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RESUMO

No presente trabalho investigou-se a relagao entre infecgdes por geohelmintos e S.
mansoni e os fatores de risco para alergia em duas areas endémicas com diferentes
prevaléncias de infeccdo e co-infecgdao. A intensidade das infecgdes, eosinofilia,
fatores de risco para alergia, co infecgdo e os niveis de IgE anti-Der p 1 e anti-
Ascaris antes e 2 anos (populagéo 1) e 3 anos (populagao 2) apés o tratamento com
drogas anti-helminticas foram avaliados. Observou-se que na populagdo com baixa
prevaléncia e intensidade de infec¢ao (populagdo 2) apresentou menor contagem de
eosindfilos (>600/mm3) e maior contato com animais do que a populagdo com alta
prevaléncia e intensidade de parasitos (populagdo 1). Apdés o tratamento a
intensidade da infecgdo por S. mansoni diminuiu, mas nao foram observadas
mudangas nos individuos infectados por geohelmintos ou co-infectados. Na
populacdo 1, o tratamento anti-helmintico aumentou os niveis de densidade optica
pelo método de ELISA de IgE anti-Der p1 e anti-Ascaris nos subgrupos que se
tornaram negativos para infeccdo helmintica independente da condicdo prévia ao
tratamento. Diante disso, avaliou-se o index de reatividade de IgE anti-Der p1, e a
razdo (apods/antes tratamento) foi significativamente maior em pacientes co-
infectados antes do tratamento. Por outro lado, nenhuma associacédo entre o index
de reatividade de IgE anti-Der p1 e a intensidade foram observados. Conclui-se que
o tratamento antihelmintico de individuos de areas endémicas com alta prevaléncia
para infecgdes por geohelmintos e S.mansoni aumenta os niveis de IgE anti-Der p1
e que ha uma correlagéo direta entre os niveis de IgE anti-Der p1 com os niveis de
IgE e anti- Ascaris, mostrando que altos niveis de IgE anti- Ascaris e ndo somente a

infeccdo, € um fator de risco para o desenvolvimento de doengas alérgicas.
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ABSTRACT

In this work were investigated the relationship between Hookworm/S. mansoni
infections and allergy related risk factors in two endemic areas with distinct
prevalence of infections and co-infection. The intensity of infections, eosinophilia,
allergy risk factors, infections status and anti-Der p1 IgE levels before and two years
(population 1) and three years (population 2) after anthelmintic treatment, were
evaluated. It was observed that the population with lower prevalence and intensity of
infection (population 2) had lower eosinophils counts (>600/mm3) and higher animal
contact than the population with higher parasites intensity (population 1). After
anthelmintic treatment the intensity of S. mansoni single infection decreased, but no
changes were observed in Hookworm and co-infected individuals. The anthelmintic
treatment also enhanced anti-Der p1 IgE optical density in ELISA on the subgroups
that became negative for helminth infection regardless of their previous infection
condition in population 1. Facing that, we evaluated the anti-Der p1 IgE reactivity
index, and the ratio (after/before treatment) was significantly higher in patients co-
infected before treatment. On the other hand, no association between anti-Der p1 IgE
reactivity index and the intensity of infections were observed. In conclusion, effective
anthelmintic therapy of subjects from endemic areas with high prevalence of
Hookworm and S.mansoni infections enhances anti-Der p1 IgE levels and there is a
relationship between the anti-Ascaris IgE levels and IgE anti- Der p1, showing that

the first one, not only the infection, is a risk factor to allergic disorders development.

XV



Justificativa

1 INTRODUGAO

No Brasil apesar de todo o avancgo cientifico e tecnoldgico, mas néao sécio
econdmico, ocorrido nos ultimos anos, as helmintoses persistem como um grande
problema de saude publica, ocorrendo em diversas regides, seja em zona rural ou
urbana e em diferentes faixas etarias (Silva et al., 2011). O crescimento
desordenado das cidades e as acentuadas diferengas sociais fazem com que
parcelas da populacao brasileira vivam em situagdes precarias com condi¢cdes de
saneamento basico deficitarias e desnutricdo, propiciando a transmissao e agravos
das helmintoses (Fonseca et al., 2010). A somatoria desses fatores faz com que o
controle das parasitoses intestinais seja complexo e a reinfeccéo apds o tratamento
ocorra frequentemente em areas endémicas (Buck et al., 1978; Chamone et
al.,1990; Silveira et al., 1998; Brito et al, 2006; Grant et al., 2008; Vasconcelos et
al., 2009; Enk et al., 2010).

A ocorréncia e a intensidade de infecgao por helmintos estdo associadas a
fatores socioecondmicos como acesso limitado & agua limpa e tratada, ambientais
como clima tropical e baixa altitude, e também a fatores inerentes ao hospedeiro
como idade, predisposicao genética e fatores imunolégicos e fisioldgicos (Silveira
et al., 2004; Alemu et al., 2011).

Apesar dos aspectos negativos das infec¢gdes helminticas, apds a hipotese
da higiene proposta por Starchan (1989), tais doencas foram investigadas como
um dos fatores para a distribuicao e prevaléncia das doencas alérgicas.

Nos paises desenvolvidos e nos grandes centros urbanos da Ameérica
Latina, por exemplo, as doencgas alérgicas tém se tornado um problema de saude
publica sobrecarregando os sistemas de saude e causando a diminuicdo da
produtividade de individuos (Wong et al.,, 2001; Cooper et al., 2008). Varios
estudos demonstram que a prevaléncia das doengas alérgicas € menor nas areas
rurais e acredita-se que diversos fatores tais como a pobreza, estilo de vida, dieta,
familias numerosas e a ocorréncia de infecgdes helminticas podem conferir
protecao para essas doencas (Cooper et al., 2008; Cooper, 2009). A influéncia do
ambiente parece ter um papel extremamente importante uma vez que individuos
que mudam para centros urbanos desenvolvem doencgas alérgicas (Nicolau et al.,
2005; Cooper, 2009).
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Justificativa

2 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas trés décadas houve um aumento consideravel de doencgas
inflamatdrias autoimunes nos paises desenvolvidos incluindo diabetes do tipo |,
esclerose multipla, artrite reumatoide, doenca de Cruz (Bach, 2002; Zaccone et al.,
2006) entre outras doengas como asma e doengas alérgicas (Cooper, 2009).

Atualmente mais de 130 milhdes de pessoas no mundo sofrem de asma e o
numero esta aumentando. Por outro lado, a prevaléncia de doengas alérgicas é
menor em paises em desenvolvimento (Yazdanbakhsh et al., 2002). Mesmo nos
paises em desenvolvimento as doengas alérgicas tornaram-se um importante
problema de saude publica. Os centros urbanos da América Latina parecem ser 0s
mais afetados e apresentam as maiores prevaléncias de asma do mundo. Por
outro lado, a prevaléncia de asma e outras doencgas alérgicas é menor nas areas
rurais, sugerindo que a exposi¢cao aos fatores ambientais de areas rurais na
primeira infancia pode ter um efeito protetor as alergias (Cooper, 2009).

Uma vez que as infecgdes por helmintos tém fortes efeitos modulatorios
sobre a resposta inflamatéria do hospedeiro humano, estes podem ter um papel
importante no quadro epidemiolégico das doengas alérgicas em paises onde estas
infecgdes sao endémicas. No entanto, ainda ndo ha muita clareza sobre o assunto
em questdo, sendo necessarias investigagcdes adicionais que avaliem o papel real
da infecgdo helmintica na doencga alérgica e que determinem se a infecgéo
parasitaria reduz, de fato, as manifestagdes alérgicas ou se o resultado dessa
associacao € mais dependente das condicdes locais de exposicao e sensibilizacio
na area de estudo (Sorensen & Sakali, 2006).

Além disso, tem sido demonstrado que o tratamento extensivo e por tempo
prolongado com drogas anti-helminticas, em populagdes endémicas aumenta os
sintomas de doencas alérgicas. Entdo, faz-se necessario o entendimento das
consequéncias dos programas de tratamento em massa ou de individuos
infectados.

Sendo assim, neste trabalho propomos avaliar a hipétese de que o
tratamento com drogas helminticas € capaz de alterar a resposta imunolégica a

alérgenos em individuos previamente infectados por helmintos.
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Objetivos

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar longitudinalmente a reatividade do anticorpo IgE ao antigeno bruto

de Ascaris lumbricoides e ao alérgeno da poeira doméstica Der p1, em individuos

portadores de infeccdo por diferentes espécies de geohelmintos e Schistosoma

mansoni tratados com drogas anti-helminticas.

3.2 Objetivos especificos

VL.

Comparar a porcentagem de eosindfilos dos individuos dos municipios de
Sao Pedro do Jequitinhonha e Caju antes e apés tratamento com anti-

helmintico;

. Avaliar a reatividade de anticorpos IgE contra o antigeno bruto do Ascaris

lumbricoides em amostras de soro de individuos residentes em area

endémica para helmintoses, antes e apo6s o tratamento;

Avaliar a reatividade de anticorpos IgE contra o antigeno bruto do acaro
Dermatophagoides pteronyssius em amostras de soro de individuos
residentes em area endémica para helmintoses, nos diferentes tempos

amostrais;

. Avaliar a existéncia de correlagdo entre os niveis de reatividade das IgE,

avaliadas e o numero de eosindfilos circulantes;

. Avaliar a existéncia de correlagcdo entre os niveis de reatividade da IgE

séricos obtidas e idades dos participantes;

Avaliar a existéncia de correlagdo entre os niveis de reatividade da IgE anti-
antigeno bruto de Dermatophagoides pteronyssius aos dados obtidos pelo
questionario padrao sobre asma e doencgas alérgicas do International Study
of Asthma and Allergies in Childhood — ISAAC.

18



Material e métodos

4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Geohelmintoses

As helmintoses estdo entre as doencas infecciosas mais prevalentes nos
paises localizados nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Estima-se que
atualmente, dois bilhdes de individuos estejam infectados por pelo menos uma
espécie de helminto, sendo as espécies de geohelmintos as mais comuns. No
entanto, a prevaléncia das helmintoses varia entre paises, e até mesmo, entre
regides dentro de um mesmo pais. A estimativa para a América Latina, por
exemplo, é de que 20 a 30% da populacéo esteja infectada por alguma espécie de
geohelmintos (Fonseca et al., 2010). Em areas endémicas, as geohelmintoses séo
altamente prevalentes em criangas em idade escolar, residentes em areas rurais
com baixo indice de saneamento basico (Bethony et.al, 2006; Cooper et al., 2011).

Encontram-se descrito na literatura 341 espécies de helmintos infectando o
homem. No entanto, apenas 25 apresentam relevancia epidemiologica (Stoll,
1999). Dentre as espécies mais importantes de geohelmintos estdo o Necator
americanus, Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura e
Strongyloides stercoralis (Brooker, 2010). Essas espécies s&o parasitos
nematddeos transmitidos pelo solo e possuem ciclo de vida restrito ou n&o, ao
sistema digestivo do hospedeiro, ndo envolvendo um hospedeiro intermediario ou
um vetor (Greiger et al., 2004). Nas espécies A. duodenale e N. americanus, por
exemplo, os ovos presentes no solo diante de temperatura e umidade adequadas
eclodem dando origem a larvas filaridides infectante que ativamente penetram na
pele do hospedeiro. Através da circulagdo sanguinea, elas sao carreadas para o
coracdo e consequentemente para os pulmdes. As larvas permanecem nos
pulmdes de dez a quatorze dias para maturacdo, depois penetram a parede
alveolar, ascende o tronco brénquico até a garganta e sdo engolidas. Quando
alcangam o intestino delgado se tornam adultas e parasitam o hospedeiro. Entre a
ingestao de ovos e a ovoposigao de fémeas adultas sdo necessarios de dois a trés
meses (Miller, 1979). O ciclo de vida da espécie A. duadenale e N. americanus
esta exemplificado na Figura 1.

A espécie T. trichura por sua vez, é restrita ao trato digestivo. As fémeas

liberam por dia de dois a dez mil ovos que sao eliminados pelo hospedeiro através
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das fezes. Em condigcbes favoraveis no solo, esses ovos se tornam infectantes em
trés semanas. ApoOs serem ingeridos, os ovos eclodem no intestino delgado e as
larvas penetram os vilos continuando assim seu desenvolvimento. As larvas jovens
se deslocam para o0 ceco, penetram na mucosa tornando-se vermes adultos
(Cross, 1996).

Figura 1: Esquema do ciclo de vida do helminto A.duodenale. 1- Penetragéo da larva filaridide
(L3) pela pele; 2- Larvas carreadas pela circulagdo sanguinea até os pulmdes; 3-Larvas rompem os
capilares e caem nos alvéolos, sofrendo uma nova muda (L4). As larvas miram para a faringe; 4- As
larvas podem ser expulsas por expectoracdo ou entdo serem deglutidas; 5- As larvas deglutidas
atingem o duodeno onde sofrem uma nova muda (L5) e posteriormente amadurecem sexualmente
transformando-se em adultos. As fémeas apds a copula iniciam a ovoposicao; 6- Eliminagao dos
ovos pelas fezes e contaminagdo do ambiente; 7-Evolucao dos ovos férteis no solo até se tornarem
larvas rabditoides (L1) que posteriormente se desenvolvem em L2; 8- transformacgéo para larva

filaridide infectante (L3). Fonte: www.dpd.cdc.gov/dpdx

Apesar das infecgbes por geohelmintos serem raramente letais, elas
acarretam grandes deficiéncias nutricionais, fisicas, intelectuais e cognitivas
causando morbidade significativa (Lozoff et al., 2006; Brooker, 2010). As infec¢des
causadas pelas espécies A. duodenale e N americanus podem causar
sangramento intestinal e perda de proteinas proporcional a carga parasitaria. A
perda de sangue também é observada nas infec¢gbées por T. trichura, porém em
menor intensidade, mas quando associadas a outras geohelmintoses podem

agravar a deficiéncia de ferro causando anemia. A gravidade dos sintomas também
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esta relacionada a condicao nutricional do hospedeiro (Hotez et.al, 2004; Brooker,
2010).

As infecgbes por A. lumbricoides sdo, na maioria das vezes assintomaticas,
mas complicagdes além das intestinais ou relacionadas ao alto numero de
parasitos (Stephenson et al., 1989; Gyorkos et al., 2006) estdo geralmente
associadas ao comprometimento na digestdo de gordura, absor¢cado reduzida de
vitaminas e intolerancia temporaria a lactose (Van Eijk et al., 2009).

4.2 Esquistossomose

A esquistossomose € outra infeccdo helmintica relevante sendo endémica
em 76 paises com a prevaléncia de cerca 200 milhdes de pessoas infectadas em
todo o mundo (Engels et al., 2002; Grant et al., 2008; Alemu et al., 2011). No Brasil
a esquistossomose abrange 19 estados com dois milhdes e meio de individuos
infectados e vinte seis milhdes expostos ao risco de infecgdo (Coura & Amaral,
2004).

Os agentes etioldgicos da esquistossomose apresentam uma distribuicdo
geografica bastante definida. As trés principais espécies de Schistosoma, que
infectam o homem, sao as espécies S. mansoni presente no Brasil e em outros
paises da América do Sul, em partes da Africa e no Oriente Médio; S.
haematobium presente na Africa e Oriente Médio e é a Unica espécie em que o0s
ovos sao eliminados na urina e ndo nas fezes; S. japonicum presente na China,
sudeste da Asia e Filipinas (Grant et al., 2008). As espécies S. intercalatum, S.
mekongi e S. malayensis s&o restritas geograficamente apresentando pequena
relevancia epidemioldgica no cenario mundial. Além disso, outras espécies de
esquissomatideos que infectam aves e outros mamiferos podem causar dermatite
cercariana em humanos (Kolarova et al., 2010).

O ciclo de vida dos esquissomatideos € diferente do ciclo dos geohelmintos,
pois € necessaria a presenca do hospedeiro intermediario, onde o parasito sofre
reproducido assexuada. Em relagdo ao hospedeiro intermediario, trés espécies do
género Biomphalaria apresentam importancia epidemioloégica no Brasil, sendo elas
as especies B. glabrata, B. tenagophila e B. straminea (Carvalho, 1992).

