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ARTIGO ORIGINAL

Producdo de IL-10 em resposta a aeroalérgenos em
criancas e adolescentes de zona urbana com geohelmintiases

IL-10 production in response to aeroallergens by children and teenage from
urban areas with geohelminthiasis

Valdénia M. O. Souza?, Décio M. Peixoto?, José A. Rizzo3, Almerinda R. Silva?,
Vlaudia M. A. Costa®, Emanuel S. C. Sarinho®”

Resumo

Objetivos: A IL-10 pode imunomodular as respostas alérgi-
cas no hospedeiro. A respeito dos geohelmintos, trabalhos di-
vergem quanto a alteracdo do quadro clinico e/ou testes cuta-
neos de hipersensibilidade. Pouco é conhecido sobre a produ-
¢do de IL-10 frente a aeroalérgenos durante as geohelmintia-
ses. Neste estudo, verificamos a produgédo de IL-10 por células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com ou sem
geohelmintiases, de zona urbana, em resposta ao Dermato-
phagoides pteronyssinus ou Blomia tropicalis.

Métodos: Estudo experimental, com 21 pacientes de zona
urbana, em que foram realizadas 84 determinacdes de IL-10.
Apb6s exames coproldgicos, em triplicata, dois grupos foram
formados, criancas enteroparasitadas e n&o-parasitadas.
Amostras de sangue foram coletadas para purificacdo de célu-
las mononucleares e cultivo com antigenos de Ascaris sp (Asc),
mitégeno concanavalina A (Con A), D. pteronyssinus (Dep) e
B. tropicalis (Bt). A IL-10 do sobrenadante celular foi dosada
(ELISA).

Resultados: Idade dos pacientes variou de 9-12 anos e
sem diferenga quanto ao sexo. Nos individuos parasitados a
carga parasitaria foi baixa. Frente ao Asc, Con A ou Dep nao
houve diferenga na sintese de IL-10 pelas células do grupo pa-
rasitado e ndo parasitado. Contudo, uma producgao significati-
vamente maior de IL-10, frente ao estimulo com Bt, nos nao-
-parasitados foi observada.

Conclusdes: Pacientes de zona urbana parasitados produ-
zem menos IL-10 frente a B. tropicalis, alérgeno mais preva-
lente em Recife, podendo levar a predisposicdo as manifesta-
¢Oes alérgicas. Estes dados corroboram a hipdtese que baixa
carga parasitaria de geohelmintos, principalmente Ascaris lum-
bricoides, pode predispor a asma/sibilancia.
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Abstract

Objectives: IL-10 can immunomodulate allergic reactions
in the host. Concerning of the geohelminths, the studies diver-
ge about the alteration of clinical allergic disease and/or skin
prick test reactivity. IL-10 production in response to aeroaller-
gens during the geohelminths infection is poorly known. In this
study, we verified the IL-10 syntheses by peripheral blood mo-
nonuclear cells from low parasitic load infected or non-infected
patients coming from urban areas, when stimulated with Der-
matophagoides pteronyssinus (Dep) or Blomia tropicalis (Bt).

Methods: Experimental analysis of 21 patients from urban
areas, which was performed 84 IL-10 determinations. After the
parasitological exams (Hofmann/Kato-Katz), in triplicate, two
groups were obtained, geohelminths infected and non-infected
children. Blood sample were harvested for purification of mo-
nonuclear cells and culture with Ascaris sp antigen (Asc), con-
canavalina A mitogen (Con A), Dep and Bt. IL-10 content in
cellular supernatant was measured (ELISA).

Results: Patients age was among 9-12 years old and wi-
thout difference in gender. In parasite infected individual the
parasite load was low. In response to Asc, Con A or Dep there
was not difference in the IL-10 synthesis. However, in respon-
se to Bt stimulus, high production of IL-10 by non-parasite
infected group was observed.

Conclusions: Parasite infected patients from urban areas
product less IL-10 to Bt, allergen more prevalent in Recife,
could lead to predisposition to allergic manifestation. These
finding corroborate the hypotheses that low parasite load of
geohelminths, especially Ascaris lumbricoides, can predispose
to asthma/wheezing.
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IL-10 em resposta a aeroalérgenos em criangas parasitadas

Introducéao

No Brasil, estudos isolados nas diferentes regides do
pais relatam que a ascaridiase, a tricuriase e a ancilosto-
miase sdo doeng¢as ainda muito comuns entre criangcas de
dois a quinze anos. Dentre os prejuizos causados ao hos-
pedeiro pelos parasitas estdo a desnutricdo, a anemia, a
obstrugéo intestinal (em casos mais graves), o retarda-
mento no crescimento e da capacidade de aprendizado,
sendo o quadro clinico proporcional a carga parasitaria pois
esta pode influenciar no tipo de resposta imune que o hos-
pedeiro vai apresentar®®.

