M FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ

FIOCRUZ CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ - CPQGM

Curso de P6s-Graduacdo em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

AUSENCIA DE EFEITO DA MEMORIA II\/IUI\lOLC')GICA A ANTIGENOS
MICOBACTERIANOS SOBRE A PRODUCAO DE IgE E CITOCINAS
EM RESPOSTA A Dermatophagoides pteronyssinus

THAIS SILVA PELETEIRO

Salvador, Bahia — Brasil
2012



FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
CENTRO DE PESQUISA GONCALO MONIZ - CPQGM

Curso de Pés-Graduacdo em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa

DISSERTACAO DE MESTRADO

AUSENCIA DE EFEITO DA MEMORIA IMUI\lOLOGICA A ANTIGENOS
MICOBACTERIANOS SOBRE A PRODUCAO DE IgE E CITOCINAS
EM RESPOSTA A Dermatophagoides pteronyssinus

THAIS SILVA PELETEIRO

Orientadora: Prof2 Dr2 Theolis Costa Barbosa Bessa

Dissertacdo de mestrado apre-
sentada ao Curso de POs-Gra-
duacdo em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz
(CPqGM) para obtencédo do grau
de Mestre.

Salvador, Bahia — Brasil
2012



Ficha Catalogréfica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Peleteiro, Thais Silva
P382i Auséncia de efeito da memoria imunolégica e antigenos micobacterianos sobre a
producdo de IgE e citocinas em resposta a Dermatophagoides pteronyssinus .
[manuscrito] / Thais Silva Peleteiro . - 2012.
86f.; 30 cm

Datilografado (fotocdpia).

Dissertacdo (Mestrado) — Fundacéo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz. P6s-Graduagdo em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa, 2013.

Orientador: Prof? Dr2. : Theolis Costa Barbosa Bessa.

1. Alergia 2. Dermatophagoides pteronyssinus. 3. Micobacterium 4.

Turbeculosis 5. Vacina BCG 6. Imunomodulagéo 1. Titulo.

CDU 616.2:615.371




“AUSENCIA DE EFEITO DA MEMORIA IMUNOLOGICA A ANTIGENOS MICOBACTERIANGS SOBRE
A PRODUCAD DE IGE E CITOCINAS EM RESPOSTA A Devmarophagoiies pleronyssings

THAIS SILVA PELETEIRO

FOLHA DE APROVACAD

COMISSAD EXAMINADORA

7 - ;
.!EF"M "?—‘6—'—'&._ {,_)2\_‘_ » ((_Ia'- (P W ..-l! ~*’£'—-:.'

Dir* Maria Ilma Andrade Sanios Arajo [ Mewea Marla Alchintara Meves
Professer Adjunts 1 Professor Colaborador
LFBA LUFHA

Dir. Lain Carlos Pontes de Carvalho

Pesquisador Tilars
CPqisy FIOCRUZ




FONTE DE FINANCIAMENTO:

Fapesb



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter sido o meu guia ao longo de toda a minha trajetoria iluminando a
minha mente, provendo forcas para que eu continuasse de cabeca erguida nos
momentos mais dificeis;

Aos meus pais, por todo o apoio, atencdo, paciéncia e compreensao que me foram
destinados desejando-me sempre o0 melhor e confiando meu sucesso;

A minha orientadora Dra. Theolis Costa Barbosa Bessa, pelo apoio, pela
compreensdo e confianga no meu potencial, além de ter me concedido a
oportunidade de compartilhar conhecimentos que até entdo, ndo eram por mim
conhecidos;

Aos professores do Curso de Poés-Graduacdo em biotecnologia em Saude e
Medicina Investigativa, que participaram da minha formacdo académica e
profissional,

A equipe do LIMI — em especial ao meu grupo de pesquisa pelo apoio;

Aos meus amigos e colegas, pelas palavras ou gestos de cumplicidade e apoio,
além da compreensdo da minha auséncia ou distancia fisica durante varios
momentos, uma vez que precisei dar prioridades aos trabalhos destinados ao
mestrado;

A todos os demais que possam ter contribuido indiretamente para elaboracdo deste
trabalho e para minha formacgéo profissional.



‘A mente que se abre a uma nova ideia,
jamais voltara ao seu tamanho original.”

(Albert Einstein)


http://www.pensador.info/autor/Albert_Einstein/

RESUMO

PELETEIRO, Thais Silva. Auséncia de efeito da memdéria imunoldgica a antigenos
micobacterianos sobre a producdo de IgE e citocinas em resposta a
Dermatophagoides pteronyssinus. 86 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador, 2012.

Introducdo: As doencas respiratorias alérgicas, tais como rinite e asma, afetam
elevada proporcéo da populacéo brasileira. Estima-se que mais de 58 mil pessoas
foram afetadas por alguma destas condi¢cdes no Brasil em 2002-2003. Estudos
realizados em humanos e animais sugerem que a exposicdo ambiental ao
Mycobacterium tuberculosis ou imunizagdo com o M. bovis (vacina BCG), podem
estar relacionadas a protecdo contra doencas alérgicas. Objetivo: Investigar a
influéncia da resposta Thl a antigenos micobacterianos sobre a modulacdo da
resposta do tipo Th2 ao acaro Dermatophagoides pteronyssinus (Derp). Métodos: O
estudo compreendeu duas fases. Para avaliar o efeito da resposta a revacinacao
com o BCG sobre a modulagdo de uma resposta do tipo Th2 ao Derp, foi realizado
um estudo de intervencéo randomizado com coorte prospectiva, e 0s voluntarios que
participaram compuseram a Amostra 1. Para avaliar o efeito da resposta a infec¢éo
latente com M. tuberculosis sobre a modulagdo de uma resposta do tipo Th2 ao
Derp, foi feito um estudo de caso-controle e os voluntarios que participaram
compuseram a Amostra 2. A populacado foi composta por adultos jovens com idade
entre 19 a 33 anos. Todos responderam ao questionaro ISAAC, modificado. Foi feita
coleta de sangue para quantificacdo da IgE total, IgE especifica ao D. pteronyssinus
e citocinas das respostas Th1l/Th2/inflamatéria. Resultados: N&o houve diferengas,
guanto a producdo de citocinas, IgE total e especifica ao Derp, entre 0s grupos
controle e revacinados ou entre os individuos infectados e néo infectados. Isso foi
verificado pela auséncia de diferencas na producéo de citocinas ou nos niveis de IgE
total e especifica ao Derp entre 0s grupos atOpicos e ndo atopicos das duas
amostras avaliadas. Conclusdes: N&o houve influéncia da resposta Thl ao M. bovis
(BCG) ou da resposta Thl ao M. tuberculosis sobre a modulagéo da resposta do tipo
Th2 ao acaro D. pteronyssinus, indicando que o contato com micobactérias ndo
parece afetar a resposta alérgica pré-estabelecida em individuos adultos jovens.

Palavras-chave: alergia, Dermatophagoides pteronyssinus, Mycobacterium
tuberculosis, vacina BCG, imunomodulagéo.



ABSTRACT

PELETEIRO, Thais Silva. Absence of effect of immunological memory to
mycobacterial antigens on the production of cytokines and IgE in response to
Dermatophagoides pteronyssinus. 86 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacao
Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador, 2012.

Introduction: Allergic respiratory diseases such as asthma and rhinitis, affecting a
high proportion of the Brazilian population. More than 58.000 people have been
affected by some of these conditions in Brazil in 2002-2003. Studies in humans and
animals suggest that environmental exposure to Mycobacterium tuberculosis or
immunization with Mycobacterium bovis (BCG), may be related to protection against
allergic diseases. Objective: To investigate the influence of Thl response to
mycobacterial antigens on the modulation of Th2-type response to aeroallergen
Dermatophagoides pteronyssinus (Derp). Methods: The study comprised two
phases. To evaluate the effect of the response to revaccination with BCG on the
modulation of a Th2-type response to Derp, we conducted a randomized intervention
study with prospective cohort, and the volunteers composed the Sample 1. To
evaluate the effect of latent response to infection with M. tuberculosis on the
modulation of a Th2-type response to Derp, a study was made of case-control and
the volunteers composed the Sample 2. The population consisted of young adults
aged 19 to 33 years. All responded to questionnaire ISAAC modified. Blood sampling
was performed for quantification of total IgE, specific IgE to D. pteronyssinus and
cytokine responses Thl/Th2/inflamatéria. Results: No significant differences in
cytokine production or levels of total and specific IgE to Derp between atopic and
non-atopic groups of the two samples. Conclusions: There were no differences
regarding cytokine production, total and specific IgE to Derp, between the control
group and revaccinated or between infected and uninfected individuals indicating that
contact with mycobacteria not seem to affect the allergic response in adults young.

Keywords: allergy, Dermatophagoides pteronyssinus, Mycobacterium tuberculosis,
BCG vaccine, immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

As doencas respiratorias alérgicas, tais como rinite e asma, afetam elevada
proporcdo da populacao brasileira. A prevaléncia de pessoas afetadas por alguma
destas condi¢cdes no Brasil foi maior que 58 mil pessoas em 2002-2003 (SOLE et al.,
2006). Dentre estas condicdes, a asma recebe maior atengcdo, por ser causa de
internamentos e oObitos.

A asma é uma das doencgas crénicas mais comuns do mundo. Estima-se que
aproximadamente 300 milhdes de pessoas sdo acometidas por asma (MASOLI et
al., 2004). De acordo com os dados estatisticos mais recentes, em 2011 a asma foi
responsavel por 178.156 internacdes (997 em Salvador-BA), sendo a média nacional
de permanéncia em hospitalizacdo de 3,0 dias. Os gastos com internamento por
asma em 2011 atingiram R$ 94.239.782,82 no Brasil e R$ 587.388,75 em Salvador,
o que demonstra o elevado custo social em decorréncia desta enfermidade. A
frequiéncia de mortalidade por asma em 2011 foi de 0,43% no Brasil e de 0,40% em
Salvador-BA (DATASUS, 2011). Por outro lado, varios inquéritos epidemioldgicos,
estudos de imunopatologia e clinicos demonstram a inter-relacdo entre a asma e a
rinite alérgica, a qual € evidenciada por caracteristicas imunopatoldgicas
semelhantes. Ambas consistem em manifestacbes de uma enfermidade sistémica, e
o controle da rinite favorece o controle da asma (IBIAPINA et al., 2006).

A resposta imune associada as alergias respiratérias € caracterizada,
basicamente, pela participacdo das células Th2, as quais produzem citocinas a
exemplo da IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Células do tipo Thl produzem citocinas
inflamatoérias a exemplo da IL-2, IFN-y e TNF, que sédo reconhecidas por inibirem a
resposta do tipo Th2 (OKADA et al., 2010). Além do paradigma Th1/Th2, as células
T reguladoras também atuam na supresséo das células Th2. As citocinas TGF-3 e
IL-10, produzidas, principalmente, pelas células T reguladoras, podem suprimir a
producédo de IgE. As células T reguladoras podem também suprimir células efetoras
da inflamacé&o alérgica como mastocitos, basofilos e eosindfilos (JUTEL & AKDIS,
2011).

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento da incidéncia de
doencas alérgicas. Algumas razbes para explicar este aumento estdo sintetizadas

na Hipétese da higiene, proposta por Strachan D.P (1989), a qual postula que a
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melhoria das condi¢cdes de saude dos individuos na infancia, devido a mudanca no
estiio de vida da populacdo mundial como saneamento, urbanizacdo, dieta,
vacinacdo, e a menor exposicdo a infec¢cdes virais e bacterianas ocorrida nas
Gltimas décadas, estaria diretamente ligada a manutencdo da resposta imune Th2
predispondo o desenvolvimento de hipersensibilidade a alérgenos ambientais e a
manifestacdes de alergias. Paralelo ao aumento da incidéncia das doencas alérgicas
também, foi verificado um decréscimo na incidéncia e prevaléncia de infeccdes virais
e bacterianas (OKADA et al., 2010).

Os principais alérgenos associados a asma e alergias respiratorias sao 0s
componentes dos acaros presentes na poeira doméstica. Estudos realizados em
diferentes paises investigaram a exposi¢cdo aos alérgenos de acaros e encontraram
associacado entre a exposcado e a ocorréncia de alergia e asma (Platts-Mills & de
Weck, 1989). O Dermatophagoides pteronyssinus € um dos acaros da poeira
doméstica que estdo mais relacionados com fenébmenos alérgicos e o principal
alérgeno do &caro D. pteronyssinus é o alérgeno 1, denominado Der p 1 que
consiste numa enzima do trato digestivo do acaro que € secretada em suas fezes
(SHARMA et al, 2003).

O tratamento das doencas alérgicas consiste em medidas ambientais para
evitar a exposicao aos alérgenos, dessensibilizacdo, administracdo de agentes anti-
inflamatorios, principalmente, corticosteroides (BOYCE et al., 2012). Embora as duas
tltimas formas de tratamento sejam efetivas para o controle sintomatico, séo
capazes de provocar multiplos efeitos colaterais como imunossupressao,
susceptibilidade a infec¢des, complicacdes metabdlicas, alteracfes no crescimento,
dentre outros (IBIAPINA et al., 2006).

Estudos indicam que a imunoterapia especifica (ITE) com alérgenos
identificados e o anticorpo monoclonal anti-lgE apresentam-se como tratamentos
promissores para rinite alérgica e asma, com beneficios ao longo prazo, caso sejam
administradas doses adequadas de alérgenos padronizados. No entanto, a ITE
encontra-se relacionada ao risco de reacdes anafilaticas e o efeito clinico pode ser
incompleto no primeiro ano de tratamento, podendo requerer anos para tornar-se
plenamente efetivo (IBAPINA et al., 2006). A imunoterapia contra estas doencas é
vista como eficiente em pacientes que apresentam sinais e sintomas resistentes ao
tratamento tradicional (BAPTISTELLA et al., 2009).
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Sao poucos os estudos realizados em humanos que tenham como propasito
investigar como seria a modulacdo da resposta alérgica a partir da exposi¢do a
antigenos micobacterianos. Além disso, os mecanismos especificos envolvidos na
inibicdo da resposta alérgica ap0s exposicdo a antigenos micobacterianos nao séao,
no entanto, completamente esclarecidos, pois, grande parte desses estudos
realizados em humanos avalia apenas as evidéncias clinicas e epidemioldgicas,
associando a exposicdo aos produtos microbianos e a ocorréncia de manifestacdes
alérgicas, nao explorando as modificacbes da resposta imune causada pela
exposicdo a estes antigenos.