O ciclo inicia-se quando o hospedeiro definitivo infectado elimina os ovos do
parasita proximo aos cursos de agua doce. Em condi¢bes adequadas os ovos

eclodem e liberam os miracidios que nadam livremente até penetrarem no
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hospedeiro intermediario. Nele os miracidios multiplicam assexuadamente e dao
origem a duas geragdes de esporocistos e consequentemente a producdo de
milhares de cercarias. O homem infecta-se ao entrar em contato com aguas
contaminadas com cercarias, que penetram ativamente pela pele ou mucosas e se
transformam em equistossdmulos. Os esquistossdmulos migram para varios
orgaos como os pulmbes através do fluxo sanguineo venoso. Os parasitos saem
dos vasos sanguineos, que irrigam as visceras, para alcangarem o sistema porta-
hepatico aonde se tornam vermes adultos. Os vermes acasalam e migram para as
veias mesentéricas da parede do intestino (Barbosa et al., 1978).

As formas e rotas de migracdo que o verme traca em seu hospedeiro
definivo sdo responsaveis por diferentes respostas imunoldgicas e
consequentemente, diferentes manifestacbes clinicas. De maneira geral, a
esquistossomose pode ser dividida em duas fases. A primeira € a fase aguda que
compreende a dermatite cercariana que € caracterizada por edema e prurido, na
regidao de penetracdo da cercaria na pele. Os individuos residentes de area
endémica por outro lado podem ser assintomaticos nao apresentando nenhum
sintoma. A segunda fase € a fase cronica e suas manifestagbes variam de acordo
com a localizagao do parasita e a carga parasitaria. A fase crénica pode apresentar
as formas clinicas: intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica compensada ou
descompensada, sendo a ultima a forma mais grave da doenga principalmente em
areas onde a doenca e as baixas condicdes sécio-econdmicas sao prevalentes
(Kloetzel, 1963).

Outra forma clinica de alta gravidade € a neuroesquistossomose e 0s
sintomas observados sdo: aumento da pressdo intracranial, mielopatia e
radiculopatia. Os estudos de caso sugerem que as complicagbes clinicas
observadas s&o decorrentes da deposicao de ovos e consequente migracao de
vermes adultos para o cérebro e medula espinhal (Ferrari et al., 2008; Ross et al.,
2012). Apesar do grande numero de pessoas infectadas, menos de 5%
apresentam complicagdes clinicas decorrentes da doenga (Araujo et al., 2004).

O método diagndstico Kato-Katz é o padrao para determinar a presenga de
ovos nas fezes. Essa técnica foi uma modificacao feita por Katz ao método de
esfregaco de gota espessa para analise de amostras fecais descrito previamente
por Kato e Miura (1954), para que fosse facilmente utilizado nos trabalhos em

campo. Essa nova técnica foi adotada pela OMS para o diagndstico qualitativo e
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quantitativo das infecgdes causadas por helmintos tais como A. lumbricoides, T.
trichura, A. duodenale e S. mansoni (WHO, 2011).

4.3 Tratamento das helmintoses

Em maio de 2001, durante a Assembleia Mundial da Saude, a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) defendeu a necessidade urgente dos governantes
controlarem a morbidade associada as infec¢gdes causadas pelos geohelmintos
através da administracdo regular de drogas anti-helminticas. O objetivo era tratar
75% das criangas em idade escolar e outros grupos com alto fator de risco até o
ano de 2010. No entanto, esse objetivo n&o foi alcangado, como podemos observar
no mapa que mostra a proporcao de criancas com idades entre 1-14 anos que
necessitam de quimioterapia contra geohelmintos de acordo com cada pais (Figura
2) (WHO, 2011).

O Ministério da Saude recomenda que infecgcdes causadas por A. duodenale
e N. americanus devem ser tratadas com Mebendazol (100mg) duas vezes ao dia,
durante trés dias consecutivos. O uso desse medicamento ndo é recomendado
para gestantes O Albendazol € um medicamento ovicida, larvicida e vermicida e é
administrado também por via oral sendo preconizado 400mg em dose unica. A
dose desses medicamentos independe do peso corporal. O Pamoato de Pirantel
pode ser usado na dose de 20-30mg/kg/dia, durante trés dias. O controle de cura é
realizado no 7°, 14° e 21° dias apos o tratamento, mediante exame parasitoldgico
das fezes (Ministério da Saude, 2010).

Durante a Ascaridiase, infeccdo causada pelo A. lumbricoides, o
Mebendazol e o Albendazol sdo utilizados pelo mesmo regime com excegao do
Albendazol, que em criancas deve ser administrado em dose unica 10mg/Kg. O
Levamizol também pode ser utilizado sendo que em adultos devem administrados
150mg por via oral em dose unica, em criangas abaixo de 8 anos devem ser
utilizadas 40mg e naquelas acima de 8 anos, 80mg (Ministério da Saude, 2010).

Apesar do tratamento em massa ter sido preconizado por alguns autores
(Fallah et al., 2002) ha uma preocupacéao crescente em relagdo a administracéo de
medicamentos anti-helminticos em larga escala uma vez que existe a possibilidade
de desenvolvimento de vermes resistentes a drogas, como ja foi observado na

medicina veterinaria, e em algumas regides endémicas como Zanzibar e Vietna
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nas quais uma unica dose de mebendazol nao foi eficiente no tratamento de
geohelmintos (Keiser & Utzinger, 2008). A resisténcia aos medicamentos contra
geohelmintos também foi observada em humanos (Diawara et al., 2013; Rana &
Misra-Bhattacharya, 2013).

Figura 2: Mapa mundial mostrando a proporgao de criangas em idades entre 1- 14 anos que
necessitam de quimioterapia para geohelmintos por pais. Legenda: [] menos de 1/3 da
populagdo; [@entre 1/3 e 2/3 da populagdo e [Mlacima de 2/3 da populagdo; [C1nenhuma
quimioterapia preventiva € necessaria; [_1 nenhum dado esta disponivel;lZ] n&o se aplica. Fonte:
World Health Organization, 2011.

Para o tratamento da esquistossomose, os medicamentos praziquantel e
oxaminiquina s&o utilizados. O praziquantel é administrado por via oral, em dose
unica de 50mg/Kg de peso para adultos e 60 mg/Kg de peso em criangas. Como
segunda escolha, a Oxaminiquina € utilizada em capsulas de 250mg e solucéo de
50mg/mL, para uso pediatrico. Para adultos recomenda-se 15mg/Kg e criangas,
20mg/Kg, via oral, em dose unica, uma hora apés uma refeicdo. A medicagao anti-
esquistossomotica ndo deve ser utilizada por gestantes, lactantes, criangas abaixo
de dois anos, individuos com insuficiéncia hepatica grave e renal. As medidas de
controle através da identificacdo e tratamento dos portadores de S. mansoni, por
meio de inquéritos coproscopicos a cada dois anos, deve fazer parte da
programacgao de trabalho das secretarias municipais de saude das areas

endémicas (Ministério da Saude, 2010).
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4.4 Resposta imunolégica humana frente as infecgoes
helminticas

Os helmintos sao parasitos que evoluiram com o sistema imune humano.
Eles estimulam o desenvolvimento das respostas imunoreguladoras no hospedeiro
provocando uma infecgdo assintomatica na maioria dos individuos permitindo sua
permanéncia no trato digestivo (Anthony et al., 2007; Maizels et al., 2009;
Danilowicz-Luebert et al., 2011).

Os principais tipos celulares presentes nas respostas imunes durante as
infeccdes por helmintos sdo os linfocitos T CD4" que quando ativados podem se
diferenciar nas linhagens do tipo 1 (Th1), tipo 2 (Th2), tipo 17 (Th17) e reguladora
(T reg) (Bourke et al., 2011; Leon-Cabrera & Flisser, 2012). A resposta imune do
organismo pode diferir entre as espécies e o estagio de desenvolvimento do
helminto durante uma mesma infecgéo (Harris & Gause, 2011).

A presenga dos helmintos na luz intestinal e de seus componentes induz a
polarizacado da resposta para Tipo 2. Combinada com a supresséao de citocinas pro
inflamatdria, durante a evolugao da infecgao, ocorre a modulagdo na expressao de
moléculas co-estimulatorias nas células dendriticas, levando a inducéo da resposta
Tipo 2 (Carvalho et al., 2008; Danilowicz-Lueber et al., 2011).

A resposta Tipo 2 envolve a rapida ativacdo e comprometimento dos
eosindfilos, basdfilos e mastocitos (células da resposta imune inata) e linfocitos T
CD4". Essas células produzem interleucinas (IL-4), que apresenta papel central
nesta resposta, como IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL- 25 e IL-33 e um conjunto de
citocinas que levam a mudancas fisiolégicas nos érgaos afetados como intestino e
pulmdes, caracterizadas pela hiperplasia de células produtoras de mucina e
contragdo da musculatura lisa. Durante uma infecgdo helmintica a resposta Tipo 2
promove a troca de classes de isotipos das células B para IgE e IgG (Carvalho et
al., 2008; Hotez et al., 2008; Perrigoue et al., 2008).

A producgao desses dois isotipos € dependente da ligagao entre os linfocitos
T e B e da presenga da IL-4. Sendo assim, as infec¢gdes helminticas estao
associadas a uma grande produgdo de IgE policlonal. Essa imunoglobulina é
responsavel pela ativagdo de eosindfilos, mastécitos e baséfilos através da ligagao
aos receptores Fc Rl promovendo a desgranulacéo e a liberagédo de mediadores

soluveis produzidos por essas células. Desta forma, a resposta Tipo 2 tem como
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objetivos eliminar o parasita e diminuir o efeito patolégico causado pela inflamacéao
(Anthony et al., 2007).

Embora os helmintos possam causar imunopatologia grave, a maioria das
infecgcdes permanece cronica e assintomatica. Isso acontece porque além de
estimular uma resposta Tipo 2, as infecgbes helminticas sdo também capazes de
induzir a multiplicagdo de células reguladoras. As células TCD4" reguladoras
naturais (Treg) expressam o fator de transcricdo Foxp3, receptor de cadeia alfa
para IL-2 (CD 25), CTLA-4 e produzem proteinas imunossupressoras como IL-10 e
fator de necrose tumoral beta (TGF-B) (Danilowicz-Lueber et al., 2011). Essas
células reguladoras constituem de 5 a 10% dos linfocitos T CD4" periféricos em
humanos e suprimem varias respostas potencialmente patogénicas, especialmente
aquelas a antigenos proprios (Wang, Cao, Shi, 2008). As células T reg séo
importantes para reduzir a patologia no hospedeiro através da supressao das
respostas Tipo 1 e Tipo 2. Em modelos murinos para a esquistossomose, células
Treg CD4"CD25" expressando grandes quantidades de IL-10 demonstraram ter um
papel importante na redu¢do da imunopatologia, especialmente na fase cronica da

doencga (Malaquias et al., 1997; Danilowicz-Lueber et al., 2011).

4.5 Doencas alérgicas

Assim como as helmintoses, as doengas alérgicas sao patologias cronicas
associadas a altos niveis de citocinas da resposta imune Tipo 2, de Imunoglobulina
E (IgE) e eosinofilia (Pacifico et al., 2009). As manifestagcbes clinicas podem se
apresentar na forma de rinite e asma alérgicas, alergia alimentar, inflamacgdes
alérgicas da pele, alergia ocular e choque anafilatico (Akdis, 2009).

Nas ultimas trés décadas a prevaléncia das doencas alérgicas do trato
respiratorio tem aumentado significativamente nos paises desenvolvidos e nos
centros urbanos de paises em desenvolvimento. Em paises da Europa, na
Australia e nos Estados Unidos, 1 a cada 5 individuos sofre de doengas alérgicas
sendo que em outros paises elas sdo incomuns (Bell, 1996).

A rinite alérgica € um problema de saude mundial afetando pacientes de
todas as idades e etnias. E uma enfermidade do trato respiratério, ocasionada por
uma resposta inflamatéria nas vias aéreas superiores podendo se estender até as

vias aéreas inferiores (Bousquet et al., 2008).
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A prevaléncia da rinite alérgica varia entre os diferentes continentes do
mundo, mas observou-se um aumento consideravel nos ultimos 50 anos. Na
Europa, a prevaléncia dessa doencga na populacado de adultos varia de 17 a 28,5%
entre diferentes localidades. Estimativas consideram que mais de 600 milhdes de
pessoas sofrem dessa doenca e diferengas na incidéncia entre paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, aéreas rurais e urbanas, sdo observadas
(Yazdanbakhsh et al., 2002).

O diagnostico da rinite alérgica € feito através da observacéo de trés
sintomas cardinais no paciente que sao: obstrucdo nasal, rinorréia e espirro sendo
também descrito lacrimejamento dos olhos e sinusite associados a estes sintomas.
No entanto, muitos pacientes sdo subdiagnosticados muitas vezes porque os
sintomas nao sao percebidos. A rinite alérgica pode ser dividida em intermitente ou
persistente e a gravidade da doenga depende dos sintomas e de como eles afetam
as atividades diarias do paciente (Bousquet et al., 2008).

Além da rinite alérgica, a asma € uma doenga respiratoria que afeta grande
parte da populacdo mundial e apresenta sintomas mais graves que a rinite. A asma
€ a denominacgao dada a inflamacgao crénica resultante de uma hiperresponsividade
nas vias aéreas inferiores, levando a broncoconstricdo e consequentemente, a
limitacdo do fluxo de ar. Essa doenga € mais comum em criancas, interferindo de
forma significativa no desempenho escolar e desenvolvimento (Cooper, 2009). No
mundo 300 milhdes de pessoas sao acometidas pela doenga e anualmente
ocorrem 250.000 mortes decorrentes de suas complicagdes, sendo que a maioria
dos obitos ocorre nos paises em desenvolvimento (Pawankar et al., 2008).

O estudo internacional de asma e alergia na infancia do inglés International
Study of Asthma and Allergy in Childhood (ISAAC) foi desenvolvido para maximizar
os valores epidemiolégicos da pesquisa em asma e doengas alérgicas,
estabelecendo uma metodologia padrao para facilitar a colaborag&o internacional.
Os objetivos dessa metodologia foram descrever a prevaléncia e a gravidade da
asma, rinite e eczema em individuos, moradores de diferentes centros, e fazer
comparagoes entre regides de um mesmo pais e entre paises; fornecer dados para
uma avaliacdo de tendéncias futuras sobre a prevaléncia e gravidade dessas
doengas e fornecer uma visdo geral para futuros estudos epidemioldgicos,
genéticos, ambientais e de assisténcia médica relacionados a estas doencgas
(Asher & Weiland, 1998; Solé et al., 1998).

27



Material e métodos

O método ISAAC é composto por trés fases. A fase | € um questionario
destinado para estimar a prevaléncia e a gravidade da asma, rinite e eczema em
duas diferentes faixas etarias, de 6 a 7 anos e de 13 a 14 anos, no entanto, varios
estudos o utilizam em individuos acima dos 14 anos (Montefort et al., 2009;
Uthaisangsook, 2010; Al Ghobain et al., 2012). A fase Il investiga possiveis fatores
etiologicos e a fase Ill € a repeticdo da fase | para avaliar as tendéncias da
prevaléncia (Bousquet et al., 2008).

Os dados obtidos pelo método ISAAC mostraram que por serem doengas do
trato respiratério, a associacdo entre rinite e asma sio frequentes. Entre os
pacientes asmaticos 80% também apresentam sintomas de rinite e de 10 a 40%
dos pacientes, que apresentam rinite tem asma (Bousquet et al., 2008). Indonésia,
Albania, Roménia, Grécia e Georgia sdo os paises com as menores prevaléncias
(<5%) de asma e rinite alérgica no mundo. Os paises com as maiores prevaléncias
(> 30%) de asma e rinite alérgica foram Australia, Nova Zelandia e Reino Unido. A
prevaléncia de asma no Brasil é de 20%, de rinite alérgica € de 16% e 4% para
eczema (Bousquet et al., 2008). Nas ultimas décadas o que se observa é o
aumento crescente da incidéncia e prevaléncia de doengas alérgicas,
principalmente em paises desenvolvidos e em grandes centros urbanos de paises
em desenvolvimento, principalmente os da América Latina, acarretando em
prejuizos na vida do paciente e sobrecarga no sistema unico de saude (Cooper,
2009).