Contudo, de uma forma geral, a resposta imunoldgica
alergénica as parasitoses intestinais é variavel e pode ser
caracterizada em aguda e crbnica. Normalmente, na fase
aguda, ha o desenvolvimento de uma resposta especifica
ao parasita, que é caracterizada por marcada eosinofilia e
altos niveis de IgE especifica®. Nessa ocasifo, sindromes
alérgicas podem estar presentes, como reacdes urticarifor-
mes ou quadros de broncoespasmo causados pela migra-
¢do larvaria em tecido pulmonar. A eosinofilia presente
nessa fase ndo é apenas sangliinea, mas também tecidual,
na tentativa de imobilizar ou mesmo eliminar o parasito.
Da mesma forma, o nivel elevado de IgE especifica age co-
mo fator importante para aumentar o recrutamento de eo-
sinéfilos para o local da agressdo. A IgE sérica policlonal
esta elevada, e muito exageradamente, apenas em uma
fase mais tardia, apds varios periodos de agressédo ao hos-
pedeiro®, quando ha uma acomodagdo da relagéo entre o
hospedeiro e o parasita, na qual ndo deixa de existir a in-
festagdo parasitaria, mas a migracdo larvaria é minima.
Nessa fase, os helmintos podem estimular células T regula-
térias a contribuirem para uma resposta contra alérgenos
ambientais, com uma produgédo significativa de interleucina
10 (IL-10) e de transforming growth factor beta (TGF-B),
que promovem redugdo do numero de eosinoéfilos sangii-
neos®”’.

Assim, do ponto de vista imunolégico, um aspecto im-
portante desta relacdo hospedeiro-parasita, é o relato da
supressao da resposta imune a antigenos nao-relacionados
aos vermes em pacientes altamente infectados. Em pacien-
tes alérgicos, de uma forma geral, uma relagédo inversa en-
tre as infec¢gdes com helmintos e a intensidade das reacdes
alérgicas tem sido evidenciada®'°.

Os estudos em modelos de infec¢des crénicas com dife-
rentes espécies de trematddeos ou nematddeos filarideos
tém evidenciado uma marcante relagdo entre a producao
de IL-10 e alteragdes no curso clinico das reacdes alérgicas
em pacientes infectados. A produgdo de IL-10, presente na
fase crbnica da infecgdo pelo Schistosoma haematobium,
foi associada com a menor prevaléncia de reagdo cutanea
positiva para alérgenos em criangas africanas®™. Foi tam-
bém demonstrado que nos pacientes com asma e infecta-
dos com Schistosoma mansoni ocorre uma produgdo me-
nor de IL-5 e IL-4 e maior de IL-10 em resposta a Derma-
tophagoides pteronyssinus, quando comparada com a pro-
ducgdo destas citocinas em pacientes asmaticos e nao-pa-
rasitados™?.

A respeito dos nematédeos, destacando-se as infecgbes
com Ascaris lumbricoides, trabalhos divergem quanto a
alteracdo (potencializar ou reduzir) do quadro clinico e/ou
testes cutaneos das alergias. Variagdes quanto ao nivel so-
cioecondmico, idade da populagdo estudada, carga parasi-
taria, tempo de infeccdo e de contato prévio com estes pa-
rasitas podem explicar as divergéncias dos resultados des-
critos™. Contudo, relatos sobre o estudo do papel das cito-
cinas durante as infec¢cbes com estes geohelmintos e a re-
lacdo com o desenvolvimento das alergias tém sido poucos
e recentes™.

Sendo assim, neste trabalho, realizamos um estudo ex-
perimental com pacientes de zona urbana, onde verifica-
mos a produgdo de IL-10 por células mononucleares de

Rev. bras. alerg. imunopatol. — Vol. 32, N° 2, 2009 55

sangue periférico (CMSP) de pacientes com ou sem geohel-
mintiases, em resposta aos aeroalérgenos D. pteronyssinus
(Dep) e Blomia tropicalis (Bt).