Conhecer como a resposta a alérgenos pode ser modificada no contexto da
exposicdo a agentes microbianos fortes indutores da resposta Thl, como as
micobactérias, podera auxiliar no desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas
para doencas alérgicas. Diante do exposto, no presente estudo, propomos verificar
se a resposta imune contra antigenos micobacterianos tém a capacidade de

influenciar as respostas imunes elicitadas por alérgenos comuns em nosso meio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O termo alergia foi definido por Clemens Von Pirquet em 1906, como “‘uma
capacidade alterada do corpo de reagir a uma substancia estranha”, sendo tal
definicdo bastante ampla, incluindo todas as reac¢des imunoldgicas. A alergia refere-
se a certas doencas nhas quais ocorrem respostas imunoldgicas a antigenos
ambientais, os alérgenos, causando inflamacdo tecidual e disfuncdo organcia
(GALLI et al., 2008). O desencadeamento da resposta alérgica depende da natureza
do estimulo antigénico e da predisposi¢cao genética do hospedeiro. A atopia refere-
se a uma predisposicdo hereditaria a responder imunologicamente a alérgenos
comuns de ocorréncia natural, havendo continua producédo de IgE (EIFAN et al.,
2009)

As doencas alérgicas estdo associadas a producdo de IgE especifica ao
alérgeno e a expansao de populacdes de células T especificas ao alérgeno. Tais
doencas apresentam prevaléncia elevada no mundo desenvolvido e incluem rinite
alérgica, dermatite atopica (também conhecida como eczema), asma alérgica (ou

atopica) e algumas alergias alimentares (GALLI et al., 2008).

2.1 RESPOSTA IMUNE ALERGICA

Os individuos que sao expostos, repetidamente, aos alérgenos nao
apresentam estimulacdo das respostas imunes inatas que poderiam promover a
ativacdo de macréfagos, e a secrecdo de citocinas indutoras da resposta Thl. Nesse
caso, as ceélulas dendriticas capturam o0s antigenos (alérgenos) no epitélio,
transportam para os linfonodos drenais, onde ha o processamento antigénico, e
apresentam as células T CD4+ naive. Tais células T diferenciam-se no subtipo de
células efetoras TCD4+ tipo 2 (células Th2). As células Th2 induzem a producéo de
IgE, pelas células B, principalmente através da acdo das citocinas IL-4 e IL-13
(JUTEL & AKIDS, 2011).

A IgE produzida, liga-se a alérgenos e a receptores de alta afinidade (FCeRI)

localizados na superficie de mastocitos e basofilos, levando a degranulacdo destas
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células. Os granulos liberados séo ricos em leucotrienos, histamina e citocinas pro-
inflamatorias, os quais acarretam espasmos da musculatura lisa e iniciam a resposta
inflamatoria das vias aéreas, ocasionando coriza, espirros e broncoespasmo. Esta
resposta é também responsavel pela reacdo de hipersensibilidade imediata dos
testes cutaneos aos aeroalérgenos. A IgE especifica para estes antigenos liga-se
ainda a receptores de baixa afinidade de (FCeRIll) de eosindfilos, linfécitos,
plaguetas e macréfagos, intensificando e modulando a resposta inflamatoéria atraves
da producao de IL-4, que estimula a producéo de IL-5, IL-13 e demais citocinas e
moléculas envolvidas na resposta Th2 (NANDAKUMAR et al., 2009).

Com relacéo as fungbes das citocinas envolvidas nas respostas Th2, a IL-13
parece ser importante para o desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas e
a produgdo de muco. A IL-4 e a IL-13 promovem o switch de classe da
imunoglobulina, induzindo a producdo da IgE, enquanto a IL-5 estimula a
diferenciacéo de eosindfilos na medula 6ssea, além de aumentar a capacidade dos
eosinofilos de liberar o conteldo dos granulos. A IL-9 atua na proliferacdo e
diferenciacdo de mastdcitos, estimula a proliferacdo das células T ativadas e
aumenta a producdo de imunoglobulinas pelas células B (GREGORY et al., 2009).
Na fase tardia da resposta alérgica, apés 6 a 12h do contato com o alérgeno, ha
também a participacéo das células Thl. Verificou-se que na asma, por exemplo, tais
células induzem apoptose do epitélio do musculo liso dos brénquios (JUTEL &
AKDIS, 2011).

2.2 ALERGENOS DA POEIRA DOMICILIAR

Os acaros da poeira sdo animais minusculos (100 a 400 um), pertencentes ao
Filo Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida, Subclasse Acari e Ordem
Acariformes. Esta Ultima se divide em Subordens definidas principalmente por
caracteristicas do trato respiratorio, como a presenca ou auséncia de estigmas ou
espiraculos, e as disposicdes dos mesmos em seus corpos (FLECHTMAN, 1975).
Entre os acaros da poeira, aqueles que estdo mais relacionados com fenémenos

alérgicos sdo: Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus em
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paises temperados e D. pteronyssinus e B. tropicalis em paises tropicais
(VOORHOST et al., 1967).

InvestigacBes sobre o impacto do ambiente doméstico em criancas e adultos
mostrou que ha realmente esta ligacéo entre alérgenos potentes de acaros da poeira
domeéstica (HDM) Dermatophagoides pteronyssinus (Derp) ou Dermatophagoides
farinae (Derf) e a ocorréncia da asma alérgica em pacientes (SHARMA et al., 2003).
Mais que 50% das criancas e adolescentes portadores de asma séo sensibilizados
aos acaros da poeira doméstica. Além disso, independentemente da asma, o
desenvolvimento da sensibilidade aos acaros predispde tais individuos a deficiéncias
na funcdo pulmonar em comparacdo aos ndo sensibilizados (GAFFIN &
PHIPATANAKUL, 2009).

Grande parte dos alérgenos de D. pteronyssinus sdo elementos presentes no
corpo ou na matéria fecal dos acaros. Os alérgenos relacionados as fezes sao
originados do trato gastrointestinal do acaro e alguns desses também se encontram
presentes em sua saliva. Outra provavel fonte de alérgenos dessa espécie inclui
enzimas associadas aos processos de mudancas de estagios. Der p 1 € o maior
alérgeno do acaro da poeira doméstica e nove antigenos diferentes Derp tém sido
identificados (Der p 1-9). O Der p 1 € uma cisteina protease, uma proteina de 30-
kDa que é produzida no intestino do acaro, onde seu papel é participar da digestao
de substratos alimentares incluindo a queratina humana (ARLIAN & PLATTS-MILLS,
2001).

2.2.1 Respostaimune ao Der p 1

Ha poucos relatos na literatura que buscam explicar como o Der p 1 participa
no desenvolvimento da inflamacdo bronquica alérgica. Alguns utilizam modelos
experimentais in vivo e in vitro (SHARMA et al., 2003). O Der p 1 pode apresentar
efeitos imunomodulatérios diretos através da clivagem ou modulacdo negativa do
CD23 nos linfocitos B, CD 25 nos linfocitos T e CD40 nas células dendriticas, bem
como através de rupturas das juncdes intercelulares no epitélio brbénquico,
ocasionando o aumento da permeabilidade celular (BISCHOF et al., 2008). CD 23 é

um receptor de superficie celular encontrado em linfocitos B, eosinofilos e células
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dendriticas. Embora o papel preciso de CD23 em eosinodfilos e células dendriticas
permaneca desconhecido, evidéncias consideraveis sugerem que a ligacéo de IgE a
CD23 na superficie das células B promove um feedback negativo para a sintese de
IgE. Uma vez que a molécula humana CD23 tem sido vista como sensivel a
clivagem por cisteinil-proteases, tais como o Der p 1, infere-se que o alérgeno
contribui para o aumento da sintese de IgE através da inibicdo do mecanismo de
feedback negativo da producéo de IgE por linfécitos B. Neste cenario, a sintese da
IgE especifica ao Der p 1 ou contra outros alérgenos sera elevada, resultando no
realce das respostas alérgicas néo especificas (SHARMA et al., 2003).

Outros estudos evidenciaram que o Der p 1 também cliva a subunidade a do
receptor IL-2 (CD 25) dos linfocitos T do sangue periférico. Tem sido visto que em
consequéncia desta clivagem a proliferacdo de células T produtoras de IFN-y é
marcadamente reduzida, o que sugere que a clivagem por Der p 1 pode desviar a
resposta imune para o tipo Th2. A importancia da atividade da cisteina protease do
Der p 1 tem sido demonstrada ainda pela sua capacidade de aumentar tanto a
sintese da IgE total quanto a sintese da IgE especifica ao Der p 1 in vivo, acdes
inibidas pelo inibidor irreversivel da protease E-64 (GHAEMMAGHAMI & SHAKIB,
2002).

O Der p 1 pode ainda induzir diretamente danos no epitélio atraves da
atividade da cisteina protease. Um estudo demonstrou que o Der p 1 provocou
rupturas nas juncdes epiteliais através da clivagem, ocasionando liberacdo de
produtos soluveis, o que facilitou 0 movimento do alérgeno através do epitélio. Der p
1 também é capaz de inibir a atividade da a;-antitripsina, uma antiprotease que se
encontra envolvida na regulacdo homeostéatica do ambiente das vias aéreas, sendo
vista como inibidora de outras proteases tais que poderiam ocasionar danos
celulares, como exemplo, elastase neutréfilica e proteases bacterianas. Dessa
forma, o Der p 1 pode fazer modulagdo negativa da aj-antitripsina, resultando na
gueda da defesa contra outras proteases, conduzindo aos danos provocados nos
epitélio (BISCHOF et al., 2008).

O Der p 1 induz a resposta imune do tipo Th2, tendo como consequéncia uma
resposta alérgica inflamatoria. Estudos realizados em humanos mostram que o Der
p 1 e outros alérgenos do &caro da poeira doméstica induzem mudangas no sistema
imunoldgico de individuos sensibilizados. O desafio bronquico com estes alérgenos

resulta no recrutamento de linfocitos T auxiliares, neutrofilos, eosinodfilos e
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mastocitos. A ativacdo dos mastocitos e eosindfilos resulta na liberacdo de
mediadores proé-inflamatoérios tais como histamina, prostaglandinas e leucotrienos,
ocasionando as manifestacdes clinicas alérgicas (SHARMA et al., 2003). A figura 1

mostra algumas acdes do alérgeno Der p 1:
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Figura 1 — Diagrama esquematico mostrando quatro acdes importantes do Der p 1 como um
alérgeno (adaptada de Sharma et al.,, 2003); (a), através da clivagem do DC23 (b), ocasionando
danos diretamente no epitélio (c) e inibicdo da aj-antitripsina (d).

2.3 MODULACAO DA RESPOSTA ALERGICA POR AGENTES INFECCIOSOS

Especula-se que uma interacdo entre fatores genéticos e ambientais poderia
contribuir para o surgimento e manutencdo de doencas alérgicas tais como asma
brébnquica e dermatite atopica (ROMAGNANI, 2007). Ao longo dos ultimos 30-40
anos, foi observado nos paises ocidentais um aumento na incidéncia e prevaléncia

de desordens atopicas, sem explicacdes especificas 0 que estimulou investigacdes
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para identificacdo das provaveis causas e tomada de medidas preventivas
(BLOOMFIELD et al., 2006).

Algumas razfes para explicar este aumento da incidéncia de doencas
alérgicas estdo sintetizadas na hipétese da higiene, proposta por Strachan D.P
(1989), a qual postula que a melhoria das condigcbes de saude dos individuos na
infancia (devido a mudanca no estilo de vida da populagdo mundial como
saneamento, urbanizacdo, dieta, vacinacdo, menor exposicao a infeccdes) ocorrida
nas dltimas décadas, pudesse estar diretamente relacionada a menor exposicédo a
infec¢Bes virais e bacterianas, predispondo os individuos ao desenvolvimento de
hipersensibilidade a alérgenos ambientais e a manifestac6es de alergia (OKADA et
al., 2010). Estudos mostram que infecgbes por helmintos como o Shistossoma
mansoni, por exemplo, podem modular o sistema imune através da acéo da citocina
IL-10, o que contribui para uma diminuicdo da resposta Th2 (PRIOULT & NAGLER-
ANDERSON, 2005).

Inicialmente, dois subtipos de linfocitos foram descritos: Thl e Th2,
representando dessa forma um paradigma binario Th1/Th2. Depois, novos subtipos
de células T auxiliares foram caracterizados como importantes reguladores da
resposta imune, a exemplo das células T reguladoras (JUTEL & AKDIS, 2011). Um
resumo dos mecanismos potencialmente envolvidos na teoria da higiene encontra-

se esquematizado na figura 2:
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Figura 2 - Mecanismos potencialmente envolvidos na hipotese da higiene (adaptada de PRIOULT &
NAGLER-ANDERSON, 2005). Células Th2 especificas ao alérgeno sdo moduladas negativamente
tanto pelas células Thl quanto pelas células T reguladoras (Tgs). Células Thl atuam através da
producéo de IFN-y, enquanto a supresséo pelas T4 € mediada principalmente através da IL-10 e do
TGF-f3. A reducgéo da ocorréncia das doencgas infecciosas decorrente de programas de vacinagéo, do
uso de antibidticos, e elevados padrdes de higiene resultou no decréscimo da ativacao das células
Thl e na inducéo insuficiente da rede imunorregulatéria. Além disso, T4 N0 s&o estimuladas
adequadamente em individuos atépicos com predisposicdo genética a alergia. Juntas, estas
observacfes podem ajudar a explicar por que a prevaléncia de doen¢as mediadas pela resposta Th2
como as alergias tém aumentado ao longo dos ultimos 20 anos. A manipulagdo da microflora
intestinal e o tratamento com bactérias da microflora normal sédo promissores para a modulacdo das
celulas Thl e Trgs. As infecgbes por helmintos e os alérgenos induzem a resposta Th2 polarizada. No
entanto, infecgbes por helmintos também induzem IL-10 secretada por Ty, a qual previne o
desenvolvimento da atopia.