A etiologia das doencgas alérgicas € ambiental, genética e imunoldgica,
porém os riscos atribuidos a cada um desses fatores ainda sao incertos.
Exposi¢des diarias a novas moléculas presentes no ar, agua e na dieta, o aumento
da poluicdo no ambiente, o menor numero de infecgdes e fatores genéticos como a
alta producao de IgE (atopia), sdo as principais causas para o desenvolvimento de
sintomas das doencgas alérgicas (Akdis, 2009). Os aeroalérgenos ou alérgenos
inalados estédo frequentemente associados ao desenvolvimento da rinite alérgica e
asma. O termo alérgeno pode ser definido como moléculas que apresentam como
propriedades a sensibilizagdo do sistema imune induzindo a produgdo de
anticorpos de alta afinidade, especialmente IgE,e a promogdo de uma reagéo
alérgica (Aalberse, 2000).

Os alérgenos sao proteinas, glicoproteinas ou glicanas originados de uma

grande variedade de animais, plantas, insetos ou fontes ocupacionais e que
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apresentam importantes atividades bioldgicas tais como: inibicdo enzimatica,
transporte e regulagdo de outras proteinas e enzimas. Os aeroalérgenos s&o
divididos em internos estando presentes em acaros, pelo de animais, insetos e
mofo e externos como os encontrados no pdlen e agentes ocupacionais. A
prevaléncia da IgE resultante da sensibilizacdo aos alérgenos internos como os de
acaro da poeira domeéstica e alérgenos de gato esta positivamente relacionada com
a frequéncia e gravidade da asma (Bousquet et al., 2008).

Os acaros da poeira doméstica sao as principais fontes de alérgenos. Esses
animais pertencem ao filo Artropoda, classe Arachnida, subclasse Acarina, familia
Pyroglyphidae. As espécies mais importantes sdo o Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Euroglyphus maynei, Lepidoglyphus
destructor e Blomia tropicalis (Mary et al , 2008)

Os exemplares dos géneros Dermatophagoides e Euroglyphus se
alimentam de restos de pele humana descamada e desta forma, sdo abundantes
em lencgois, colchdes, travesseiros, carpetes, estofados e pelucias. Os alérgenos
estao presentes nas fezes e no exoesqueleto desses animais e sua inalagao ocorre
quando tais particulas sdo suspendidas nos ambientes contaminados. Muitos
pacientes apresentam sintomas durante todo o ano, porém, ha uma exacerbagao
nos periodos umidos, isso porque oOs acaros apesar de estarem presentes nas
casas durante todo o ano, estes apresentam crescimento maximo em temperaturas
acima de 20°C e umidade relativa de 80% (Bousquet et al., 2008).

O desenvolvimento das doengas alérgicas requer a sensibilizacdo de
individuos susceptiveis a um antigeno especifico. Essa sensibilizagdo pode
acontecer em qualquer momento da vida, embora criancgas e individuos no inicio da
adolescéncia tenham maior propensdo. Quando os alérgenos entram no
organismo, estes sao capturados e processados pelas células apresentadoras de
antigeno que apresentam peptideos através da molécula de MHC aos linfocitos T
CD4". A resposta imunolégica depende do reconhecimento e interagdes de varios
receptores e do microambiente de citocinas sendo que a IL-4 direciona para a
resposta Tipo 2 e IFN-y para o perfil Tipo 1 (Wong et al., 2001; Luger et al., 2010;
Powe et al., 2010).

As doengas alérgicas séo caracterizadas pela resposta Tipo 2 que promove
a migragcdo e povoamento da submucosa das vias aéreas por eosinofilos e

linfécitos. Esse tipo de resposta estd associado a ativagdo de linfécitos B
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especificos e nao especificos, que se transformam em plasmacitos. Os plasmacitos
sintetizam IgE especifica que se liga a receptores presentes na membrana
plasmatica de eosindfilos, basoéfilos e mastocitos os quais atuam como efetores da
inflamacédo alérgica através da producdo de fatores vasoconstritores, pro
inflamatodrios e fibrinogénicos como a histamina, leucotrienos, fator de ativacao de
plaquetas, triptase, entre outros que sdo responsaveis pela obstrucédo e
hiperatividade dos brénquios (Erazo et al., 2007; Li & Boussiotis, 2008; Akdis,
2009).

Além disso, os eosindfilos, baséfilos e mastdcitos, juntamente com os
linfécitos Th2, produzem as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que possuem
importantes fungdes na resposta imune. As citocinas IL-4 e IL-5 s&o cruciais para
a ativacao e infiltracdo de eosindfilos para o local da inflamacdo. A IL-10 é uma
citocina anti-inflamatéria que suprime a secrecéo de citocinas pro inflamatérias, a
inflamacéao das vias aéreas induzida pelo alérgeno e a respostas inespecificas nas
vias aéreas. Ja a IL-13 compartilha receptores, vias de sinalizacdo e muitas
atividades biolégicas com a IL-4 que tem o papel na indugdo e manutencéo da
producao da IgE e na resposta alérgica mediada pela IgE quando a producgéo de
IL-4 é baixa ou ausente. Além disso, as citocinas IL-13 e IL-4 tém efeito sinérgico
com TNF-a e IL-5 na ativagao de eosinodfilos (Wong et al., 2001; Erazo et al., 2007;
Li & Boussiotis, 2008; Akdis, 2009; Voehringer, 2009; Luger et al., 2010; Powe et
al., 2010).

Durante muitos anos, o estabelecimento das doencgas alérgicas foi atribuido
a producao anormal de células T resultante do desequilibrio entre as citocinas das
respostas Tipo 1 e Tipo 2. No entanto, estudos recentes demonstram que a
regulacdo das células T é crucial para o desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica saudavel impedindo o surgimento de alergias. Sendo assim, as
alergias parecem estar na quantidade e atividade de células das subpopulagdes de
linfécitos T (Fujita et al., 2012).

A tolerancia central € o principal mecanismo para estabelecer o repertério de
linfécitos T através da selecdo timica positiva e negativa. Porém, a delegcdo de
linfécitos T nocivos é incompleta fazendo com que o sistema imune desenvolva
estratégias de regulagdo imunolégica em o6rgaos linfoides periféricos a fim de
prevenir respostas imunologicas aberrantes. A regulagao periférica é feita por

mecanismos intrinsecos e extrinsecos das células T sendo que 0s mecanismos
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intrinsecos envolvem a anergia dessas células, mudanca de fenotipo e apoptose.
Ja os mecanismos extrinsecos estao relacionados com regulagdo de células T
pelas células T reg, citocinas supressoras, principalmente IL-10 e TGF-B, e pelas
células apresentadoras de antigeno (Wong et al., 2001; Erazo et al., 2007; Li &
Boussiotis, 2008; Luger et al., 2010).

Individuos saudaveis e alérgicos apresentam as trés principais
subpopulagdes de linfocitos T (Th1, Th2 e T reg), porém em proporgdes diferentes.
Individuos saudaveis apresentam a subpopulagdo de células reguladoras para
alérgenos ambientais comuns maiores que as outras subpopulagbes enquanto que
em individuos alérgicos a subpopulagao celular mais evidente é a Th2. As células T
reg suprimem o desenvolvimento das doengas alérgicas através de varios
mecanismos que incluem a supressao de células dendriticas, linfécitos T auxiliares,
mastocitos, eosindfilos e basofilos; inibicdo da migragcdo de células inflamatorias
para os tecidos e diminuicdo da producdo de IgE total e alérgeno especifica,
aumentando simultaneamente a IgG4. Todas essas atividades sdo controladas
pelas citocinas IL-10 e TGF-B (Fuijita et al., 2012).

4.6 Hipétese da higiene

O aumento da incidéncia de doengas alérgicas tem evidenciado a
necessidade de estratégias preventivas efetivas. No entanto, antes que essas
sejam tragadas é importante determinar os eventos que levam a sensibilizagdo
alérgica e identificar marcadores preditivos que podem distinguir individuos
susceptiveis (Warner & Warner, 2000).

Como a prevaléncia das doencgas alérgicas em areas rurais € menor, iSso
sugere que as exposi¢cdes a componentes ambientais presentes nas areas rurais
durante as fases iniciais da vida podem ter agéo protetora contra a alergia (Cooper,
2009). Essa observacao foi feita inicialmente pelo epidemiologista Strachan (1989)
que relatou uma relacao inversa entre o tamanho da familia e desenvolvimento de
desordens atdpicas. A diminuigdo da incidéncia de infec¢des transmitidas por um
ambiente ndo higiénico poderia ser a causa do aumento das doengas alérgicas.
Desta forma, sua teoria foi denominada hipétese da higiene.

Posteriormente, essa teoria foi explorada por especialistas em alergia e

imunologia evoluindo para um conceito mais amplo o qual considera a diminuigao
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das infecgdbes como a principal causa no aumento da atopia. A atopia € uma
predisposi¢cdo genética dos individuos a serem sensibilizados por alérgenos
ambientais, sendo um importante fator de risco para as doengas alérgicas. No
entanto, uma pequena proporcao de individuos atépicos desenvolve os sintomas
clinicos da alergia. A manifestacdo clinica dos sintomas alérgicos em individuos
atopicos é influenciada por fatores ambientais como poluicdo do ar, dieta e
exposi¢cao aos patdégenos, levando a uma distribuicdo heterogénica das doencgas
atopicas mundialmente (Rujeni et al., 2012).

A diminuigao das infeccdes nas populagdes pode ser atribuida a melhorias
das condi¢cbes sanitarias das populagbes como tratamento de agua e esgoto,
acesso facilitado aos sistemas de saude, utilizacdo de antibidticos, dieta com
alimentos industrializados, campanhas de vacinacdo e até mesmo o éxodo rural
(Zaccone et al., 2006; Smits et al., 2010).

No entanto, a exposicdo a microrganismos ocorre sem que haja infecgao,
pois suas partes viaveis e inviaveis estdo em todos os lugares em diferentes
concentragbes. Essas substancias microbianas sédo reconhecidas pelo sistema
imune inato, induzindo uma resposta imunoldgica sem que ocorra uma infecgao. A
exposi¢cao ambiental basal e constante aos produtos microbianos pode ser crucial
para a maturagdo do sistema imune na infancia, desenvolvendo tolerancia a
componentes naturalmente presentes no ambiente como os alérgenos (Kabesch &
Lauener, 2004).

Até a pouco tempo, acreditava-se que o0s recém-nascidos eram
imunologicamente imaturos e que o desenvolvimento de uma resposta especifica
estava restrito ao periodo apdés o nascimento. No entanto, hoje se sabe que os
neonatos possuem a capacidade de criar uma resposta imune a antigenos
ambientais comuns que s6 pode ser sido desenvolvida na vida intrauterina. O
estudo de células mononucleares de sangue periférico de fetos evidenciou que a
resposta a alérgenos é observada na 222 semana gestacional (Warner & Warner,
2000).

Os fatores que influenciam no desenvolvimento do sistema imune da
descendéncia estao distribuidos em quatro etapas. A primeira etapa ocorre antes
da gestagdo em que o status nutricional materno, os genes parentais e a
programacao epigenética influenciam no desenvolvimento imune da possivel prole.

No desenvolvimento intrauterino fatores como a exposicdo materna a
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microrganismos, ligacdo antigeno-anticorpo, o0 microambiente de citocinas,
estresse, tabagismo, nutricdo materna, fatores placentarios e bom funcionamento
das glandulas uterinas estimulam a maturagéo do sistema imune do feto. A terceira
etapa ocorre durante o parto e no periodo que o sucede. Os fatores importantes no
desenvolvimento do sistema imunolégico do neonato sdo a forma de parto
(cesariana ou parto normal), a utilizacdo de antibidticos perinatal, forma de
alimentagao (aleitamento materno ou formulagdes) e colonizagéo inicial do trato
gastrointestinal. A ultima etapa € o inicio da infancia e os fatores envolvidos sédo a
dieta da crianga (introdugdo de possiveis alérgenos), infeccbes (exposi¢coes ao
antigeno), colonizagao continuada do intestino e tabagismo dos pais (Kaplan et al.,
2011).

Essas observagdes ganharam forga com os estudos que mostram que a
exposicao a patdégenos presentes na comida ou orofecais como a hepatite A,
Toxoplasma gondii e Helicobacter pylori reduzem em 60% o risco de atopia. Além
disso, diferengas nas taxas das espécies de microrganismos comensais
colonizadoras do intestino também estdo envolvidas na predisposi¢cao a doencgas
alérgicas (Yazdanbakhsh et al., 2002; Kabesch & Launer, 2004).

A primeira explicagao imunolégica para a hipétese da higiene foi baseada no
balango entre a resposta Tipo 1 associada as infecgbes bacterianas e virais e
doencas autoimunes e a resposta Tipo 2 associada as helmintoses e as doencgas
alérgicas. A exposicado limitada a patdgenos bacterianos e virais durante os
primeiros anos de vida resultariam na estimulagao insuficiente de células Th1 que
desta forma nao poderiam contrabalancear a expansao das células Th2 resultando
na predisposi¢ao a alergia (Rook, 2008).

Essa hipotese foi confirmada em modelos animais através de ensaios que
promoveram a prevencao das doengas alérgicas através da indugao de respostas
Tipo 1 alérgeno especificas apds vacinagdo com o bacilo Calmette-Guerin (BCG)
(Yazdanbakhsh et al., 2002). No entanto, essa nunca foi uma teoria muito forte
uma vez que as citocinas presentes na resposta Tipo 1 como INF-y também estao
presentes em grandes quantidades na asma e na dermatite atdpica. Além disso,
defeitos nas vias de produgdo da IL-12 e INF-y n&o levam ao aumento da
gravidade ou incidéncia das doengas alérgicas sugerindo que em humanos a
resposta Tipo 1 ndo € um regulador fisiolégico de resposta Tipo 2. Além disso,

observou-se que a estimulacao da proliferagdao de células Th1 em uma inflamacéao
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mediada por células Th2 leva ao sinergismo da inflamagao ao invés da modulagao
da imunopatologia (Rook, 2008).

A incongruéncia sobre a hipotese do balango entre as respostas Tipo 1/Tipo
2 foi exaustivamente discutida e documentada no final da década de 90 quando se
observou um aumento simultdneo nas doencas inflamatdrias crénicas como
diabetes do tipo 1, esclerose multipla e doenga inflamatoérias do intestino ocorrendo
Nnos mesmos paises que apresentaram um aumento das doengas alérgicas. Além
disso, individuos infectados por helmintos, que apresentam uma resposta Tipo 2
efetiva, apresentam menor sensibilizagao alérgica e o desenvolvimento de doencgas
alérgicas (Yazdanbakhsh et al., 2002; Rook, 2008).

4.7 Infecgdes helminticas e doengas alérgicas

O questionamento do efeito protetor dos helmintos nas doencgas alérgicas
teve inicio nas décadas de 60 e 70 quando estudos epidemioldgicos juntamente
com experimentos animais mostraram que as helmintoses, em especial as
causadas pelas espécies de Schistosoma e de geohelmintos, conferem um efeito
protetor no desenvolvimento das doencgas alérgicas. No entanto, os mecanismos
pelos quais os helmintos suprimem as respostas alérgicas em humanos ainda nao
foram completamente esclarecidos (Bashir et al., 2002; Wohleben et al., 2004;
Wilson et al., 2005; Mangan et al., 2006).

Atualmente existem trés hipdteses relacionadas com a IgE para explicar a
inibicdo da resposta a aeroalérgenos em individuos moradores de areas
endémicas para as helmintoses: (1) altos niveis de citocinas regulatérias
produzidas durante a infeccdo helmintica, como a IL-10 que suprime a resposta a
antigenos néo relacionados, (2) a competicdo entre a IgE policlonal induzida pela
infeccdo por helmintos e a IgE aeroalérgeno-especifica por receptores de alta
afinidade; (3) a inibicdo da sintese de IgE pelos altos niveis de IgE policlonal
(Araujo et al., 2004a).

Van den Biggelaar e colaboradores (2004) encontraram uma associagao
entre o estagio da infecgdo por S. mansoni e positividade no teste de
hipersensibilidade imediata que estava associada a grandes quantidades de IL-10
no soro dos pacientes. Esse resultado foi o precursor para a proposi¢cao de que IL-

10 juntamente ou ndo com TGF-(3 secretados pelas células apresentadoras de
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antigeno e pelas células T reg em resposta a uma infecgéo crbénica pode interferir
diretamente nos mecanismos alérgicos efetores através da inibicdo da
degranulagdo de mastdcitos ou inibigdo da proliferagdo de células comprometidas
com a resposta Tipo 2 (Yazdanbakhsh et al., 2002; Araujo et al., 2004b). Esses
dados foram corroborados por experimentos animais que demonstraram a
supressdo da resposta alérgica de camundongos infectados por helmintos era
dependente da IL-10 e de células reguladoras CD4" Foxp3™ (Bashir et al., 2002;
Wohleben et al.,, 2004; Wilson et al., 2005; Kitagaki et al., 2006; Pacifico et al.,
2009).