Métodos

Desenho de estudo e populacédo

Cento e cingquenta e uma criancas de 5-18 anos de ida-
de, moradoras do grande Recife, atendidas no ambulatério
de Pediatria Hospital das clinicas-UFPE, no periodo de feve-
reiro de 2006 a outubro de 2007, tiveram as fezes coleta-
das para andlise parasitolégica. Os pais ou responsaveis
pelas criangcas, apds consentimento em participar da pes-
quisa, responderam a um questionario para analise de do-
enca alérgica; da historia familiar; de doencgas cronicas, do
uso prévio de medicamentos e condi¢des sbécio-econdmi-
cas.

A partir dos resultados dos exames parasitolégicos dois
grupos amostrais foram formados, (1) criancas enteropara-
sitadas e (2) criangas nado parasitadas, nas quais foram
realizadas a coletada de sangue (* 15 mL) para posterior
purificacdo de células mononucleares, cultivo e verificagdo
da produgéo de IL-10.

Estas criangas ndo usaram anti-helminticos nos ultimos
seis meses e os antecedentes de doenca alérgica em cada
grupo foi avaliado e néo foi critério de exclusdo. Em toda a
amostra houve 10 pacientes com antecedentes de atopia
sendo a asma a doenga mais prevalente, quatro pacientes
foram alérgicos no grupo com parasitose intestinal e seis
no grupo comparativo.

Os procedimentos do estudo foram aprovados pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde
da UFPE (CEP/CCS/UFPE). Os responsaveis pelas criangas
assinaram o termo de consentimento de participacdo no
projeto.

Parasitolégico de Fezes

A pesquisa de ovos de helmintos foi feita pelo método
de sedimentacdo espontanea, em trés amostras de fezes
em dias alternados, conservadas em formalina 10%. O mé-
todo de Kato-Katz*® foi utilizado para estabelecer o numero
de ovos por gramas de fezes (opg).

Preparacao de Antigeno

Proteinas soluveis, obtidas a partir do processamento de
vermes adultos®, liofilizadas foram ressuspendidas em PBS
no momento de sua utilizagdo. Os alérgenos utilizados de
Dep e Bt foram concentrados oriundos da ALC Farmacéuti-
ca.

Producéo de IL-10 in vitro e dosagem por ELISA

Apos coleta do sangue venoso pela pungéo da veia cubi-
tal, células mononucleares do sangue periférico de pacien-
tes parasitados e pacientes ndo-parasitados foram separa-
das pela densidade de centrifugacdo em gradiente de Fi-
coll-Hypaque. As células foram distribuidas em placas de
cultura de 24 pogos (3 x 10°/mL) e incubadas em contato
com antigenos do extrato de Ascaris sp (Asc) (250 pg/mL),
mitégeno concanavalina A (Con A) (3 pg/mL), Dep (25 pg/
mL) e Bt (25 pg/mL) por 72 h. Ap6s o tempo de cultivo, o
sobrenadante foi coletado e submetido a dosagem de IL-10
por ELISA sanduiche utilizando os seguintes anticorpos
monoclonais: IL-10 captura JES3-12G8 e deteccdo JES3-
19F1 (BD Biosciences Pharmigen). A ligagdo com anticor-
pos biotinilados (deteccdo) foi detectada utilizando conju-
gado estreptoavidina-peroxidade e cromégeno ABTS (-2,2
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6 sulfonic acid) Sigma) e
agua oxigenada 30 % (Sigma). As placas foram lidas em
410 nm em leitora de ELISA e as amostras quantificadas
por comparacdo com curva padrédo de recombinante purifi-
cado de IL-10.

Analise estatistica

O teste nao-paramétrico Mean-Whitney foi utilizado para
comparar os niveis de citocinas entre os grupos parasita-
dos e nédo-parasitados. Valores de p menores do que 0,05
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(p-valor<0,05) foram considerados como indicador de di-
ferenca estatisticamente significativa entre as variaveis.

Resultados

A avaliacéo clinica, a aplicagéo de questionario e os exa-
mes coprolégicos foram realizados em 151 criangas, obten-
do-se uma prevaléncia da positividade para helmintos nos
exames parasitolégicos de apenas 15% (23/151). Dez es-
tavam infectados com A. lumbricoides (7%), seis com Tri-
churis trichiura (4%), dois com Hymenolepis nana (1%),
dois com Enterobius vermicularis (1%) e trés com Ancylos-
tomideo (2%). Foi um dado inesperado, a elevada frequén-
cia de erradicacao periddica de parasitoses em massa, pois
foi estimada uma prevaléncia de geohelmintiases de 40%
nesta populacdo de comunidade carente, isso pode ser
resultado da Assisténcia do Programa de Saude da Familia
na cidade do Recife.