2.4. DESVIO TH1/TH2

O desvio Thl/Th2 foi o primeiro mecanismo para explicar a influéncia
protetora dos agentes infecciosos sobre as doencas imunologicas. Os subtipos de
células TCD4+ séo categorizados baseando-se em suas func¢des celulares distintas
e capacidade de secrecao de citocinas (AKIDS & JUTEL, 2011). Células do tipo Thl
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produzem citocinas inflamatoérias como IL-2, IFN-y e TNF, que sédo reconhecidas por
inibirem a resposta do tipo Th2. Do contrario, células Th2 que produzem IL-4, IL-5 e
IL-13 contribuem para producdo de IgE e respostas alérgicas. Devido a reciproca
modulacdo negativa de células Thl e Th2, alguns autores sugeriram, inicialmente,
que nos paises desenvolvidos a falta do contato microbiano nos primeiros anos de
vida, que normalmente favorece um forte desvio para imunidade do tipo Thi,
redireciona a resposta imune para o fenotipo Th2, predispondo o individuo a
doencas alérgicas (OKADA et al., 2010).

2.5 CELULAS T REGULADORAS E SEU PAPEL NAS ALERGIAS

As células T reguladoras consistem num subtipo de células T CD4 positivas
gue apresentam capacidade de manutencdo da tolerancia imune e prevencao das
doencas inflamatérias (CAMPBELL & KOCH, 2011). Subtipos de células T CD8+,
células Tyd, células dendriticas (DCs), células B produtoras de IL-10, células natural
killer (NK) e células residentes do tecido que podem promover a geracdo de células
T reguladoras, também podem participar dos eventos supressores e regulatérios
(JUTEL & AKIDS, 2011).

Entre as células T, varias subpopulacbes apresentam propriedades
reguladoras, como as células Trl, produtoras de IL-10, que suprimem algumas
respostas de células T in vivo, as células Tr3, capazes de suprimir mediante a
producdo de TGF-B, além dos linfocitos T duplo-negativos (CD4-CD8-) e linfécitos T
CD8+Qal+. Além das células T, outros tipos celulares foram descritos com tais
propriedade, entre elas as células B CD1+, produtoras de IL-10. Para exercerem sua
funcdo, as células imunorreguladoras apresentam, como propriedades basicas, a
capacidade de produgéo de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-3, além
da capacidade de inducdo de supressdo mediada por contato célula-célula. Atuam
numa complexa rede de mecanismos regulatérios destinados a assegurar a
modulacdo das respostas imunoldgicas diante dos diversos antigenos provenientes
de agentes infecciosos, tumores, aloantigenos, auto-antigenos e alérgenos
(CRUVINEL et al., 2008).
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Estudos mostram que as células T reguladoras atuam na supressdo das
células Th2, mostrando multiplos efeitos no controle da resposta imune especifica ao
alérgeno e inflamacao alérgica (ROBINSON et al., 2009). Como exemplo, células T
reguladoras contra alérgenos da mucosa, tais como acaro da poeira domeéstica,
grdos de pdlen, alérgenos alimentares, produzem IL-10 e TGF-B, que estéo
relacionadas a supressao da producado de IgE especifica ao alérgeno, supressao de
células Th2 que ativam mastocitos e basofilos inibindo a resposta alérgica (JUTEL &
AKIDS, 2011).



26

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia da resposta Thl a antigenos micobacterianos sobre a

modulacado da resposta do tipo Th2 ao acaro Dermatophagoides pteronyssinus.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da resposta a revacinacdo com M. bovis BCG sobre a capacidade
de resposta de individuos atépicos e nao atopicos a antigenos de D. pteronyssinus
in vivo, medida pela producao de IgE total e especifica para Derp no soro.

- Avaliar o efeito da resposta a revacina¢cdo com M. bovis BCG sobre a capacidade
da resposta de individuos atopicos e ndo atdpicos a antigenos de D. pteronyssinus
in vitro (medida pela producgdo de citocinas Th1/Th2/ inflamatérias em culturas de
sangue total ao antigeno Derp).

- Avaliar o efeito da resposta a infeccéo latente com M. tuberculosis, medida a partir
da positividade ao teste tuberculinico, sobre a capacidade de producéo no soro de
IgE sérica total e especifica para Derp.

- Avaliar o efeito da resposta a infeccdo latente com M. tuberculosis, medida a partir
da positividade ao teste tuberculinico, sobre a capacidade de producado de citocinas
Th1/Th2/ inflamatérias em culturas de sangue total estimuladas com Derp.

- Avaliar, em individuos infectados com M. tuberculosis, a capacidade da resposta in
vitro ao derivado protéico purificado (PPD) interferir sobre a resposta in vitro ao
Derp, medido pela producdo de citocinas Thl/Th2/inflamatérias em culturas de

sangue total.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo compreendeu duas fases. Para avaliar o efeito da resposta a
revacinacdo com o M. bovis BCG sobre a modulagdo da resposta do tipo Th2 ao
Derp, foi realizado um estudo de intervencdo randomizado com coorte prospectiva, e
0s voluntarios que participaram deste estudo compuseram a AMOSTRA 1. Para
avaliar o efeito da resposta a infeccdo latente com M. tuberculosis sobre a
modulacdo da resposta do tipo Th2 ao Derp, foi feito um estudo transversal, e os
voluntarios que participaram deste estudo compuseram a AMOSTRA 2. O poder
estimado para a determinacdo de um efeito moderado (h=0.5) em testes inferenciais
de propor¢cbes para uma amostra de 30 individuos, considerando nivel de
significancia de 0.05, é de 78%. Infelizmente ndo foi possivel obter este nimero de
individuos na Amostra 2 devido ao tempo reduzido para a coleta de amostras e
variabilidade na frequéncia dos voluntarios no local de captacdo (Hospital
Especializado Octavio Mangabeira).

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

A Amostra 1 foi composta por individuos negativos ao teste tuberculinico
(TST), com cicatriz vacinal sugestiva de vacinag¢édo prévia com BCG avaliados em
um inquérito para deteccdo de infecgdo tuberculosa latente em duas universidades
de Salvador, Bahia, Brasil (ROCHA et al.,, 2012), que foram randomizados para
receber ou ndo uma segunda dose da vacina M. bovis BCG. Setenta e cinco
voluntarios TST negativos foram divididos nos grupos controle e revacinado sendo
compostos por 29 e 46 individuos respectivamente. Os voluntarios alocados para o
grupo revacinado receberam 0,1 mL de vacina M. bovis BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin, cepa Moreau, gentilmente, cedida pela Fundagédo Ataulpho de Paiva e pela

Divisdo Epidemiologica do SUS — Bahia, administrada na regido deltoide do brago
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direito por injecdo subcuténea, por técnico treinado e segundo a técnica padréo
recomendada pelo Ministério da Saude.

A Amostra 2 foi composta por 8 voluntarios sem infeccdo tuberculosa (TST
negativos) comparados com 12 individuos infectados (TST positivos).

Os voluntérios recrutados para este estudo tiveram a oportunidade de
esclarecimento, verbalmente e por escrito, de todas as duvidas a respeito do teste
tuberculinico e revacinacdo com BCG (aos que foram revacinados) e a possibilidade
de apresentarem reacOes adversas aos procedimentos realizados no ambito do
estudo, ndo apenas com a equipe envolvida na coleta, como com os coordenadores
do estudo e com médico pneumologista da equipe.

Dois Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram adotados,
respeitando as peculiaridades do estudo para a Amostra 1 (Apéndice A) e para a
Amostra 2 (Apéndice B). Os voluntérios que concordaram participar de cada uma
destas fases do estudo assinaram o respectivo TCLE, estando cientes de todos os
procedimentos adotados. Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais
biolégicos e dos reagentes, bem como a utilizacdo dos equipamentos, foram
realizados de acordo com as normas de biosseguranga compativeis.

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisa Gong¢alo Moniz (CEP- CPqGM/FIOCRUZ, Parecer n° 19/2002,
Extensao 3).

Todos os voluntarios responderam a questionarios padronizados com o
propdsito de avaliar as condi¢cdes gerais de saude, doencas cronicas, fatores
demograficos, fatores de risco para a tuberculose e a ocorréncia de alergias
respiratérias. Esta Ultima foi avaliada através do questionario ISAAC International
Study of Asthma and Allergies in Childhood (1998). Os questionarios aplicados estao
reproduzidos nos Apéndices C e D. Foram considerados alérgicos, os voluntarios

gue relataram no questionario sintomas de alergias nos ultimos 12 meses.

4.2.1 Critérios de inclusao e exclusao

Para a Amostra 1, os critérios de inclusdo foram os seguintes: estudantes da

area de saude, cursando 1° ou 2° semestres de medicina, enfermagem,
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fonoaudiologia, fisioterapia, farmacia, nutricdo, odontologia, apresentando teste
cutadneo padrdo com antigenos micobacterianos (derivado protéico purificado, TST)
negativo (valores menores ou iguais a 4 mm), em dupla testagem. Como critérios de
exclusao, definimos individuos HIV positivo e individuos reatores ao TST.

Para a Amostra 2, os critérios de inclusdo foram os seguintes: estudantes da
area de saude, apresentando teste cutaneo padrdo com antigenos micobacterianos
(derivado protéico purificado, TST) negativo ou apresentando o referido teste
positivo (valores maiores ou iguais a 10 mm), em uma Unica testagem, conforme o
costume da rotina do laboratério do hospital. Como critérios de exclusdo, definimos
individuos reatores, porém nao positivos ao TST (valores entre 5 e 9 mm).

Desenho experimental: AMOSTRA 1

TSTNEGATIVOS
N=75
I
| I
CONTROLES REVACINADOS [BCG)
N=29 N=46

" TCLE

= Questionario — fatores demograficos,
fatores de risco para TB, condigdes gerais
de sadde;

Criterios de inclusdo:

s|SAAC - Ocorréncia de alergias|| Estudante dz &rez de Szude, 12 ou 22
respiratdrias; semestre, com TS$T negativo (< 4mm) em
dupla testagem.

= Coleta de sangue (T=0 e T=2 meses);
Critéric de exclusfio:
»Teste de punctura cutinec e IgE|| Hiv+, Reatores 2o TST
especifico ne soro - atdpicos e nédo
atdpicos.




Desenho experimental: AMOSTRA 2

TST NEGATIVOS TSTPOSITIVOS
N=8 N=12

" TCLE
=»Questionario — fatores demograficos,
fatores derisco para TB, condigdes gerais

de saiude;

s|SAAC - Ocorréncia de alergias
respiratorias;

= Coleta de sangue.

4.3 LOCAIS DE REALIZACAO
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Critérios de inclusdo:

Estudante da area de Saudde com TST
negativo (< 4mm) ou TST positivo
{(=10mm).

Critério de exclusdo:
Individuos reatores, porem nido positivos
a0 TST (5-9mm)

O recrutamento dos voluntarios da amostra 1 foi realizado na Universidade

Federal do Estado da Bahia (UFBA) e na Escola Bahiana de Medicina e Saude

Pablica (EBMSP). O recrutamento dos voluntarios da amostra 2, foi realizado no

Setor de Medicina Ocupacional do Hospital Especializado Octavio Mangabeira

(HEOM). Os experimentos e analises dos resultados foram feitos no

CPqGM/Fiocruz.

4.4 TESTES CUTANEOS

4.4.1 Teste tuberculinico (TST)
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O teste tuberculinico é atualmente empregado no Brasil como padréo para o
reconhecimento de portadores de infeccéo tuberculosa (MS, 2012). A administracao
e leitura do resultado do teste foram realizadas de acordo com as recomendacdes
do Ministério da Saude por técnicas treinadas. Os voluntarios foram submetidos a
injecdo subcutanea de 0,1ml de Derivado Protéico Purificado do lisado de
Mycobacterium tuberculosis (PPD, RT23, Staatens Serum Institut, Dinamarca,
gentilmente cedido pela Diretoria de Vigilancia Epidemiolégica do Sistema Unico de
Saude do Estado da Bahia — DIVEP — SUS/BA), correspondente a 2 unidades
tuberculinicas (TU), na porgcdo anterior do antebraco direito. A leitura foi realizada
entre 48 e 72 horas ap6s a administracdo do PPD. Foram considerados negativos 0s
voluntarios que apresentaram enduracdo inferior a 5 mm. Foram considerados
reatores os individuos que apresentaram enduracdo igual ou superior a 5 mm, e
positivos aqueles individuos com enduracao igual ou superior a 10mm (MS, 2012).

Na Amostra 1, a aplicacdo foi repetida para os voluntarios negativos
transcorridos 7 a 10 dias da primeira aplicacdo, no antebraco contralateral, de
acordo com o estudo de (OLIVEIRA et al., 2013). Foram considerados aptos a
participar do estudo apenas o0s voluntarios que apresentaram enduracdo com

diametro inferior a 5mm em ambas as aplicagdes.

4.4.2 Teste de punctura para sensibilidade a aeroalérgenos

O teste de punctura cutaneo (TPC) foi realizado utilizando kit comercialmente
disponivel para diagnostico da reatividade a aeroalérgenos (ALK-Abell6, Sdo Paulo,
Brasil), de acordo com as especificacdes do fabricante. Vinte e cinco microlitros de
solucdo de extrato de D. pteronyssinus, Blomia tropicalis, B. germénica, Periplaneta
americana, epitélio de cao, epitélio de gato, mistura de polens IV (Dactylis
glomerata, Festuca arundinacea, Lolium perenne, Phleum pratense e Poa
pratenses) e fungos V (Aspergillus amstelodami, A. fumigatus, A. niger e A. terrus,
Penicillium brevicompactum, P. expansum, P. notatum e P. roquefoti, Clodosporium
fulvum e C. herbarum) foram colocados individualmente sobre punc¢des superficiais
realizadas no antebraco direito do voluntario, sendo utilizada uma lanceta de aco

inoxidavel, calibrada, estéril, com precisdo de 0,016mL (ALK-Lancet®, ALK-Abellg,
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S&o Paulo, Brasil). Também foram utilizadas salina e histamina a 10,0 mg/mL como
controles negativo e positivo, respectivamente. O diametro da reagédo foi medido
apos 15 minutos e o resultado foi considerado positivo quando o diametro da reacao

foi maior ou igual a 3 mm, e negativo quando o diametro foi igual ou menor a 3 mm.

