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RESUMO

Segundo a hipdtese da higiene, a menor exposicao a infecgdes esta associada com o
aumento na prevaléncia de doencas alérgicas. O objetivo deste estudo foi investigar a
associacdo entre atopia e infec¢do por Toxoplasma gondii (Tg) em seres humanos pela analise
da resposta imune humoral e celular em pacientes atopicos e ndo-atdpicos, soropositivos e
soronegativos a T. gondii. Um total de 275 individuos foram avaliados e distribuidos em
grupos de atopicos (n=129) e ndo-atopicos (n=146) com base nos marcadores de alergia
(positividade em teste cutdneo de puntura a alérgenos de acaros e ELISA para IgE especifica)
ou em grupos soropositivos (n=116) e soronegativos (n=159) a T. gondii de acordo com
marcadores soroldgicos da infecgdo (positividade em ELISA para IgG anti-T. gondii).
Individuos Tg-soropositivos apresentaram menor sensibilizacdo alergénica (37%) aos 4caros
Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e Dermatophagoides farinae (Df) em relagdo aos
individuos Tg-soronegativos (54%). A razdo de chances (0odds ratio, OR) de pertencer a um
grupo atdpico com sorologia positiva para T. gondii foi 0,50 (95% IC: 0,31-0,81; p<0,05)
enquanto a associagdo de sorologia negativa para T. gondii e atopia resultou em OR=2,0 (95%
IC: 1,23-3,26; p<0,05 A resposta imune celular avaliada por respostas proliferativas e
producao de citocinas apds estimulagao antigénica ou alergénica especificas demonstrou que a
sintese de citocinas do perfil Thl como IFN-y predominou nos grupos de pacientes Tg-
soropositivos, independente de serem atdpicos ou ndo-atopicos. Em contraste, as citocinas do
perfil Th2 como IL-5 prevaleceram nos grupos de atopicos comparado aos nao-atdpicos,
independente da soropositividade a T. gondii. A resposta de citocinas reguladoras como IL-10
foi evidenciada em todos os grupos, marcadamente apds estimulagdo com o alérgeno Df. Em
conclusdo, a associagdo negativa entre atopia e infecgdo por T. gondii foi evidenciada,
indicando que a presenca da infec¢do pelo parasito pode influenciar negativamente mais na
inducdo da sensibilizacdo alergénica do que no desencadeamento de respostas alérgicas,
reforcando o papel protetor desta infeccdo, entre outras, no desenvolvimento de doencas

alérgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, doengas alérgicas, acaros da poeira domiciliar,

hipdtese da higiene, anticorpos IgE, citocinas.



ABSTRACT

According to hygiene hypothesis, a lower exposure to infection is associated with the
increase in allergic disease prevalence. This study aimed to investigate the association
between atopy and Toxoplasma gondii (Tg) infection by analyzing the humoral and cellular
immune responses in Tg-seropositive and -seronegative, atopic and non-atopic patients. A
total of 275 individuals were assessed and divided into atopics (n=129) and non-atopics
(n=146) based on markers of allergy (positive skin prick test and ELISA-IgE to mite
allergens) or Tg-seropositive (n=116) and Tg-seronegative (n=159) groups according to
infection serological markers (positive ELISA-IgG to T. gondii). Tg-seropositive individuals
presented lower allergenic sensitization (37%) to Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) and
Dermatophagoides farinae (Df) mite than Tg-seronegative subjects (54%). The odds ratio
(OR) of belonging to an atopic group with positive serology to T. gondii was 0.50 (95% CI:
0.31-0.81; p<0.05) while the association between atopy and negative serology to T. gondii
resulted in OR of 2.0 (95% CI, 1.23-3.26; p<0.05). Cellular immune response evaluated by
proliferative responses and cytokine production after antigenic or allergenic stimulation
showed predominant synthesis of Th1-cytokines as IFN-y in Tg-seropositive patients, whether
atopics or non-atopics. Conversely, Th2-cytokines as IL-5 prevailed in atopics compared to
non-atopics, regardless the seropositivity to T. gondii. Response of regulatory cytokines, such
as IL-10, was evidenced in all groups, markedly after stimulation with the Df allergen. Hence,
the negative association between atopy and T. gondii infection was evidenced, indicating that
the presence of parasite infection can influence negatively in the induction of allergenic
sensitization rather than the manifestation of allergic symptoms, reinforcing the protective

role of this infection in the development of allergic diseases.

Keywords: Toxoplasma gondii, allergic diseases, house dust mites, hygiene hypothesis, IgE

antibodies, cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Atopia e alergia

O termo atopia refere-se a tendéncia pessoal ou familiar de produzir anticorpos IgE em
resposta as baixas doses de alérgenos ambientais, tais como proteinas antigénicas de acaros,
fungos e polens, e desenvolver doencas tipicas, como asma, rinite ou dermatite atopica
(JOHANSSON et al., 2001). A alergia ¢ definida como o resultado de reagdes associadas a
anticorpos IgE induzidos principalmente por alérgenos em individuos geneticamente
predispostos e sdo evidenciadas clinicamente como respostas de hipersensibilidade do tipo I
ou imediata (PLATTS-MILLS; SOLOMON, 1993; CRONWELL, 1997). Portanto, a alergia
ou hipersensibilidade imediata ¢ caracteristica de individuos atdpicos.

Ha varios fatores que podem influenciar no desenvolvimento da atopia. Dentre eles,
destacam-se os fatores genéticos como evidenciado pela maior ocorréncia de atopia entre
gémeos univitelinos do que em gémeos bivitelinos bem como a associacdo entre atopia e
polimorfismos do receptor 1 de alta afinidade da IgE (FceR1) no cromossomo 11q e do gene
da interleucina-4 (IL-4) no cromossomo 5 humanos (COOKSON, 1999).

Asma e rinite alérgica s3o as principais doengas alérgicas respiratorias no Brasil e no
mundo. A prevaléncia da asma varia de 1% a 30% entre a populacdo de diferentes paises e a
da rinite alérgica de 10% a 25% da populacdo geral, mas ambas as doencas t€ém apresentado
uma crescente prevaléncia nas ultimas décadas. A rinite alérgica estd ganhando grande
importancia devido ao rapido aumento de sua prevaléncia mundial (VON MUTIUS, 1998;
BEASLEY et al., 2000), afetando 30% a 40% de criangas e adolescentes (SKONER, 2001).
No Brasil, a prevaléncia média de rinite foi de 27% e 34% em grupos de criangas e
adolescentes com seis e sete anos e 13-14 anos, respectivamente, com maior prevaléncia nos
centros urbanos (SOLE et al., 2004). Embora a rinite alérgica ndo seja uma doenga grave,
modifica a vida social de pacientes e afeta o desempenho escolar e a produtividade no

trabalho (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2002).
1.2 Fisiopatologia da resposta imune alérgica
O desencadeamento da resposta alérgica depende da natureza do estimulo antigénico e

de varias etapas da resposta imune do hospedeiro. O processamento do alérgeno pela célula

apresentadora de antigeno (APC) resulta na formac¢do de peptideos que sdo apresentados a



13

célula T CD4" em associacdo com moléculas de classe II do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (MARONE, 1998).

O reconhecimento de peptideos/MHC II pela célula T CD4" reforcado pela ligagio de
moléculas co-estimulatorias (B7-1/B7-2 e CD28) leva a ativacao de células Th (T helper ou T
auxiliadora), particularmente do fendtipo Th2, o qual estd associado com resposta imune a
alérgenos e helmintos. Células Th2 ativadas secretam citocinas, tais como IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, que auxiliam as células B a produzirem anticorpos IgE e IgG4 bem como ativam
eosinofilos, basofilos e mastdcitos. A IL-5 ¢ importante fator de crescimento seletivo para
diferenciag¢do terminal, ativagdo e manutencdo dos cosindfilos nos tecidos. Entretanto, uma
variedade de citocinas tem sido implicadas na modulacdao da sintese de IgE. A presenga de
IFN-y e TNF-B produzidas por células do perfil Thl inibem a sintese de IgE pelas células B,
enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13 estimulam sua sintese (WORM; HENZ, 1997).
Subpopulagdes de células T CD4'CD25" denominadas de células T reguladoras (Treg)
produtoras de TGF-B e IL-10 tém sido reconhecidas com propriedades imunomoduladoras do
perfil Th1 bem como estimulo para a produg@o de anticorpos da classe IgA (WEINER, 1997).
Estudos t€ém mostrado que o mecanismo de supressdo das respostas em diferentes condigdes
patologicas (autoimunidade, respostas alérgicas e infecciosas, entre outras) ¢ dependente da
producado e secre¢ao de mediadores como TGF-f e/ou IL-10 (PICCIRILLO et al., 2002).

Uma terceira subpopulagdo de células Th CD4" distinta de Th1 e Th2, produtora de IL-
17, tem sido caracterizada como Th17. Esta subpopulagdo se diferencia a partir da célula ThO
na presenca de TGF-f, IL-6, IL-21 e IL-23 (INFANTE-DUARTE et al., 2000). Assim, células
Th17 desempenham importantes fungdes na inducdo de inflamacgdo tecidual pela indugdo de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, particularmente envolvendo o recrutamento e
ativacdo de neutréfilos (OBOKI et al., 2008). Recentemente, foi demonstrado que em
pacientes asmaticos, a expressdo de RNAm codificando para IL-17 foi aumentada em
pulmdes, escarro, lavado broncoalveolar e soro, e a gravidade da hiperssensibilidade das vias
aéreas em pacientes correlaciona com os niveis de expressdo de RNAm para IL-17, sugerindo
que esta citocina possui um papel importante na inflamacgao alérgica (WANG; LIU, 2008;
OBOKI et al., 2008).

Desta forma, no desenvolvimento da reagdo de hipersensibilidade imediata, as
principais etapas consistem de: (1) exposi¢do ao alérgeno que estimula respostas imunes com
padrao Th2 com conseqiiente producao de IgE; (2) ligagao do anticorpo IgE a receptores Fce

nos mastocitos; (3) ligacdo cruzada de IgE e receptores Fce pelo alérgeno; (4) ativagdo de
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mastdcitos e liberagao de mediadores pré-formados, como histamina e derivados de lipideos,
como o0s leucotrienos e prostaglandinas. As manifestagdes clinicas e patoldgicas da
hipersensibilidade imediata consistem na reagcdo vascular e da musculatura lisa, que se
desenvolve rapidamente apds a re-exposicao ao alérgeno (reagdo imediata) ou como reagao
tardia representada principalmente por um processo inflamatério (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI 2008).

