
 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

CURSO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM IMUNOLOGIA 

 

 

 

 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM IMUNOLOGIA 

 

 

ESTUDO DO FENÓTIPO, ATIVAÇÃO CELULAR E 

FONTE PRODUTORA DE IL-10 EM ASMÁTICOS 

INFECTADOS PELO SCHISTOSOMA MANSONI 
 

 

 

RICARDO RICCIO OLIVEIRA 
 
 
 

Salvador – BA 
2005

PPGIm 



 

 

 

 

 

 

Ricardo Riccio Oliveira 

 

Estudo do fenótipo, ativação celular e fonte produtora de 

IL-10 em asmáticos infectados pelo Schistosoma mansoni 
 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós graduação em 

Imunologia, Instituto de Ciências da Saúde, Universidade 

Federal da Bahia, como requisito parcial para obtenção do 

grau de Mestre em Imunologia. 

 

 

Professora Orientadora: Maria Ilma Andrade Santos Araujo 

 

 

 

Salvador – Bahia 

2005 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      Ficha catalográfica 
           Universidade Federal da Bahia - Faculdade de Medicina - Biblioteca 

 
 
O48D  Oliveira, Ricardo Riccio. 
               Estudo do fenótipo, ativação celular e fonte produtora de IL-10  
           em asmáticos infectados pelo Schistosoma mansoni. / Ricardo  
           Riccio Oliveira.  −   Salvador,  2006.    

      91 f. : il.  
                      
     Orientadora: Profª. Maria Ilma Andrade Santos Araujo.                 
     Dissertação (Mestre em Imunologia) − Instituto de Ciências 
da Saúde da Universidade Federal da Bahia.  
 
 
1. Schistosoma mansoni . 2. Asma Brônquica .  3. IL-10.          
4. Helmintíases. I. Universidade Federal da Bahia  II. Título. 
 

                                                                          CDU: 616.995.122(043.3) 
 
 



 

 

ii 

FOLHA DE APROVAÇÃO 

 

 

 

 

 

 



 

 

iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DEDICATÓRIA 
 
 

A minha família pelo incentivo e apoio na realização deste sonho. 

A Profa. Leda Alcântara, sem ela não teria chegado onde estou hoje. 

A Dra. Maria Ilma Araujo por ter acreditado e incentivado. 

 



 

 

iv 

AGRADECIMENTOS 

 

A Dra. Maria Ilma Araujo, orientadora e amiga, fonte de conhecimentos, por acreditar e 

me incentivar na realização deste sonho.  

 

A Profa. Lêda Maria Alcântara, mestre e amiga, por ter sempre acreditado e me 

incentivado na realização dos meus objetivos. 

 

Ao Dr. Edgar Marcelino Carvalho pelo exemplo de pesquisador e pelos ensinamentos 

passados ao longo destes anos. 

 

Ao Dr. Kenneth John Gollob por estar sempre acessível para discutir sobre os resultados 

deste trabalho. 

 

A todos os colegas do nosso grupo de pesquisa, principalmente, Cecília, Charlton, 

Joanemile e Luciana, pelo companheirismo e a amizade no trabalho e nos momentos de 

lazer. 

 

Aos colegas e funcionários do Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos pelo entusiasmo em colaborar, tornando o ambiente de trabalho sempre 

muito agradável. 

 

Aos professores, colegas e funcionários do Curso de Pós Graduação em Imunologia pelo 

convívio enriquecedor. 

 

A bibliotecária da Faculdade de Medicina da UFBA, Delba Barros Santos Rosa, por ter 

colaborado com a ficha catalográfica. 

 

A Secretaria de Saúde do município do Conde e aos pacientes envolvidos neste trabalho. 

 

A minha família, pelo amor e apoio incondicionais. 