4.5 COLETA DE SANGUE

O sangue foi coletado em seringa ou tubo a vacuo heparinizados (20 mL) e
em tubo a vacuo sem anticoagulante (5 mL). Para os voluntarios da Amostra 1,
foram realizadas duas coletas, uma na ocasido do recrutamento para o estudo
(tempo zero, TO) e outra dois meses apos este momento (tempo de dois meses, T2),
de acordo com o estudo realizado anteriormente pelo grupo (BARBOSA et al, 2003).
Os voluntarios randomizados para o grupo revacinado tiveram a coleta de sangue do
TO realizada antes da administracdo da vacina e do teste cutaneo para
aeroalérgenos. Para os voluntarios da Amostra 2, foi realizada uma Unica coleta de

sangue no momento do recrutamento.

4.6 AVALIACOES SOROLOGICAS

O sangue sem anticoagulante foi centrifugado para obtencdo do soro a
temperatura ambiente por 10 minutos a 500+g. O soro obtido foi aliquotado em duas
amostras e estocado no freezer a -20°C até o momento da realizacdo de
imunoensaios. As avaliagbes sorologicas realizadas foram: teste rapido para
infeccdo por HIV 1/2 (Determine TM HIV 1/2; Abbott Laboratories), na Amostra 1;
dosagem da IgE total (Human IgE Flex Set CBA, Becton Dickinson, Palo Alto, CA) e
do TGF-B (Human TGF-B Flex Set, Becton Dickinson, Palo Alto, CA) através do
método citométrico multiensaio, na Amostra 2 e dosagem de IgE especifica a Derp,
através do teste in vitro Pharmacia CAP System FEIA, baseado na tecnologia

ImmunoCAP (Immunocap Isac Phadia AB, Uppsala, Suécia).
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A IgE especifica a Derp foi quantificada através do UniCAP 100 system
(Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Uppsala, Sweden), de acordo com as
instrucdes de manufatura. Os resultados expressos em kU/L, foram obtidos atraves
de uma curva padrdo produzida por diluicbes seriadas da IgE humana contra um
padrdo de IgE sérica obtido pela Organizacdo Mundial de Saude (padrdo OMS
75/502). Os valores acima de 0.35 kU/L, foram considerados positivos para IgE

especifica a Derp.

4.7 AVALIACOES NO SOBRENADANTE DE CULTURAS

O sangue heparinizado foi diluido 1:10 em meio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen)
suplementado com 2mM L-glutamina (Gibco Invitrogen) e 40ug/ml de gentamicina
(Schering Plough). O RPMI é um meio composto de sais enriquecidos que age como
uma solucgéo nutritiva sendo acrescido de glutamina, importante para enriquecimento
do meio, permitindo rapida proliferacdo na cultura celular, enquanto que a
gentamicina foi o antibiético utilizado para evitar contaminacdo de bactérias ou
fungos. O sangue diluido foi distribuido em placas de 96 pocos com fundo chato
(200ul por poco). Foram cultivados trés pocos por condi¢cdo: meio, sem estimulos;
Mtb, estimulado com antigeno total lisado de M. tuberculosis H37Rv (10ug/ml,
gentilmente cedido pela Universidade do Colorado — UCLA, EUA); Derp, estimulado
com o extrato bruto para cultivo in vitro de D. pteronyssinus- (25ug/ml, Cosmo Bio
Co., LTD., Japéao); PPD, derivado protéico purificado (10ug/ml, Staatens Serum
Institut, Dinamarca) e PPD + Derp (combinados as mesmas concentracdes utilizadas
ja descritas). Nas culturas da Amostra 2, foi acrescentado a todos 0s pocos
polimixina a 10pg/ml, para quelar possivel combinagdo com lipopolissacarideo.

As culturas foram incubadas a 37°C em incubadora de CO, a 5% com
umidade relativa de 98%, por 72h. Apds esse periodo, retirou-se o sobrenadante
livre de células para um unico tubo, homogeneizou-se e aliquotou-se em dois tubos
de microcentrifuga de 0,5 mL devidamente identificados. O material foi estocado no
freezer a -20°C até a dosagem das citocinas pelo método citométrico multiensaio
(CBA Th1/Th2, Becton Dickinson).
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4.8 IMUNOENSAIOS

4.8.1 Método citométrico multi-ensaio

Os ensaios foram realizados seguindo-se as instrugdes do fabricante. Em
resumo, as amostras foram diluidas no diluente apropriado fornecido para as
amostras de soro (Serum enhancement buffer), e para as amostras de sobrenadante
de cultura (Assay diluent). As amostras de sobrenadante estimuladas com os
antigenos Derp, PPD, PPD + Derp, foram diluidas a concentracdo de 1.5 e as
amostras sem estimulo nao foram diluidas. As amostras de soro para dosagem de
TGF-B foram acidificadas com 10yl de 1 NaHCI e neutralizadas com 10ul de 1,2N
NaOH/0,5M Hepes.

Padrdes fornecidos com o kit, contendo os analitos liofilizados, foram diluidos
na mesma solucdo de diluicdo que as amostras (exceto para IgE total, cujo padréao
foi fornecido diluido). As solugdes repousaram por 15 min a temperatura ambiente e
foram transferidas para o freezer a -80°C em aliquotas de 20pl até o uso. A curva-
padrdo para andlise dos dados foi realizada por diluicdo desta solu¢do 1/10 no tubo
de maior concentracdo (TS) e 8 diluicbes seriadas de %2, com um ultimo padrédo
contendo apenas a solucao de diluicdo (branco).

Vinte e cinco microlitros de cada amostra e dos padrfées foram incubados com
um mix contendo anticorpo secundario marcado com ficoeritina (PE) e 3ul de mistura
de esferas de latex recobertas com anticorpo primario para cada analito (distintas
pela intensidade de fluorescéncia no espectro vermelho, para leitura em citdmetro de
fluxo no canal FL3). IgE total e TGF-B foram dosados isoladamente, e as citocinas
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF, foram dosadas simultaneamente. As amostras
foram incubadas por 3h a temperatura ambiente e abrigadas da luz. ApoOs este
periodo, acrescentou-se 200ul de solugdo de lavagem por tubo e centrifugou-se os
tubos a 14.000 rpm, 4°C e por 5 min. As amostras foram entdo ressuspensas em
solugcdo salina para aquisicdo em citbmetro de fluxo (FACSort ou FACS Aria ll,
Becton Dickinson, Palo Alto, CA).
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4.9 ANALISE DE DADOS

4.9.1 Variaveis do estudo

Foram comparadas entre 0s grupos as seguintes varaveis: soécio-
demograficas — género, idade, renda; clinicas — peso, altura, contato com individuos
com tuberculose, doencas, uso de medicamentos, fumo, relatos de alergias,
positividade ao HIV; epidemiolégicas — grau de contato com o bacilo causador da
tuberculose, vacinagao contra a tuberculose na infancia; laboratoriais — hemograma
e exame parasitologico.

Foram considerados atépicos, os voluntarios que apresentaram positividade
ao teste soroldgico para IgE especifica a Derp (valores = 0,35 kU/L) ou teste alérgico
cutdneo quando o diametro da reacdo foi maior ou igual a 3 mm. Foram
considerados alérgicos, os voluntarios que relataram no questionario a ocorréncia de
sintomas de alergias nos ultimos 12 meses. Foram considerados voluntarios
portadores de infecgcédo tuberculosa latente, aqueles que apresentaram o valor do

didmetro da reacao ao teste tuberculinico, maior ou igual a 10 mm.

4.9.2 Andlises citofluorométricas

A andlise dos dados foi realizada pelo software Facs Array (BD), sendo as
seis analises das citocinas realizadas para cada amostra. Os tubos de compensacao
sdo os primeiros a serem lidos pelo citbmetro, sendo possivel localizar a regido onde
serdo analisadas as citocinas (gate-R1). Depois, foi feito o ajuste pelos detectores
FL2 e FL3 e a partir dai, sdo analisadas as amostras dos padrées para geragado da
curva-padrao correspondente a cada citocina e depois foi feita a aquisicdo das
amostras.

As amostras foram analisadas no FlowJo versdo 7.6.3 para obtencdo da
intensidade média de fluorescéncia correspondente a cada uma das citocinas
avaliadas, bem como dos padrdes. Estes dados foram comparados aos obtidos para

uma amostra padrdo, como exposto. As concentragdes de citocinas nas amostras-
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teste foram obtidas por interpolacdo dos resultados de intensidade média de
fluorescéncia, utilizando a curva-padréo. Os valores das concentracfes encontradas
sao calculadas pela diluicdo. Os controles negativo (sem estimulo) e positivo (Mtb,

Derp, PPD, PPD + Derp) foram importantes para comparar a producéo das citocinas.

4.9.3 Testes estatisticos

Para avaliar as variaveis categéricas, utilizamos o teste exato de Fisher
através do programa Statistical Package for the Social Sciences, versdo 13 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA, 13.0, 2006). Para comparar 0S grupos quanto as variaveis
quantitativas, utilizamos o teste Mann-Whitney para analises ndo pareadas e para as
avaliacdes entre os dois tempos, no mesmo grupo, utilizamos o teste Wilcoxon
pareado. O teste de Spearman foi calculado para avaliar o grau de correlacéo entre
variaveis estudadas e o Anova de Friedman para comparacao de dois grupos para
duas condicbes, estes ultimos utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5
(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA, 5.01). Os valores de P iguais ou inferiores a
0,05 foram considerados significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO

A Amostra 1 foi composta por voluntarios com mediana de idade de 19 anos,
a maioria mulheres, sem diferenca entre os grupos controle e revacinado (P>0,05;
Tabela 1). Também na Amostra 2, a maioria dos individuos eram mulheres, com
idade semelhante a dos voluntarios na Amostra 1, e sem diferenca entre os grupos
TST positivo e TST negativo (P>0,05, Tabela 1).

Nao foram verificadas diferencas entre os grupos de comparacao quanto ao
relato de alergias ou sintomas alérgicos, considerando ocorréncias passadas em
toda a histéria do individuo ou ocorréncias nos ultimos doze meses. Também néo
houve diferenca na proporcdo de individuos positivos aos testes alérgicos com
sintomas nos ultimos doze meses. Entre os individuos que referiram sintomas de
alergia nos ultimos doze meses, 2,1% relataram uso de anti-histaminicos.

Mais de um terco dos individuos em cada grupo apresentou reatividade a
Dep, no teste sorolégico, e entre os antigenos testados no teste cutdneo a maior
frequéncia de positividade foi em relacdo a Derp. Nao houve diferenca entre
revacinados e controles na distribuicdo de reatividade aos alérgenos testados
(P>0,05) (Tabela 2).



Tabela 1 — Caracteristicas
estudo.
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socio-demograficas e perfil clinico dos voluntarios do

Amostra 1l Amostra 2
Populagéo do estudo n=75 n=20
Revacinados Controles TST TST
positivos negativos
n=46 n=29 n=12 n=8
Género
Masculino 12 (26) 9(31) 3 (25) 3(37)
Feminino 34 (74) 20 (69) 9 (75) 5 (62)
Idade (anos)* 19[18-21] 19[18-21] 28[23-33] 24[22-28]
Alergia®
Asma ou sintomas de asma 11 (23) 7 (24) 4 (33) 5 (62)
Rinite ou sintomas de rinite 24 (52) 21 (72) 8 (17) 5 (62)
Dermatite ou sintomas de
dermatite 12 (26) 7 (15) 1(8) 0
N&o alérgicos 9(19) 9(19) 1(8) 2 (25)
Desconhecido ou sem
resposta 10 (21) 4 (13) 0 0
Sintomas de alergia nos ultimos
12 meses
Sim 17 (37) 16 (55) 9 (75) 7 (87)
Nao 8 (17) 6(13) 3 (25) 1(12)
Desconhecido ou sem
resposta 21 (45) 7(15) 0 0
Atopia
Sim
A qualquer alérgeno no teste
cutaneo 26 (56) 15 (51)
Sim
A Derp no teste sorolégico 24 (52) 14 (48) 5 (41) 3 (37)
Nao 21 (45) 15 (51) 7 (58) 5 (62)
N&o realizado 1(2) 0 0 0
Uso atual de medicamentos”
Anti-histaminicos 1(2) 0 2 (16)
Corticéides 0 1(3) 1(8)
Outros néo relacionados 8 (17) 6 (20) 2 (16)
Nenhum ou sem resposta 37 (80) 22 (76) 7 (58)

! Mediana [intervalo interquartil]. > Dados colhidos da aplica¢do do questionario ISAAC. * O
teste cutaneo foi realizado apenas na primeira amostra. * O uso de medicamentos foi
avaliado apenas na primeira amostra e nos TST positivos. O teste de Fisher foi utilizado
para comparacao entre os grupos (P>0.05).
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Tabela 2 — Positividade ao teste cutaneo para alergia dos voluntarios da Amostra 1.

Alérgenos Revacinados Controles
n=46 (%) n=29 (%)
Derp 24 (52) 16 (55)
Blomia tropicalis 8 (17) 5(17)
Blatella germanica 9 (19) 2(7)
Periplaneta americana 5 (10) 1(3)
Epitélio de céo 8 (17) 4 (13)
Epitélio de gato 5 (10) 3(10)
Pélens IV 3 (6) 1(3)
Fungos 5 (10) 1(3)
Apenas um alérgeno 10 (21) 7 (24)
Dois ou mais alérgenos 16 (34) 8(27)
Derp + Blomia troplicalis 7 (15) 4 (13)
Derp + outro alérgeno 8 (17) 3(10)
Derp+ 2 alérgenos 4 (8) 2(7)
Derp + 3 alérgenos 4 (8) 0
Derp + 4alérgenos 24 0
Todos os alérgenos 1(2) 1(3)
Outros alérgenos que nao
Derp 1(2) 1(3)
N&o reativos 19 (41) 11 (38)

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparagéo entre os grupos (P>0,05).