Poucos minutos apds o contato com o alérgeno, os mediadores pré-formados e os recém
sintetizados iniciam sintomas caracteristicos da rinite alérgica, incluindo espirro, coceira,
coriza e congestdo. Estas respostas da fase imediata sdo atribuidas a liberacdo de histamina,
prostaglandinas e fatores quimiotaticos (WHITE; KALINER, 1992; TOGIAS, 2000). A
resposta de fase tardia ocorre apos 4 a 8 horas e os principais mediadores desta resposta sdo os
leucotrienos, citocinas, sobretudo as interleucinas do tipo Th2 (IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13) e as
moléculas de adesdo, tais como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (GALLI; LANTZ, 1999;
JANSON et al., 2005).

1.3 Acaros e alérgenos da poeira domiciliar

A poeira domiciliar consiste de particulas em suspensao de fontes organicas e
inorgénicas e ¢ constituida por um aglomerado de fibras vegetais e de carpetes, particulas de
moveis estofados, areia, terra, pecas do vestudrio, escamacdo humana, restos alimentares,
residuos quimicos e produtos de varios microorganismos (bactérias, virus e fungos) e
macroorganismos (animais domésticos, insetos e adcaros) (SELTZER, 1994).

Dentre os 4caros da poeira domiciliar, destacam-se duas espécies da familia
Pyroglyphidae (Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides farinae) e uma da
familia Echimyopodidae (Blomia tropicalis) que sdo consideradas importantes fontes de
alérgenos para sensibilizacdo em pacientes geneticamente predispostos (MIRANDA;
QUINTERO; ALMANZA, 2002; HART et al., 2007; JIMENEZ et al., 2007).

D. pteronyssinus ¢ D. farinae sdo os acaros mais encontrados na poeira domiciliar,
sendo representados por 80 a 90% do total e sdo importantes fontes de alérgenos inalaveis ou
aeroalérgenos em diferentes 4areas geograficas, particularmente em paises tropicais e
subtropicais (ARLIAN et al, 1992; GELBER et al., 1993). A proliferacdo dos 4caros e sua
sobrevivéncia sdo dependentes de diversas condig¢des, principalmente da temperatura e
umidade, os quais parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu desenvolvimento

(BOQUETE et al, 2006).
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No Brasil, diversos estudos relatam a prevaléncia de D. pteronyssinus e D. farinae. Na
cidade de Uberaba-MG, Terra e colaboradores (2004) encontraram que D. pteronyssinus foi a
espécie de maior freqiiéncia (15,3%), seguida por D. farinae (12,3%), por meio de
identificagdo acaroldogica. Em um estudo realizado em Sao Paulo-SP por Arruda e
colaboradores (1991), foi verificada alta freqiiéncia nos niveis de IgE especifica a D.
pteronyssinus na maioria das criangas estudadas (95%). Segundo um recente estudo realizado
na cidade de Uberlandia-MG, a maioria dos pacientes sensibilizados a B. tropicalis também
estdo sensibilizados a D. pteronyssinus (89%), indicando alta sensibiliza¢cdo concomitante
entre essas duas espécies (ALMEIDA et al., 2006). Em outro estudo realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, os niveis de sensibilizagao aos acaros D. pteronyssinus, D. farinae ¢ B.
tropicalis na populagdo de Uberlandia-MG foram, respectivamente, 61,7%, 59,9% e 54,7%,
confirmando sua importancia como fonte de alérgenos em pacientes desta regido (SOARES et

al., 2007).

1.4 Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Toxoplasmose ¢ uma das mais comuns zoonoses parasitarias, causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii, que acomete ampla faixa de hospedeiros, incluindo humanos, animais
domésticos e aves. T. gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatorio pertencente ao Filo
Apicomplexa, com ditribui¢do cosmopolita e que infecta todas as células nucleadas. E um dos
parasitos mais intensamente estudados entre os coccideos, ndo s6 por ser agente causal de
uma zoonose como também pela sua importancia médica e veterinaria, ja que pode causar
abortos ou infeccdes congénitas em seus hospedeiros intermedidrios (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

A infecgdo por T. gondii tem sido alvo de crescente interesse em humanos pelo fato de
causar a encefalite toxoplasmica, um dos mais sérios problemas de infecgdes oportunistas.
Estas ocorrem em aproximadamente 30% de pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e em pacientes com cancer ou transplantados sob terapia imunossupressora,
principalmente devido a reativacdo de cistos teciduais (AMBROISE-THOMAS; PELLOUX,
1993). Estima-se que mais de um ter¢o da populagdao adulta no mundo tenha sido exposta ao
parasito, embora a maioria das infeccdes seja assintomdtica em individuos adultos
imunocompetentes. Ocasionalmente, sintomas moderados podem ser observados, sendo a
linfadenopatia a manifestacao clinica predominante. Entretanto, as infec¢des congénitas que

geralmente ocorrem devido a infeccdo aguda durante a gravidez, resultando em graves



16

problemas ao feto (aborto, encefalite, retardo mental), constituem as mais sérias formas da
doenga. Além disso, T. gondii tem sido também reconhecido como importante causa de
retinocoroidite, ndo s6 como seqiiela de infec¢do congénita (ROTHOVA, 1993), mas também
como resultado de uma infec¢do adquirida (SILVEIRA et al., 1988).

As principais vias de transmissdo para o homem compreendem: (1) a ingestdo de
oocistos (eliminados nas fezes de gatos) através de agua ou alimentos contaminados, ou por
vetores mecanicos (cdes, moscas, baratas, ratos); (2) a ingestdo de cistos teciduais contidos
em carnes cruas ou mal cozidas; e (3) a transferéncia de taquizoitas através da placenta ou
secre¢des como saliva, urina, esperma e leite, ou ainda por 6rgdos transplantados e acidentes
laboratoriais (DUBEY, 1998).

A resposta imune a T. gondii envolve mecanismos da imunidade mediada por células,
mas a resposta imune humoral também destréi muitos taquizoitas. Anticorpos IgM especificos
podem ser detectados aos 7 dias apos a infec¢do, alcangam titulos maximos em poucas
semanas ¢ gradualmente declinam. Anticorpos IgG especificos aparecem dentro de 1 a 2
semanas apos a infec¢do, atingem titulos méximos em aproximadamente 6 semanas e
declinam gradualmente até a persisténcia de baixos titulos durante toda a vida (CAMARGO et
al., 1978). Estes anticorpos possuem importante papel inibitorio da invasdo de taquizoitas na
c¢lula hospedeira e na sua disseminacao sistémica (COUPER et al., 2005). Os taquizoitas que
escapam da destruicdo se transformam em bradizoitas e ficam dentro de cistos. Desta forma,
observa-se que a imunidade ndo determina o fim da infec¢do, mas impede a multiplica¢do de
taquizoitas e a destrui¢do da célula hospedeira. Assim, os anticorpos ndo sao importantes para
estabelecer a imunidade, mas podem prevenir a disseminagao dos parasitos durante a infec¢ao
cronica (LIPSKA; WYSOCKA; TUROWSKI, 2000).

A toxoplasmose aguda pode ser caracterizada sorologicamente pela presenca de
anticorpos IgM e/ou IgA especificos. Por outro lado, altos titulos de IgG nem sempre indicam
infeccdo recente e sdo caracteristicos da fase de transicdo entre as fases aguda e cronica. Em
infecgdes recentes, anticorpos IgG estdo presentes mas apresentam baixa avidez para os
antigenos correspondentes. Com o transcorrer da infeccdo e a maturagdo da resposta imune,
anticorpos IgG vao apresentando avidez crescente de modo que nas infecgdes de longa
duragdo encontra-se um predominio marcante de anticorpos IgG de alta avidez (CAMARGO
etal., 1991).

O mais importante mecanismo de controle da infecgdo por T. gondii é a imunidade
mediada por células, com a participagio de células T CD4" ¢ T CD8", macrofagos e células

natural killer (NK) (KASPER; BOOTHROYD, 1993). Durante a infec¢do aguda por T.
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gondii, IL-12 ¢é produzida por macrofagos infectados e estimula células NK a produzirem
IFN-y induzindo a diferenciagdo de células T CD4" na subpopulagio Thl produtora de IL-2 e
IFN-y, que sdo criticos para a sobrevivéncia do hospedeiro. Células T CD8" contribuem para
controlar as infec¢des agudas e cronicas por T. gondii devido a produg¢dao de IFN-y em
associagdo com macrofagos ativados. Desta forma, células infectadas seriam lisadas por
células T CD8" liberando taquizoitas livres no microambiente extracelular que seriam
destruidos por macrofagos ativados por IFN-y (DENKERS; GAZZINELLI; MARTIN, 1993).

Outra citocina importante na regulagdo da resposta imune celular a T. gondii é a IL-10,
que ¢ detectada em niveis aumentados na fase aguda da infeccdo (KHAN; MATSURRA;
KASPER, 1995). Esta citocina tem efeitos inibitérios sobre a atividade microbicida de
macrofagos ativados por IFN-y, a diferenciagdo de clones Thl, a produgdo de IFN-y por
células NK e células T CD4" e CD8" e a producio de IL-12 por células acessorias. Em
experimentos com camundongos infectados na auséncia de IL-10 enddgena, foi observado
que estes animais apresentaram lesdes hepaticas exacerbadas e mortalidade acelerada em
conseqiiéncia de excessivas produgdes de IL-12 e IFN-y resultando em imunopatologia
(GAZZINELLI et al., 1996). Um recente estudo demonstrou que T. gondii nao induz a
produgido apenas de IFN-y em células Thl T-bet’, mas também IL-10 na fase aguda,
indicando que o parasito induz atividades reguladoras (JANKOVIC et al., 2007). Assim, a
regulag¢do negativa induzida por IL-10 na fase aguda da infecgdo por T. gondii mostrou ser

importante para a sobrevivéncia do hospedeiro.