 

 

v 

SUMÁRIO 

Lista de figuras ............................................................................................................... vii 

Lista de tabelas: .................................................................................................................x 

Lista de siglas, abreviaturas e símbolos ............................................................................ xi 

Resumo.......................................................................................................................... xiii 

Abstract ...........................................................................................................................xv 

1. Introdução......................................................................................................................1 

2. Revisão de literatura.......................................................................................................3 

2.1 Resposta imune na alergia e na asma ........................................................................3 

2.2 Resposta imune na infecção pelo Schistosoma mansoni ............................................5 

2.3 Associação entre atopia/alergia e helmintíases..........................................................8 

2.4 Ativação celular na asma e na infecção pelo S. mansoni .........................................12 

2.5 Regulação da resposta imune na asma e infecção pelo S. mansoni ..........................14 

3. Justificativa..................................................................................................................19 

4. Hipótese.......................................................................................................................20 

5. Objetivos .....................................................................................................................21 

5.1 Objetivo geral.........................................................................................................21 

5.2 Objetivos específicos..............................................................................................21 

6. Metodologia e estratégia de ação..................................................................................22 

6.1 Seleção de indivíduos asmáticos de áreas endêmica e não endêmica em 

esquistossomose...........................................................................................................22 

6.1.1 Critérios de inclusão ........................................................................................23 

6.1.2 Critérios de exclusão .......................................................................................23 

6.2 Prevalência de alergia respiratória, parasitoses intestinais e carga parasitária em 

indivíduos residentes no Conde-BA .............................................................................24 

6.3 Desenho do estudo .................................................................................................25 

6.4 Avaliação complementar ........................................................................................26 

6.4.1 Exame parasitológico de fezes .........................................................................26 



 

 

vi 

6.5 Avaliação da resposta imune ..................................................................................26 

6.5.1 Obtenção de células mononucleares de sangue periférico: ...............................26 

6.5.2 Avaliação do fenótipo das CMSP ex vivo:........................................................26 

6.5.3 Avaliação da fonte produtora de IL-10:............................................................31 

6.6 Análise estatística...................................................................................................34 

7. Considerações éticas ....................................................................................................35 

8. Resultados....................................................................................................................36 

8.1 Dados demográficos dos indivíduos avaliados........................................................36 

8.2 Fenótipo e marcadores de ativação de células T......................................................36 

8.3 Marcadores de ativação de monócitos.....................................................................44 

8.4 Receptor de IL-10 em monócitos............................................................................47 

8.5 Fonte celular produtora de IL-10 em asmáticos ......................................................48 

9. Sumário dos Resultados ...............................................................................................52 

10. Discussão...................................................................................................................53 

11. Conclusões.................................................................................................................59 

12. Perspectivas ...............................................................................................................60 

13. Referências ................................................................................................................61 

 



 

 

vii 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Imagem densitométrica de fluorescência não específica por tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) celular, identificando as populações de linfócitos, região 1 (G1) e 

monócitos, região 2 (G2)..................................................................................................28 

Figura 2. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue periférico, selecionadas na janela de linfócitos, após marcação com isotipos 

controles. O diagrama representa um experimento. ..........................................................29 

Figura 3. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue períférico. Os histogramas demonstram a freqüência de células marcadas com 

anticorpos conjugados com FITC, PE e CY. O diagrama representa um experimento.......30 

Figura 4. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue períférico. O gráfico demonstra a seleção da população duplo positivo para as 

moléculas de superfície celular CD4 e CD25 através da janela G3. O diagrama representa 

um experimento. ..............................................................................................................32 

Figura 5. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue períférico. O histograma demonstra a distribuição das células CD4+CD25+ 

selecionadas pela janela G3 quanto à presença de IL-10 intracelular. A população de 

células positivas está delimitada pela região M1. O diagrama representa um experimento 

(Figura 5A). A figura 5B representa um gráfico gerado a partir da região R6 da figura 5A, 

indicando que toda população produtora de IL-10 está na região de linfócitos..................33 

Figura 6. Freqüência de células CD4+ e CD8+ na população de células CD3+ de asmáticos 

infectados por helmintos, incluindo o S. mansoni (Asma / Helm / Sm, n=23), infectados 

por outros helmintos (Asma / Helm, n= 7) e não infectados (Asma, n=10), analisados por 

citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do teste ANOVA para 

comparação entre os três grupos, complementado pelo Tukey para análise das diferenças 

inter-grupo. (*p = 0,035, **p = 0,028). ............................................................................37 