Porém, antes da resposta reguladora e a imunossupressao fossem adotadas
como a melhor explicagdo para a supressdo das doencgas alérgicas pelos
helmintos, a hipotese de bloqueio da IgE foi frequentemente utilizada para explicar
esse fenbmeno (Trujillo-Vargas et al. 2007). A IgE é a classe de anticorpo menos
abundante na circulacdo sendo por isso descoberta apds décadas da descoberta
das IgG, IgM, IgD e IgA. A justificativa para as baixas concentra¢cdées de IgE na
circulagdo esta na sua pequena meia vida de apenas um dia ou dois no plasma
muito menor da IgG que apresenta a média de 3 semanas. Isso ocorre devido ao
numero reduzido de células B comprometidas com a sintese de IgE e a sua rapida
absor¢cao pelos tecidos aonde se ligam com os receptores presentes nos
mastocitos. A estrutura da IgE € comum as outras imunoglobulinas, cada IgE € um
tetramero formado de duas cadeias pesadas idénticas e duas leves. A porgao N-
terminal das cadeias leve e pesada determina um sitio unico de ligacdo do
antigeno com o anticorpo determinando sua especificidade. As porgdes C-terminal
das cadeias pesadas possui uma regido constante (Fc) feita de quatro repeti¢cdes C
que confere as fungbes especificas para esse isotipo como a ligagdo com os

receptores presentes na membrana celular e soluveis (Burton & Oetgen, 2011).

A manifestagao clinica da alergia ocorre quando ha uma interagao bivalente
na qual duas IgEs capturam um unico alérgeno e se ligam a diferentes receptores
(FcJR1) presentes nos mastécitos, basdfilos e eosindfilos, induzindo a liberagao
de mediadores inflamatérios. As helmintoses frequentemente estdo associadas a
producdo de IgE policlonal que pode saturar os receptores Fcl/R1 presente nos
mastoécitos bloqueando a ligagédo da IgE especifica contra os antigenos do parasita

e alérgenos ambientais e isso poderia inibir a degranulagéo e a resposta imediata
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aos alérgenos. A metodologia que confirma essa teoria é o teste de Prausnitz-
Kustner (P-K) que é baseado na sensibilizacdo passiva de mastdcitos através da
injecdo dérmica de soro contendo IgE alérgeno-especifica, seguida do desafio
cutdneo com alérgenos induzindo uma reagdo de papula ou alargamento. Os
estudos mostram que individuos com altos niveis de IgE totais ndo desenvolvem
uma reagao na pele contra o alérgeno (Yazdanbakhsh et al., 2002).

Os efeitos protetores das helmintoses nas reagdes alérgicas esta associada
a altos niveis de IgE no soro (Godfrey, 1975; Merrett et al., 1976; Lynch et al.,
1993). Além disso, foi demonstrado que a inibicao da sensibilizagado de fragmentos
de pulmdes humanos pode ser feita através da saturacado dos sitios de ligacédo de
IgE (Kamradt et al., 2005) e a evidéncia da presenga em maior quantidade de IgE
nos tecidos do trato respiratorio de individuos alérgicos do que de IgE circulante no
soro (Luger et al.,, 2010). O tratamento com drogas anti-helminticas também
demonstram a importancia da IgE policlonal no desenvolvimento de doencgas
alérgicas. Estudos demonstram que apds o tratamento com esses medicamentos,
ocorre 0 aumento do teste cutdneo de hipersensibilidade imediata e dos sintomas
das doengas alérgicas como o sibilo, 0 qué esta diretamente relacionado com a
diminuicao da IgE total (Lynch et al., 1993; Lynch et al., 1999; Van den Biggellar et
al., 2004).

Além do receptor Fc; RI, ha um segundo receptor denominado de Fc RIl ou
CD23 que também é encontrado em diferentes tipos celulares inclusive nas células
apresentadoras de antigeno. O receptor CD23 quando clivado por uma
metaloproteinase endogena de membrana é liberado nas formas triméricas e
monomeéricas soluveis. A forma trimérica atua como um fator de crescimento para
as células B aumentando a sintese de IgE quando ligada simultaneamente a IgE
de membrana e a proteina de membrana CD21. O principal alérgeno do acaro da
poeira doméstica Der p1 quando ligado a IgE, também tem a capacidade de clivar
a proteina de membrana CD23 e CD25 (receptor de IL-12) e desta forma promover
a sintese de IgE alérgeno especifica desencadeando uma resposta alérgica (via
reguladora positiva - CD 23 soluvel). A IgE policlonal por sua vez, se liga a CD 23
de membrana impedindo sua clivagem e consequentemente evitando a produgéo
de IgE (via reguladora negativa) (Cooper et al., 2012).

Diante da complexidade imunoldgica envolvida na resposta ao hospedeiro

helminto e das relagdes alérgicas e como elas podem se relacionar, muitos pontos
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como o papel da IgE e a sua interagdo com outros fatores ambientais e genéticos
devem ser esclarecidos. Além disso, como o tratamento desencadeia
transformacgdes nos niveis de producédo de IgE é importante esclarecer como este

pode afetar o desenvolvimento de doengas alérgicas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Caracterizacao da populacao

A populagao escolhida para estudo foi constituida por individuos residentes
nos distritos de Caju e Sao Pedro do Jequitinhonha, que fazem parte da regido
rural do municipio de Jequitinhonha localizado a 685 km da capital do estado de
Minas Gerais, Belo Horizonte. O municipio de Jequitinhonha possui uma area de
3.514 Km e uma populacado de 24.131 habitantes, sendo 17.068 na zona urbana e
7. 063 na zona rural, a densidade demografica é de 6,87 hab/km? (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2010) e o indice de desenvolvimento humano
€ de 0,668 (Programa das Nacgdes Unidas para o Desenvolvimento, 2000). O
mesmo esta situado no nordeste do estado pertencente a mesorregidao do
Jequitinhonha, microrregidao de Almenara (Figura 4) e as principais atividades
econdmicas sao a pecuaria de corte e agricultura de subsisténcia. O povoado de
Caju desenvolveu-se em torno de grandes propriedades de criagdo de gado, e
hoje, a principal fonte de renda é a agricultura de subsisténcia. O municipio possui
aproximadamente 620 habitantes e esta localizado a 101 Km da sede do municipio
de Jequitinhonha. O distrito de Sdo Pedro do Jequitinhonha localiza-se as margens
do rio Jequitinhonha que por sua vez situa-se a 43 Km da sede do municipio. Esta
localidade possui 2.265 habitantes e suas principais atividades econdmicas sao a
agricultura de subsisténcia e a pecuaria extensiva. Essas regides apresentam em
comum, baixas condicdo sanitaria e socioeconbémica e os individuos estao
constantemente expostos as condi¢cdes de risco em se infectarem por helmintos
(Rezende, 2009). As amostras de sangue e fezes foram coletadas em dois tempos
para as duas localidades, sendo os anos de 2004 e 2006 para o distrito de Caju e
2007 e 2010 para o distrito de Sdo Pedro do Jequitinhonha.
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Figura 3: Mesorregidao Jequitinhonha composta por cinco microrregides: Diamantina,
Capelinha, Aracuai, Pedra Azul e Almenara. Em destaque a mesorregido do Jequitinhonha e as
cinco microrregides que o compdem. A area de estudo do presente trabalho esta localizada na
microrregido de Almenara.

Participaram do estudo individuos que preenchiam os seguintes critérios de
inclusao:

1- Residir na localidade;

2- Concordar em participar do estudo;

3

Ter realizado o exame parasitolégico e a coleta de sangue nos dois

tempos amostrais;

4- Ter respondido os questionarios.

Os critérios de excluséo foram:

1- Mudar de localidade durante o tempo amostral;
2
3- Apresentar anemia;
4- Obito;

5- Nao ter realizado o exame parasitologico ou a coleta de sangue em

Estar gravida;

algum dos tempos amostrais;

6- Nao ter respondido os questionarios;

~
1

Alcoolismo.

Considerando os critérios expostos acima, a populacdo do estudo foi
composta de 413 participantes em Caju (Populagéo 1) e 314 no distrito de Sao
Pedro do Jequitinhonha (Populagao 2). Em relagdo ao sexo, 47% dos participantes
eram homens e 53% de mulheres na Populagdo 1 e na Populagéo 2, 45% eram

homens e 55% eram mulheres. A frequéncia das faixas etaria no inicio do estudo
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na populagéo 1 era caracterizada por 13, 8% de criangas de 0 a 6 anos, 25,4% de
criangas entre 7 e 14 anos, na faixa etaria de 15 a 29 anos a porcentagem era de
19, 9%, 21,8% entre 30 e 49 anos e 19,1% da populacido estudada estava acima
dos 50 anos. Ja na populagédo 2 as porcentagens dos individuos para as faixas
etarias de 0 a 6 anos, 7 a 14 anos, 15 a 29 anos, 30 a 49 anos e acima de 50 anos
foram de 16,9%, 22,9%, 16,6%, 21,3% e 22,3% respectivamente. Para melhor
visualizagdo dos grupos estudados, os dados foram apresentados nos graficos

abaixo (Figura 4).

Faram etros Demograficos

Fopulagdo 1 FPopulagéo 2 Fopulacéo 1 Populagéo 2

Frequéncia

06 7-14 1529 30-49 >S50 T 06 7-14 15-29 3049 >S50

Homem Mulher Homem Mulhar

Figura 4: Parametros demograficos dos participantes do estudo em relagio ao género e
idade. (A) frequéncia de homens e mulheres nas populagdes 1 e 2 (B) frequéncia das faixas etarias:
0-6, 7-14, 15-29, 30-49 e acima de 50 anos nas poulagdes 1 e 2.

Durante a realizacdo do estudo foram oferecidos assisténcia médica e
tratamento aos individuos da comunidade participantes ou ndo, que apresentaram
outras doencgas. O trabalho de levantamento parasitolégico, supervisdo do
tratamento e do trabalho de campo foi realizado pela equipe da Dra. Andrea
Gazzinelli, da Escola de Enfermagem da Universidade Federal de Minas Gerais.

O termo de consentimento livre esclarecido foi obtido de todos os
voluntarios, incluindo o consentimento dos pais ou guardido para as criangas e
adolescentes participantes. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa (COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais (n°268/08).
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5.2 Pesquisa parasitolégica

A pesquisa parasitologica foi realizada utilizando-se a técnica Kato-Katz. Os
participantes do estudo receberam trés recipientes para coleta de fezes,
etiquetados com 0 nome e numeros a cada participante e domicilio, designado pela
pesquisa, e foram instruidos a coletar as amostras em trés dias diferentes. De cada
amostra coletada foram preparadas duas laminas, totalizando seis laminas por
participante, que foram avaliadas por microscopia.

A carga parasitaria de cada individuo foi determinada pela média do numero
de ovos de cada espécie de helminto avaliada por grama de fezes (OPG). A média
foi determinada pelo numero de ovos observados nas laminas avaliadas,
multiplicado por 24 e dividido pelo numero de laminas examinadas. As espécies
avaliadas foram: S. mansoni, T. trichura, A. duodenale, A. lumbricoides, E.
vermicularis e Taenia sp.

Os resultados dos exames foram entregues a cada participante e aqueles
que apresentaram o exame positivo, para qualquer um dos parasitas intestinais
avaliados, foram devidamente tratados. As criancas com peso acima de 12 quilos
(kg), adolescentes e adultos infectados pelo S. mansoni foram tratados com
Praziquantel (50mg/Kg/peso) e aqueles com as demais helmintoses foram tratados
com Albendazol (400 mg) em dose unica. Criangas com peso abaixo de 12 kg
foram tratadas com Oxaminiquina (dose 20mg/kg/peso) quando infectadas pelo S.
mansoni. Os tratamentos seguiram as recomendacdes do Ministério da Saude e
foram supervisionados pelos pesquisadores e profissionais da saude das

localidades.

5.3 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram coletadas, no mesmo momento da entrega da
primeira entrega das fezes, pelos profissionais e estudantes de enfermagem da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sendo coletados dois tubos de 5mL
de cada participante. As amostras foram colhidas em tubos sem anticoagulantes,
para a obtengcédo de soro e com o anticoagulante EDTA (Vacuntainer, BD, EUA)
para analises hematolégicas (hemograma). O material coletado foi refrigerado e
enviado da area de campo em caixas de isopor para o Laboratério de Imunologia

Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou. O soro dos pacientes
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foi coletado e aliquotado em microtubos apds a centrifugacéo por 10 minutos a
2.500 rpm. Essas amostras foram entdo acondicionadas em freezer a -70°C até a

utilizacao.

5.4 Hemograma

Os hemogramas foram realizados no Laboratério Paula Castro - Medicina
Laboratorial. A diferencial de leucdcitos também foi realizada através da contagem
celular em esfregagco sanguineo através da microscopia optica utilizando objetiva
de imersdo 100x. O método pandtico rapido foi utilizado para a coloragado das
células e realizada a contagem de cem leucécitos para determinar os valores
relativos das populagdes celulares de linfécitos, mondcitos e granulécitos

(neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos).

5.5 Avaliagao da reatividade de Imunoglobulina E anti-antigenos
Der p1 e Ascaris

A reatividade de imunoglobulina E (IgE) anti antigenos Der p1 e Ascaris,
foram determinados no soro dos pacientes através do ensaio imunoenzimatico
(ELISA) indireto. Os antigenos utilizados separadamente para a sensibilizacdo das
placas foram o do D. pteronyssinus (Der p1) e do A. lumbricoides ambos do
mesmo fabricante (Biocosmo, EUA), nas concentragbes de 10ug/mL e 1 ug/mL,
respectivamente. Essas concentragdes foram definidas pelo descrito na literatura e

através de uma curva de concentragao ideal.

Inicialmente, os antigenos foram diluidos em tamp&o carbonato-bicarbonato
a 0,06M (pH 9,6) e adicionados 100uL/pogo da solugdo nos 96 pogos da
microplaca (Maxisorb; Nunc, Roskild, Dinamarca). As placas foram tampadas e
armazenadas a 4°C durante 16 horas. Em seguida, as placas foram lavadas por
cinco vezes com 200uL/pogo de tampao fosfato a 0,15M acrescido do detergente
tween 20 (PBS-T) (Biorad, EUA), na concentracéo de 0,05% e pH entre 7,2 e 7,4.
Para evitar ligacdes inespecificas as placas foram incubadas com 200uL/pogo da
solugédo de bloqueio, composta de PBS-T e albumina bovina a 3% por 1 hora em
estufa a 37°C. Depois da incubagao as placas foram vertidas e foram adicionados
100uL/poco do soro dos participantes previamente diluidos 1/50 em solugcéo de

bloqueio. As placas foram entdo tampadas e incubadas 2 horas a 37°C.

42



Material e métodos

Em seguida as placas foram novamente lavadas por 5 vezes com a solugao
PBS-T e incubadas com 100uL/pogo de anticorpo policlonal anti-IgE peroxidase
(KPL, Maryland, EUA) na diluigdo de 1:1000, por 1 hora a 37°C e posteriormente
lavadas por 5 vezes com PBS-T. Finalmente, foi adicionado 100uL/poco da solugao
reveladora que consistia de dihidrocloreto O- fenilenodiamina (OPD) na 0,7mg/mL
(Sigma, EUA) contendo 0,03% de agua oxigena. As placas permaneceram em
temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz e a reagao foi interrompida
com a adi¢cao de 50uL/pocgo de solugao de acido sulfurico na concentracéo de 2M.
O ensaio colorimétrico foi avaliado em leitor de microplacas Spectramax (Molecular
devices, Califérnia, EUA) no comprimento de onda de 490nm.

As analises para cada individuo foram feitas em duplicata. Durantes as
reagcdes como controle negativo, foi utilizado o soro proveniente de cordao
umbilical de individuo de area ndao endémica. Como controle positivo do ELISA
com antigeno Der p1 foi utilizado o soro de individuo sabidamente alérgico nao
residente da area endémica. Para o controle positivo do ELISA do antigeno A.
lumbricoides foi escolhido um participante do estudo com alta carga parasitaria
para esta helmintose. Os valores utilizados nas analises estatisticas correspondem
a média das duplicatas e o limite (cutoff) para a definicao da positividade para os

antigenos testados foi a média dos valores obtidos.