1.5 Associacido entre atopia e marcadores de infeccao

A prevaléncia de doengas alérgicas como asma, rinite alérgica e dermatite atdpica
aumentou consideravelmente nos ultimos 30 a 40 anos (ISAAC, 1998; SLY, 1999). Como as
alteracdes nesta prevaléncia ocorreram em curto periodo de tempo, fatores ambientais tém
sido relacionados a estas epidemias, embora a predisposi¢dao genética seja pré-requisito para o
desenvolvimento da alergia (ISAAC, 1998). Inquéritos epidemiologicos relatam que a
prevaléncia de doencas alérgicas ¢ maior em paises ocidentais desenvolvidos que em paises
em desenvolvimento ou na populacao rural (ISAAC, 1998; BRAUN-FAHRLANDER et al.,
1999). Portanto, fatores relacionados aos diferentes estilos de vida estdo associados com a

prevaléncia crescente de alergias.
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Os estilos de vida tém sofrido dramatica mudanca durante os ultimos 30 anos.
Atualmente, a maioria dos individuos permanece até 20 horas em ambientes internos
domiciliares ou no trabalho (PLATTS-MILLS, 1994). Com este novo estilo de vida, muitas
alteracdes t€m ocorrido nos diferentes microambientes, ocasionadas pelo aumento da
temperatura ambiental, diminui¢do da ventilagdo, utilizagdo de carpetes e tapetes, presenca de
objetos decorativos que ret€ém a poeira bem como a utilizacdo de condicionadores de ar.
Todos estes fatores podem ocasionar aumento na quantidade de substincias estranhas ou
alérgenos que circulam nos ambientes de casa ou do trabalho e subseqiientemente sdo
inalados pelos seus usudrios. Conseqiientemente, estas alteracdes ambientais tém contribuido
grandemente para aumentar a prevaléncia de doengas alérgicas respiratdrias, particularmente
asma e rinite (POLLART; WARD; PLATTS-MILLS, 1987; PLATTS-MILLS, 1994).

De acordo com a hipotese da higiene, menor exposi¢do a certas infecgdes esta associada
com tendéncia crescente de doengas alérgicas (STRACHAN, 1989). Tal hipdtese argumenta
sobre a prevaléncia de doencas atopicas, dominadas por perfil de resposta imune Th2, ser
reduzida como resultado de polarizagdo para a resposta Thl associada com tais infec¢des
(SHEIKH; STRACHAN, 2004) ou alteracdes no balanc¢o das respostas de células Thl, Th2 e
Treg (GARN; RENZ, 2007). Assim, infec¢des bacterianas, particularmente aquelas causadas
por Mycobacterium tuberculosis e M. bovis, tém sido relacionadas com a prote¢ao de doengas
alérgicas. Estudos relataram que criangas vacinadas com BCG quando neonatos ou na
infancia ficam protegidos do desenvolvimento de doengas alérgicas, enfatizando que a idade
da vacinacdo ¢ um importante fator para esta protecio (MARKS et al., 2003; CUNHA et al.,
2004).

Estudos em modelos experimentais também mostraram que a infeccdo ou imunizagdo
com BCG previne o desenvolvimento de hiper-reatividade das vias aéreas e induz redugao
parcial de anticorpos séricos IgE e IgG1 especificos a alérgenos em camundongos, ratos ou
cobaios, associado com reducao nos niveis de citocinas Th2 em lavado bronco-alveolar ou
sobrenadante de culturas de células do bago e linfonodos de drenagem (TRUJILLO; ERB,
2004). Estes efeitos ndo foram observados em camundongos deficientes de IFN-y, sugerindo
um papel para respostas Thl. Entretanto, esta inibicdo foi associada com uma produgdo
aumentada de IL-10 e nao de IFN-y por cé¢lulas T (TRUJILLO; ERB, 2004; SAYERS et al.,
2004). Anticorpos neutralizantes contra IL-10 e/ou TGF-B bloquearam os efeitos
antialérgicos, indicando mecanismo independente de Thl, possivelmente relacionado as

células T reguladoras (ADAMS et al., 2004).
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Infecgdes de origem alimentar ou transmitidas pela via orofecal, especialmente aquelas
causadas por T. gondii, Helicobacter pylori e virus da hepatite A podem proteger de doengas
alérgicas (MATRICARDI et al., 2000, 2002; LINNEBERG et al., 2003). Estes dados se
baseiam no fato que tais infec¢des induzem uma forte resposta Thl com producdo de IFN-y
que exerce efeitos inibitdrios sobre as respostas Th2 predominantes em alergias. Assim, estes
microorganismos tém sido considerados marcadores de precaria higiene e associados com
menor prevaléncia de alergia. Estudos relacionando as respostas soroldgicas a estes
microorganismos sugerem um papel para tais infeccdes ou para a falta de higiene, na inibicao
do desenvolvimento de respostas imunes alérgicas. Assim, alergia respiratoria ¢ menos
freqliente em individuos expostos a estes microorganismos e a higiene ou dietas semi-
esterilizadas podem facilitar atopia por influenciar o padrdo de patdogenos e comensais
intestinais. Estes estimulam o tecido linféide associado a mucosa intestinal (GALT),
contribuindo assim para a epidemia de alergias respiratdrias em paises desenvolvidos
(MATRICARDI et al., 2000). No entanto, ¢ provavel que a carga total do estimulo
microbiano mais do que a propria infecgdo por si, possa direcionar o sistema imune para uma
resposta polarizada tipo Th1 (VON MUTIUS, 2001).

Outro fator que também estd relacionado com aumento na prevaléncia das doencas
alérgicas € o uso indiscriminado de antibidtico nos primeiros anos de vida, pois altera a flora
bacteriana intestinal, deslocando o perfil da resposta imunolégica (JOHNSON et al., 2005).
Evidéncia experimental demonstrou que a flora gastrointestinal de camundongos possui papel
protetor no desenvolvimento de doencgas alérgicas (SUDO et al., 1997). Um estudo recente
comparando criangas que vivem em creches ou criangas que moram com Seus pais,
demonstrou que as primeiras possuem maiores niveis de hormdnios relacionados ao estresse e
menor prevaléncia de atopia. Dessa forma, o estresse seria um fator adicional na protecao
contra o desenvolvimento de doencas atopicas, além das piores condigdes de higiene e menor
uso de antibioticos (STELMACH et al., 2007).

Todos estes relatos sugerem que infecgdes podem proteger de doengas alérgicas, mas ha
numerosos dados contraditorios, particularmente relacionados com os virus respiratdrios
como rinovirus (RV), virus sinsicial respiratério (RSV) e influenza A, que podem induzir ou
exacerbar os sintomas de alergia respiratdria, especialmente na asma (HERZ et al., 2000).
Entretanto, dependendo do grau e do tempo de infecgdo, os efeitos antialérgicos podem ser
observados, sugerindo que a gravidade, a freqliéncia e o tempo de instalacdo das infeccdes
virais respiratorias podem também ser importantes em determinar o resultado final sobre o

desenvolvimento de reagdes alérgicas (WOHLLEBEN et al., 2003; KONDO et al., 2004).
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Alguns fatores inversamente relacionados as alergias respiratdrias sdo aqueles
relacionados a exposi¢ao a animais de fazenda e ao consumo de leite ndo pasteurizado
(RIEDLER et al.,, 2001; WICKENS et al, 2002). Radon e colaboradores (2004)
demonstraram que os principais fatores de risco para a infec¢ao por T. gondii foram a moradia
em fazenda durante os primeiros trés anos de vida, o contato regular com estabulos de animais
e o consumo de leite ndo pasteurizado durante a infancia. Assim, exposi¢cao a ambientes rurais
na infancia pode predizer a soropositividade a T. gondii e o contato regular com animais de
fazenda pode ser considerado um preditor negativo para atopia em individuos que residem em
fazendas.

De acordo com a hipotese da higiene, doengas alérgicas podem ser prevenidas por
exposi¢do a agentes infecciosos, particularmente durante a infancia (MATHESON et al,
2009). Entretanto, tem sido especulado se a remog¢ao desta prote¢ao durante a vida adulta, por
uma exposicao reduzida a microorganismos, poderia favorecer o aparecimento de alergia em
individuos geneticamente predispostos (MATRICARDI, 1997). Neste contexto, um estudo
envolvendo imigrantes da Albania para Italia mostrou que, apesar da baixa prevaléncia de
doengas alérgicas e sensibilizagdo em seu pais de origem, houve prevaléncia crescente de
sensibilizacdo a alérgenos locais e sintomas respiratérios nos individuos apds a imigragdo. Tal
fato sugere o papel importante da exposi¢ao alergénica e fatores ambientais, como diferentes
estilos de vida e conseqiiente exposicdo reduzida a infecgdes, em influenciarem o
aparecimento de doencas alérgicas (VENTURA et al., 2004).

Todas estas observagoes epidemiologicas t€ém evidenciado que (1) asma e atopia sdo
mais prevalentes entre individuos que vivem em ambientes muito limpos (hipotese da
higiene); (2) criangas que estdo em contato com animais de fazenda geralmente nao
desenvolvem asma e atopia; e (3) a ocorréncia de atopia ou asma ¢ menor em casas que
apresentam caes e gatos. Além disso, a natureza, a dose do alérgeno e infecgdes por virus ¢ a
constituicdo da flora intestinal de um individuo sdo fatores determinantes para a progressao da
doenca alérgica (BABU; ARSHAD, 2003). Desta forma, a associacdo entre exposi¢do a
infeccoes e atopia tem sido intensamente investigada em estudos epidemiologicos,
retrospectivos e de coorte, analisando os fatores de risco envolvidos nesta associa¢do. Além
disso, ha informacdo limitada na literatura sobre a avaliacdo da resposta imune humoral e
celular bem como o perfil de citocinas em pacientes atdpicos soropositivos e soronegativos a

T. gondii.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

» Investigar a associagdo entre atopia e infecg¢@o por T. gondii em humanos.

2.2 Especificos

» Analisar a relagdo entre a resposta de anticorpos IgE especificos aos alérgenos de
D. pteronyssinus ¢ D. farinae e a resposta de anticorpos IgG anti-T. gondii em

pacientes atopicos e ndo-atopicos, soropositivos e soronegativos a T. gondii;

» Avaliar a resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico de
pacientes atopicos e ndo-atopicos, soropositivos e soronegativos a T. gondii, apos

estimulacdo com antigenos do parasito e alérgenos de 4caros;

» Determinar o perfil de citocinas secretadas por células mononucleares do sangue
periférico de pacientes atdpicos e ndo-atopicos, soropositivos e soronegativos a T.

gondii, apds estimulagdo com antigenos do parasito ¢ alérgenos de acaros.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto engloba pacientes de estudos que ja foram submetidos e aprovados
junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos (Anexo 1). Os individuos que
concordaram em participar da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 2), estando cientes de todos os procedimentos adotados e responderam a
um questionario clinico elaborado segundo ISAAC — International Study of Asthma and

Allergies in Childhood (1998), com algumas modificagdes (Anexo 3).