Figura 7. Freqüência de células CD4+CD25+ na população de células CD4+ de asmáticos 

infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e não infectados 



 

 

viii 

(n=14), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do teste 

ANOVA (p > 0,05). .........................................................................................................38 

Figura 8. Freqüência de células CD4+ expressando CD28 na população de células CD4+ 

de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=28), infectados por outros helmintos (n= 7) e 

não infectados (n=7), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita 

através do teste ANOVA (p > 0,05). ................................................................................39 

Figura 9. Freqüência de células CD4+ expressando CTLA-4 na população de células CD4+ 

de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e 

não infectados (n=14), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita 

através do teste ANOVA e Tukey (*p = 0,019). ...............................................................40 

Figura 10. Freqüência de células CD8+ expressando CD28 na população de células CD8+ 

de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=28), infectados por outros helmintos (n= 7) e 

não infectados (n=7), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita 

através do teste ANOVA (*p = 0,004, **p = 0,004). ........................................................41 

Figura 11. Freqüência de células CD8+ expressando CTLA-4 em células CD8+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e não 

infectados (n=14), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através 

do teste ANOVA (*p = 0,05). ..........................................................................................41 

Figura 12. Freqüência de expressão de CD40L em células CD4+ de asmáticos infectados 

pelo S. mansoni (n=13) e não infectados (n=6), analisados por citometria de fluxo. A 

análise dos dados foi feita através do teste t de Student (p = 0,006). .................................42 

Figura 13. Freqüência de células CD14+ expressando CD80 na população de células 

CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos 

(n= 7) e não infectados (n=13), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA (p > 0,05)..........................................................................44 

Figura 14. Freqüência de células CD14+ expressando CD86 na população de células 

CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos 

(n= 7) e não infectados (n=13), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA e Tukey (*p = 0,004, **p = 0,022). ...................................45 



 

 

ix 

Figura 15. Média de intensidade de fluorescência de HLA-DR em células CD14+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e não 

infectados (n=13), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através 

do teste ANOVA e Tukey (*p = 0,000, **p = 0,002)........................................................46 

Figura 16. Freqüência de expressão do receptor de IL-10 (IL-10R) em células CD14+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=12) e não infectados (n=10), analisados por 

citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do teste t de Student (p = 0,004).

........................................................................................................................................47 

Figura 17. Freqüência de células positivas para IL-10 intracelular, após estímulo com Der 

p1, de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=23), infectados por outros helmintos (n=5) 

e não infectados (n=8), por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do 

teste ANOVA (*1p < 0,05, *2p < 0,01, *3p < 0,001, *4p < 0,001, *5p < 0,001 e *6p < 0,01).

........................................................................................................................................48 

Figura 18. Freqüência da produção de IL-10 intracelular em sub-populações celulares 

específicas de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=17) na ausência de estímulo ou 

após estimulação com Der p1, analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA (p < 0,0001). Não houve diferença significativa na produção 

de IL-10 entre as culturas não estimuladas e estimuladas com Der p1 (p > 0,05, teste t de 

student). ...........................................................................................................................49 

Figura 19. Número de células produtoras de IL-10 em sub-populações celulares 

específicas de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=17) na ausência de estímulo ou 

após estimulação com Der p1, analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA (p < 0,001). Não houve diferença significativa na produção 

de IL-10 entre as culturas não estimuladas e estimuladas com Der p1 (p > 0,05, teste t de 

student). ...........................................................................................................................50 

 



 

 

x 

LISTA DE TABELAS: 

 

Tabela 1. Dados demográficos dos indivíduos asmáticos avaliados. ................................36 

Tabela 2. Expressão de moléculas co-estimulatórias em linfócitos de indivíduos asmáticos 

(média ± DP). ..................................................................................................................43 

Tabela 3. Expressão de moléculas co-estimulatórias em monócitos de indivíduos 

asmáticos (média ± DP). ..................................................................................................46 

Tabela 4. Produção de IL-10 por células TCD4+CD25+ de asmáticos infectados pelo S. 

mansoni. ..........................................................................................................................50 

Tabela 5. Produção de IL-10 por células TCD4+CD25- de asmáticos infectados pelo S. 

mansoni. ..........................................................................................................................51 

Tabela 6. Produção de IL-10 por células TCD8+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni.