5.6 Entrevistas

As entrevistas foram realizadas pelos alunos de graduacao e pos-graduagéo
do curso de enfermagem da Universidade Federal de Minas Gerais e do Centro de
Pesquisas René Rachou nos anos de 2008 no distrito de S&o Pedro do
Jequitinhonha e em 2011 no distrito de Caju. As entrevistas foram realizadas em
ambiente domiciliar, sendo que as criangas abaixo de 13 anos de idade tiveram
seus questionarios respondidos pelos adultos responsaveis. Os dados foram
coletados utilizando um computador portatii PDA - Personal Digital Assistant-
modelo Dell- Axim X 50 (Dell Inc,Texas, EUA). Apos a coleta dos dados na area de

campo, os formularios gerados eram analisados por dois pesquisadores a fim de

observar erros de preenchimento ou incongruéncia entre as respostas obtidas, em
um processo denominado dupla entrada e caso fosse necessario, os questionarios

eram reaplicados.
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5.7 Questionarios para investigagao das doencas alérgicas e dos
fatores associados

A identificacdo de casos de asma, rinite alérgica e eczema foi feita através
da aplicagdo do questionario utilizado no estudo internacional de asma e alergias
na infancia (International Study of Asthma and Allergies in Childhood — ISAAC)
(Anexo 1). Esse questionario possui trés moédulos sendo cada um deles composto
de até oito questdes sobre doengas alérgicas (asma, rinite e eczema) de facil
compreensao que se referem aos sintomas dessas trés doengas, a sua intensidade
e ao diagndstico médico, sendo a maioria das questdes referentes ao ultimo ano
para evitar erros de memoaria. Paralelamente foi aplicado um questionario para a
predisposi¢cao a atopia e doengas alérgicas. Esse questionario foi confeccionado
utilizando-se do questionario ISAAC fase Il, sendo adaptado para as condicoes

ambientais e sociais da populagao.

5.8 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram feitas usando o software Minitab® 15.1.1.0
(P.A., EUA), Microsoft Office Excel 2010 SP1 (Microsoft Corporation, Washington,
EUA) e Graph Pad Prism 5.0.3 (San Diego, CA, EUA). Foram realizados testes
nao-paramétrico de Mann-Whitney para comparar os dados sobre a porcentagem
de eosindfilos, niveis de absorbéncia de IgE anti-Ascaris e anti Derp1 nos anos
estudados em cada localidade. As correlacdes foram definidas através do método
de correlacado de Pearson.

Envolvendo a ocorréncia de alergia e infecgao helmintica, foi usado o teste
X’ para tabelas 2x2.

A regressao logistica foi utilizada para detectar associagdo entre infecgéo
helmintica e alergia (asma, rinite e eczema), no qual o modelo era composto pela
variavel idade. Também foi utilizada a regressao logistica para dados binarios para
verificar a associagédo entre atopia e os fatores de risco. O nivel de significancia

das analises foi definido em p<0,05.

44



Material e métodos

5.9 Grupos amostrais

A populagdo foi dividida em diferentes subgrupos de acordo com os
resultados parasitolégicos obtidos antes e apés o tratamento. Individuos infectados
apenas com a espécie S. mansoni foram colocados no grupo SCH, individuos que
apresentaram infec¢ao por ancilostomideos formaram o grupo ANC Os individuos
infectados pelas duas espécies de helmintos pertenceram ao grupo ANC+SCH. Os
individuos que nao apresentaram nenhuma das infec¢des investigadas antes do
tratamento ou que apds o tratamento tinham exames de fezes negativos foram
agrupados e nomeados como NEG. O numero de individuos em cada um dos
grupos na populagdo 1 antes do tratamento foram: negativos (NEG) 115, 189
infectados por S. mansoni (SCH), 27 infectados por ancilostomideos (ANC) e 82
co-infectados (ANC+SCH) para cada uma das localidades antes do tratamento. Na
populagdo 2 os numeros dos grupos amostrais foram os seguintes: negativos
(NEG) 164, 129 infectados por S.mansoni (SCH), 9 infectados por ancilostomideos
(ANC) e 12 co-infectados (ANC+SCH) 12.

Para a analise do impacto do tratamento das infecgoes helminticas na
resposta ao antigeno bruto Der p1 foi determinada a condi¢ao dos individuos apés
o tratamento sendo formados os subgrupos tratados negativos e positivos
(TRATADO-NEG e TRATADO-POS). Essa determinagao foi baseada na condigao
antes do tratamento (antes-NEG, antes-SCH, antes-ANC e antes-ANC+SCH) e no
apos tratamento (apd6s-NEG, ap6s-SCH, ap6s-ANC e apds-ANC+SCH). O numero
de individuos agrupados na populagdo 1 para cada condigdo foram os seguintes:
50 individuos que eram negativos (antes-NEG) e permaneceram negativos (apos-
NEG), 13 individuos que eram negativos (antes—NEG) e foram infectados por
S.mansoni (ap6s-SCH), 11 que eram infectados por ancilostomideos (antes-ANC)
e foram curados (ap6s-NEG), 66 que estavam infectados por S. mansoni (antes-
SCH) e foram curados (apés- NEG), 45 infectados por S. mansoni (antes-SCH) que
foram reinfectados (ap6s-SCH), 28 individuos apresentando co-infecgdo (antes-
ANC+SCH) que foram curados (ap6s-NEG) e 19 co-infectados (antes- ANC+SCH)

que foram reinfectados pelas mesmas espécies (apos-ANC+SCH), totalizando 232

individuos.
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Na populagdo 2 os mesmos subgrupos foram formados e obteve-se os
seguintes numeros amostrais: 62 individuos antes-NEG e ap6s-NEG; 16 individuos
antes-NEG e ap6s-SCH; 6 individuos antes-ANC e apés-NEG; 61 individuos antes-
SCH e apo6s-NEG; 17 individuos antes-SCH e ap6s-SCH e 5 individuos antes-
ANC+SCH e ap6s-NEG, totalizando 167 individuos.
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6 RESULTADOS

6.1 Ocorréncia de infecgoes por ancilostomideos e S. mansoni
antes e apds o tratamento

Nossos dados demonstraram que a ocorréncia de infecgbes por
ancilostomideos (ANC) bem como as co-infecgdes por ancilostomideos e S.
mansoni (ANC+SCH) foi maior na Populagdo 1 quando comparada com a
Populagao 2 (Figura 5A). A Populagao 1 também apresentou maior intensidade de
infeccdo quando comparada com a Populacao 2 (Figura 5B). O mesmo padrao foi
observado nas diferentes faixas etarias das populagdes (Figura 5C). Além disso, a
Populagao 1 possuia uma maior frequéncia de individuos com alta intensidade de
ovos por grama de fezes de S.mansoni (Sm100 opg) (Figura 5D). As cores das
barras correspondem aos resultados observados no método de Kato-Katz. Os
individuos com exame negativo (NEG) estdo representados pela barra branca,
positivos para infecgdo por ancilostomideos (ANC) estdo representados pelas
barras cinza claro, positivos para infeccdo por S. mansoni (SCH) estao
representados pelas barras cinza escuro. A intensidade de infecgdo esta expressa
por ovos por grama de fezes (OPG). A distribuicdo dos ovos por grama de fezes
entre as diferentes faixas etarias foi determinada por = 400 opg para S. mansoni e
22000 opg para ancilostomideos. Cada grupo da populagédo 1 foi comparada com
seus respectivos grupos da populacdo 2. As analises estatisticas foram feitas
através dos métodos de Fisher e Mann-Whithey. Em ambos, foi considerada

significativos os valores de p<0,05 e foram evidenciado pelo asterisco (*).
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Figura 5: Ocorréncia de infec¢gées helminticas e intensidade de infec¢ao relacionada com a
idade e a carga parasitaria nas duas localidades. A frequéncia das infec¢des helminticas (A), a
intensidade da infecgdo expressa por ovos por grama de fezes (B), sua distribuicdo entre as
diferentes faixas etarias (C) e a frequéncia de individuos altamente infectados (D).

6.2 Anadlise dos niveis do anticorpo anti-Der p1 em individuos
residentes em areas com distintas prevaléncias de infecgoes
por Ancilostomideos e S. mansoni

Para determinar a efetividade do método de ELISA na medigdo dos niveis
de anticorpos IgE anti- Der p1, estabeleceu-se primeiramente o cut-off dos valores
de densidade Optica obtidas nos ensaios (Figura 6A). Para isso, a média dos
valores obtidos por densidade O6ptica de IgE anti- Der p1 antes e depois do
tratamento das duas populag¢des foram avaliadas para separar os individuos em
baixos e altos produtores de IgE anti- Der p1. O valor usado como cut-off foi a
leitura de densidade optica de 0,420nm. Cinco fatores de risco incluindo anti-Der
p1, contagem de eosindfilos periféricos (EOS>600/mm?), episddios prévios de
asma, rinite e eczema (As/Ri/Ec), contato com animais, fumo e associagdo desses

fatores foram usados para determinar a propenséo de doengas alérgicas de acordo
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com o questionario ISAAC (ANEXOS B, C e D). Cada grupo da populacédo 1 foi
comparado com seus respectivos na populagdo 2. Embora a menor frequéncia de
individuos com eosinofilia (EOS>600/mm3) na populagdo 2, observou-se uma
frequéncia de individuos que relataram contato com animal e mais de 50% de alto
produtores de IgE anti- Der p1 (Figura 6B). As analises estatisticas foram feitas
pelos métodos de Fisher e Mann-Whitney. Em ambos os casos a significancia foi
considerada com p<0,05 e foram evidenciados pelo asterisco (*). Embora n&o
houve diferenca estatistica da frequéncia de altos produtores de anti-Der p1, foi

ligeiramente maior na populagao 2 (#).
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Figura 6: Analises dos fatores de risco em duas areas endémicas para infec¢dao por
helmintos. Média global dos valores de reatividade de IgE anti-Der p1 que foi usado como cut-off
para segregar baixos e altos produtores (A). Fatores de risco para alergia (B).
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6.3 Efeito do tratamento na frequéncia de altos produtores de IgE
anti- Der p1

Embora o tratamento combinado de albendazol e praziquantel ndo tenha
sido eficiente para erradicar as infecgdes helminticas nas populacdes estudadas, a
frequéncia de individuos negativos aumentou nas duas localidades (Figura 7A). Por
outro lado, a terapia com medicamentos antihelminticos reduziu a intensidade de
infeccao de S.mansoni (SCH) nos individuos com infecgao unica na populagéo 1
mas ndo reduziu a intensidade de infeccdo dos individuos que continuaram
infectados por ancilostomideos (ANC) ou co-infectados (ANC+SCH). Nenhuma

diferenca foi observada na intensidade de infeccéo na populagao 2 (Figura 7B).

Na intencao de identificar o efeito das drogas antihelminticas Albenzadol e
Praziquantel nos niveis das respostas do anticorpo IgEanti-Der p1, caracterizou-se
a populagdo estudada em dois subgrupos, nomeados de tratados NEG e
tratadados POS uma vez que os individuos foram curados ou permaneceram
infectados ou reinfectados apds 2 anos do tratamento. Os reinfectados e os
participantes infectados foram tratados até que fossem curados. Os dados depois

de repetidos tratamentos néo foram utilizados nesse estudo.

Os dados demonstraram que a frequéncia de altos produtores de IgE anti-
Der p1 aumentou somente no subgrupo de individuos tratados- NEG na populagao
1 com nenhuma mudanga no subgrupo de individuos tratados-POS da populacgéo 1

e em nenhum dos subgrupos da populagao 2 (Figura 8A).

Analise detalhada dos subgrupos tradados-NEG e tratados-POS baseada na
condigao pré-tratamento (antes-NEG, antes-ANC, antes-SCH e antes-ANC+SCH) e
a condigao pos-tratamento (apos-NEG, apos-ANC, apds-SCH e ap6s-ANC+SCH),
demonstrou que, independente da condicédo pré-tratamento, a frequéncia de altos
produtores de IgE anti- Der p1 foi distribuida entre os participantes tratados-NEG
da populacéo 1 (Figura 8B). O gurpo de negativos esta representado pelas barras
brancas (NEG), as barras cinza claro correspondem ao grupo de individuos
infectados por ancilostomideos (ANC), as barras cinza escuro corresponde ao
grupo de individuos infectados com S. mansoni (SCH) e as barras em negro ao

grupo de individuos co-infectados (ANC+SCH).
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As analises estatisticas foram feitas pelos métodos de Fisher e Mann-
Whitney. Cada grupo das populagdes foi comparado antes e apds o tratamento

com seus respectivos grupos. A diferenga estatistica foi considerada com p<0,05 e
foram evidenciadas pelo asterisco (*).
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Figura 7: Impacto do tratamento na producgao de IgE anti-Der p1em duas areas endémicas
para infecg6es por helmintos. A frequéncia de altos produtores de IgE anti-Der p1 e a condigdo

antes e apos o tratamento na populagéo 1(A) e na populacao 2 (B) e de acordo com cada infecgéo
separadamente (C e D).

6.4 Analise do index de IgE anti-Der p1e sua relagao com a
infeccao helmintica e co- infeccao e a intensidade da infeccao

Com o objetivo de investigar se as mudangas no valor de IgE anti-Der p1
observada no subgrupo tratados-NEG da populacéo 1 estariam relacionadas com a
condigdo do individuo antes do tratamento. Nossos dados demonstraram que o
index de IgE anti-Der p1 foi significativamente maior no subgrupo de individuos co-
infectados antes do tratamento (Antes-ANC+SCH) (Figura 9 A). Analises adicionais
demonstraram que o aumento no index de IgE anti-Der p1 ndo estava associado

com a contagem de ovos por grama de fezes de ancilostomideos e S. mansoni
(Figura 9B).
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Figura 8: Index de IgE anti-Der p1. Os grupos foram comparados entre eles (A). O index de IgE
anti-Der p1 do subgrupo de individuos co-infectados (Antes ANC+SCH/ apés NEG) foi
correlacionada com a intensidade de infecgao.

6.5 Correlacao dos niveis de reatividade de IgE anti-Ascaris
versus reatividade de IgE anti-Der p1

A determinacao da correlagédo dos niveis de reatividade de IgE anti-Der p1 e
IgE anti-Ascaris, foi realizada através da regressdo linear com os valores de
densidade Optica obtidos para cada um dos antigenos. Para a analise foram
utilizados os valores de IgE anti-Der p1 e IgE anti-Ascaris de cada um dos
participantes deste estudo e a correlacdo foi feita entre esses valores
individualmente. Além disso, os valores observados nas duas populagdes antes e

apos o tratamento foram inseridos conjuntamente.
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IgE anti- Der p1

IgE anti-ascaris

Figura 9: Correlacdao dos niveis de IgE anti- Der p1 e anti-Ascaris. p<0,0001 e r2= 0,1047,
intervalo de confianca de 95%.

O grafico acima mostra o resultado dessa correlagdo. No eixo X estdo
dispostos os valores de reatividade da IgE anti- Der p1 e no eixo Y os valores de
reatividade de IgE anti-Ascaris. Através da anadlise foi possivel observar uma
correlagdo positiva entre os parametros abordados (p<0,0001 e r2= 0,1047,
intervalo de confianga de 95%). Desta forma, pode-se afirmar que individuos que
apresentaram altos niveis de IgE anti- Der p1 (altos produtores) também
apresentaram altos niveis de IgE anti- Ascaris e os individuos com baixos valores
de IgE- anti-Der p1 (baixos produtores) apresentaram baixos niveis de IgE anti-

Ascaris.
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7 DISCUSSAO

Embora alguns autores tenham avaliado as mudancas nos niveis de IgE
anti-Der p1 ap0s o tratamento de individuos com drogas anti-helminticas (Lynch et
al., 1993; Van den Biggelaar et al.,, 2004), no presente estudo realizou-se
comparagoes entre a producédo de IgE anti-Der p1 antes e apds o tratamento em
varias faixas etarias e nos dois sexos e sua relagdo com os niveis de IgE anti-
Ascaris. As populagdes avaliadas possuiam parametros similares de idade, sexo e
doencgas alérgicas. Os fatores de risco estavam igualmente distribuidos. Além
disso, o tratamento contra o S. mansoni e ancilostomideos foi efetivo nas duas
localidades, evidenciado pelas amostras de fezes negativas. Observou-se também

que a reinfecgao ocorre nessas localidades.

