reatividade do prick test. Novamente, osresultados
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mostraram mais uma vez que o AgSv possui tendéncias a induzir ou suprimira producédo de
citocinas. Em todos os grupos, a liberacdo da citocina inflamatéria (IL-6) foi maior, pelo
estimulo com AgSv. Outras citocinas inflamatdrias também apresentaramproducéo aumentada,
como no subgrupo NA n&o atdpicos (IL-17A e IL-33) e no ANT at6pico (IFN-y). Contudo,
também pudemos notar a tendéncia a regulacdo da resposta Th2, como observado
anteriormente, principalmente para o grupo AT.

Com relagéo a IL-10, observamos uma tendéncia de maior producéo de IL-10 emtodos
0s subgrupos de individuos atopicos (NA, ANT e AT) quando estimulados com AgSv. No
grupo AT atopico, observamos a reducdo da producéo de citocinas inflamatérias TNF, IFN-y,
IL-33 (assim como no subgrupo ANT atdpico) e IL-17A. Niveis altos de IL-17A amplificam a
expressdo de quimiocinas, moléculas de adesao celular (G-CSF, GM-CSF e TNF) e de outras
citocinas inflamatorias (IL-6, 1L-8 e IL- 11), contribuindo para o aumento da quantidade de
eosindfilos nas vias aéreas (Al- Kufaidy et al., 2017; Newcomb et al., 2013). Além disso,
aumenta a atividade das célulasdendriticas e a producdo de IgE pelos linfocitos B em pacientes
alérgicos (Amin et al., 2020; Jirmo et al., 2020). Em modelos de murino, foi observado que
niveis mais baixos da citocina ocasionaram a mitigacdo dos sintomas da asma (Jirmo et al.,
2020). No grupo ANT também observamos o papel regulador do antigeno a partir do aumento

da producdode IL-10 e diminuicao de IL-33.

Neste trabalho, identificamos como viés a dificuldade de classificar os pacientes usando
apenas o questionario ISAAC. Reconhecemos que seria necessario 0 uso de outrosparametros
como IgE anti-Ascaris, anti-Derp e anti-Blomia, como ja foi realizado por outros trabalhos
(Nobrega et al., 2020; Fontenele et al., 2023). Também néo foi possivelrealizar o exame
parasitologico para verificar se os individuos apresentaram memoria imunoldgica contra

Strongyloides spp.

Pela primeira vez foi avaliado a utilizacdo de antigenos de S. venezuelensis solGveis em
cultura in vitro. Foi encontrado tendéncia no aumento da producdo de IL-6 elL-10 frente a
estimulacdo com AgSv em todos 0s grupos, enquanto que, nos grupos alérgicos, observamos
tendéncia de diminuicdo da producdo de citocinas inflamatorias, como TNF- o ¢ IL-33. Ao
separarmos 0S grupos em atopicos, observamos que nesses, 0 antigeno também tendeu a
aumentar a producdo de I1L-10 e IL-6, enquanto diminuiu a producéo de citocinas inflamatorias,

nos grupos dos alérgicos, como a IL-17A, IFN- vy, TNF- a e I1L-33.



8. CONCLUSAO

A partir do soro dos pacientes, foi observada uma baixa producdo basal das
citocinas. Para o grupo AT, observamos maior producdo da citocina atenuadora da
resposta Th2, a IL-2 da citocina inflamatéria TNF. Evidencia-se, deste modo, que a
resposta desenvolvida pela imunoterapia, que visa a minimizagdo das reacfes alérgicas,
ainda ndo € a ideal dentro do grupo.

O antigeno de S. venezuelensis, ao estimular as PBMCs, mostrou tendéncia no
aumento da producgdo de IL-6 e da citocina anti-inflamatoria IL-10, assim como da
diminuicdo de TNF e IL-33 (inflamatérias). Subdividindo os grupos em at6picos e ndo
atdpicos, no primeiro grupo observamos tendéncia de aumento de producédo da IL-10 e
IL-6, enquanto diminui a producdo de citocinas inflamatdrias, nos grupos dos alérgicos,
como a IL-17A, IFN- vy, TNF- o e IL-33. No grupo dos ndo atépicos e ndo alérgicos,
observamos um aumento na producdo de citocinas inflamatorias, como a IL-17A e IL-33.

Mostrando assim o potencial imunomodulador do AgSv.

72
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