........................................................................................................................................51 

Tabela 7. Produção de IL-10 por células CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni.

........................................................................................................................................51 

 



 

 

xi 

LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

 

BSA  Fração V de albumina bovina 

CD  Molécula de superfície celular (clusters of diferenciation) 

CD14  Marcador de superfície de monócitos/macrófagos 

CD40L Ligante do CD40 

CMSP  Células mononucleares do sangue periférico  

CTLA-4 Antígeno 4 de linfócito T citotóxico 

CY  Cycrhome 

Der p 1 Alérgeno 1 de Dermatophagoides pteronyssinus 

DP  Desvio padrão 

DPOC  Doença pulmonar obstrutiva crônica 

FACS  Citometria de fluxo (flow citometer cell sorter) 

FITC  Isotiocianato de fluoresceína 

Foxp3  Fator de transcrição de células regulatórias 

FSC  Dispersão frontal 

GITR  Receptor de TNF induzido por glicocorticóide 

GM-CSF Fator estimulador de colônias de granulócitos e monócitos 

HLA-DR Antígeno de histocompatibilidade leucocitária classe 2 

ICOS  Molécula co-estimulatória da famíla de CD28 

IFN-γ  Interferon gama 

IgE   Imunoglobulina E 

IgG4  Imunoglobulina G4 

IL-1  Interleucina 1 

IL-10  Interleucina 10 



 

 

xii 

IL-10R  Receptor de IL-10 

IL-13  Interleucina 13 

IL-4   Interleucina 4 

IL-5  Interleucina 5 

IL-6  Interleucina 6 

ISAAC International study of asthma and allergies in childhood 

MHC  Molécula de histocompatibilidade 

MIF  Média de intensidade de fluorescência 

NK  Células matadoras naturais 

PBS  Tampão salina fosfato 

PE  Ficoeritrina 

rhIL-10 IL-10 recombinante humana 

SSC  Dispersão lateral 

TCD4+  Células T auxiliares 

TCD8+  Células T citotóxicas 

TGF-β  Fator de crescimento e transformação beta 

Th1  Linfócito T auxiliador 1 

Th2  Linfócito T auxiliador 2 

Th3  Linfócito T auxiliador 3 

TNF-α  Fator de necrose tumoral alfa 

Tr1  Célula T regulatória tipo 1 

 

 



 

 

xiii 

RESUMO 

 

Introdução e Objetivos: Alguns estudos vêm demonstrando que as infecções por 

helmintos são capazes de inibir a resposta ao teste cutâneo para aereoalérgenos e modificar 

o curso clínico da asma, e que a IL-10, produzida em altos níveis em infecções pelo 

Schistosoma mansoni, é capaz de modular a resposta imune do tipo 2 envolvida na 

patogênese da asma. Os objetivos deste estudo foram avaliar a célula produtora de IL-10, o 

fenótipo celular e a expressão de moléculas co-estimulatórias em asmáticos infectados pelo 

S. mansoni, comparando estes resultados com os obtidos de asmáticos infectados por 

outros helmintos e asmáticos não infectados. 