3.2 Pacientes

Um total de 275 individuos foram selecionados e distribuidos em grupos de pacientes
atopicos (n=129) e ndo-atopicos (n=146) com base em marcadores de alergia. Os pacientes
atopicos, de ambos os géneros e idade entre 18 e 60 anos, foram selecionados no Ambulatoério
de Alergia e Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU). Os critérios de inclusdo para a sele¢do destes pacientes foram: (1)
historia clinica de sintomas respiratorios relacionados com exposi¢@o a poeira domiciliar; (2)
teste cutaneo de puntura (TCP) positivo a pelo menos um dos alérgenos inalaveis de 4acaros da
poeira domiciliar, D. pteronyssinus (Dp) e D. farinae (Df) e (3) presenca de IgE sérica
especifica aos alérgenos determinada por ELISA. Os critérios de exclusdo para o estudo
foram: (1) uso de anti-histaminicos ou corticosterdides, por via oral ou tdpica, na semana
anterior ao teste; (2) uso de corticosteroides sistémicos por periodo de tempo prolongado; (3)
presenca de lesdes dermatologicas na area de realizacao do teste cutaneo.

Os individuos ndo-atopicos, de ambos os géneros e idade entre 18 e 60 anos, foram
selecionados entre os alunos dos cursos de graduagdo e pods-graduacdo, professores e
funcionarios da UFU e de membros da populagdo de Uberlandia. Os critérios de inclusao
foram auséncia de sintomas e de antecedentes pessoais de doengas alérgicas e TCP negativo a

um painel de extratos alergénicos inalaveis.
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3.3 Teste cutineo de puntura (TCP)

O TCP foi realizado de acordo com Ownby (1988), utilizando um painel de extratos
alergénicos inalaveis: extratos brutos dos acaros D. pteronyssinus, D. farinae e Blomia
tropicalis (preparados como descrito no item 3.5); extratos comerciais (Bayer Corporation,
Spokane, EUA) de alérgenos de epitélio de cdo (Canis familiaris), epitélio de gato (Felis
domesticus), barata (Blattella germanica e Periplaneta americana) e fungo (Alternaria
alternata). Para o controle positivo, utilizou-se cloridrato de histamina a 10 mg/mL
(IPI/ASAC, Sao Paulo, Brasil) e para o controle negativo utilizou-se solucdo salina fisioldgica
em fenol 0,4% e glicerina diluida a 50% (SQUILLACE et al., 1997, OPPENHEIMER,
NELSON, 2006). Apo6s 15 minutos da realizagdo do teste, as papulas foram mensuradas e o
teste foi considerado positivo quando as papulas apresentaram diametro médio maior que 3

mm que aquelas do controle negativo (ANEXO 4).

3.4 Amostras de sangue

Paralelamente ao TCP, amostras de sangue (5 mL) foram coletadas de cada individuo
por puncao venosa na regiao do antebraco. As amostras foram centrifugadas a 700 x g por 10
minutos € os soros obtidos foram distribuidos em aliquotas e armazenados a —20°C até a

realizagao dos testes sorologicos.

3.5 Extratos alergénicos de acaros

A extracdo dos alérgenos de dacaros foi realizada de acordo com o protocolo
anteriormente descrito (PEREIRA et al., 2005). Em resumo, aproximadamente 200 g de
material seco de cultivo dos acaros, gentilmente cedido pelo Dr. Federico Montealegre
(Immunochemistry Laboratory, Medical School of Ponce, Porto Rico, EUA), foram
peneirados para separar corpos ¢ fezes dos acaros do restante do material de cultivo. Em
seguida, 10 g do material peneirado foram misturados a 50 mL de solu¢do salina tamponada
com borato a 5 mM (pH 8,0) contendo inibidores de proteases (Sigma Chemical Co., St.
Louis, EUA): leupeptina 1 uM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, benzamidina 1
mM e aprotinina 10 pg/mL. Essa mistura foi macerada em nitrogénio liquido para ruptura dos

acaros e incubada durante 18 horas a 4°C em agita¢do orbital. Posteriormente, o material foi
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centrifugado a 20.000 x g durante 45 minutos a 4°C e o sobrenadante (extrato total) foi
concentrado e dialisado em Amicon (W.R. Grace & Co., Beverly, EUA) com membrana YM-
10 (cut off de 10 kDa, Whatman International Ltd, Maidstane, Inglaterra) contra solugdo
salina tamponada com fosfatos 0,01 M, pH 7,2 (PBS). Os extratos alergénicos foram
distribuidos em aliquotas, sua concentragdo protéica determinada (LOWRY et al., 1951) e
armazenados a —20°C.

Uma parte dos extratos alergénicos dos acaros foi utilizada no TCP, preparados a uma
concentragdo protéica final de 2 mg/mL em PBS contendo 0,4% de fenol e 50% de glicerina e

o restante foi utilizado nos testes sorologicos para detecgdo de anticorpos IgE anti-alérgenos.

3.6 Manutencio e obtenc¢ao de T. gondii

Parasitos da cepa RH de T. gondii foram mantidos por meio de inoculagdo
intraperitoneal em camundongos Swiss através de passagens seriadas a intervalos de 48 a 72
horas de um indculo de aproximadamente 10° taquizoitas obtidos do exsudato peritoneal de
camundongos previamente infectados (MINEO et al., 1980). O exsudato peritoneal foi obtido
por lavagem da cavidade abdominal com PBS estéril e apos centrifugacdo a 720 x g por 10
minutos a 4°C, o sedimento foi lavado duas vezes com PBS e o sedimento final armazenado a

—20°C para posterior preparagio de antigenos solaveis de T. gondii.

3.7 Obtencio do antigeno soluvel de T. gondii

A obtengdo do antigeno soluvel de T. gondii (STAg) foi realizada conforme
anteriormente descrito (YAMAMOTO et al, 1991), com algumas modificagdes. Os
sedimentos de taquizoitas de T. gondii foram ressuspendidos em PBS contendo inibidores de
proteases (PMSF a 1,6 mM, leupeptina a 50 ng/mL e aprotinina a 10 pg/mL) e submetidos a
seis ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-
maria a 37°C seguidos por seis ciclos de ultra-som (Thorton — INPEC Eletronica S/A, Santo
Amaro, SP, Brasil) durante um minuto a 60 Hz em banho de gelo. Apds centrifugagdo a 5.000
x g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado, sua concentragdo protéica determinada
(LOWRY et al., 1951) e armazenado em aliquotas a —20°C, até ser utilizado como antigeno

soluvel nos testes soroldgicos para detecgdo de anticorpos IgG anti-T. gondii.
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3.8 Testes sorologicos

3.8.1 ELISA para detec¢ao de anticorpos IgE especificos a alérgenos de acaros

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para a detec¢do de anticorpos IgE
contra alérgenos de acaros em amostras de soros dos pacientes, como anteriormente descrito
(PEREIRA et al., 2005), com algumas modificagdes. Placas de alta afinidade (Corning
Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com
os extratos alergénicos de Dp e Df na concentracdo protéica de 20 ug/mL em tampao
carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com PBS-T
contendo soroalbumina bovina (BSA, Sigma Chemical Co.) a 1% por uma hora a temperatura
ambiente. Apds um novo ciclo de lavagens, as amostras de soros foram adicionadas na
dilui¢do 1:2 em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2 horas a 37°C. Em paralelo, soros controles
negativos foram incluidos em cada placa.

Apo6s um ciclo de seis lavagens, as placas foram incubadas com o anticorpo secundario
anti-IgE humana biotinilado (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, EUA)
diluido a 1:1000 em PBS-T-BSA 1% por 1 hora a 37°C. Ap6s novas lavagens, foi adicionado
o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.) na diluigdo de 1:500 em PBS-
T-BSA 1%. Ap6s 30 minutos de incubagdo em temperatura ambiente e novas lavagens, as
placas foram reveladas por meio da adicao do substrato enzimatico (2,2'-diazino-bis-3-ethyl-
benzothiazoline sulfonic acid [ABTS] a 0,01 M em tampao citrato-fosfato a 0,07 M, pH 4,2
contendo 0,03% de H,0,).

Os valores de densidade optica (DO) foram determinados em leitor de placas de
microtitulagdo (Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405 nm.
Os niveis de anticorpos IgE foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE), conforme
proposto por Silva e colaboradores (2002), segundo a formula: IE=DO amostra/cut off, onde
cut off foi calculado como a média da DO de soros controles negativos acrescida de trés
desvios padroes. Valores de IE>1,2 foram considerados positivos para excluir valores de

reatividade limitrofes proximos a valores de [E=1,0.
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3.8.2 ELISA para detec¢io de IgE sérica total

ELISA para detec¢do de IgE sérica total foi realizada segundo a técnica descrita
anteriormente (SILVA et al.,, 2001). Placas de alta afinidade (Immulon 2, Dynatech
Laboratories Inc., Chantilly, EUA) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IgE
humana (clone GE-1; Sigma Chemical Co.) na dilui¢ao de 1:5.000 em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com
PBS-T e bloqueadas com PBS-T-BSA 1% por 1 hora a temperatura ambiente. As amostras de
soro foram diluidas a 1:5, 1:50 e 1:500 em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2 horas a 37°C.
Apos novas lavagens, foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado anti-IgE humana
(Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.) na diluicdo de 1:4000 e incubado por 1 hora a
temperatura ambiente. Etapas subseqiientes (conjugado estreptavidina-peroxidase e substrato
enzimatico) foram similares ao ELISA para deteccdo de IgE especifica aos alérgenos. Os
resultados foram expressos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL) de acordo com
uma curva controle obtida por diluicdes duplas seriadas de um soro humano (LHY)

subpadronizado que continha 500 UI/mL de IgE sérica total.

3.8.3 ELISA para detec¢io de anticorpos IgG anti-T. gondii

ELISA para a detecgdo de anticorpos IgG anti-T.gondii em soros humanos foi realizado
conforme descrito anteriormente (MINEO et al.,, 1980). Placas de microtitulagdo de
poliestireno de baixa afinidade (Kartell SPA, Mildo, Italia) foram sensibilizadas com STAg a
10 pug/mL em tampido carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C. As
placas foram incubadas com amostras de soros, em duplicata, na diluicdo de 1:64 em PBS-T
contendo 5% de leite em pd desnatado (PBS-T-M) durante 1 hora a 37°C. Soros controles
positivos e negativos foram incluidos em cada placa. Ap6s um ciclo de seis lavagens com
PBS-T foi adicionado o conjugado anti-IgG humana marcada com peroxidase (Sigma
Chemical Co.) na dilui¢do de 1:2000 e incubado por 1 hora a 37°C. Apods novo ciclo de
lavagens, a rea¢do foi revelada pela adi¢do do substrato enzimatico (ortofenilenodiamina
[OPD] em tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0 contendo H,O, a 0,03%). Apos incubagdo por
10 minutos a temperatura ambiente, a reagdo foi interrompida pela adicdo de H,SO4 2 N e a
leitura determinada a 492 nm. Titulos de anticorpos foram arbitrariamente expressos em

indice ELISA (IE) como acima descrito e os soros com IE>1,2 foram considerados positivos.
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3.9 Avaliacio da resposta imune celular

Para avaliar a resposta imune celular aos alérgenos de acaros e antigeno de T. gondii
foram selecionados aleatoriamente 20 pacientes atopicos (10 soropositivos e 10 soronegativos
a T. gondii) e 20 individuos ndo-atdpicos (10 soropositivos e 10 soronegativos a T. gondii).