5.2 PERFORMANCE DOS TESTES PARA ATOPIA

O teste cutaneo para alergia foi aplicado apenas aos individuos da Amostra 1.
A sensibilidade deste teste foi de 67% para a ocorréncia de sintomas alérgicos nos
altimos 12 meses, com especificidade de 59%, valor preditivo positivo (VPP) de 58%
e valor preditivo negativo (VPN) de 69%. N&o houve associagéo entre a positividade
ao teste cutdneo e a ocorréncia de sintomas alérgicos nos ultimos 12 meses
(P>0,05).

A IgE especifica a Derp foi dosada em individuos da Amostra 1 e da Amostra
2. A sensibilidade deste teste foi de 69% para a ocorréncia de sintomas alérgicos
nos ultimos 12 meses, com especificidade de 68%, VPP de 68% e VPN de 90%.
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N&o houve associacdo entre a positividade ao teste soroldgico e a ocorréncia de
sintomas alérgicos nos ultimos 12 meses (P>0,05).

Os testes cutaneo e teste sorolégico para IgE especifica a Derp, foram
concordantes e positivos em 36% dos individuos alérgicos e concordantes negativos
em 50% dos ndo alérgicos. O grau de concordancia entre os testes foi de 55%.

Foi verificada correlacdo entre IgE total e IgE especifica (P<0,0001;
Spearman r=0,54), também sendo verificada correlacédo entre IgE especifica em TO
e T2 (P<0,0001; Spearman r=0,88). Nao foi verificada correlacdes entre IgE total e
TGF-B ou entre IgE especifica e TGF-.

5.3 MODIFICACOES DA RESPOSTA DE IgE APOS A REVACINACAO COM BCG

Os individuos com resultado positivo ou ao teste cutaneo para atopia ou ao
teste soroldgico para IgE especifica, foram considerados atopicos e aqueles com
resultado negativo em ambos os testes foram considerados ndo atépicos. A
revacinacdo com o BCG nédo levou a diminuicdo dos niveis de IgE especifica ao
Derp nem entre os individuos atépicos nem entre 0s nao atépicos, dois meses apds
a intervencdo. Como esperado, nao foram verificadas diferencas entre os niveis de
IgE especifico ao Derp entre TO e T2 nos controles, nem entre 0s atdpicos
revacinados e os atopicos controles em TO. A producao de IgE especifica foi maior
nos atépicos do que nos nado atopicos em ambos o0s grupos (Tabela 3). A
revacinacdo com o BCG também nédo levou a diminuicdo dos niveis de IgE
especifica ao Derp entre os individuos revacinados que apresentaram ou nao
sintomas de alegria nos ultimos 12 meses, ocorrendo 0 mesmo para O grupo
controle (P>0.05, teste Wilcoxon).

A revacinacdo com o BCG também ndo levou a diminuicdo dos niveis de IgE
total entre os voluntarios atdpicos ou entre 0os ndo atépicos. Como esperado, nédo
foram verificadas diferencas nos niveis de IgE total entre TO e T2 nos controles, nem
nos atopicos revacinados e os atdpicos controles em TO. A producédo de IgE total foi
maior nos atdpicos do que nos ndo atépicos apenas nos voluntarios revacinados
(Tabela 3). A revacinacdo com o BCG também néo levou a diminuigdo dos niveis de

IgE total entre os individuos revacinados que apresentaram ou ndao sintomas de
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alergia nos ultimos 12 meses, ocorrendo 0 mesmo para o grupo controle (Tabela 4;
P>0.05, teste Wilcoxon).

Tabela 3 — Avaliacdo da producédo de IgE especifica ao Derp (kU/L) e IgE total
(pg/ml) em voluntérios revacinados ou ndo com BCG (Amostra 1), atdpicos e nédo
atopicos, nos tempos zero (T=0) e dois meses (T=2) apds a intervencao.

Atépicos N&o Atdpicos
Amostra 1 T=0 T=2 p T=0 T=2 P
IgE total (pg/ml)
. 54,5[24,5—  52,4[32,1— 17,755—-  21,3[19,0 —
Revacinado 103.2] 86.2] 0,42 30.9] 33.3] 0,56
19,8[11,3—  26,9[15,0 — 10,3[2,5 - 22,4[2,8 -
Controle 36.9] 52.3] 0,25 24.3] 50.3] 0,56
IgE especifica ao
Derp (kU/L)
Revacinado 11527[212 - 8*2[3?'17] - 0,31 0[0 - 0] 0[0-0,2] 1,00
Controle 7é[71'27] T 32[0-11.2] 0,31 0[0-0] 0[0—0,8] 1,00

Os valores representam a mediana [intervalo interquartil]. O teste Wilcoxon pareado foi
utilizado para comparacao entre os dois tempos.
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Tabela 4 — Avaliacdo da producédo de IgE especifica ao Derp (kU/L) e IgE total
(pg/ml) em voluntérios revacinados ou ndo com BCG (Amostra 1), que apresentaram
sintomas de alergia nos ultimos 12 meses, nos tempos zero (T=0) e dois meses
(T=2) apds a intervencao.

Alérgicos nos ultimos 12 N&o Alérgicos nos ultimos 12 meses

Amostral meses
T=0 T=2 P T=0 T=2 P
IgE total (pg/ml)
487015, 4, 3[11,4 34,3[18,0 — 33,9[22,5
Revacinado 5- o 0,63 e Ples 0,49
A8 anng s
Controle - '4514] _’53‘5]' 0,94 9,5[1,2 — 24,5] ’45‘1’] 0,38
IgE especifica ao
Derp (kU/L)
. 53[0-  20,8[3,9- 0[0,46 —
Revacinado 18.7] 60.6] 0,47 0[0 — 23,2] 10.7] 0,22
Controle 4é75[’3]‘ 3i11[g]‘ 0,06 00-13]  0[0-28] 0,50

Os valores representam a mediana [intervalo interquartil]. O teste Wilcoxon pareado foi
utilizado para a comparacéo entre os dois tempos.

5.4 MODIFICACAO DA RESPOSTA IN VITRO AO DERP APOS A REVACINACAO
COM BCG

A revacinacdo com o BCG nao interferiu no perfil de producdo de citocinas
entre controles e revacinados atdpicos e ndo atépicos nos tempos TO e T2. Os
voluntarios atbpicos, pertencentes tanto ao grupo controle quanto ao grupo
revacinado, apresentaram aumento discreto na producdo das citocina IL-10 (Tabela
5), os individuos do grupo controle apresentaram discreto aumento na producao da
citocina TNF. Os individuos ndo atépicos do grupo controle e revacinado nao
apresentaram diferencas no perfil de producdo das citocinas ap0s a revacinagao
(Tabela 6).
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Tabela 5 — Producédo de citocinas em resposta ao antigeno Derp em culturas de sangue
total dos voluntarios revacinados ou ndo com BCG (Amostra 1) positivos para atopia ao
antigeno de Derp no teste cutaneo ou sorologico.

Controles Revacinados
Citocinas N=16 N=24
T=0 T=2 P T=0 T=2 P
128,2[105,1 215,5[104,2 — 295,4[119,4 —
IFN-y 169,7[83,1 — 511,3] —414,1] 1,00 441,4] 1148,2] 0,14
21,4[19,8 — 15,1[7,1 -
TNF 7,5[0 - 10,2] 61,8] 0,02 9,2[0 - 13,8] 31,8] 0,14
IL-2 4,7[0 - 6,2] 4,7[4,7 - 5,6] 0,28 5,3[3,3-5,9] 5,3[3,0-7,3] 0,78
16,7[16,7 — 18,7[14,2 —
IL-4 2,3[0 - 17,7] 18,5] 0,81 17,2[6,5-19,3] 21,4] 0,37
3494,6]
1434,6[328,9 — 2071,6 — 2455,3[393,2 —  4628,1[3422,1
IL-6 2436,3] 6143,5] 0,055 4164,6 ] —7473,4] 0,04
23,3[12,3 - 21,1[10,5 -
IL-10 0,2[0-3] 34,8] 0,004 6,5[0 —17,5] 43,8]] 0,002

Os valores representam a mediana [intervalo interquartil] em pg/ml. O teste Wilcoxon
pareado foi utilizado para avaliar a diferenca entre os dois tempos.

Tabela 6 — Producdo de citocinas em resposta ao antigeno Derp em culturas de sangue total
dos voluntarios revacinados ou ndo com BCG (Amostra 1) que foram negativos para atopia ao
antigeno de Derp no teste sorologico ou cutaneo.

Controles Revacinados
N=12 N=21
Citocinas T=0 T=2 P T=0 T=2 P
IFN-y 226,8]0 — 237,8] 188,3[86,2 — 501,2] 0,81 555,6[0 — 1079,5] 89,2[111,5 0,38
219481
TNF 0[0-8,8] 38,3[27,4 — 48,8] 0,31 5,10 — 14,6] 20,4[9,4 — 34,5] 0,10
IL-2 3,4[0 - 4,7] 5,7[3,4 — 10,8] 0,81 1,5[0 — 6,0] 5,3[5,3 - 6,2] 0,61
IL-4 16,8[0 — 13,5] 19,9[18,6 — 33,6] 0,19 5,2[0 — 16,7] 01[12,9 - 19,5] 043
IL-6 209,6[0 — 667,8] 3667,0[3128,6 — 0,19 1754,0[9,2 — 3755,4] 1737,78[1528,9— 0,85
4269,0] 3575,6]
IL-10 0[0 - 0,5] 5,4[3,5 - 16,2] 0,13 0,7[0 - 3,8] 4,5[1,2 - 10,8] 0,77

Os valores representam a mediana [intervalo interquartill] em pg/ml. O teste Wilcoxon pareado foi
utilizado para avaliar a diferenca entre os dois tempos.

A revacinacdo com o BCG também néo interferiu no perfil de producao de
citocinas entre controles e revacinados com ou sem sintomas alérgicos nos ultimos
12 meses, em TO e T2. Voluntarios pertencentes tanto ao grupo controle quanto

revacinado, apresentaram aumento discreto na producédo das citocinas IL-10 e TNF,
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bem como aumento pronunciado na producao de IL-6. Voluntarios do grupo
controle apresentaram aumento discreto na producao de IL-4 (Tabela 7). Voluntarios
gue nao relataram sintomas alérgicos nos ultimos 12 meses, pertencentes tanto ao
grupo controle quanto ao grupo revacinado, apresentaram aumento discreto na
producdo de IL-10. Ao passo que os do grupo controle, apresentaram aumento na

producao das citocinas TNF, IL-4 e IL-6 (Tabela 8).

Tabela 7 — Producédo de citocinas em resposta ao antigeno Derp em culturas de sangue
total dos voluntarios revacinados ou ndo com BCG (Amostra 1) que apresentaram
sintomas alérgicos nos ultimos 12 meses.

Controles Revacinados
Citocinas N=13 N=25
T=0 T=2 P T=0 T=2 P
116,6[86,1 — 270[124,7 — 1011,0[255,0 —
IFN-y 150,3[41,2 — 221,7] 231,1] 0,90 2697,3] 2194,8] 0,34
21,0[10,5 -
TNF 1,0[0 — 8,6] 36,5] 0,0004 0[0 —9,9] 15,7[8,0 — 22,5] 0,02
IL-2 3,70 -5,7] 4,7[4,4-6,7] 0,14 4,0[1,5-5,3] 3,1[0 - 5,3] 0,70
17,7[15,8 —
IL-4 1,2[0 — 16,7] 18,6] 0,01 0[0 — 18,6] 12,9[12,5 - 14,2] 0,29
1017,3[209,6 —  3.684[1762,0 — 5280,1[2963,0 —
IL-6 2243,1] 5716,3] 0,01 613,5[0 — 3755,4] 15264,9] 0,04
19,7[5,2 -
IL-10 0[0 - 3] 34,8 0,0002 0[0-11,6] 29,9[10,7 —79,8] 0,007

Os valores representam a mediana [intervalo interquartil] em pg/ml. O teste Wilcoxon
pareado foi utilizado para avaliar a diferenca entre os dois tempos.
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Tabela 8 — Producéo de citocinas em resposta ao antigeno Derp em culturas de sangue
total dos voluntérios revacinados ou ndo com BCG (Amostra 1) que ndo apresentaram
sintomas alérgicos nos ultimos 12 meses.

Controles Revacinados
Citocinas N=13 N=25
T=0 T=2 P T=0 T=2 P
IFN-y 229,5[76,9 — 279,5[105,1 — 0,76 265,5[23,9 — 211[11,20 — 0,73
1588,6] 452,1] 569,6 | 588,6]
TNF 7,8[0 - 51,1] 39,5[31,0 — 48,8] 0,05 12,2[2,2-18,4] 18,5[8,4 — 35,1] 0,09
IL-2 4,7[0 - 6,4] 5,7[5,6 — 5,6] 0,08 5,2[1,7 - 6,4] 5,6[5,1 — 6,5] 0,24
IL-4 0[0 - 16,7] 16,7[16,7 — 21,3] 0,01 15,8[6,4 — 20,2] 19,5[14,8 — 0,06
19,8]
IL-6 462,5[0 —3321,9]  3.293,9[2727,3 — 0,02 2.568,4[1194,7 3.574,1[1582,4 0,14
5716,0] - 4056,2] —-5111,3]
IL-10 0,3[0 - 2,8] 5,4[3,8 — 22,6] 0,01 5,0[0,6-9,6] 10,6[4,7 —22,3] 0,01

Os valores representam a mediana [intervalo interquartil] em pg/ml. O teste Wilcoxon
pareado foi utilizado para avaliar a diferenca entre os dois tempos.