A idade dos pacientes variou de 9-12 anos e nao houve
diferenca quanto ao sexo. Segundo a quantidade de ovos,
uma baixa carga baixa parasitaria (< 2.000 ovos) foi en-
contrada em todas as criangas infectadas por geohelmin-
tos. Nao houve diferenca estatistica em relagéo a presenca
de anemia nos grupos tratados e nao tratados com anti-
-helminticos.

a) 4o
T 4.5 4
g L] A
=
— 3.01 4
o n
A - s
=
1.5 . 4
- i
0.0
Parasitados N&o Parasitados
Asc
€) 9.0
7.5+ .
- e
£ 6.0
=
g) N
— 4.5+ N
S -
— 3.04 —_—
[ ] A
1.5 - “
0.0
Parasitados N&o Parasitados

Dep

O
Nerd

IL-10 (ng/mL)

IL-10 (ng/mL)

IL-10 em resposta a aeroalérgenos em criancas parasitadas

Producédo de IL-10 em pacientes parasitados e nao
parasitados com geohelmintiases

Para este estudo experimental da dosagem de IL-10, foi
escolhido aleatoriamente 9 pacientes parasitados (no gru-
po parasitado todas as criangas, exceto um caso, estavam
infectadas apenas com Ascaris lumbricéides) e 12 criancas
nao-parasitadas (grupo nao-parasitado) que concordaram
em participar deste estudo e com facilidade de obtencéo de
amostra de sangue suficiente para a fidedignidade e reali-
zacdo da dosagem desta citocina.

As células mononucleares de sangue periférico de cada
paciente foram cultivadas na presenca de antigenos de
Asc, mitégeno Con A e dos alérgenos Dep e Bt por 72 h.
Apo6s este periodo, o sobrenadante foi coletado e submeti-
do a quantificacdo das citocinas por ELISA, em duplicata
para cada estimulo nos fornecendo 84 determinacdes de
citocinas. Os resultados mostram que nao houve diferenca
significativa na produc¢éo de IL-10 pelos grupos parasitados
e nao parasitados sob estimulo com Asc, Dep ou Con A (Fi-
gura 1la, 1b e 1c). Entretanto, as células mononucleares de
sangue periférico da maioria dos pacientes ndo parasitados
secretaram significativamente mais IL-10 que as dos paci-
entes parasitados frente ao estimulo com o alérgeno de Bt
(Figura 1d).
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Figura 1 - IL-10 secretada por células mononucleares de sangue periférico de pacientes parasitados ou ndo parasitados em resposta a
estimulos in vitro com antigenos de extrato de Ascaris sp (Asc [a]), mitégeno concanavalina A (Con A [b]), Dermatophagoides pteronyssinus
(Dep [c]) e Blomia tropicalis (Bt [d]). 3 x 105/mL células foram cultivadas com Asc (250 ug/mL), Con A (3 pg/mL), Dep (25 ug/mL) ou Bt (25
ng/mL) por 72 h. Limite de deteccdo foi de 0.31 ng/mL. Linhas vermelhas representam a mediana de cada grupo. * p < 0.05 comparado com

grupo néo parasitado.



IL-10 em resposta a aeroalérgenos em criangas parasitadas

Discusséo

As infec¢des por helmintos geram no hospedeiro uma
resposta imune do tipo Th2, caracterizada por uma potente
producdo de imunoglobulina E (IgE) policlonal, eosinofilia,
mastocitose e produgio das citocinas IL-4, IL-10 e IL-5%.
As reacgfes de hipersensibilidade imediata ou alergias tam-
bém sao dependentes de uma resposta imune Th2. A IgE
tem um papel central na patogénese devido a ligagdo com
receptores de alta afinidade em mastécitos teciduais ou
baséfilos circulantes, induzindo a liberagdo de histamina e
outros mediadores imunofarmacolégicos (prostaglandinas,
leucotrienos, TNF, IL-4 e IL-5)*8.

Neste estudo, nés observamos que as células de ambos
0s grupos enteroparasitados ou livres dos parasitos produ-
zem niveis semelhantes de IL-10 frente ao estimulo in vitro
com antigeno de Dep, entretanto as criancas sem geohel-
mintiases produzem mais IL-10 em resposta a Bt. Impor-
tante, ressaltar frente a este resultado que os exames co-
prolégicos quantitativos revelaram uma baixa carga parasi-
taria nos individuos infectados e que a Bt é o 4caro mais
sensibilizante na regido estudada.