Para a obtencdo de células mononuclerares do sangue periférico (PBMC), foi coletado
um volume de aproximadamente 20 mL de sangue heparinizado (10 UI heparina/mL sangue).
Adicionou-se PBS estéril (v/v) e, apds completa homogeneizacdo, foi adicionado Ficoll-
Paque (d=1,077; Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia), na propor¢do 1:5
(Ficoll-Paque:sangue diluido) e centrifugado a 1000 x g a 15°C por 20 minutos. O
sobrenadante foi removido e a nuvem celular (PBMC) foi coletada com pipeta Pasteur e
transferida para um tubo, completando-se com PBS estéril gelado. A suspensdo celular foi
centrifugada a 300 x g por 10 minutos a 4°C ¢ lavada com PBS estéril por duas vezes. O
sedimento celular foi ressuspenso com 5 mL de meio de cultura completo (meio RPMI
contendo gentamicina a 40 pg/mL e soro fetal bovino a 5%) e a suspensado celular mantida em
banho de gelo até a contagem das células viaveis, utilizando o corante azul de Tripan 0,4%

(Sigma), em camara hemocitométrica de Neubauer.

3.9.1 Resposta proliferativa

A resposta proliferativa de linfocitos T a partir de PBMC foi avaliada de acordo com o
protocolo descrito anteriormente (LOZANO et al., 2004), com algumas modifica¢des. Em
resumo, placas de cultura de 96 pogos (Corning Incorporated Costar®) foram cultivadas com
2x10° células/pogo/200uL (em triplicata) e estimuladas com mitdgeno (fitohemaglutinina —
PHA a 5 pg/mL), alérgenos (extratos totais de Dp ou Df a 10 pg/mL) ou antigeno (STAg a 10
png/mL). Células ndo estimuladas (somente meio de cultura) foram incluidas como controle.
As células foram incubadas em estufa a 5% de CO; a 37°C durante 5 dias. Aproximadamente
8 horas precedentes ao término do periodo de estimulagdo, as células foram pulsadas com 0,5
nCi de timidina tritiada [H] (New England Nuclear, Boston, EUA) por poco e, em seguida,
coletadas em filtro de fibra de vidro (Cambridge Technology, Watertown, EUA) por meio de
coletor de células (Cell Harvester - Cambridge Technology Inc., Cambridge, EUA). A leitura
da incorporagdo da timidina tritiada pelo DNA das células foi avaliada em um contador 3 de

cintilacdo liquida (Packard, Downers Grove, EUA) em contagem por minuto (c.p.m.).
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3.9.2 Analise de citocinas

A andlise da producdo de citocinas foi avaliada conforme anteriormente descrito
(SLUNT et al., 1996), com algumas modificagdes. Placas de cultura de 24 pogos (Corning
Incorporated Costar®) foram cultivadas com 1x10° PBMC/pogo/1000pL e estimuladas com
mitégeno (PHA: 5 ng/mL), alérgenos (Dp ou Df: 10 ug/mL) ou antigeno (STAg: 10 pg/mL).
Células nao estimuladas (somente meio de cultura) foram incluidas como controle. As células
foram incubadas em estufa a 5% de CO, a 37°C e os sobrenadantes de cultura foram
coletados, de pocos independentes, apds 3 dias de estimulacdo. Os sobrenadantes foram
armazenados a —70°C para posterior analise das citocinas.

As citocinas IFN-y, IL-5, IL-10 foram mensuradas em sobrenadantes de cultura por
ELISA sandwich, segundo protocolo recomendado pelos fabricantes (R&D Systems,
Minneapolis, EUA). Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade (Corning
Incorporated Costar®) foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura por 18
horas a temperatura ambiente. Apos lavagem com PBS-T e bloqueio com as solugdes
bloqueadoras apropriadas por 1 hora a temperatura ambiente, os sobrenadantes de cultura
foram adicionados, ndo diluidos, em duplicata. Paralelamente, curvas padrdes das respectivas
citocinas humanas recombinantes foram realizadas em dilui¢des duplas seriadas. Apos
incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas e
incubadas com os respectivos anticorpos de detec¢do biotinilados por 2 horas a temperatura
ambiente. Apo6s novas lavagens, foi adicionado o conjugado estreptavidina-peroxidase e
incubado por 20 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds o ultimo ciclo de
lavagens, as placas foram reveladas com a adicdo do substrato enzimdtico (H,O, a 0,03% e
tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade 6ptica (DO) foi determinada em leitor de placas a
450 nm e filtro de referéncia a 570 nm. Os valores de DO obtidos foram convertidos em
pg/mL de acordo com a curva padrdo, utilizando-se o software Microplate Manager PC
versao 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA). O limite de detec¢ao obtido para cada
analise foi 31 pg/mL (IFN-y), 15 pg/mL (IL-5) e 31 pg/mL (IL-10). Os coeficientes de

variagdo intra-andlise e inter-analise foram abaixo de 10% e 20%, respectivamente.

3.10 Analise estatistica
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Para todos os calculos estatisticos e confec¢do dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). A comparagio entre
os dados obtidos nos diversos grupos foi analisada por testes ndo paramétricos, uma vez que
as varidveis analisadas ndo apresentaram distribuicdo normal pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Foram utilizados os testes de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis,
quando apropriado, e o teste de comparagao multipla de Dunn foi empregado para examinar
as comparagdes entre pares de grupos. A associagdo entre a positividade de anticorpos IgE
contra alérgenos e IgG contra T. gondii foi analisada pelo teste x* e a razdo de chances (odds
ratio, OR) foi calculada com intervalo de confianga (IC) de 95% . Todos os resultados foram

considerados significativos para um nivel de p<0,05.
3.11 Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos reagentes, bem

como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes

Os 275 individuos analisados (129 atopicos ¢ 146 ndo-atdpicos) foram distribuidos em
dois grupos, de acordo com os marcadores soroldgicos para T. gondii: TG+ (116 pacientes
soropositivos) e TG— (159 pacientes soronegativos) (Tabela 1). A porcentagem de individuos
soropositivos (42%) foi menor que a dos soronegativos (58%) (x2213,45; p=0,0002) e a maioria
dos individuos soropositivos apresentaram infec¢do assintomatica. Os pacientes soropositivos
TG+ apresentaram idade (mediana=29 anos) significantemente maior que aquela do grupo TG-
(mediana=22 anos) (p<0,0001). Nao houve diferenca significativa quanto ao género entre os dois
grupos de pacientes (y°=0,22; p=0,6379). Os resultados do TCP aos alérgenos dos acaros Dp e
Df revelaram taxas de positividade significativamente maiores no grupo de pacientes TG— (54%)
quando comparado ao grupo TG+ (37%) (x°=7,80; p=0,0052). Embora os niveis de IgE sérica
total no grupo de pacientes TG+ (mediana=39 Ul/mL) fossem menores que nos pacientes TG—

(mediana=78 Ul/mL), estas diferencas nao foram significativas (p=0,2204).

4.2 IgE contra alérgenos de acaros em pacientes soropositivos e soronegativos a T. gondii

Na figura 1 estdo demonstrados os niveis de anticorpos IgE anti-Dp (Figura 1A) e anti-Df
(Figura 1B) em relag@o aos grupos de pacientes soropositivos (TG+) e soronegativos (TG—) a T.
gondii. Os niveis de IgE anti-Dp foram significativamente maiores no grupo TG— (média
geométrica [gm]: 1.9; 95% IC: 1.6-2.2) do que no grupo TG+ (gm: 1.3; 95% IC: 1.0-1.5;
p=0,0056). Resultados similares foram observados para niveis de IgE anti-Df (gm: 2.2; 95% IC:
1.8-2.6 vs gm: 1.4; 95% IC: 1.2-1.7; p=0.001). As porcentagens de amostras positivas para IgE
anti-Dp e anti-Df foram significativamente maiores no grupo TG— (54%) do que no grupo TG+
(37%) (x*=7,80; p=0,0052).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e imunologicas dos individuos do estudo distribuidos de

acordo com a sorologia para Toxoplasma gondii.

Grupos
Caracteristicas
TG+ TG— Valor de p
Numero de individuos (%) 116 (42%) 159 (58%) 0,0002*
Idade (anos)

Mediana (25-75%) 29 (23-42) 22 (20- 28) <0,0001*
Género (Masculino/Feminino) 42/74 62/97 0,6379
TCP positivo a Dp e Df (n, %) 43 (37%) 86 (54%) 0,0052*
IgE sérica total (UI/mL)"

Mediana (25-75%) 39 (12-136) 78 (14-234) 0,2204

TG+: pacientes soropositivos para Toxoplasma gondii;

TG—: pacientes soronegativos para Toxoplasma gondii;

¥ Positividade ao teste cutineo de puntura (TCP) a alérgenos de D. pteronyssinus (Dp) e D. farinae (Df) foi
determinada a partir do didametro médio da papula e estabelecida como >3 mm em relacdo ao controle negativo
da reagdo.

* Valores estatisticamente significativos (p<0,05)
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Figura 1. Niveis de anticorpos IgE, expressos em indice ELISA (IE), especificos a alérgenos de D.
pteronyssinus (Dp, A) e D. farinae (Df, B) em amostras de soros de pacientes soropositivos (TG+, n=116)
e soronegativos (TG—, n=159) a T. gondii. As barras horizontais representam a média geométrica obtida
para cada grupo e a linha pontilhada indica o cut off da reagio (IE>1,2). A freqiiéncia absoluta (n) e
relativa (%) de amostras positivas para IgE contra cada alérgeno também estdo indicadas. ** p<0,01.
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4.3 IgG anti-T. gondii em pacientes atépicos e nao-atépicos

Os niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii entre os 129 pacientes atopicos e 146 individuos
nao-atopicos estdo demonstrados na figura 2. Os niveis de IgG anti-T. gondii foram
significativamente maiores nos individuos nao-atopicos (gm: 2.4; 95% IC: 1.9-3.0) do que nos
pacientes atopicos (gm: 1.5; 95% IC: 1.2-1.9; p=0,0038). Da mesma forma, a soropositividade
para T. gondii foi significativamente maior nos individuos ndo-atopicos (50%) em relagdo aos

atopicos (33%) (x°=7,80; p=0,0052).
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Figura 2. Niveis de anticorpos IgG anti-T. gondii, expressos em indice ELISA (IE), em amostras de soros de
pacientes atdpicos (n=129) e ndo-atopicos (n=146). As barras horizontais representam a média geométrica obtida
para cada grupo e a linha pontilhada indica o cut off da reagdo (IE>1,2). A freqiiéncia absoluta (n) e relativa (%)
de amostras positivas para IgG anti-T.gondii também estdo indicadas. ** p<0,01.