55 RESPOSTA SOROLOGICA EM INDIVIDUOS COM INFECCAO
TUBERCULOSA LATENTE

A infeccéo tuberculosa néo influenciou nos niveis de IgE especifica para Derp
em individuos atépicos. Individuos ndo atopicos com LTBI apresentaram menor
producdo de IgE especifica do que controles TST negativos, porém a diferenca
média entre eles foi de 0,05 kU/L (Tabela 9). No entanto, a producéo de IgE total e a
producdo de TGF-B foi semelhante entre individuos positivos e negativos ao TST.
Como esperado, os voluntarios atopicos apresentaram producao aumentada de IgE
especifica em comparacdo com os individuos néo atdpicos, tanto entre individuos
com LTBI (P=0,003, teste Mann-Whitney), como entre controles TST negativos
(P=0,004; teste Mann-Whitney). Niveis aumentados de IgE total foram observados
apenas entre individuos infectados (P=0,05; teste Mann-Whitney). Nao foram
verificadas diferencas na producéo de TGF- entre atépicos e nao atoépicos (P>0,05;
teste Mann-Whitney).
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Tabela 9 — Avaliacdo da producdo de IgE especifica ao Derp (kU/mL), IgE total
(ng/mL) e TGF-B (pg/ml) em voluntarios da Amostra 2 portadores de LTBI e
controles, atépicos e nao atopicos.

Amostra 2 TST negativos LTBI (TST positivos) P

IgE total (pg/ml)

Atépicos 636,2 [0 — 648,2] 284,4 [135,7 — 632,6] 1,00
N&o atépicos 43,0 [14,8 — 188,4] 26,7 [0 - 59,6] 0,33
IgE especifica ao Derp
(kU/L)
Atépicos 30,2[1,7 — 33,80] 7,6[0,3-26,1] 0,25
N&o atépicos 0,1[0,05 - 0,2] 0,04 [0,03 — 0,07] 0,03
TGF-B (pg/ml)
Atépicos 41,0[6,4 —557,8] 51,3 [0 - 1715] 1,00
N&o atépicos 124,0 [5,8 — 2089] 652,9 [5,8— 3075] 0,68

Os valores representam mediana [minimo — maximo]. O teste Mann-Whitney foi utilizado
para avaliar a diferenca entre 0s grupos.

A infeccdo tuberculosa nao influenciou nos niveis de IgE especifica para
Derp, IgE total e TGF-B em vonturarios que apresentaram ou ndo sintomas de

alergias nos ultimos 12 meses (Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliacdo da producédo de IgE especifica ao Derp (kU/L) e IgE total
(pg/ml) e TGF-B (pg/ml) em individuos da Amostra 2 portadores de LTBI e controles,
gue apresentaram sintomas de alergia nos ultimos 12 meses.

Amostra 2 TST negativos LTBI (TST positivos) P

IgE total (pg/ml)

Com sintomas 178,2[0 — 648,2] 85,6[21,0 — 670,0] 0,75
Sem sintomas 0[0-0] 26,6[12,3 — 594,4] 1,00
IgE especifica ao Derp
(kU/L)
Com sintomas 0,07[0,03 - 10,5] 0,05[0,03 - 26,1] 0,93
Sem sintomas 0,05[0,05 — 0,05] 0,05[0,2 - 33,8] 1,00
TGF-B- (pg/ml)
Com sintomas 78,9[30,8 — 157,2] 652,90 — 3075] 0,58
Sem sintomas 2089[2089 — 2089] 41,0[5,8 — 702,3] 1,00

Os valores representam mediana [minimo — maximo]. O teste Mann-Whitney foi utilizado
para avaliar a diferenca entre os grupos.
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5.6 RESPOSTA IN VITRO AO DERP EM INDIVIDUOS COM INFECCAO
TUBERCULOSA LATENTE

Individuos atopicos apresentaram o mesmo perfil de produgdo de citocinas
nas culturas estimuladas com o Derp, independentemente da ocorréncia de infecgao
(Tabela 11). Na auséncia de atopia, os individuos infectados apresentaram niveis de
producdo das citocinas TNF, IL-2, IL-4 e IL-10 mais elevados quando comparados

aos controles ndo infectados (Tabela 12).

Tabela 11 — Producéo de citocinas em resposta a Derp em culturas de sangue total
dos voluntarios da Amostra 2 positivos para atopia ao antigeno de Derp no teste
soroldgico.

Citocinas TST positivos TST negativos P
N=5 N=3

IFN-y 0[0-0] 0[0 —4592,2] 0,2
TNF 70,8 [0 - 77,6] 0[0-73,7] 0,36
IL-2 199,7 [60,6 — 200,3] 65,4 [56,9 — 201,1] 0,65
IL-4 79,8 [0 — 95,0] 0[0-89,7] 0,45
IL-13 22,3[14,2 — 22,6] 14,4 [13,3 - 23,1] 0,65
IL-6 1021,6 [657,4 — 5325,6] 1573,5 [1315,9 — 4902,0] 0,46
IL-10 59,2 [9,2 — 63,1] 15,4 [5,5 — 63,3] 0,65

Os valores representam a mediana [minimo-méaximo] em pg/ml. O teste Mann-Whitney foi
utilizado para avaliar a diferenca entre 0s grupos.
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Tabela 12 — Producéo de citocinas em resposta a Derp em culturas de sangue total
dos voluntarios da Amostra 2 que foram negativos para atopia ao antigeno de Derp
no teste sorologico.

TST positivos TST negativos
Citocinas N=7 N=15 P

IFN-y

0[0-1473,1] 0[0-1412,7] 0,85
TNF 70,4 [0 - 75,2] 0[0-0] 0,02
IL-2 199,8 [61,7 — 201,1] 60,8 [57,2 — 64,0] 0,01
IL-4 94,1 [0 - 101,9] 0[0-0] 0,02
IL-13 22,4 [14 — 22,6] 14,4 [13,3 — 37,6] 0,29
IL-6 1501,1 [420,3 — 3152,8] 635,9 [0 — 5280,8] 0,46
IL-10 60,5 [3,6 — 61,8] 6,9[1,9 -18,4] 0,04

Os valores representam a mediana [minimo-maximo] em pg/ml. O teste Mann-Whitney foi
utilizado para avaliar a diferencga entre 0s grupos.

Entre os individuos que apresentaram sintomas alérgicos nos ultimos 12
meses, verificou-se maior producéo das citocinas TNF, IL-2, IL-4 e IL-10 entre os
individuos infectados (Tabela 13). Nao houve diferencas nos perfil de producdo das

citocinas em voluntarios sem sintomas alérgicos (Tabela 14).



49

Tabela 13 — Producéo de citocinas em resposta a Derp em culturas de sangue total
dos voluntarios da Amostra 2 que apresentaram sintomas alérgicos nos ultimos 12
meses.

Citocinas TST positivos TST negativos P
N=5 N=3

IFN-y 776,4[0 — 7.380,8] 1.003,1[0 — 2.483,0] 0,87
TNF 75,5[65,7 — 79,5] 0[0 — 73,8] 0,005
IL-2 201,9[197,3 — 209,2] 64,2[50,8 — 201,6] 0,02
IL-4 92,8[74,7 — 105,1] 0[0 — 101,4] 0,01
IL-13 22,5[22,2 — 23,2] 15,5[13,1 — 22,4] 0,17
IL-6 687,9[420,3 — 1.824,7] 1.514,7[381,5 — 9.063,8] 0,37
IL-10 63,5[56,8 — 66,5] 8,4[0 — 66,4] 0,02

Os valores representam a mediana [minimo-méximo] em pg/ml. Utilizou-se o teste Mann-
Whitney para avaliar a diferenca entre os grupos.

Tabela 14 — Producéo de citocinas em resposta a Derp em culturas de sangue total
dos voluntarios da Amostra 2 que ndo apresentaram sintomas alérgicos nos ultimos
12 meses.

Citocinas TST positivos TST negativos P
N=5 N=3

IFN-y 0[0 — 4.449,5] 0[0-0] 0,56
TNF 0[0-0] 0[0-0] 1,00
IL-2 58,5 [55,1 — 61,7] 56,3[56,3 — 56,3] 0,65
IL-4 0[0-0] 0[0-0] 1,00
IL-13 15,5 [0 — 22,5] 15,2 [15,2 - 15,2] 0,65
IL-6 2903,6[2506,9 — 2993,3] 473,9[473,9 — 473,9] 0,18
IL-10 4,9[0 - 5,3] 0[0-0] 0,35

Os valores representam a mediana [minimo-méaximo] em pg/ml. O teste Mann-Whitney foi
utilizado para avaliar a diferenca entre os grupos.
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Para avaliar a capacidade da resposta in vitro ao derivado protéico purificado
(PPD) interferir sobre a resposta in vitro ao Derp, medido pela producéo de citocinas
Thl/Th2/inflamatorias em culturas de sangue total, verificou-se a producédo de
citocinas em resposta ao estimulo com os antigenos Derp, PPD e ambos Derp e
PPD em culturas de sangue total dos grupos de voluntérios atopicos e ndo atépicos
da Amostra 2 (Tabela 15).
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Tabela 15 — Producéo de citocinas em resposta a Derp, PPD e ambos Derp e PPD
em culturas de sangue total dos voluntarios da Amostra 2.

Producao de

Atdpicos

Nao atépicos

citocinas TST positivos TST negativos TST positivos TST negativos
N=5 N=3 N= 7 N=5
IFN-y
) 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0] 0[0-0]
Sem estimulo
5 0[0-0] 0[0 - 4592,2] 0[0 - 1473,1] 0[0-1412,7]
erp
orD 590,9 [0 — 2514,7] 0[0-0] 820,4 [0 — 5522,6] 0[0-1213,7]
01[0 - 2322] 1846,6 [0 — 2483,0] 1781,6 [0 — 7380,8] 0 [0 - 2496,1]
Derp + PPD
TNF
) 63,9 [0 —70,4] 0[0—-754] 70,2 [0 - 77,4] 0[0-0]
Sem estimulo
5 70,8 [0 — 77,6] 0[0-737] 70,4 [0 - 75,2] 0[0-0]
erp
opD 71,4[0-72,5] 0[0-711] 73,0[0-75,1] 0[0-0]
73,7[0-77,1] 0[0-738] 72,7[0-79,5] 0[0-0]
Derp + PPD
IL-2

Sem estimulo

Derp

PPD

Derp + PPD
IL-4

Sem estimulo

Derp

PPD

Derp+ PPD
IL-13

Sem estimulo

Derp

PPD

Derp + PPD
IL-6

192,4 [63,8 — 200,6]
199,7 [60,6 — 200,3]
200,6 [61,0 — 203,4]
201,9 [61,7 — 205,8]

43,20 -80,2]
79,8 [0 - 95,0]
92,8 [0 - 110,4]
92,8 [0 - 105,1]

22,3[13,2 — 22,5]
22,3[14,2 — 22,6]
22,6 [13,1 — 23,4]
22,5[22,2 — 23,0]

66,5 [61,6 — 200,1]
65,4 [56,9 — 201,1]
58,8 [55 — 201,9]
56,6 [56,1 — 201,6]

0[0-87,8]
0[0-89,7]
01[0-96,1]
0[0-101,4]

14,1 [13,5 — 22,4]
14,4 [13,3 - 23,1]
14,1 [13,6 — 22,4]
15,9 [14,3 — 22,3]

199,0 [61,9 — 202,4]
199,8 [61,7 — 201,1]
99,2 [56,1 — 202,1]
199,7 [55,1 — 209,2]

88,1 [0-92,3]
94,1 [0 - 101,9]
87,3[0-105,1]
87,3 [0 - 100,0]

22,4 [14,5 — 22,5]
22,4 [14 - 22,6]
22,4 [15,8 — 22,5]
22,4[0-232]

57,4 [52,5 — 63,1]
60,8 [57,2 — 64,0]
63,3 [61,2 — 67,1]
64,2 [50,8 — 64,8]

0[0-0]
0[0-0]
0[0-0]
0[0-0]

13,6 [13,1 — 15,3]
14,4 [13,3 — 37,6]
13,6 [13,5 — 14,5]
15,2 [13,1 — 15,8]

) 64,1 [0 - 380,8] 01[0-64,8] 71,50 - 263,3] 0[0-12,8]
Sem estimulo
1021,6 [657,4 — 15735[13160—  1501,1[420,3 - 3152,8] 635,9 [0 — 5280,8]
Derp 5325,6] 4902,0]
oD 208,8[130,5—-269,5]  155,6 [85,3 — 379,6] 209,8 [8,5 — 732,0] 12,2 [0-5769,9]
1102,4 [420,3 - 1514,7 [446,8 — 3076,4] 851,7 [593,4 — 2903,6]  825,6 [381,5 — 9063,8]
Derp + PPD 2993,3]
IL-10
) 51,3 [0-58,6] 8,9 [1,6 —59,3] 59,9 [9,8 — 64,5] 4,7[1,2-11,1]
Sem estimulo
5 59,2 [9,2 — 63,1] 15,4 5,5 — 63,3] 60,5 [3,6 — 61,8] 6,9 [1,9 - 18,4]
erp
oD 60,5 [11,4 — 61,0] 3,8[0,2 - 64,5] 60,1 [0 - 67,3] 9,4[3,1-111]
63,4 [5,3 — 66,5] 8,4 [3,4 - 62,2] 61,8 [0 - 65,0] 7,5[0 - 66,4]
Derp + PPD
Os valores representam a mediana [minimo-maximo] em pg/ml. O teste ANOVA de

Friedman foi

utiizado para avaliar a diferenca entre as condicdes de estimulo.
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O antigeno Derp induziu a producdo de IL-6 em culturas de individuos

atopicos, independentemente do estado de infeccdo (Figura 3 A e C). Entre os

individuos nao atépicos, a estimulacdo com Derp e PPD, simultaneamente, induziu a

producao de IL-6 (Figura 3 B e D), sendo que em culturas dos individuos infectados

também houve producdo com o estimulo de Derp isoladamente (Figura 3 A e B).

Ndo foi detectada inducdo da producdo de outras citocinas com os estimulos

avaliados.
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Figura 3. Producéo de IL-6 em resposta aos antigenos Derp, PPD e ambos Derp e PPD em
culturas de sangue total dos voluntarios da Amostra 2. Utilizou-se o teste ANOVA de
Friedman para avaliar a diferenca entre os grupos.
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Para verificar o balango da resposta Th1/Th2 e Thl/Treg, avaliou-se a razao
entre a producéo de IFN-y/IL-4 e entre a producao de IFN-y/IL-10 nos voluntarios da
amostra 2. Entre os individuos ndo atépicos com LTBI, a estimulagdo com Derp e
PPD simultaneamente induziu o aumento da razdo IFN-y/IL-4: 21,3 [0 — 4450]
(P=0,01; teste ANOVA de Friedman), e da razdo IFN-y/IL-10: 27,5 [0 — 4450]
(P=0,01; teste ANOVA de Friedman).
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6. DISCUSSAO

Neste estudo verificou-se que ndo houve influéncia da resposta a
micobactéria sobre a modulacdo da resposta do tipo Th2 ao alérgeno Derp do acaro
Dermatophagoides pteronyssinus. Nao foram verificadas diferencas entre 0os grupos
controle e revacinados ou entre os individuos infectados e ndo infectados nem
quanto ao relato de alergias ou sintomas alérgicos nem quanto ao resultado de
testes imunoldgicos. Isso que indica que o contato com micobactérias ndo parece
afetar a resposta alérgica pré-estabelecida em individuos adultos jovens.