Estudos sobre as espécies de Schistossoma e os principais nematédeos
intestinais como Trichuris trichura e Ascaris lumbricoides demonstram que a
intensidade e a prevaléncia da infecgdo sdo marcadas pela idade do hospedeiro
(Kabatereine, et al., 1999; Speziali et al., 2004; Galvani, 2005; Vereecken et al.,
2007; Pereira et al., 2010). O pico de infeccdo em populagdes residentes em areas
endémicas para helmintos ocorre geralmente na puberdade (10-14 anos) e a
susceptibilidade para a reinfecgcao apds o tratamento € maior em criangas que em
adultos (Galvani, 2005; Vereecken et al., 2007). A resisténcia idade dependente
contra infeccbes pode ser explicada através das mudancas nas respostas
imunoldgicas e fisioldgicas do hospedeiro que sdo construidas através de anos de
infeccao (Vereecken et al., 2007; Pereira et al., 2010). A prevaléncia e a
intensidade das infecgbes helminticas tendem a diminuir a medida que ha o
aumento da IgE que por sua vez, esta relacionado com o aumento da idade
(Pereira et al., 2010).

Os acaros sao importantes fontes alergénicas nas regides tropicais em que
a temperatura e a umidade permitem o crescimento de pelo menos seis espécies
dentre elas a Dermatophagoides pteronyssius. Eles tém sido considerados como a
causa do aumento da prevaléncia da sensibilizagdo por alérgenos inalados e como
determinantes do desenvolvimento de doengas alérgicas principalmente asma
(Sanchez-Borges et al., 2003). Muitos mecanismos da imunidade aos helmintos

sdo utilizados também pela resposta imune a alérgenos tais como os alérgenos do
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acaro D. pteronyssius que induzem a sintese de IgE especifica, estimulam a
formacédo de uma forte resposta Tipo 2 incluindo eosinofilia que contribui para a
patogénese da asma e outras doengas alérgicas. Uma vez que a maioria dos
paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos esta localizada nas regides
tropicais, a populagao esta naturalmente exposta tanto aos helmintos quanto a

diferentes espécies de acaros (Acevedo & Caraballo, 2011).

Nesse estudo, foi observado que os niveis de anti-Der p1 aumentaram na
populagdo com a maior taxa de infecgéo (populagédo 1). Os vermes sdo conhecidos
por estimularem o desenvolvimento de uma resposta imune reguladora no
hospedeiro e por isso, estdo frequentemente associados a diminuicdo de eventos
alérgicos. Van den Biggelaar e colaboradores (2004) demonstraram que a
associacao entre a infeccdo por S. mansoni e a producio de IL-10 evidenciada em
amostras de soro dos pacientes, combinada ou ndo com o aumento de TGF-[3, que
foi secretada por células apresentadoras de antigeno e linfocitos T reguladores. A
IL-10 pode interferir diretamente nos mecanismos efetores da alergia inibindo a
desgranulagdo de mastocitos ou o desenvolvimento de uma resposta imune Tipo 2
(Yazdanbaksh et al., 2002; Araujo et al., 2004). Esse mecanismo foi corroborado
pelos modelos animais demonstrando que as resposta imunes alérgicas sao
suprimidas pelas infecgdes por helmintos e este evento esteve relacionado com o
aumento da producgado de IL-10 e a regulacédo dos linfocitos CD4+Foxp3+CD45+
(Pacifico et al., 2009).

Além disso, foi demonstrado previamente que células periféricas
mononucleares (PBMC) de pacientes provenientes de areas endémicas, produzem
baixos niveis de IL-5 e IL-4 quando expostos aos antigenos do &caro
Dermatophagoides pteronyssinus (Der p1) do que os individuos que ndo possuiam
infeccdes helminticas, resultando em baixos niveis de IgE anti-Der p1 (Fitzsimmons
et al., 2004). Por outro lado, a exposicdo de antigenos dos vermes estimulados
pela terapia com medicamentos anti-helminticos, promove a producdo das
interleucinas IL-5 e IL-4 (Viana et al., 1995; Dutra et al., 2002; Greiger et al., 2004;
Silveira-Lemos et al., 2013). Simultaneamente, a producédo de IL-10 é suprimida,
podendo levar a produgéo de IgE, incluindo a IgE especifica anti- Der p1 (Evengard
et al., 1988; Trujillo-Vargas et al., 2007).
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Os estudos in vitro demonstraram que o Praziquantel pode alterar o
tegumento do verme, liberando ou expondo antigenos internos do verme que
podem também estimular a produgcao de IL-6, TNF-a e eotaxina culminando na
mudanca de isotipos por semanas e até meses (Kimani et al., 1991; Yazdanbakhsh
et al., 2002; Joseph et al., 2004; Reimert et al., 2006; Keiser & Utzinger, 2008). Os
dados encontrados nesse estudo demonstram que os niveis de reatividade de IgE
anti- Der p 1 aumenta apos o tratamento com drogas anti-helminticas. Esse evento
pode estar relacionado com diminuicdo de IL-10 resultando no aumento da

producéao de IL-4.

A eosinofilia apdés o tratamento da esquistossomose esta relacionada
diretamente com os niveis de IL- 5, IL-6, IL-10, TNF-a e eotaxina. As alteragdes
ocasionadas por esse perfil de citocinas acarreta mudangas nas classes e niveis
de anticorpos podendo esse cenario perdurar por semanas (Evengard et al., 1988,
Kimani et al., 1991, Joseph et al., 2004, Reimert et al., 2006) e meses seguintes ao
tratamento (Fitzsimmons et al., 2004). Os dados obtidos sobre a porcentagem de
eosinodfilos na Populagdo 1 corroboram aos dos demais autores sendo que foi
observado um aumento da porcentagem de eosindfilos nos individuos curados. A
explicacdo para esse evento pode ser atribuida ao grau de infecgcdo (ovos por

grama de fezes).

Apos o tratamento com drogas anti-helminticas ha inicialmente uma
diminuicao de eosindfilos nas primeiras vinte e quatro horas. Essa diminuicéo foi
observada no tratamento para infecgdes ndo s6 causadas por S. mansoni, mas
também pelas espécies Wuchereria bancrofti e Onchocerca volvolus. A destruigdo
e posterior liberagdo de antigenos dos helmintos nos tecidos estimula a migragéo
de eosindfilos da circulagdo sanguinea para os tecidos infectados (Kimani et al.,
1991; Fitzsimmons et al., 2004.). Apés as vinte e quatro horas iniciais observam-se
niveis mais elevados de IL-5 precedendo a eosinofilia. Isso demonstra a
importancia da IL-5 na producao, maturacao e liberacao dos eosinéfilos da medula
O0ssea. A producdo dessa citocina € dependente da intensidade de liberagdo de
antigenos apos o tratamento. Desta forma, em individuos com uma carga
parasitaria menor (Populagdo 2) ha uma menor liberagdo de antigenos,
consequentemente menor produgao de IL-5 por células do sistema imune e assim

menor estimulo para a proliferagao de eosindfilos (Reimert et al., 2006).
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A respeito dos geohelmintos, tém sido demonstrado que o tratamento com
Albendazol esta fortemente associado ao chiado recorrente (Reimert et al., 2006).
Além disso, foi observado que o tratamento com Albendazol durante a gravidez
aumentam o eczema infantil (Mpairwe et al., 2011), bem como a produgao de IgE
anti-Der p1 (Acevedo et al., 2011; Cooper et al., 2008). Nesse estudo observou-se
que a resposta pos-tratamento dos individuos com alta intensidade de infec¢éo por
geohelmintos também possuiam altos niveis de IgE anti-Der p1. Porém, o oposto

foi observado na populacéo de individuos com baixa intensidade de infecgao.

Rujeni et al (2012), observaram correlagédo negativa entre os niveis de IgE
anti- Der p1 e a intensidade de infecgdo por S. mansoni em areas de alta
transmissao. Os autores nao observaram relacdo entre essas duas variaveis em
areas de baixa transmissao. O presente estudo demonstrou que individuos co-
infectados possuiam maiores niveis de IgE anti-Der p1 apds o tratamento do que
os outros grupos de individuos avaliados. Embora o aumento do index de IgE anti-
Der p1 de individuos co- infectados/curados tenha sido observado, ndo vou
evidenciada um relagéo entre a intensidade de infecgdo com os niveis de IgE anti-
Der p1. Esse evento pode ser explicado pela liberagdo de antigenos de diferentes
espécies de helmintos apds o tratamento em individuos co-infectados aumentando
a producao de IgE, provavelmente pela estimulagdo da produgao de IL-4 (Anthony
et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos demonstraram uma relagdo positiva entre
infeccbes causadas por A. lumbricoides e fendtipos alérgicos incluindo
sensibilizagdo por antigenos de acaros (Dold et al., 1998; Hagel et al., 2007;
Alcantara-Neves et al., 2010). Os anticorpos IgE especificos persistem por muito
tempo no organismo, permitindo a identificacdo de contatos prévios com as
espécies do género Ascaris, mesmo em adolescentes e adultos negativos nos
exames de fezes (Caraballo & Acevedo, 2011). Alem disso, as populagdes de
areas endémicas estdo em constante contato com os antigenos helminticos e
estes em pequenas doses estdo associados ao aumento da IgE total e especifica
(Dold et al., 1988).

As infecgbes por geohelmintos s&o determinantes importantes para a
producdo de IgE policlonal e os tratamentos anti-helminticos sdo capazes de

reduzir os niveis de IgE num periodo de 12 meses mas, independente do
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tratamento, infecgdes ativas ou crénicas e a exposigao continua aos antigenos de
A. lumbricoides sao fatores consideraveis para a elevagdo de IgE apos o

tratamento (Cooper et al., 2008).

No Brasil diversos estudos demonstraram a relacao entre a reatividade de
IgE anti-Ascaris e desenvolvimento de atopia e doencgas alérgicas. Pacientes com
alergia respiratéria e com altos niveis de IgE total no soro, os quais ja
apresentaram ou apresentam infec¢des parasitarias, também possuiam altos niveis
de IgE anti-Ascaris (Sarinho et al., 2010). Alcantara-Neves et al (2010) observaram
que o chiado, sintoma clinico para a asma, estava associado com infeccdes na
primeira infancia e mostraram que a presencga de anticorpos contra A. lumbricoides
e nao a infecgao ativa causada por esses parasitas estava associada ao chiado e a
atopia. A relacado direta entre os niveis de anticorpos anti-Ascaris e anti-Der p1
pode ser explicada pela reatividade cruzada entre os acaros de poeira doméstica e

os antigenos dos helmintos em especial do A. lumbricoides.

Diante dessa complexidade imunoldgica existe uma proposi¢gao de que as
infecgdes helminticas servem como uma exposicdo primaria e desta forma,
estimulam a sensibilizagdo em individuos geneticamente predispostos a atopia. No
entanto, os helmintos também podem conferir protecdo contra a atopia uma vez
que as infecgdes crbnicas fazem com que haja uma exposicédo repetitiva dos
antigenos e assim permitirem uma sensibilizagdo branda do individuo podendo
levar a uma tolerancia semelhante a observada na imunoterapia a alérgenos. Além
disso, as doengas alérgicas podem ser um fator de risco para os individuos
infectados por helmintos porque quando a IgE € muito elevada devido a reagao
cruzada dos antigenos podendo levar a um aumento da carga parasitaria nos
pacientes. E finalmente, elevados niveis de IgE nas doengas alérgicas podem
conferir protecao quando ela leva a expulsdo imediata do parasita (Valmonte et al.,
2012).

Uma pequena propor¢cao de individuos atépicos desenvolve os sintomas
clinicos da alergia. A manifestagao clinica dos sintomas alérgicos em individuos
atopicos é influenciada por fatores ambientais como poluicdo do ar, dieta e
exposi¢cao aos patdégenos, levando a uma distribuicdo heterogénica das doencgas
atopicas mundialmente (Rujeni et al., 2012). A relagdo entre doengas alérgicas e o

contato com animais € dubia. Na década de 90, os estudos demonstravam que o
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contato com animais era um fator para a ocorréncia de asma em criangas acima de
6 anos de idade. Outros estudos demonstraram que o contato com gatos,
cachorros e roedores é um fator protetor para asma (Carlen et al., 2012). Mungan
et al (2003) mostraram que os individuos que possuiam animais em casa eram
muito mais reativos ao teste de hipersensibilizacdo cutdnea que aqueles que

tinham animais na infancia ou que ndo possuiam nenhum animal.

E importante ressaltar que a interpretacdo dos dados deve ser feita com
cautela, considerando as particularidades do desenvolvimento experimental e
coletas de dados do presente estudo. Na verdade, a coleta das amostras na
populagao 1 foi realizada dois anos apos o tratamento, enquanto que na populagao
2 isto foi feito trés anos apods o tratamento. Além disso, a coleta das amostras pos-
tratamento foram feitas anos e ndo semanas apés o tratamento e dessa forma os
niveis de infeccdo nao refletiriam a eficacia do tratamento, mas sim diferentes
taxas de reinfeccdo nessas duas areas com diferentes taxas de transmissdo. Além
disso, os questionarios foram feitos sete e dois anos apos o inicio do estudo nas

populacdes 1 e 2, respectivamente.

59



Anexos

8 CONCLUSAO

A determinacdo de quando e como as infec¢gdes helminticas conferem
protecdo ou sado risco para as doencgas alérgicas e o efeito do tratamento anti-
helmintico nas respostas alérgicas ainda merece ser discutida. Embora nesse
estudo tenha-se encontrado associacao entre intensidade de infeccdo helmintica e
o fatores de risco para alergia, foi demonstrado que o tratamento efetivo com
drogas anti-helminticas dos individuos de areas endémicas com alta prevaléncia de
infeccdo aumenta os niveis de IgE anti-Der p1, que é um fator de risco para o
desenvolvimento de doencgas alérgicas.

Nessa mesma linha, altos niveis de IgE especifica para o geohelminto
Ascaris lumbricoides, também é um fator de risco para o desenvolvimento de
doencgas alérgicas ja que ha uma associagao entre o aumento da IgE anti-Ascaris e

IgE anti-Der p1.
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9 ANEXOS
9.1 Anexo A - Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa- COEP/ UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 268/08

Interessado(a): Profa. Andréa Gazzinelli Corréa de Oliveira
Depto. Enfermagem Materno-Infantil e Satide Publica
Escola de Enfermagem - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de julho de 2008, apés atendidas as solicitagfes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado “"Relagdo entre infecgio pelo
Schistosoma mansoni e doengas alérgicas em populacio residente
em érea rural endémica™ bem como © Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apos o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

AV, Pres. Antonio Cardos, $627 - Unidode Admiristrative I - 2® andar - Sl 2005 = Cap: 11 IT0-90/ - BH-MG

Telefwo: (031) 34094592 - g-mail: corp@ipmoufing be
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9.2 Anexo B - Questionario ISAAC adaptado

Anexos

QUESTIONARIO 01: ASMA

1. Alguma vez na vida vocé (ou a crianga) teve sibilos (chiado no peito)?

(1) Sim

(0) N&o

SE A RESPOSTA FOI NAO, PASSE PARA A QUESTAO 06

OBS: Ao ir para a resposta de nimero 6, todas as questdes anteriores aparecerdo em branco

2. Nos ultimos doze meses vocé (ou a crianga) teve sibilos (chiado no
peito)?

(1) Sim

(0) N&o

SE A RESPOSTA FOI NAO, PASSE PARA A QUESTAO 06

OBS: Ao ir para a resposta de numero 6, todas as questdes anteriores aparecerdo em branco

3. Nos ultimos doze meses quantas crises de sibilo (chiado no peito)
vocé (ou a crianga) teve?

0) Nenhuma crise
1) 1 a 3 crises
2) 4 a 12 crises

3) Mais de 12 crises

(
(
(
(

4. Nos ultimos doze meses com que frequéncia vocé (ou a crianga) teve
0 seu sono perturbado por chiado no peito?

(0) Nunca acordou com chiado
(1) Menos de 01 noite por
semana

(2) Uma ou mais noites por

semana
5. Nos ultimos doze meses, seu chiado (ou da crianga) foi tdo forte a (1) Sim
ponto de impedir que vocé (ou a crianga) conseguisse dizer mais de duas
palavras entre cada respiragao? (0) Nao
6. Alguma vez na vida vocé (ou a crianga) ja teve asma ou bronquite? (1) Sim

(0) Nao
7. Nos ultimos doze meses vocé (ou a crianga) teve chiado no peito apés | (1) Sim
exercicios fisicos?