4.4 IgE sérica total em pacientes soropositivos e soronegativos a T. gondii

Como demonstrado na figura 3, os niveis de IgE sérica total foram significativamente
maiores nos individuos atopicos (mediana=198,5 UI/mL) que nos nao-atopicos
(mediana=26,0 UIl/mL) dentro do grupo soropositivo a T. gondii (p<0,0001). O mesmo foi
observado no grupo TG—, onde os pacientes atopicos apresentaram maiores niveis de IgE
sérica total (mediana=187,3 Ul/mL) que os ndo-atopicos (mediana=14,9 Ul/mL) (p<0,0001).
Nao houve diferenca significativa nos niveis de IgE sérica total entre os individuos

soropositivos e soronegativos a T. gondii, quer sejam atopicos ou nao-atopicos.
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Figura 3. Niveis de IgE sérica total, expressos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL), em amostras de
soros de pacientes soropositivos (TG+, n=116) e soronegativos (TG—, n=159) a T. gondii. Dados sdo
representados em box-plot com mediana e percentis de 5-95%. *** p<0,0001.

4.5 Associacao entre atopia e infeccio por T. gondii

Foi observada uma proporcao significativamente maior de individuos nao-atopicos (63%)
em relagdo aos atopicos (37%) dentro do grupo TG+ (3°=15,52; p<0,0001), enquanto nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre atopicos e nao-atdopicos dentro do grupo TG-—
(x*=2,12; p=0,1448) (Figura 4A). Entre os pacientes atopicos, houve uma maior proporcio de
individuos soronegativos a T. gondii (54%) em relagio aos soropositivos (37%) (x=7.8;
p=0,0052). Em contraste, a propor¢do de individuos soropositivos (63%) foi significativamente
maior que a dos soronegativos a T. gondii (46%) entre os ndo-atopicos (x°=7,8; p=0,0052). A
razao de chances (OR) calculada para associagdo entre atopia e sorologia positiva para T. gondii
foi 0,50 (95% IC: 0,31-0,81; p<0,05), enquanto a associagdo entre atopia e sorologia negativa
para T. gondii resultou em OR = 2,0 (95% IC: 1,23-3,26; p<0,05).

Analisando todos os grupos de pacientes conjuntamente (Figura 4B), a propor¢ao global
das amostras de soros de pacientes TG+ atopicos (16%) foi significativamente menor que a dos
TG+ ndo-atopicos (26%) (x°=9,83; p=0,0017) como também em relagio aos TG— atopicos
(31%) (x*=18,73; p<0,0001). Nenhuma diferenca significativa foi observada na proporgdo entre

pacientes atopicos e ndo-atopicos soronegativos a T. gondii (x*=1,49; p=0,2214).



35

[ Atdpicos

= . Hl TG+ atopicos
1 Nao-atopicos P

Il TG+ ndo-atopicos

Amostras de soros (%)

A B [ TG- atépicos
100+ 50- [ TG- ndo-atépicos
T ok 1
< *kk
75- " - s;, 404 1
T T Y 8
o
2]
504 e
%]
s
254 3
IS
<
o_.

TG+ TG-

Figura 4. Associacdo entre atopia e infecgdo por T. gondii. (A) Proporgdo (%) de individuos atopicos e ndo-
atopicos entre os grupos soropositivos (TG+) e soronegativos (TG-) a T. gondii. (B) Proporg¢do (%) global de
pacientes atopicos e ndo-atdpicos, soropositivos e soronegativos a T. gondii.

4.6 Resposta proliferativa

Respostas proliferativas foram analisadas em 40 individuos distribuidos uniformemente
em quatro grupos: (TG+ AT) soropositivos a T. gondii atopicos, (TG+ NA) soropositivos a T.
gondii nao-atopicos, (TG— AT) soronegativos a T. gondii atopicos e (TG— NA) soronegativos
a T. gondii ndo-atopicos (Figura 5).

A resposta proliferativa induzida pelo STAg foi significativamente maior em pacientes
dos grupos TG+, atopicos e ndo-atdpicos, em relagdo aos grupos TG— (p<0,0001). Além
disso, somente pacientes dos grupos TG+ mostraram resposta proliferativa significativamente
elevada em relagdo ao controle (meio) (p<0,0001).

Apoés estimulacdo com alérgeno Dp, nenhuma diferenga significativa foi observada
entre os grupos (p>0,05), embora em todos os grupos foi observada maior resposta
proliferativa em relagdo ao meio (p<0,05). A resposta proliferativa ao alérgeno Df foi
significativamente maior em pacientes atdpicos que ndo-atopicos do grupo TG— (p<0,0001),
mas somente pacientes atopicos do grupo TG— mostraram respostas significativamente
maiores em relagao ao meio (p<0,0001).

Apos estimulagdo mitogénica, respostas proliferativas foram significativamente maiores

em todos os grupos de pacientes em relagdo ao meio (p<0,0001), particularmente nos grupos
TG— (p<0,05).
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Figura 5. Resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico de 40 pacientes distribuidos
uniformemente em quatro grupos: soropositivos a T. gondii atopicos (TG+ AT), soropositivos a T. gondii ndo-
atopicos (TG+ NA), soronegativos a T. gondii atopicos (TG— AT) e soronegativos a T. gondii ndo-atopicos (TG—
NA). Células foram estimuladas com o mitoégeno fitohemaglutinina (PHA; 5 pg/mL) ou antigeno soltvel de T.
gondii (STAg; 10 pg/mL) ou extratos alergénicos de D. pteronyssinus (Dp; 10 pg/mL) e D. farinae (Df; 10
pg/mL). Dados s@o expressos em média e erro padrdo da média (SEM). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para cada estimulo. *Diferenca significativa em relagdo ao meio
(controle) para cada grupo (p<0,05, Kruskal-Wallis ¢ compara¢ao multipla de Dunn).

4.7 Perfil de citocinas

Niveis das citocinas IFN-y, IL-5 e IL-10 foram mensuradas em sobrenadantes de cultura
de PBMCs estimuladas com o antigeno de T. gondii (STAg), extratos alergénicos de acaros
(Dp e Df) ou controles positivo (PHA) e negativo (meio) (Figura 6).

Apo6s estimulacdo com STAg, niveis de IFN-y foram significativamente elevados e
maiores nos grupos TG+, atopicos e nao-atdpicos, em relacdo aos grupos TG— (p<0,0001).
Apos os estimulos com Dp ou Df, os niveis de IFN-y foram baixos com nenhuma diferenga
significativa entre os grupos de pacientes em relagdo ao meio (p>0,05) (Figura 6A). Por outro
lado, apds estimulacdo mitogénica, todos os grupos mostraram niveis significativamente
elevados de IFN-y em relagdo ao meio (p<0,0001), sem diferencas significativas entre os

grupos.
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Baixos niveis de IL-5 foram detectados apds estimulagio com STAg, embora
significativamente maiores nos grupos TG+, atopicos e ndo-atdpicos, em relagdo aos grupos
TG- (p<0,05) (Figura 6B). Por outro lado, apos estimulagdo com Dp, niveis de IL-5 foram
mais altos e significativamente maiores nos grupos de pacientes atopicos em relagdo aos nao-
atopicos, independente da soropositividade a T. gondii, bem como em relagdo ao meio
(p<0,01). Resultados similares foram observados apds estimulagdo com Df, embora com
menores niveis de IL-5 quando comparado com aqueles detectados apds a estimulacdo com
Dp (p<0,05). Apods estimulacgio com PHA, todos os grupos mostraram niveis
significativamente elevados de IL-5 em relagdo ao meio (p<0,0001), sem diferencas
significativas entre os grupos.

Altos niveis de IL-10 foram detectados apos estimulacdo com Df em todos os grupos de
pacientes em relagdo ao meio (p<0,0001), embora com menores niveis no grupo de pacientes
atopicos TG— em relagdo ao TG+ (p<0,05) (Figura 6C). Apds estimulagao com STAg, niveis
de IL-10 foram significativamente maiores nos pacientes dos grupos TG+, atopicos e nao-
atopicos, em relagdo ao grupo de atdopicos TG— bem como em relagdo ao meio (p<0,001).
Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos ap6s estimulacdo com Dp ou
PHA (p>0,05), embora todos os grupos mostrassem niveis elevados de IL-10 em relagdo ao

meio (p<0,05).
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Figura 6. Niveis de IFN-y (A), IL-5 (B) e IL-10 (C) em sobrenadantes de cultura de células mononucleares do
sangue periférico de 40 pacientes distribuidos uniformemente em quatro grupos: soropositivos a T. gondii
atopicos (TG+ AT), soropositivos a T. gondii ndo-atopicos (TG+ NA), soronegativos a T. gondii atopicos (TG—
AT) e soronegativos a T. gondii nao-atopicos (TG— NA). Células foram estimuladas com o mitdgeno
fitohemaglutinina (PHA; 5 pg/mL) ou antigeno solavel de T. gondii (STAg; 10 pg/mL) ou extratos alergénicos
de D. pteronyssinus (Dp; 10 ug/mL) e D. farinae (Df; 10 pg/mL). Dados sdo expressos em média e erro padrdo
da média (SEM). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos para cada
estimulo. *Diferenga significativa em relagdo ao meio (controle) para cada grupo (p<0,05, Kruskal-Wallis e

comparagao multipla de Dunn).
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5. DISCUSSAO

A crescente prevaléncia de doengas alérgicas como asma, rinite alérgica e dermatite
atopica observada em paises ocidentais, nas tltimas décadas, tem sido associada a complexa
interagdo de fatores genéticos e ambientais relacionados com os estilos de vida modernos
(GARN; RENZ, 2007). Populagdes de areas urbanizadas apresentam maiores indices de
sensibilizacdo a acaros da poeira domiciliar e fungos que aquelas de areas tipicamente rurais,
reforgando a hipétese da influéncia da poluicdo urbana no aumento de alergias respiratorias
(GALVAO; KALIL; CASTRO, 2002).