Os testes para atopia, aplicados neste estudo, apresentaram sensibilidade e
especificidade dentro do padrdo observado em outros estudos (DORTAS JR et al.,
2010). Conforme publicacdo do Jornal de Pneumologia (1998), os testes cutaneos
apresentam sensibilidade e especificidade suficientes para confirmar o diagndstico
na grande maioria dos casos de alergia a inalantes. Para alérgenos inalaveis, 0s
testes in vitro apresentam sensibilidade de 60 — 80% e especificidade maior do que
a dos teste cutaneos, chegando a 90% em alguns casos. A proporcao de individuos
atopicos para o teste cutédneo foi compativel com o que ja foi verificado em outros
estudos (Pastorino et al.,, 2006). O teste de punctura cutdneo mostrou maior
positividade para aeroalérgenos de acaros de poeira doméstica (D. pteronyssinus e
B. tropicalis). A prevaléncia de sensibilizagdo para B. germéanica e P. americana foi
menor em relacdo aos acaros e maior frente aos animais domésticos. Nossos dados
também mostram que houve uma baixa prevaléncia de sensibilizacdo para os
alérgenos de epitélio de cao e de gato. Este padrdo de sensibilizacdo vem sendo
observado em alguns trabalhos (Santos et al., 1999; Moreira et al., 2001; Nazpits et
al., 2004; Pastorino et al., 2006).

A reatividade ao D. pteronyssinus foi superior a reatividade ao B. tropicalis.
Estes dados sdo concordantes com outro estudo realizado aqui em Salvador, BA,
pelo grupo de MEDEIROS-JR e colaboradores (2002), assim como com estudos
desenvolvidos em outras regides do Brasil (Moreira et al.,(2001); Marques et al.,
(2001) e Soares et al., (2007). Porém, outro estudo que foi realizado também na
cidade de Salvador-BA mostrou maior prevaléncia de reatividade ao teste de puntura
cutaneo para B. tropicalis, em comparacdo ao D. pteronyssinus (JESUS, 2006).
Estes resultados discordantes podem ser atribuidos as diferencas entre os preparo

do extrato do alérgeno utilizado no teste, uma vez que a proteina utilizada pode ser
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imunogénica para uma populagdo, mas nédo para outra. No entanto, para 0 n0osso
trabalho, n&o é importante verificar qual o 4caro seria a maior fonte de aeroalérgeno
sensibilizante na populacdo de estudo, pois o teste de punctura cutaneo foi aplicado
apenas para obtermos a populacéo de individuos atopicos e ndo atopicos.

A proporcao de individuos atépicos para o teste sorologico foi compativel com
o que ja foi verificado em outros estudos (SPALDING et al., 2000). A IgE é
reconhecida por desempenhar papel importante na inflamacgéo alérgica. A producéao
da IgE é regulada, principalmente, por células T CD4+. O desenvolvimento da atopia
é controlado, predominantemente, por células T do subtipo Th2, que secretam IL-4,
levando ao aumento da producdo de IgE por linfécitos B (BARLAN et al., 2002).
Verificamos uma producéo de IgE total e IgE especifica maior, nas duas amostras
do estudos, nos atopicos do que nos nao atopicos, corroborando os dados da
literatura (SPALDING et al., 2000). Entretanto, nem a revacinacdo com BCG nem a
infeccdo tuberculosa latente foram capazes de interferir nos niveis de producédo de
IgE total. Na amostra 2, os voluntarios ndo atépicos com infeccdo tuberculosa
latente, apresentaram niveis um pouco menores de producdo de IgE especifica, em
comparacdo aos controles ndo infectados. Nesse caso, infere-se que a infecgéo
tuberculosa latente pudesse talvez interferir, reduzindo a producdo da IgE
especifica. Embora a diferenca média entre nesse caso tenha sido de apenas 0,05
kU/L. Ha estudos que mostram que o tratamento com o BCG foi capaz de reduzir os
niveis de IgE em adolescentes (Shirakawa et al., 1997; Barlan et al., 2002). Em um
estudo com camundongos, verificou-se reducdo da IgE quando a BCG foi
administrada antes, durante ou apds sensibilizacdo com o alérgeno ovoalbumina —
OVA (MAJOR et al., 2002; ERB et al., 1998 e GOUVEIA et al., 2012).

Zuany-Amorim e colaboradores (2002) demonstraram que o efeito protetor
exercido pelo BCG na infamacdo alérgica pulmonar seria independente de IFN-y,
mas correlacionado a proliferacdo de células T reguladoras, que seriam mediadas
por IL-10 e TGF-B. No entanto, ndo houve diferenca no perfil de producéo de IL-4,
IL-13 e IFN-y em resposta ao estimulo com o Derp em individuos revacinados com
BCG ou infectados, mesmo em presenca de restimulacdo in vitro com antigeno
micobacteriano (PPD).

O beneficio da vacina BCG nas doengas atopicas foi constatado pela primeira
vez, em um estudo clinico realizado no Japdo, com criangas na idade escolar, no

qual foi observada associacdo entre a vacina BCG e uma menor incidéncia de
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doencas alérgicas. No referido estudo, os individuos foram vacinados ao nascer e
aos 6 e 12 anos de idade. Diferente do que foi visto no nosso estudo, foi verificado
gue reatores ao teste tuberculinico apresentaram reducéo significativa nos niveis de
citocinas envolvidas na resposta Th2 (IL-4 e IL-13) e niveis elevados de citocinas da
resposta Thl (IFN-y) (Shirakawa et al., 1997). Em nosso estudo, esperava-se que o
contato com micobactérias pudesse ocasionar a imunomodulacdo reduzindo a
resposta Th2. No entanto, ndo foi observada uma resposta Th2 importante a Derp
em nosso estudo. Esperava-se que a producéo de IFN-y estivesse aumentada tanto
apos a revacinacdo quanto nos individuos com infeccdo tuberculosa latente e que
ISSO estivesse relacionado com a diminuigdo da produgédo de IgE e com a menor
frequéncia de episodios de manifestacfes alérgicas. Em concordancia com nosso
trabalho, um estudo realizado por Yasumi e colaboradores (2005) em modelo
murino, com o objetivo de investigar se uma resposta pré-existente especifica a um
antigeno indutor de respostas do tipo Thl poderia afetar o desenvolvimento das
células Th2, mostrou que a resposta Thl pré-existente ndo inibiu o desenvolvimento
de uma resposta Th2, tampouco a adicdo exdégena de IFN-y foi capaz de realizar
esta inibicdo. Por outro lado, uma resposta Th2 pré-existente e a adicdo exdgena de
IL-4 foram capazes de inibir o desenvolvimento de uma resposta Thl. Vale ressaltar
que o modelo utilizado neste trabalho, o BALB/c, é conhecido por ser mais propenso
ao desenvolvimento da resposta Th2, indicando a possivel importancia da influéncia
do background genético do organismo sobre a capacidade de modificacdo dessas
respostas (YASUMI et al., 2005).

Na Amostra 1 foi verificado aumento da citocina pro-inflamatéria IL-6 dois
meses apos a intervencao independentemente dos individuos terem recebido ou nédo
a revacinacao, levando a suspeita de que houve contaminacdo das amostras por
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias que poderiam estar contaminando o antigeno.
Diante disso, utilizamos polimixina nos experimentos da Amostra 2, que age como
quelante de LPS, em concentragdo capaz de diminuir a produgcéo de IL-6 em
culturas de células mononucleares de sangue periférico em resposta a LPS a
concentragéo de 10 ng/ml (MENDES & BURDMANN, 2009). A producgéo de IL-6 em
resposta ao Derp na Amostra 2 foi semelhante a producdo observada na Amostra 1
para o tempo zero.

Na amostra 2, foi verificado que entre os individuos ndo atépicos com

infeccéo latente, houve uma maior producdo de TNF, assim como de IL-4 e IL-10.
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Entre os individuos com infec¢do tuberculosa latente e que apresentaram alergias
nos ultimos 12 meses, também foi verificada maior producdo de TNF, IL-2, além de
IL-4 e IL-10. Tais achados sdo condizentes com fato desses individuos estarem
apresentando infeccdo tuberculosa latente, conforme ja foi verificado em outros
trabalhos (COUTO, 2008; ROOK et al., 2007).

Por outro lado, ndo houve correlagdo entre os resultados de producdo de
citocinas e manifestacdes alérgicas, como também foi verificado em outros estudos
realizados em humanos (VARGAS et al., 2004; HADLEY et al., 2005). E interessante
observar que a populacdo do nosso estudo foi composta por individuos que
apresentavam casos brandos de alergias, uma vez que a maioria deles ndo faziam
nem mesmo o0 uso de medicamentos anti-alérgicos. Por ndo ser uma populacdo que
apresentasse uma resposta alérgica exacerbada, com niveis elevados de IL-4,
infere-se que isso pode ter influenciado também nos resultados ndo sendo notoéria
modulacdo da reposta imune a partir do contato com micobactérias.

A auséncia de modulacdo da resposta atOpica pela revacinacdo e pela
infeccdo tuberculosa latente poderia ser explicada por alguns fatores: a idade da
exposicdo ao antigeno, o background do organismo envolvido no estudo e o
momento da sensibilizacdo alérgica (anterior ou apdés 0 encontro com antigenos
micobacterianos), como pode ser verificado em alguns estudos anteriores (BARLAN
et al., 2002; SHIRAKAWA et al., 1997).

Nos estudos realizados em modelos animais, por exemplo, é importante
ressaltar que os efeitos protetores que possibilitam o desvio imune da resposta Th2
para Thl, levando a melhoria das condi¢bes alérgicas, foram observados quando o
encontro com o antigeno microbiano ocorreu previamente a sensibilizagcdo com o
alérgeno (MAJOR et al., 2002; ERB et al., 1998; OZDEMIR et al., 2002; TUKENMEZ
et al.,, 1999), como pode ser verificado a partir da Tabela 12. Nestes mesmos
trabalhos, quando o encontro com o antigeno microbiano ocorreu apos a
sensibilizacdo, houve melhora apenas parcial, ou até mesmo nao foram observadas
modificacdes na resposta imune associada a condi¢do alérgica (WANG & ROOK,
1998; SMIT et al., 2003). Em nosso trabalho, os voluntarios eram adultos jovens com
idades variando de 19 a 33 anos. Supde-se que estes individuos entraram em
contato com 0s antigenos micobacterianos, a partir da revacinacdo ou da infecgéo

tuberculosa latente, depois de terem sensibilizados com o alérgeno e isso poderia
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influenciar nos resultados do estudo, ndo sendo verificada modificagdes na resposta

imune que levasse a um efeito protetor da condicao alérgica.
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7. CONCLUSAO

Ndo houve modulacdo da resposta ao alérgeno Derp do acaro
Dermatophagoides pteronyssinus pela revacinagéo de adultos jovens com a vacina
BCG ou pela infecgao tuberculosa latente. Nossos resultados sugerem que o contato

com micobacterias ndo afeta a resposta alérgica de individuos adultos jovens.
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APENDICE C - Questionéario geral

1 ESTUDO DA REVACINACAO COM BCG

I- DADOS DE IDENTIFICACAO Voluntério n°: 001
Data: / /
Nome

Data do Nascimento:
Curso Instituicéo Semestre:
Endereco residencial:

Endereco eletronico (e-
mail):
Telefone: Celular:

Seu questionario ndo serd identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a
qualquer

das perguntas do questionério é facultativa. Em caso de ddvidas consulte o pesquisador responsavel.

ESTUDO DA REVACINACAO COM BCG

Voluntério n°: 001

I- NIVEL SOCIO-ECONOMICO E FATORES DE RISCO (questionario 1)
1- A qual género (sexo) vocé pertence?]

()Masculino () Feminino

2- Qual a sua idade?
3- Qual o total de rendimentos da sua familia?

() até 1 salario minimo () entre 5 a 10 salarios minimos

() entre 1 a 2 salarios minimos () entre 10 a 20 salarios minimos

() entre 2 a 5 salarios minimos () mais de 20 salarios minimos

4- Tem ou teve contato com pessoas com tuberculose?

() Nao () Sim

5- Qual o grau de contato?

() Na residéncia () Pacientes () Escola () Trabalho

() Familiares ou relagfes proximas fora da residéncia () Outros. Qual?

6- Esse contato com paciente com tuberculose foi:

() diario () diario intermitente () semanal

() quinzenal () eventual () ndo sabe informar

7- Foi vacinado com BCG?

() Nao () Sim () Nao sabe

8- Teve alguma reacao adversa quando foi vacinado com BCG?

() Nao () Sim () Nao sabe

9- Ja foi internado para realizacao de alguma cirurgia?

() N&ao () Sim

Se a resposta for sim, qual o] tipo de cirurgia?

10- Ja estd frequentando hospitais ou outros servicos de atendimento como
estagiario?
() Nao () Sim
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Seu questiondrio ndo sera identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a
qualquer
das perguntas do questionario é facultativa. Em caso de davidas consulte o pesquisador responsavel.

[I- Avaliacdo nutricional (questionario 2):
1- Qual o seu peso?
2- Altura?

3- O que costuma comer nas refeicoes?

() arroz () feijao () carne de boi () peixe

() carne de frango () verduras () legumes

4- Perdeu mais de 10% de peso nos ultimos 12 meses?