(0) Nao
8. Nos ultimos doze meses vocé (ou a crianga) teve tosse seca a noite, | (1) Sim
sem estar gripado ou com infec¢ao respiratoria?

(0) Nao
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QUESTIONARIO 02: RINITE ALERGICA

Todas as perguntas referem-se problemas que ocorreram quando vocé (ou a crianga) ndo estava gripado ou
resfriado.

1. Alguma vez na vida vocé (ou a crianga) teve problemas de espirros ou | (1) Sim
coriza (corrimento nasal) quando nao estava resfriado ou gripado?
(0) Nao

SE A RESPOSTA FOI NAO, PASSE PARA A QUESTAO 06
OBS: Ao ir para a resposta de numero 6, todas as questdes anteriores aparecerdo em branco

2. Nos ultimos doze meses vocé (ou a crianga) teve algum problema com | (1) Sim
espirros, coriza (corrimento nasal) ou obstrugdo nasal quando n&o estava
gripado ou resfriado? (0) Nao

SE A RESPOSTA FOI NAO, PASSE PARA A QUESTAO 06
OBS: Ao ir para a resposta de nimero 6, todas as questdes anteriores aparecerdo em branco

3. Nos ultimos doze meses, esse problema nasal foi acompanhado de | (1) Sim
lacrimejamento ou coceira nos olhos?

(0) Nao
4. Em qual dos ultimos doze meses esse problema nasal ocorreu?
Janeiro Maio Setembro
Fevereiro Junho Outubro
Margo Julho Novembro
Abril Agosto Dezembro
5. Nos ultimos doze meses quantas vezes suas atividades diarias (ou da | (0) Nenhuma
crianga) foram atrapalhadas por esse problema nasal? (1) Um pouco
(2) Moderado
(3) Muito
6. Alguma vez na vida vocé (ou a crianga) ja teve rinite? (1) Sim
(0) Nao

63




Anexos

QUESTIONARIO 03: ECZEMA ATOPICO

1. Alguma vez na vida vocé (ou a crianga) teve manchas com coceirana | (1) Sim
pele (eczema), que apareciam e desapareciam por pelo menos seis
meses? (0) Nao

SE A RESPOSTA FOI NAO, PASSE PARA A QUESTAO 06

OBS: Ao ir para a resposta de numero 6, todas as questdes anteriores aparecerdo em branco

2. Nos ultimos 12 meses vocé (ou a crianga) teve essas manchas na pele
(eczema)?

(1) Sim

(0) N&o

SE A RESPOSTA FOI NAO, PASSE PARA A QUESTAO 06

OBS: Ao ir para a resposta de nimero 6, todas as questdes anteriores aparecerdo em branco

3) Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum | (1) Sim
dos seguintes locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente
dos tornozelos, abaixo das nadegas ou em volta do pescogo, orelhas ou | (0) Nao
olhos?
4) Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) desapareceram | (1) Sim
completamente nos ultimos 12 meses?

(0) Nao

5) Nos ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé (ou a
crianga) ficou acordado a noite por causa de coceira na pele?

(2)Uma

semana.

(O)Nunca nos ultimos 12 meses

(1)Menos de 1 noite por semana

Oou mais noites por

6) Alguma vez vocé teve eczema?

(1) Sim
(0) N&o

A sua mae ou o seu pai ja teve alguma dessas doengas:

Pai
Asma Rinite Alérgica Eczema
(0) Nao (0) Nao (0) Nao
(1) Sim (1) Sim (1) Sim
(2) Nao sabe (2) Nao sabe (2) Nao sabe
Mée
(0) Nao (0) Nao (0) Nao
(1) Sim (1) Sim (1) Sim

(2) Nao sabe

(2) Nao sabe

(2) Nao sabe

Vocé ja teve alguma dessas doengas na infancia?

Sarampo: Coqueluche:
(0) Nao (0) Nao

(1) Sim (1) Sim

(2) Nao sabe (2) Nao sabe
Tuberculose: Catapora:
(0) Nao (0) Nao

(1) Sim (1) Sim

(2) Nao sabe (2) Nao sabe
Pneumonia: Verminose:
(0) Nao (0) Nao

(1) Sim (1) Sim

(2) Nao sabe (2) Nao sabe
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Anexos

1. Vocé dividiu quarto com alguém durante a infancia?

(0) Nao
(1) Sim
(2) Nao sabe

2. ATUALMENTE, vocé tem animais de estimacgéo?

3. Se SIM, estes animais ficam no interior da casa?

4.Se SIM, quais destes?

[ 1Caes
[ ] Passaros
Qutros:

[ ] Gatos

[ ] Galinhas

5. Durante a INFANCIA, vocé teve contato pelo menos uma vez por
semana c/ algum desses animais FORA DA CASA?

([ ]1Caes
[ ] Cavalos
[ 1Gado
[ ]1Galinhas

[ ] Gatos
[ ]Cabras
[ 1Porco
Outros:

6. Vocé tem feito uso de cigarro atualmente?

7. Se Sim, quantos cigarros por dia?

2) De 10-20 cigarros
3) Mais de 20 cigarros
99) Nao se aplica

(
(
(1) Menos de 10 cigarros
(
(
(

8. Se Sim, com quantos anos vocé comecgou a fumar? anos
9. Vocé ja fumou alguma vez na vida? (0) Nao
(1) Sim
(99) NA
10. Se Sim, quantos anos vocé tinha quando comecou a fumar? anos
11. Se Sim, quantos anos vocé tinha quando parou de fumar? anos

12. Alguma outra pessoa que reside na sua casa fuma?

0) N&o
1) Sim

13. Quantos cigarros/dia sdo fumados por todos que moram na sua
casa?

1) Menos de 10 cigarros

3) Mais de 20 cigarros
99) Nao se aplica

(
E
(2) De 10-20 cigarros
(
(
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9.4 Anexo D - Tabela dos fatores de risco.

Fatores de risco para a atopia da populagao 2- Questionario ano base 2008

Anexos

Variavel Atopico Nao Atoépico OR P
(95% CI)
Pai asmatico
Sim 0 7 0,00 0,999
Néao 12 191 -
Pai com rinite
Sim 0 10 0,00 0,999
Nao 12 184 -
Mae asmatica 0 17 0,00 0,999
Sim 12 188 -
Nao
Mae com rinite Sim
Nao 0 20 0,00 0,999
10 179 -
Mé&e com eczema
Sim 0 5 0,00 0,999
Nao 9 185 -
Infecgbes na infancia
Sarampo
Sim 9 140 0,83 0,773
Nao 4 52 (0,24; 2,81)
Coqueluche
Sim 3 83 1,79 0,408
Nao 7 108 (0,14; 2,23)
Pneumonia
Sim 0 29 0,00 0,998
Nao 13 183 -
Catapora
Sim 10 169 2,13 0,478
Nao 1 36 (0,27; 17,11)
Verminose
Sim 10 176 0,68 0,634
Nao 2 24 (0,14; 3,29)
Dividiu o quarto
com alguém na
infancia
Sim 12 191 0,72 0,683
Nao 2 23 (0,15; 3,45)
Contato com animais na infancia
Animais no interior
da casa na
infancia
Sim 12 176 1,33 0,716
Nao 2 39 (0,28; 6,22)
Cachorro
Sim 10 145 1,06 0,934
Nao 2 31 (0,23; 5,07)
Gato
Sim 7 125 0,57 0,358
Nao 5 51 (0,17; 1,88)
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Contato com animais atualmente

Animais de
estimacgao
atualmente
Sim 13 170 3,45 0,240
Nao 1 45 (0,48; 27,11)
Cachorro
Sim 8 91 0,58 0,368
Nao 5 33 (0,18; 1,91)
Gato
Sim 7 54 1,52 0,480
Nao 6 70 (0,48; 4,78)
Galinha
Sim 4 35 1,14 0,847
Nao 9 89 (0,34; 3,95)
Passaro
Sim 2 29 0,60 0,516
Nao 11 95 (0,12; 2,84)
Contato com animais fora de casa na infancia
Cachorro
Sim 8 125 0,96 0,942
Nao 6 90 (0,32; 2,88)
Gato
Sim 5 102 0,62 0,398
Nao 9 113 (0,20; 1,91)
Cavalo
Sim 9 118 1,47 0,495
Nao 5 97 (0,48; 4,50)
Cabra
Sim 1 13 1,19 0,868
Nao 13 202 (0,14; 9,78)
Gado
Sim 6 90 1,04 0,942
Nao 8 125 (0,35; 3,10)
Porco
Sim 9 125 1,30 0,652
Nao 5 90 (0,42; 4,01)
Galinha
Sim 8 138 0,75 0,596
Nao 6 77 (0,25; 2,24)
Tabagismo
Quantidade de
cigarrospor dia
<10 2 25 0,44 0,440
>10 2 11 (0,05; 3,55)
Outros fumantes
na casa
Sim 8 45 5,00 0,004
Nao 6 170 (1,75; 15,00)
Cigarros fumados
no total na casa
<10
>10 7 52 1,54 0,603
2 23 (0,28; 7,93)

Anexos
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Fatores de risco para a atopia da populagao 1- Questionario ano base 2011

Variavel Atépicos Nao atopicos OR P
(95% CI)
Pai asmatico
Sim 4 14 1,61 0,425
Nao 25 142 (0,49; 5,25)
Pai com rinite
Sim 0 15 0,00 0,998
Nao 27 134 *
Pai com eczema
Sim 0 2 0,00 0,999
Nao 27 145 *
Mae asmatica
Sim 3 13 1,18 0,808
Nao 30 153 (0,32; 4,37)
Mae com rinite
Sim 6 25 1,14 0,805
Nao 28 132 (0,43; 3,03)
Mae com eczema
Sim 0 2 0,00 0,999
Nao 33 154 *
Infecgbes na infancia
Sarampo
Sim 11 91 0,48 0,066
Nao 21 83 (0,22; 1,05)
Coqueluche
Sim 5 37 0,65 0,410
Nao 28 135 (0,23; 1,82)
Pneumonia
Sim 9 16 3,57 0,006
Nao 26 168 (1,40; 8,80)
Catapora
Sim 29 151 1,11 (0,40; 0,837
Nao 5 29 3,10)
Verminose
Sim 34 178 0,95 0,954
Nao 2 10 (0,20; 4,53)
Dividiu o quarto com
alguém na infancia
Sim 28 134 1,10 0,874
Nao 4 21 (0,35; 3,45)
Contato com animais na infancia
Animais no interior da
casa na infancia
Sim 28 129 1,47 0,506
Nao 4 27 (0,48; 4,56)
Cachorro
Sim 26 128 0,95 0,915
Nao 6 28 (0,36; 2,54)
Gato
Sim 18 81 1,19 0,655
Nao 14 75 (0,55; 2,57)

Anexos
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Contato com animais atualmente

Animais de estimagao
atualmente
Sim 25 125 0,88 0,797
Nao 7 31 (0,35; 2,23)
Cachorro
Sim 21 69 2,38 0,030
Nao 11 87 (1,08; 5,21)
Gato
Sim 10 58 0,77 0,526
Nao 22 98 (0,34; 1,74)
Galinha 1,10
Sim 9 41 (0,47; 2,57) 0,830
Nao 23 115
Passaro
Sim 1 5 0,97 0,981
Nao 31 151 (0,11; 8,57)
Contato com animais fora de casa na infancia
Cachorro
Sim 24 112 1,18 (0,48; 2,81) 0,712
Nao 8 44
Gato
Sim 12 69 0,76 (0,34; 1,66) 0,485
Nao 20 87
Cavalo
Sim 7 44 0,71 (0,29; 1,78) 0,465
Nao 25 112
Cabra * *
Sim 0 0
Nao 32 156
Gado
Sim 4 25 0,75 (0,24; 2,31) 0,616
Nao 28 131
Porco
Sim 6 43 0,61 (0,23; 1,57) 0,304
Nao 26 113
Galinha
Sim 13 99 0,39 0,019
Nao 19 57 (0,18; 0,86)
Tabagismo
Quantidade de
cigarros por dia
<10 3 15 0,95 0,951
>10 4 19 (0,18; 4,93)
Outros fumantes na
casa
Sim 14 48 1,75 0,158
Néao 18 108 (0,80; 3,82)
Cigarros fumados no
total na casa
<10 2 9 0,74 0,713
>10 16 53 (0,15; 3,75)

Anexos
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In this work were investigated the relationship between hookworm/Schistossoma mansoni infections and
allergy related risk factors in two endemic areas with distinct prevalence of infections and co-infection.
The intensity of infections, eosinophilia, allergy risk factors, infection status and anti-Der pl IgE levels
before and 2 years (population 1) and 3 years (population 2) after anthelmintic treatment, were evaluated.
It was observed that the population with lower prevalence and intensity of infection (population 2) had
lower eosinophils counts (>600/mm?) and higher animal contact than the population with higher parasites
intensity (population 1). After anthelmintic treatment the intensity of S. mansoni single infection decreased,
but no changes were observed in hookworm and co-infected individuals. The anthelmintic treatment also
enhanced anti-Der pl IgE optical density in ELISA on the subgroups that became negative for helminth
infection regardless of their previous infection condition in population 1. Facing that, we evaluated the
anti-Der pl IgE reactivity index, and the ratio (after/before treatment) was significantly higher in patients
co-infected before treatment. On the other hand, no association between anti-Der pl IgE reactivity index
and the intensity of infections were observed. In conclusion, effective anthelmintic therapy of subjects from
endemic areas with high prevalence of hookworm and S. mansoni infections enhances anti-Der pl IgE levels.
¢ 2013 The Authors. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords:
Schistosomiasis
Allergic disorders
Anti-Der pl IgE
Allergy risk factors

1. Introduction conditions are an area of great interest, mainly because helminth in-

The relationship between environmental factors and allergic dis-
orders was first published by Strachan [1]. The author proposed the
Hygiene Hypothesis, attributing the progressive growth of numbers of
allergic individuals in the last decades to the reduction of infectious
agents exposure during childhood. Immunologically, infections can
modify the immune responses and consequently inhibit an exacer-
bated inflammatory condition. This phenomenon can be explained
by the perturbation of the immune responses caused mostly by
pathogens in which helminths play an importantrole [2,3]. The effects
of helminth infections upon the immune responses to other health

This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Com-
mons Attribution-NonCommercial-No Derivative Works License, which permits non-
commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

* Corresponding author. Tel.: +55 3133497860.

E-mail address: campolina@cpqrr.fiocruz.br (S.S. Campolina).

fections are able to induce immune regulation through stimulation
of regulatory T cells and IL-10 production [4,5]. Previous studies [6,7]
have shown that Schistossomamansoni infection induces IL-10 pro-
duction which leads to a decrease in allergic symptoms.

In this context, additional studies of the effect of helminth infec-
tions on allergic disorders are needed to better determine whether
these infections reduce allergic symptoms and if this is dependent on
the exposure conditions and sensitization. Moreover, it is important to
determine whether treatment of individuals from endemic areas with
anthelmintic drugs increase allergic occurrence. Under this scope, our
study aimed to investigate the relationship between prevalence and
intensity of S. mansoni (SCH) and hookworm (HW) infection and IgE
responses to Dermatophagoides pteronyssinus antigen (Der pl) before
and aftertreatment as well as risk factorsto allergy such as eosinophil
count, allergy episodes, animal contact and smoking in two popula-
tions of medium and high S. mansoni transmission.

2211-2839/$ - see front matter ¢ 2013 The Authors. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Prevalence of helminthic infections, demographical parameters and intensity of infection related to age and parasite burden in two municipalities of Minas Gerais state
Brazil. The infected individuals were identified by Kato-Katz examinations against hookworm and S. mansoni and the prevalence was estimated in populations 1 and 2 following
the exams results: negative in the kato-Katz test (NEG/white bar), positive for hookworm in the kato-Katz test (HW/light grey bar), positive for S. mansoni (SCH/dark grey bar)
in the Kato-Katztest and positive for co-infection with hookworm and S. mansoni (HW + SCH/black bar) (A). The frequency of gender and age were also evaluated (B). The
intensity of infection was expressed as egg per grams in hookworm (Anc)and S. mansoni (Sm) infections (C). Its distributions among different age ranges (D) and the frequency of
highly infected individuals was determined by >2000 epg for hookworm (Anc)and >400 epg for S.mansoni (Sm) (E). The median of each population 1 group was compared with
their respective on the population 2. The error bars represent the interquartile range Statistical analyses were performed by Fisher’s exact and Mann—Whitney tests. In both cases

significance were considered at p < 0.05 and highlighted by *.