Outro fator que tem merecido especial atencdo enfoca o uso indiscriminado de
antibioticos nos primeiros anos de vida. A colonizagdo do trato gastrointestinal por bactérias
comensais € pré-requisito para o desenvolvimento normal da resposta imune local e sistémica.
A diminuicdo da flora bacteriana intestinal estd associada com resposta imune alterada e
predominancia de respostas antiinflamatorias do tipo Th2 (GORE; CUSTOVIC, 2004;
VERCELLI, 2006). Desta forma, ha crescente evidéncia, embora nao conclusiva, a favor da
hipotese da higiene, relacionando altos padrdes socio-econdmicos de vida e condigdes
higiénicas com menor exposi¢do a infecgdes e componentes microbianos, e
consequentemente, com um risco aumentado para o desenvolvimento de doencas alérgicas.

As infec¢des do trato gastro-intestinal parecem desempenhar um papel protetor no
desenvolvimento de alergias e T. gondii é um candidato considerado como marcador de
precaria higiene e associado com uma menor prevaléncia de doengas alérgicas devido as suas
caracteristicas peculiares: (1) € um protozodrio intracelular obrigatério com distribuicdo
mundial; (2) a infeccdo pelo parasito induz uma forte imunidade mediada por células
caracterizada por respostas Thl altamente polarizadas em estadgios precoces que se mantém
durante a infec¢do cronica; e (3) a resposta imune ¢ geralmente predominante e direciona o
tipo de resposta em co-infecgdes com outros parasitos (FENOY et al., 2009).

No presente estudo, nds avaliamos a associagdo entre atopia ¢ infec¢do por T. gondii,
analisando as respostas imunes humoral e celular em quatro grupos de individuos de acordo
com marcadores de alergia ¢ infecgdo. A soropositividade a T. gondii de 42% na populagdo
estudada, particularmente em grupos com maior faixa etdria e independente do género, estd
em concordancia com relatos anteriores estimando que aproximadamente 1/3 da populagdo
mundial estd infectada e refletindo a maior exposi¢do ao parasito com o avangar da idade

(TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000; SILVEIRA-LACERDA et al., 2005).



40

Analisando os marcadores de alergia entre os individuos soropositivos € soronegativos a
T. gondii, a maior porcentagem de TCP positivo aos alérgenos de acaros (Dp e Df) no grupo
de pacientes TG— indica a associagdo negativa entre atopia e infec¢do por T. gondii na
populacdo em estudo. Da mesma forma, os resultados de IgE sérica especifica aos alérgenos
Dp e Df mostrando uma maior sensibilizagdo aos acaros no grupo de pacientes TG— reforga a
relagdo inversa entre a infeccao por este microrganismo e a sensibilizagdo alergénica. Como
esperado, niveis séricos de IgE total em pacientes atdpicos foram maiores que em nao-
atopicos. Entrentanto, a resposta de IgE sérica total ndo mostrou diferengas significativas
entre os individuos soropositivos e soronegativos a T. gondii, indicando que a infec¢do pelo
parasito parece nao exercer influéncia sobre os niveis de IgE sérica total, ao contrario do que
foi observado com IgE sérica especifica aos alérgenos de 4caros. Estudos t€ém demonstrado
que individuos infectados por T. gondii podem produzir anticorpos IgE especificos ao parasito
na fase aguda da infecgdo, sem provocar alteragdes significativas nos niveis de IgE sérica total
(VILLENA et al., 1999; FOUDRINIER et al., 2003). Portanto, a resposta de IgE sérica total
ndo mostrou ser bom indicador para qualquer associacdo entre atopia e infec¢do na populacao
em estudo.

Analisando os marcadores de infec¢do entre os individuos atopicos € ndo-atopicos, a
resposta imune humoral contra T. gondii mostrando maiores niveis de IgG especifica ao
parasito e maior soropositividade entre individuos ndo-atopicos enfatiza que a presenca de um
marcador sorologico de infec¢do cronica na toxoplasmose foi inversamente relacionada a
sensibilizacdo alergénica. Neste contexto, ficou evidente a maior propor¢do de nio-atopicos
que atdpicos entre individuos do grupo TG+, enquanto esta diferenca ndo foi encontrada entre
os individuos do grupo TG—. Em uma andlise global, os pacientes atopicos predominaram no
grupo TG—, enquanto os individuos Tg-soropositivos predominaram no grupo de ndo-
atopicos. Estes achados reforcam que a infecgdo pelo parasito e o tipo de resposta imune
induzida por um patégeno gastrointestinal como T. gondii podem exercer efeitos inibitorios
sobre a indugdo de sensibilizacdo alergénica a acaros da poeira domiciliar.

Resultados contraditérios tém sido relatados em diversos estudos epidemioldgicos
enfocando a associacdo entre a infecgdo por T. gondii e doengas atopicas (BODNER et al.,
2000; MATRICARDI et al., 2000, 2002; LINNEBERG et al., 2003; RADON et al., 2004;
BIRGISDOTTIR et al., 2006; JANSON et al., 2007). Nossos achados concordam com aqueles
relatos de menor prevaléncia de infeccdo por T. gondii em pacientes atopicos quando
comparado com nao-atopicos (MATRICARDI et al., 2000, 2002; LINNEBERG et al., 2003;
JANSON et al., 2007; ELLERTSEN; HETLAND; LOVIK, 2008), refor¢gando a hipdtese que
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maior exposi¢ao a T. gondii reduz a sensibilizagdo em nivel populacional. Por outro lado,
outros estudos ndo encontraram qualquer associa¢do entre soropositividade a T. gondii e
atopia (BODNER et al., 2000; RADON et al., 2004; BIRGISDOTTIR et al., 2006). Uma
provavel explicagdo para estes achados contraditorios pode estar na sele¢do dos critérios
utilizados para definicdo de atopia (ELLERTSEN; HETLAND; LOVIK, 2008). Como a
prevaléncia de doengas alérgicas respiratorias aumenta linearmente com o aumento nos niveis
de IgE sérica especifica (SIMPSON et al., 2005), a utilizacdo de maiores valores de cut off
para IgE especifica permite melhor associacdo com alta probabilidade de atopia. No presente
estudo, atopia foi definida pela presenga concomitante de TCP e ELISA-IgE positivos aos
alérgenos de Dp e Df, com valores de IE > 1,2, ou seja, 20% acima dos valores limitrofes do
cut off. Do mesmo modo, os relatos concordantes aos nossos resultados utilizaram altos
valores de IgE especifica (> 3,49 kU/I, classes 3-6; Phadiatop, Pharmacia Diagnostics).

Outras possiveis diferencas entre os estudos tém sido relacionadas com a idade e o
género dos pacientes analisados. No presente estudo, nos analisamos individuos adultos de
ambos os géneros, com alta soropositividade a T. gondii (42%) e crescente com a idade. Por
outro lado, um recente estudo analisou recrutas militares jovens (ao redor de 20 anos de
idade), preferencialmente do género masculino e com baixa soropositividade a T. gondii (8%)
(ELLERTSEN; HETLAND; LOVIK, 2008). Entretanto, em ambos os estudos, os resultados
foram concordantes, mostrando uma associacdo inversa entre atopia e infec¢do, indicando que
a maior prevaléncia de infec¢dao por T. gondii em pacientes nao-atopicos nao depende de
género ou idade. Tal fato pode ser atribuido as caracteristicas tipicas da resposta imune
humoral a T. gondii em induzir imunidade de longa duragéo.

Analisando a resposta imune celular, uma forte resposta proliferativa associada com
elevada sintese de IFN-y foi observada apos estimulagdo com STAg somente nos grupos de
pacientes soropositivos a T. gondii, independente de serem atopicos ou nao-atopicos. Estes
achados demonstram uma predominancia da imunidade dependente de células T especificas
ao parasito, caracterizada por uma resposta imune polarizada do tipo Thl com produgdo de
altos niveis de IFN-y mesmo na fase cronica da infeccdo (DENKERS; GAZZINELLI;
MARTIN, 1993). Recentemente, foi demonstrada evidéncia experimental da hipdtese que T.
gondii contribui na protecdo contra atopia em modelo murino de inflamagdo alérgica,
verificando que ambas as infec¢des aguda e cronica bloqueiam o desenvolvimento de
inflamacao das vias aéreas, estando relacionado a altas concentracdes de citocinas do tipo Thl
(FENOY et al., 2009). Por outro lado, a sensibilizacdo alergénica também parece exercer

efeitos inibitdrios na resposta imunologica ao parasito, como foi relatado em um estudo



42

anterior realizado pelo nosso grupo (WELTER et al., 2006). Os autores demonstraram a
interferéncia de respostas imunes Th2 induzidas pela infec¢ao por Myocoptes musculinus, um
acaro da sarna de camundongos, no resultado da infecgdo experimental com T. gondii. Neste
modelo murino de alta susceptibilidade a infecgdo por T. gondii com uma vigorosa produgao
de resposta imune Thl, foi observado que a coinfec¢do com M. musculinus e T. gondii
prolongou a sobrevida e melhorou as lesdes intestinais, em associacdo com queda
significativa nos niveis séricos de IFN-y, sugerindo interagdes imunomoduladoras entre os
organismos nao-relacionados (WELTER et al., 2006).

No presente estudo, as citocinas tipicas do perfil Th2 como IL-5 prevaleceram nos
grupos de atopicos comparado aos ndo-atopicos, independente da soroprevaléncia a T. gondii.
A estimulacdo com os alérgenos Dp ou Df induziu fraca resposta proliferativa em todos os
grupos de pacientes, embora o alérgeno Df foi capaz de induzir significantes respostas
proliferativas somente em pacientes atopicos soronegativos a T. gondi. Estes achados
poderiam refletir a utilizacdo de concentragdes sub otimas de alérgenos de acaros para
estimulagdo in vitro, principalmente para o alérgeno Dp. Entretanto, niveis significantes de
IL-5 foram produzidos apds estimulacdo com o alérgeno Dp e, em menor extensdo ao
alérgeno Df, somente nos grupos de pacientes atopicos, independente da soropositividade a T.
gondii. Estes achados indicam que células de pacientes atopicos estdo prontas a produzir
citocinas do perfil Th2 apds re-estimulagcdo alergénica (HALES et al., 2008), mesmo na
presenca de infec¢es concomitantes. Além disso, pacientes soropositivos a T. gondii também
produziram niveis detectaveis de IL-5 em resposta ao STAg, embora seja evidente a alta razao
IFN-y/IL-5 apos estimulagdo antigénica especifica.