() Nao () Sim

5- Nos ultimos seis meses chegou a ter diarréia por mais de 30 dias?
() Nao () Sim

l- ESTADO GERAL DE SAUDE (questionario 3)

1. Ja teve ou tem tuberculose?

() Nao () Sim

2. Algum médico ja |Ihe disse que vocé tinha asma ou bronquite ou bronquite
alérgica?

() Nao () Sim

Se a resposta foi sim, especificar o ano:
3. Ja teve algum problema nos pulmdes?
() Nao () Sim

Se a resposta foi sim:

Em que ano?
Qual o problema?
Qual o diagnodstico?
Que tratamento foi feito?
Que remédios tomou?

Que especialista o atendeu?
Seu questionario ndo sera identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a
qualquer

das perguntas do questionario ¢ facultativa. Em caso de davidas consulte o pesquisador responsavel.

4. Nas ultimas semanas teve ou vem tendo tosse?
() Nao () Sim

se a resposta foi ndo passe para a questéo 6.

5. Ha quanto tempo vem tendo tosse?
6. Teve febre nas ultimas semanas?
() Nao () Sim

7. Tem sudorese excessiva durante a noite
() Nao () Sim

8. Tem Diabete?

() Nao () Sim

9. Usa insulina?

() Nao () Sim

10. Tem ou teve algum tipo de cancer?

() Nao () Sim

11. Tem ou teve algum tipo de alergia?

() Nao () Sim
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12. Faz uso de algum medicamento?

() N&o () Sim

Se a resposta foi sim, qual e ha quanto tempo?

13. Faz uso de corticoéides?

() Nao () Sim

Se a resposta foi sim, Qual?

14. Faz uso de medicag¢des controladas?

() Nao () Sim

Se a resposta foi sim, qual e h& guanto
tempo?
15. Faz exame de fezes regularmente?

() Nao () Sim

Seu questionério ndo serd identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a

qualquer
das perguntas do questionario é facultativa. Em caso de dlvidas consulte o pesquisador responsavel.

5

16. Quando foi realizado 0 ualtimo
exame?

17. J& apresentou resultado positivo?

() Nao () Sim

Se a resposta foi sim, qual o(s) parasita
(s)?

18. Vocé é hemofilico?

() Nao () Sim

19. E doador de sangue?

() Nao () Sim

20. Tem tatuagem no corpo?

() Nao () Sim

21. Ja fez algum tratamento de hemodialise?

() Nao () Sim

22. Recebeu alguma transfusédo de sangue?

() Nao () Sim

IV- Tabagismo, Alcoolismo e uso de drogas ilicitas (questionario 4):
1. Fuma?

() Nao () Sim

2. Qual a quantidade diaria?

() 1-5 cigarros () 5-10 cigarros () 10 a 15 cigarros

() 15 a 20 cigarros () mais de 20 cigarros

3. Qual o tipo de fumo?

() cigarro () charuto () outros. Qual?
4. Faz uso de bebidas alcodlicas?

() N&ao () Sim

Se a resposta foi sim, Quais?
Seu questionério ndo serd identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a

qualquer
das perguntas do questionario é facultativa. Em caso de ddvidas consulte o pesquisador responsavel.

6

5. Qual a frequéncia semanal de uso de bebidas alcodlicas?
() 1 vez/més () 1 vez por semana () mais de 1 vez/semana
() diariamente




6. Faz uso de drogas injetaveis?
() Nao () Sim
Se a resposta foi sim, qual?

V- Atividade sexual (questionério 5):

1. Com quantos parceiros manteve relacdes sexuais nos ultimos doze meses?
()0-1()2()3-5()6-10

() 11-20 () mais de 20

2. Ja teve alguma doencga sexualmente transmissivel?

() Nao () Sim

Se a resposta foi sim, qual foi a doencga?
3. Ja fez teste de HIV ou HTLV?

() Nao () Sim

Se a resposta foi sim, ha quanto tempo foi feito o teste e qual foi 0
resultado?
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APENDICE D - Questionario de doencas respiratorias

DADOS DE IDENTIFICAC;AO Voluntéario n®:
Data: / /
Nome

Data do Nascimento:

Curso Instituicéo Semestre:

Endereco residencial:
Endereco eletrénico (e-
mail):

Telefone: Celular:

Seu questionario ndo serd identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a
qualquer
das perguntas do questionério é facultativa. Em caso de ddvidas consulte o pesquisador responsavel.

Questionério de doencas respiratdrias (questionério 1)

1- Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?

() Sim () Nao () N&ao sabe

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

() Sim () Nao () N&ao sabe

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

() nehumacrise () 1 a 3 crises () 4 a 12 crises

() mais de 12 crises () Nao sabe

4- Nos ultimos 12 (doze) meses, com que frequéncia vocé teve o sono perturbado
por

chiado no peito?

() nunca acordou com chiado () menos de 1 noite por semana

() uma ou mais noites por semana () Ndo sabe

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

() Sim () Nao () N&o sabe

6) Alguma vez na vida vocé teve asma?

() Sim () Nao () Nao sabe

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

8- Nos ultimos 12 (doze) meses, Vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou
com

infeccdo respiratoria?

() Sim () Nao () Nao sabe

Seu questionédrio ndo serd identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a

qualquer
das perguntas do questionario é facultativa. Em caso de ddvidas consulte o pesquisador responsavel.

Questionario de doencgas respiratorias (questionario 2)
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1- Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza (corrimento
nasal), ou

obstrucéo nasal, quando néo estava gripado?

() Sim () Nao () Nao sabe

Se a resposta foi ndo, passe para a questéo 6

2- Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza
(corrimento nasal) ou obstrucédo nasal, quando néo estava gripado ou resfriado?

() Sim () Nao () Nao sabe

Se a resposta foi ndo, passe para a questéo 6

3- Nos dltimos 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompanhado de
lacrimejamento

ou coceira nos olhos?

() Sim () Nao () Nao sabe

4- Em qual dos ultimos (doze) meses este problema nasal ocorreu? ( Por favor,
marque

em qual ou quais meses isto ocorreu)

() Janeiro ()Fevereiro () Marco () Abril

() Maio () Junho (') Julho () Agosto

() Setembro () Outubro () Novembro () Dezembro

() Nao sabe

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

() Nada () Um pouco () Moderado () Muito

() Nao sabe

6- Alguma vez na vida vocé teve rinite?

() Sim () Nao () N&o sabe

Seu questionario ndo sera identificado. Os dados constantes sdo estritamente confidenciais. A resposta a

qualquer
das perguntas do questionario ¢ facultativa. Em caso de dividas consulte o pesquisador responsavel.

Questionario de doencas respiratdrias (questionario 3)

1- Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele (eczema), que
apareciam

e desapareciam por pelo menos 6 meses?

() Sim () Nao () Nao sabe

Se a resposta foi ndo, passe para a questao 6.

2- Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve essas manchas na pele (eczema)?

() Sim () Nao () Nao sabe

Se a resposta foi ndo, passe para a questao 6.

3- Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) afetaram algum dos seguintes

locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das

nadegas ou em volta do pescoco, orelhas ou olhos?

() Sim () Nao () Nao sabe

4- Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) desapareceram
completamente nos

altimos 12 meses?

() Sim () Nao () Nao sabe

5- Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou
acordado a

noite por causa dessa coceira na pele?



() Nunca nos ultimos 12 meses () Menos de 1 noite por semana
() Uma ou mais noites por semana ( ) Nao sabe

6- Alguma vez vocé teve manchas com coceira (eczema)?

() Sim () Nao () Nao sabe
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Capsule summary:

BCG revaccination modulated the total serum IgE levels (but not the allergen-specific
IgE levels) in vaccine-responsive individuals. This result is in agreement with lack of
protection conferred by BCG against allergic diseases.

Key words:

Mycobacterium bovis BCG; Allergy; Atopy; Immune modulation; Dermatophagoides
pteronyssinus; Derp; Whole blood assay; IFN-y; Vaccine take.

To the Editor:

Studies performed in humans are not conclusive regarding the possible protection
conferred by Mycobacterium bovis Bacille of Calmette-Guérin (BCG) immunization
against allergic diseases®. Nevertheless, evidences of BCG capacity of modulating
several aspects of the allergic response accumulate in experimental models of
asthma. Mice immunized with BCG and sensitized with OVA by intranasal route have
shown decreased percentages of eosinophils in the bronchoalveolar lavage fluid,
reduced total and allergen-specific serum IgE, diminished production of Th2
cytokines and less lung inflammation paralleled by increased production of IFN-y,
TGF-B and IL-10% Similarly, in spite of the fact that BCG shows consistent protection
against experimental tuberculosis in the mouse model, vaccine efficacy against this
disease in humans is highly variable among distinct populations, and is likely to
depend on the individual capacity of mounting an appropriate immune response to
vaccination®. We evaluated the atopic response in young adults revaccinated with
BCG in a randomized controlled trial performed in Salvador, Bahia, Brazil, where
vaccine take was studied®. In this city atopic individuals are frequently sensitized
against the respiratory allergen Dermatophagoides pteronyssinus (Derp)* and the
estimated efficacy of a second dose of BCG against tuberculosis is 19% (3-33% 95%
confidence interval, P=0.022)°. Neonatal BCG scar was associated with a reduction
in the risk of asthma only in individuals with a past history suggestive of allergic
rhinitis®.

The volunteers were recruited among tuberculin skin test (TST) and human
immunodeficiency virus (HIV) negative individuals (Table). The study was approved
by the Ethics Committee of the Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CAAE-
0010.0.225.069-09). 46% of the BCG-revaccinated individuals have shown



79

consistently increased IFN-y production up to 12 months after intervention in whole
blood cultures (blood diluted 1:10 in RPMI 1640) stimulated with M. tuberculosis
H37Rv whole antigen (10 pg/ml M. tuberculosis H37Rv culture lysate). Ratios of IFN-
y production two months after vaccination over baseline (IFN-y T2/TO ratio) above 3.3
predicted higher 12-month follow-up IFN-y response. These individuals with IFN-y
T2/TO ratio above 3.3 were considered to show a positive vaccine take, even though
the relationship with the possible protection against tuberculosis could not be
established?.

The modulation of the atopic response was assessed by correlating the serum
allergen-specific (Derp IgE) and the total IgE levels at TO with those obtained at T2.
To address the possible influence of vaccine take we applied multivariate analysis.
Derp and total IgE were considered clinically relevant parameters as the ratio
between them was associated with the prognosis of immunotherapy in patients with
rhinitis®.

Socio-demographic and clinic characteristics were obtained using a standard
questionnaire and additionally the ISAAC questionnaire’. The reactivity against
respiratory allergens (D. pteronyssinus; Blomia tropicalis; Blatella germanica;
Periplaneta americana; dog epithelium; cat epithelium; polens mixture IV - Dactylis
glomerata, Festuca arundinacea, Lolium perene, Phleum pratense e Poa pratenses;
and fungi mixture V - Aspergillus amstelodami, A. fumigatus, A. niger, A. terrus,
Penicillium brevicompactum, P. expansum, P. notatum, P. roquefoti, Clodosporium
fluvum, C. herbarum) was assessed using a skin prick test (SPT) (ALK-Abell6, Séo
Paulo, Brazil). Total IgE was measured using a cytometric bead assay (Human IgE
Flex Set CBA, Becton Dickinson, Palo Alto, CA) and the FACS Array flow cytometer
(Becton Dickinson, Palo Alto, CA). Derp IgE was measured using ImmunoCAP
(ImmunoCAP ISAC Phadia AB, Uppsala, Sweden). The multivariate linear model®
was adjusted for gender, age, body mass index (BMI), income, size of revaccination
scar, allergy on the past 12 months, atopy (defined as a positive SPT and/or Derp
IgE above 0.35 kU/L) and vaccine take.

The proportion of atopic and non-atopic individuals did not differ between
revaccinated and control individuals. No differences were found for total IgE or Derp
IgE levels at T2 compared with TO in both groups. The total IgE levels at T2 in BCG
revaccinated individuals correlated positively with both total IgE (P<0.0001;
Spearman r=0.88, Figure) and Derp IgE (P<0.0001; Spearman r=0.54) at TO,
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suggesting the lack of IgE modulation upon BCG revaccination, which is in
agreement with previous work®.No association was found in bivariate analyses
between the IgE levels and the parameters used in the multivariate linear model. The
inclusion of the above mentioned variables in the model took into account the fact
that they correlated with the IFN-y production after BCG revaccination in previous
work?.

In the model, control and BCG-revaccinated subjects with negative and with positive
vaccine take were compared (Figure). The correlation between total IgE levels at T2
and TO was observed for controls and BCG-revaccinated individuals with negative
vaccine take, but was not maintained for the BCG-revaccinated volunteers with
positive vaccine take. Therefore, only BCG-responsive subjects underwent
modulation of total IgE levels. Derp IgE levels at T2 correlated with its levels at TO
regardless of the group. The BCG-induced IgE modulation did not affect the atopic
response to the specific allergen.

The individuals in our study population referred mild symptoms of respiratory
allergies. Most of them had not used medication to treat allergic symptoms in the
past 12 months (Table). A minority (15%) referred dry cough in the absence of
respiratory infection in the past 12 months, and only one individual referred
symptoms after physical exercises as well as symptoms sufficient to impair daily life
activities and speech in the same time interval. Clinical evaluations were not
performed to verify a possible regression of allergic symptoms after revaccination.
The incapacity of BCG revaccination to modulate the atopic response may be related
to the age of antigen exposure and/or genetic background of the enrolled subjects as
previously suggested®. In animal models the protective effects of the modulation of
the Th2 responses leading to improvement of allergic condition parameters were
observed when the encounter with the microbial antigen occurred before allergen
sensitization®>. BCG revaccination effect on total IgE may reflect the modulation of
anti-parasitic responses. Some individuals referred recent parasitic infection (Table).
In conclusion, in spite of the fact that BCG revaccination is capable of modulating the
total IgE levels in individuals that are responsive to the vaccine, this modulation does

not affect the atopic response in our population.
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Table and Figure legend:

Table. Socio-demographic and clinical characteristics of the study subjects.

Figure. Serum IgE levels in revaccinated (A, B) and control (C, D) volunteers and
multivariate linear models explaining the relationship between Derp IgE levels two
months after intervention and at baseline (E) and between total IgE levels at the
same time points (F).
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