2. Population, material and methods
2.1. Study area and population

The study was carried out in Caju (Population-1) with 413 indi-
viduals and Sao Pedro do Jequitinhonha (Population-2) with 314 in-
dividuals, 20 km distant from each other and both in the Municipality
of Jequitinhonha. These are poor rural endemic areas for S. mansoni
and hookworm infections. The population in Caju is of 632 inhabi-
tants that live by subsistence agriculture. Sdo Pedro do Jequitinhonha,
whose population is 2265 inhabitants, has similar economic condi-
tion but is closer to a larger non-rural community and is bordered by
Jequitinhonha river. This region is characterized by poor sanitation
and social economic conditions and the residents are constantly ex-
posed to the risk of helminth infections [8]. The entire population was
screened for infection and due to the fact that prevalence of infection
was above 50%, all inhabitants were treated. Follow up treatment was
performed at 1 month post-therapy and yearly for a period of 5 years.
Informed consent was obtained for all volunteers, including children.
For adolescents, consent was obtained from the volunteer and from
its parents. The samples used were from two distinct collection times
in each locality: before treatment (2004/Caju and 2007/Sio Pedro
do Jequitinhonha) and after treatment (2006/Caju and 2010/S3o Pe-
dro do Jequitinhonha). All participants were registered and assigned
unique household identification (HHID) and personal identification
numbers (PID). This study was approved by the National Committee
of Ethics in Research of Brazil (CONEP/268/08).

2.2. Parasitological survey and eosinophils count

Parasitological survey was conducted using the Kato-Katz test. All
individuals living in the studied villages received three containers
with identification numbers for stool sample collection. The recipi-
ents were collected on three consecutive days. On the day of sample
collection, all volunteers were submitted to a questionnaire to col-
lect additional information on socio-economic status and activities as
previously described by our group [8]. For parasite egg detection and
quantification, two slides were prepared for each sample, totaling six
slides per participant.

Parasite burdens, as determined by eggs per gram of feces (epg),
were calculated from the media of absolute egg number multiplied
by 24 and divided by the number of slides (6). The S. mansoni infected
adults were treated with a single dose of Praziquantel (50—60 mg/kg)
while children were treated single dose of Oxaminiquine (20 mg/kg).
Hookworm infected individuals were treated by single dose of Alben-
dazole (400 mg). All treatments were given under medical supervision
and according to Brazilian Ministry of Health regulations.

The complete blood count (CBC) was performed using the au-
tomated hematology system Advia 60 (Bayer Health Care, USA).
Eosinophilia was defined as eosinophils count over 600/mm?.

2.3. Serum samples and ELISA

Serum was obtained by collection of blood in vacutainer tubes and
one additional tube containing EDTA was collected for hematologi-
cal analysis (Vacutainer, BD, EUA). Tubes were refrigerated and sent
to the Laboratorio de Imunologia Celular ¢ Molecular from Centro
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Fig. 2. Analyses of allergy related biomarkers and risk factors in two endemic areas
for helminthic infection in Minas Gerais, Brazil. The global median value of to anti-Der
pl IgE reactivity was used as the cut-offto segregate “Low” and “High producers”. The
anti-Derp | values correspond to the absorbance before treatment (A). Five allergy
related biomarkers and risk factors, including anti-Der pl, peripheral blood eosinophil
count (EOS >600/mm? ), Asthma, Rhinitis and Eczema previous episodes (As/Rh/Ec),
animals contact and smoking addiction were used to assess the likelihood of allergic
disease, according to ISAAC questionnaire. Individuals presenting more than one allergy
risk factor were also related (Association>2). Each parameter of the population 1 was
compared with the equivalentin population 2 (B). Statistical analyses were performed
by Fisher’s exact and Mann—Whitney tests. In both cases significance were considered
atp < 0.05 and highlighted by *. Although there was not an statistical significance on
the frequency of higher anti-Der pl producers, it was slightly higher on population 2

#).

de Pesquisas René Rachou, where samples were aliquoted in micro-
tubes and stored at —70 °C until use. Serum IgE reactivity against
D. pteronyssinus crude extract (Derpl, LG 5449, Cosmo Bio Co. Ltd.,
Japan) antigen was tested using an Enzyme Lynked Immunosorbent
Assay (ELISA). Briefly, each well was coated with 100 pLL of mite Der
pl antigen at the final concentration of 1 pg/ml in phosphate buffer
saline pH 7.2 (PBS 1 x). The ELISA plates were incubated for 16 h
at 4 °C, washed twice with PBS Tween 20 (Biorad, USA) 0.05% and
blocked with 200 L of PBS with 3% bovine serum albumin (BSA) for
1h at 37 °C. The serum samples were diluted 1:50 in PBS 1 x with
BSA at 3% and were added to the wells and incubated for 2 h at 37 °C.
The plates were washed five times and incubated for 1h at 37 °C,
washed five times again and incubated with 100 WL of peroxidase
labeled monoclonal antibody anti-human IgE (KPL, USA) for 1h at
37 °C. The assays were developed by addition of the substrate (H, O,,
Sigma-Aldrich Co., USA) and the chromogen (O-phenylenediamine,
Sigma-Aldrich Co., USA). The optical density was determined using
an automatic ELISA microplate reader at 492 nm (SpectrMax 340 PC
reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) running Softmax Pro
software (Molecular Devices). A serum pool obtained from urban area
subjects and free of parasitic infection was used as a control sample.

2.4. Questionnaire used to obtain information about respiratory
disease

The interviews were held at the subjects’ homes in 2011 (Caju)
and 2008 (Sao Pedro de Jequitinhonha). Children under 13 years old
had the questionnaire answered by their tutors. Data were collected
by a portable computer PDA—Personal Digital Assistant-Dell-Axim X
50 (Dell Inc., Texas, EUA). The frequency of allergic disorders was es-
timated by the International Study of Asthma and Allergies in Child-
hood questionnaire. This questionnaire was created to develop an
epidemiological study of asthma and allergy distributions worldwide
and is divided in three phases with questions of behavioral and en-
vironmental aspects. Questions of the first phase, related to previous
symptoms and confirming diagnosis of allergic disease, were used to
estimate allergic disorders distribution on these two localities. Fur-
thermore, secondary questions were asked to characterize the oc-
currence of risk factors such as contact with animals and smoking
habit.

2.5. Statistical analysis

For statistical analysis were used Microsoft Excel 2010 SP1 (Mi-
crosoft Corporation, Washington, EUA) and Graph Pad Prism 5.0.3
(San Diego, CA, EUA). Chi-square, Mann—Whitney and Tukey’s post-
tests were used for multiple comparisons tests to investigate differ-
ences between frequencies. In all cases, differences were considered
significant when p < 0.05.

3. Theory

Long-term anthelminthic treatment can modify the allergen spe-
cific immune response in S. mansoni and hookworm infected individ-
uals.

4. Results

4.1. Prevalence of hookworm and S. mansoni infections pre- and
post-treament

Our data demonstrated that the prevalence of HW infection as
well as HW + SCH co-infection were higher in population 1 when
compared to population 2 (Fig. 1A). No significant differences were
observed on the age ranges as well as gender distribution between
the two localities (Fig. 1B). Population 1| also had higher intensity of
infection (Fig. 1C) in all age ranges as compared to population 2 (Fig.
1D). Moreover, population 1 also presented greater frequency of indi-
viduals displaying high intensity S. mansoni infection (Sm >100 epg)
(Fig. 1E).

4.2. Analysis of anti-Der pl antibody responses of individuals living in
endemic areas with distinct prevalences for Hookworm and S. mansoni
infections

To determine the effectiveness of the ELISA technique to measure
the serum levels of Anti-Der pl IgE, we first established the optical
density cut-off point of the assay. To determine this point, the me-
dian of anti-Der pl IgE optical density values from both populations
together before treatment was evaluated in order to separate the in-
dividuals into “Low and High anti-Der pl IgE producers” (Fig. 2A). The
cut-offused to evaluate the data of reading on O.D. of 0.420.

Although population 2 showed a lower frequency of individuals
with eosinophilia (EOS >600/mm?), it had increased the frequency
of individuals reporting animal contact, and >50% of “High anti-Der
pl IgE producers” (Fig. 2B).
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A Impact of Treatment on Prevalence of Helminthic Infections
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Fig. 3. Impact of treatment on prevalence and intensity of infection in two endemic areas for helminthic infection in Minas Gerais, Brazil. The prevalence of infection before and

after treatment was determinate for each one of these conditions: individuals with negative kato-Katztest (NEG) were represented by white bar; hookworm positive individuals

on the kato-Katz test (HW) were represented by light grey bar; positive individuals for S. mansoni on the Kato-Katztest (SCH) were represented by dark grey bar and co-infected
individuals determinated by the Kato-Katztest (HW -+ SCH) were represented by black bar (A). The intensity of hookworm (Anc)and S. mansoni (Sm) infections was also evaluated
before and 2 years after treatment and the absolute number obtained on the Kato-Katztest was also used. The medians of each group of the populations were compared before

and after treatment with their respective groups. The error bars represent the interquartile range. Statistical analyses were performed by Fisher’s exact and Mann—Whitney tests.

In both cases significance were considered at p < 0.05 and highlighted by *.

4.3. Effect of treatment on the frequency on High anti-Der pl IgE
responder

Although the albendazole/praziquantel combined treatment was
unable to completely eradicate the helminthic infections in both stud-
ied populations, the frequency of negative (NEG) individuals in these
localities increased (Fig. 3A). It is interesting to note that combined
anthelmintic therapy reduced the intensity of S. mansoni (SCH) infec-
tion in single infected patients in the population 1. However, it did not
reduce the intensity of infection in those individuals that remained
HW infected or HW + SCH co-infected after treatment (Fig. 3B). No
significant differences in the intensity of infection were observed in

the population 2 (Fig. 3B).

With the objective of identifying the effect of albendazole/
praziquantel anthelmintic therapy on the levels of anti-Der pl IgE
antibody response, we categorized the studied populations into two
subgroups, referred to as “TREATED-NEG” and “TREATED-POS” since
these individuals cleared the infection or remained infected (or re-
infected) 2 years after treatment. The re-infected and infected partic-
ipants were treated again until the infection clearance. The posterior
data about repeated treatments were not used in this study.

Our data demonstrated that the frequency of “High anti-Der p1
IgE producers” increased selectively in the TREATED-NEG subgroup
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Fig. 5. Anti-Derp 1 IgE Index. The index of anti-Der pl IgE was defined as ration of
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density value after treatment. The subgroups evaluated were those that presented
negative results on Kato-Katz exams. The groups were compared between them (A).
The anti-Der pl IgE index of co-infected subgroup (before HW + SCH and after NEG)
was correlated with intensity of infection (B). Statistical analyses were performed by
Fisher’s exact and Mann—Whitney tests. In both cases significance were considered at
p < 0.05 and highlighted by *.

of population 1, with no significant changes in the TREATED-POS sub-
group of population | or in both subgroups of population 2 (Fig. 4A).

Detailed analysis of TREATED-NEG and TREATED-POS subgroups
based on their pre-treatment (before-NEG, before-HW, before-SCH
and before-HW + SCH) and post-treatment status (after-NEG, after-
HW, after-SCH and after-HW + SCH), further demonstrated that,
regardless of their pre-treatment condition, the increased frequency
of “High anti-Der pl IgE producers” were evenly distributed amongst
the TREATED-NEG patients of population 1 (Fig. 4B).

4.4. Analysis of post-treatment anti-Der pl IgE Index and its

relationship with helminthic infection/co-infection status and infection
intensity

In order to further investigate whether the changes in the anti-Der
pl IgE observed in the TREATED-NEG subgroup of population 1 could
be related to the patient pre-treatment condition, we calculated for
each patient the anti-Der pl IgE Index as the ratio between the opti-
cal densities observed after/before treatment. Interestingly, our data
demonstrated that the anti-Der pl IgE Index was significantly higher
in the subgroup of patients with the co-infection status before treat-
ment (before-HW + SCH) (Fig. 5A). Additional analysis demonstrated
that the increase on the anti-Der pl IgE Index was not associated with
either the intensity of Hookworm or the S. mansoni egg counts (Fig.
5B).
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5. Discussion

Although several authors have evaluated changes in anti-Der pl
responses following anthelmintic treatment [9,10], in this study we
performed comparisons of anti-Der pl IgE response before and af-
ter treatment in all age ranges and in both genders. The populations
evaluated had similar age and gender parameters and also allergy
risk factors were equally distributed. Treatment against S. mansoni
and hookworm was effective in both localities as indicated by nega-
tive individuals’ stool egg counts. We also observed that re-infection
frequently occurs.

Furthermore, we demonstrated that anti-Der pl IgE levels in-
creased after treatment on population with higher intensity of in-
fection. Worms are known as master pieces on immune regulation
and are commonly associated with allergy downregulation. Van den
Biggelaar and colleagues [10], showed an association between S. man-
soni infection and IL-10 production on patient’s serum. IL-10, com-
bined or not with TGF-[3, secreted by antigen presenting cells and
regulatory T cells may directly interfere with allergic effectors mech-
anisms by inhibiting mast cell degranulation or Th2 immune response
[11,12]. This mechanism was corroborated in animal models demon-
strating that allergic immune response was suppressed by helminthes
and this event was related to increased IL-10 production and regula-
tory CD4 " Foxp3 " CD45™ Tecells [13].

Moreover, it has also been previously shown that PBMC of pa-
tients from endemic areas produce lower levels of IL-5 and IL-4 when
exposed to Dermatophagoides pteronyssinus antigen (Der pl) than
individuals with no helminth infection, resulting in lower levels of
anti-Der pl IgE [14]. On the other hand, worm antigens exposure
stimulated by anthelmintic therapy promotes an increase of IL-5 and
IL-4 productions [15,16]. At the same time, IL-10 production is sup-
pressed, what may lead to IgE production including IgE anti-Der p1
[17,18]. Invitro studies demonstrate that Praziquantel can alter worm
tegument; liberating or exposing inner worm antigens can also stim-
ulate IL-6, TNF-a and eotaxin production culminating in antibodies
isotypes changes over weeks or months [12,19-22]. Our data also sup-
port these findings as we showed that anti-Derp1 IgE levels increase
after treatment. We propose that this might be related to decreased
IL-10 resulting in increased IL-4 production.

Concerning geohelminths, it has been demonstrated that Albenda-
zole treatment was strongly associated with recurrent wheeze [21].
Moreover, it was observed that Albendole treatment during preg-
nancy enhances infantile eczema [23] and also increases in anti-Der
pl IgE [24,25]. In this study we demonstrated that post-treatment
response of individuals with high intensity of infection of geohelmin-
hths also have high levels of anti-Der pl IgE but the opposite was
observed in the population with individuals with low intensity of
infection.

Rujeni and colleagues [26] found a negative correlation between
IgE anti-Der pl and the intensity of S. mansoni infection in high trans-
missions areas. The authors also did not observed relationship be-
tween these two variables in low transmission areas. In our study,
the anti-Der pl IgE levels ratio analysis after and before treatment
demonstrated that co-infected individuals had higher levels of anti-
Der pl IgE after treatment than the other groups of infected indi-
viduals evaluated. Although the increased anti-Der pl IgE index of
co-infected/cured individuals was observed, we did not observe a re-
lationship between the intensity of infection and anti-Der pl IgE. This
event might be explained by the presence of different worms’ antigens
released after treatment of co-infected individuals which exacerbated
the IgE productions, probably by stimulating IL-4 production [27].

It is important to underscore that data interpretation should be
taken with caution, considering some particularities of experimental
design and data collection approaches used in our study. In fact, the
population 1 measurements were performed 2 years after treatment

whereas the population 2 was assessed 3 years after treatment. More-
over, the post-treatment samples were taken years rather than weeks
after treatment and therefore the infection level does not reflect ef-
ficacy of treatment but rather rates of re-infection in two areas with
different rates of transmission. In addition, the questionnaires were
administered 7 years and 2 years after the beginning of the study in
populations 1 and 2, respectively.

6. Conclusions

The determination of whether helminth infections confer protec-
tion or are a risk factor to allergic disorders and the effect of an-
thelmintic treatment on allergic responses is still debatable. Although
we could not find an association between helminth intensity of infec-
tion and allergy related risk factors it was demonstrated that effective
chemotherapy of subjects from endemic areas with high prevalence
of infection enhances the levels of anti-Der pl IgE, and that is a risk
factor to development of allergic disorders.
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