A resposta de citocinas reguladoras como IL-10 foi evidenciada em todos os grupos,
marcadamente apds estimulagdo com o alérgeno Df. Estudos tém demonstrado que PBMC de
pacientes atopicos produzem maiores niveis de IL-10 que os ndo-atdpicos apos re-estimulagao
alergénica (HALES et al.,, 2008). Por outro lado, analises in vitro encontraram maior
propor¢ao de células produtoras de IL-10 em individuos ndo-atépicos comparado aos atdpicos
apds 12 horas de estimulagdo alergénica (AKDIS et al.,, 2004). Portanto, resultados
contraditorios podem ser devido aos diferentes tempos de estimulacdo e de deteccdo das
citocinas nos sobrenadantes de cultura. Adicionalmente, no presente estudo, células de
pacientes soropositivos a T. gondii também produziram maiores niveis de IL-10 que os Tg-
soronegativos apos estimulagdo com STAg, confirmando relatos anteriores que a infec¢ao por
T. gondii nao induz a produgdo apenas de IFN-y, mas também de IL-10 com atividades

reguladoras (JANKOVIC et al., 2007). Como as respostas inflamatérias de células Thl para
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eliminar patdégenos intracelulares podem causar imunopatologias, IL-10 parece controlar estes
efeitos deletérios. Neste contexto, infecgdes podem proteger contra o desenvolvimento de
alergias por induzir a produgdo de citocinas reguladoras como IL-10 e TGF-3, que controlam
ambas as respostas Thl e Th2, reduzindo as manifestagdes de patologias e danos ao
hospedeiro (ROBINSON; LARCHE; DURHAM, 2004; ROMAGNANI, 2006). Além disso,
niveis de IL-10 tém sido correlacionados inversamente com a incidéncia ou gravidade de
doengas alérgicas (AKDIS et al., 2004). Vale destacar, entretanto, que no presente estudo, os
individuos definidos como atdpicos ndo apresentavam sintomas clinicos de reacdo alérgica no
momento das analises e, portanto, a associa¢do inversa entre infeccdo e atopia pode ser mais
representativa para a prevengdo da sensibilizagdo e reduzida para a doenca clinica
(ELLERTSEN; HETLAND; LOVIK, 2008). Os mecanismos imunoldgicos envolvidos nesse
efeito protetor da exposicdo a infecgdes permanecem ainda controversos. Eles poderiam ser
mediados, pelo menos em parte, por citocinas do tipo Thl como IFN-y, induzidas pelos
patogenos, levando a alteragcdes no balango Th2/Thl, mas o papel de citocinas reguladoras
como IL-10 ndo deve ser negligenciado.

Em conclusdo, uma associagdo negativa entre atopia e infeccdo por T. gondii foi
evidenciada pela primeira vez na populagdo de Uberlandia, MG, Brasil, demonstrando que a
presenga da infecgdo pelo parasito pode influenciar negativamente mais na indu¢do da
sensibilizacao alergénica do que no desencadeamento de respostas alérgicas. Assim, este
estudo vem reforcar o papel protetor de infecgdes no desenvolvimento de doengas alérgicas e
contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos participantes na resposta

imunoreguladora a aeroalérgenos.
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6. CONCLUSOES

e A associacdo negativa entre atopia ¢ infeccdo por T. gondii foi evidenciada pela

primeira vez na populagdo de Uberlandia, MG, Brasil.

e A resposta imune celular avaliada por respostas proliferativas e producao de citocinas
apos estimulacdo antigénica ou alergénica especificas demonstrou que a sintese de
citocinas do perfil Thl como IFN-y predominou nos grupos de pacientes soropositivos

a T. gondii, independente de serem atopicos ou ndo-atopicos.

e As citocinas do perfil Th2 como IL-5 prevaleceram nos grupos de atopicos comparado

aos ndo-atopicos, independente da soropositividade a T. gondii.

e A resposta de citocinas reguladoras como IL-10 foi evidenciada em todos os grupos,

marcadamente apés estimulagdo com o alérgeno de D. farinae.

e A presenga da infeccdo por T. gondii parece influenciar negativamente mais na
inducdo da sensibilizacdo alergénica do que no desencadeamento de respostas
alérgicas, refor¢gando o papel protetor desta infeccdo no desenvolvimento de doengas

alérgicas.
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e documentacdo pertinente ao projeto.

c- a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do
atendimento a Resolugdao 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do
mesmo.

Data para entrega do Relatdrio parcial: janeiro/2009

Data para entrega do Relatério final: ja;f‘I ro/2011 7( ) f
] L = (..—
13 de abril de 2007. e debdap e /r/f'{ T et Tos _KZuC-(o_

b Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado

Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendages)

= O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa. sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.0) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Ttem TV .2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos andlise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item I11.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber nsco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agio imediata,

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(Res. CNS Item V 4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e 4 Agéncia
Macional de Vigilancia Samitana - ANVISA - junto com scu posicionamento.

+ Eventuais modificagfies ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo |
ou II apresentados antenormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las lambém a
mesma, junto com o parecer aprovatono do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 25197,
item 1I1.2.e). O prazo para entrega de relatorio é de 120 dias apds o término da execugdio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

@ Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Pard, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , concordo em participar do projeto de

pesquisa intitulado “Analise do perfil anticérpico e de citocinas especificos a diferentes fracoes de
acaros da poeira domiciliar e producio de anticorpos monoclonais”, cujos principais objetivos sdo
analisar as respostas humoral e celular em pacientes alérgicos e produzir anticorpos monoclonais para
uso em diagnoéstico e terapia.

Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei submetido (a) e

que serdo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica do Laboratério

de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Campus Umuarama, Bloco 4C, a saber:

- realizagdo de exames complementares tais como teste cutdneo com alérgenos inalaveis

- necessidade de coleta de sangue para dosagem de anticorpos especificos a aeroalérgenos

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer duvida a
cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a investigag@o. Terei a
liberdade de me retirar da pesquisa a qualquer momento em que desejar, sem a necessidade prévia de
explicagoes.

Seréd respeitado o carater confidencial das informagdes fornecidas, ndo sendo permitida a
minha identificacdo.

Uberlandia, de de 200 .

ASSINATURA TESTEMUNHA
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ANEXO 3

Universidade Federal de Uberlandia

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Para, 1720, Campus Umuarama - Bloco 4C
Uberlandia, MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: (34) 3218-2195 - TELEFAX: (34) 3218-2333

b

Nome:
Data: / /
Idade: Data de nascimento: __ / /
Sexo: () Masculino () Feminino
Grau de escolaridade: () Primeiro grau () Segundo grau () Faculdade
Nivel socio-economico (renda familiar):
() até 1 salario minimo () de 5 a 10 salarios minimos
( ) de 1 a2 salarios minimos () mais de 10 salarios minimos

() de 2 a5 salarios minimos
Questionario 1 (Modulo Asma)
1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?
() Sim ( )Nao

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo niimero 6.

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito)?
( ) Sim ( )Nao

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?

Nenhuma crise ()
1 a 3 crises ()
4 a 12 crises ()
mais de 12 crises ()

4) Nos ultimos 12 (doze) meses, com que freqiiéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no peito?

Nunca acordou com chiado ()
Menos de uma noite por semana ()
Uma ou mais noites por semana ()

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer mais de
2 palavras entre cada respiragao?
( ) Sim ( )Nao

6) Alguma vez na vida vocé teve asma?
() Sim ( ) Nao

7) Nos tltimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apds exercicios fisicos?
() Sim ( ) Nao

8) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com infec¢do respiratoria?
( ) Sim ( ) Nao
Questionario 2 (Mo6dulo Rinite)

Todas as perguntas sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé nio estava gripado ou resfriado
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2)

3)

4)

5)

6)

)]
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Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza (corrimento nasal), ou obstru¢do nasal,
quando ndo estava gripado ou resfriado?
( ) Sim ( ) Nao

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza (corrimento nasal), ou
obstrugdo nasal, quando ndo estava gripado ou resfriado?
( ) Sim ( ) Nao

Nos ultimos 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira nos
olhos?
() Sim ( ) Nao

Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema nasal ocorreu? (Por favor, marque em qual ou quais
meses isto ocorreu).

() Janeiro () Maio () Setembro
( ) Fevereiro () Junho () Outubro

( ) Margo () Julho () Novembro
() Abril () Agosto () Dezembro

Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades diarias foram atrapalhadas por este problema
nasal?

Nada ()
Pouco ()
Moderado ()
Muito ()

Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( ) Sim ( )Nao

Questionario 3 (Médulo Eczema)
Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele (eczema), que apareciam e desapareciam por

pelo menos 6 meses?
() Sim ( ) Nao

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo niimero 6

2)

3)

4)

5)

6)

Nos tltimos 12 (doze) meses, vocé teve essas manchas na pele (eczema)?
( ) Sim ( ) Nao

Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) afetaram algum dos seguintes locais: dobras dos
cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das nadegas ou em volta do pescogo, orelhas
ou olhos?

( ) Sim ( )Nao

Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) desapareceram completamente nos ultimos doze
meses?
( ) Sim ( ) Nao

Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou acordado a noite por causa dessa
coceira na pele?
Nunca nos ultimos 12 (doze)meses
Menos de uma noite por semana
Uma ou mais noites por semana

~ A~ A~
R N—

Alguma vez na vida vocé teve eczema?
() Sim ( ) Nao
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ANEXO 4

Universidade Federal de Uberliandia

@ Instituto de Ciéncias Biomédicas

Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

TESTE CUTANEO DE PUNTURA
(Acaros de poeira domiciliar)

N° Extrato Tamanho da papula Tamanho do eritema
(mm) (mm)
1 Dermatophagoides pteronyssinus
2 Dermatophagoides farinae
3 Blomia tropicalis
4 Controle positivo
5 Controle negativo

Valores de referéncia:

Positivo — didmetros ortogonais maiores ou iguais a 3 mm, em relacdo ao controle negativo, medidos a partir do

maior diametro.

Negativo — didmetros ortogonais menores do que 3 mm, em relacdo ao controle negativo, medidos a partir do

maior didmetro.

Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi
Responsavel técnico




	RESUMO
	Características

	Grupos
	             TG+                                      
	TG–
	Valor de p

	TCP positivo a Dp e Df (n, %)§
	UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA
	TERMO DE CONSENTIMENTO
	Universidade Federal de Uberlândia

	ANEXO 4
	Universidade Federal de Uberlândia