Tem sido observado que dentre as variaveis considera-
das (nivel socioecondmico, idade da populacdo estudada,
tempo de infeccdo, contato prévio com parasitas) em dife-
rentes estudos, a carga parasitaria parece ter maior influ-
éncia na divergéncia de resultados quanto a capacidade de
geohelmintos modularem as reacgles alérgicas no hospe-
deiro®. Palmer et al*®, em &rea de baixa prevaléncia, des-
creveram um aumento no numero de testes cutaneos po-
sitivos em pacientes Chineses parasitados. Lynch et al®®
mostraram uma diminuicdo da positividade de teste cuta-
neo de hipersensibilidade para aerolérgeno em pacientes
com alto grau de infestacdo. Ponte et al'**, em pacientes de
Salvador, nao evidenciaram diferenca entre a positividade
do Prick test em portadores de A. lumbricoides (com carga
leve de infec¢éo) e individuos nédo parasitados.

Por outro lado, de modo interessante, quando se consi-
dera a IL-10 que é alvo de diferentes investigacdes sobre a
imunomodulagédo induzida por parasitas®, as pesquisas
convergem para o mesmo resultado quando se analisa a
resposta a antigenos parasitarios, ou seja, ndo se observa
diferenca na producédo de IL-10 entre pacientes parasitados
e livres de infeccdo com A. lumbricoides de area endémi-
ca*®*?®. Em acordo com estes dados, nés também ndo veri-
ficamos diferenga significativa entre os niveis médios de
sintese de IL-10 oriundos de células de pacientes parasi-
tados ou ndo parasitados frente ao estimulo com Ascaris
ou mitégeno.

Com relagdo a resposta aos aeroalérgenos, Ponte et al
relataram que em pacientes asmaticos parasitados e nédo
parasitados os niveis de IL-10 foram semelhantes em en-
saio in vitro estimulado com alérgeno Dep. Em nosso es-
tudo, nds nao verificamos diferenca entre os niveis médios
de IL-10 de pacientes parasitados e ndo parasitados em
resposta a Dep. Contudo, uma maior producdo de IL-10
frente ao antigeno de B. tropicalis foi notada em criangas
do grupo livre de geohelmintiases.

Neste dltimo grupo, ndés acreditamos que pela auséncia
da parasitose ativa, estes pacientes ndo estavam no pico
da resposta Th2 (IL-4, IL-5 > IL-10) e sim numa fase pos-
terior, onde a producédo de IL-10 pode ser mais evidente,
influenciando desta forma a producéo desta citocina frente
ao estimulo com Bt.

Pesquisa realizada em casas de asmaticos e nao asmati-
cos que estudou a prevaléncia de acaros em amostras de
coleta da poeira domiciliar encontrou que o acaro Bt foi o
mais prevalente em nossa cidade, da mesma forma o ex-
trato padronizado deste acaro foi o que apresentou maior
positividade frente ao teste cutdneo de hipersensibilidade
imediata e IgE especifica®®. Assim sendo, este aeroalérgeno
é 0 mais comum em nossa cidade e surpreendentemente
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0s pacientes parasitados apresentaram menor resposta de
IL-10 quando exposto ao mesmo, predispondo-os ao apa-
recimento de sintomas alérgicos. A presenca ou nao de sin-
tomas alérgicos em cada grupo bem como a positividade
ao teste cutaneo foi avaliada, mas nao demonstraram dife-
renca significativa ja que este nosso estudo nao objetivou
responder a estes questionamentos, com este tamanho
amostral utilizado para estudo exploratério quase experi-
mental.

O gque interessa, realmente, é que tem sido relatado que
a resposta imune gerada a antigenos compartilhados por
parasitas e alérgenos pode gerar ou agravar sibilancia e
sintomas asmaticos em pacientes infectados com geohel-
mintos, em particular A. lumbricoides?®®, ou seja, a ascari-
diase pode predispor as doengas dependentes de uma res-
posta imune tipo Th2. Contudo, é preciso considerar que a
baixa carga parasitaria destes pacientes infectados pode
néo ter induzido uma resposta facilitadora de producéo de
IL-10. De qualquer forma, estes achados estdo de acordo
com a hip6tese de que baixa carga parasitaria pode predis-
por criangcas da zona urbana a doengas alérgicas (asma e
sibilancia)®.

Em resumo, este estudo mostra que na infeccao ativa
por geohelmintos, e em especial A. lumbricoides, a produ-
¢do de IL-10 pode encontrar-se reduzida frente ao aeroa-
lérgeno Bt o que sugere uma predisposicdo a atopia nestes
pacientes com baixa carga parasitaria e de zona urbana.
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