Métodos e Resultados: O fenótipo celular (CD3, CD4, CD8 e CD14), a ativação celular 

(CD25 e HLA-DR), as moléculas co-estimulatórias (CTLA-4, CD28, CD40L, CD80 e 

CD86), ex vivo, e a citocina IL-10 foram avaliados pelo uso de anticorpos monoclonais por 

citofluorimetria. CMSP estimuladas por 20 horas in vitro com alérgeno (Der p1) foram 

avaliadas para a expressão intracelular de IL-10. Os resultados foram expressos em 

percentagem de células positivas (média ± DP) e média de intensidade de fluorescência 

(MIF) para HLA-DR (média ± DP). A frequência de CTLA-4 em células TCD4+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni foi 0,49 ± 0,39%, em asmáticos infectados por outros 

helmintos foi 0,78 ± 0,25%, enquanto que em asmáticos não infectados foi 0,89 ± 0,56% (p 

< 0.05). A expressão de CD28 nas células TCD4+ e do seu ligante CD80 em monócitos foi 

semelhante em todos os grupos, enquanto que a expressão do CD86 foi diferente entre os 

grupos (95,90 ± 3,47%, 89,66 ±  6,35% e 95,28 ± 4,93%, respectivamente, p < 0,05). A 

expressão de CD25 em células TCD4+ também não diferiu significativamente entre os 

grupos (7,45 ± 2,84%, 6,84 ± 2,36% e 7,84 ± 3,38%, respectivamente). Nos indivíduos 

asmáticos infectados pelo S. mansoni foi observado que as células CD4+ foram as 
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principais produtoras de IL-10, sendo, em percentual, as células CD4+CD25+ as principais 

produtoras desta citocina. As células TCD8+ juntamente com as CD14+ também 

representaram importantes fontes de IL-10 nestes pacientes. 

Conclusões: A principal diferença no estado de ativação celular entre asmáticos com ou 

sem a infecção pelo S. mansoni foi a maior frequência de células TCD4+ expressando 

CTLA-4, um marcador de ativação, em asmáticos não infectados. A modulação da 

resposta imune observada em indivíduos asmáticos cronicamente infectados pelo S. 

mansoni, envolve mecanismos complexos, que incluem a produção de citocinas, a exemplo 

da IL-10, e participação de células regulatórias. 
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ABSTRACT 

 

Introduction and Objectives: Studies have shown that helminth infections inhibit skin-

prick test to aeroallergen and modify the course of asthma, and that IL-10, produced in 

high levels during S. mansoni infection, is able to modulate the type 2 immune response 

involved in asthma pathology. The objectives of this study were to evaluate the source of 

IL-10, the cell phenotype and the expression of co-stimulatory molecules in asthmatics 

cells infected with S. mansoni and compare the results with those obtained from asthmatics 

infected with other helminths and uninfected asthmatics. 

Methods and Results: The T cell phenotype (CD3, CD4, CD8 and CD14), the cell 

activation (CD25 and HLA-DR), co-stimulatory molecules (CTLA-4, CD28, CD40L, 

CD80 and CD86), ex vivo, and the cytokine IL-10 was evaluated using the specific 

monoclonal antibodies by flow cytometry. PBMCs stimulated for 20 hours in vitro with 

allergen (Der p1) were evaluated regarding intracellular expression of IL-10. The results 

were expressed in percentage of positive cells (mean ± SD) and mean of intensity of 

fluorescence (MIF) for HLA-DR (mean ± SD). The frequency of CTLA-4 on CD4+ T cells 

in infected asthmatics was 0.49 ± 0.39%, while in asthmatics infected with other helminths 

was 0.78 ± 0.25% and in uninfected asthmatics was 0.89 ± 0.56% (p<0.05). The expression 

of CD28 on CD4+ T cells and its ligand CD80 on monocytes were similar in the three 

groups, while the expression of CD86 differ between groups (95.90 ± 3.47%, 89.66 ± 

6.35% and 95.28 ± 4.93%, respectively, p < 0.05). The expression of CD25 on CD4+ T 

cells also did not differ significantly between groups (7.45 ± 2.84%, 6.84 ± 2.36% and 7.84 

± 3.38%, respectively). In asthmatic individuals infected with S. mansoni it was observed 

that CD4+ T cells were the main source of IL-10, being the CD4+CD25+ cells those that 
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expressed higher proportion of this cytokine. The CD8+ T and CD14+ cells also represented 

important source of IL-10 in these patients. 

Conclusion: The major difference in the cell activation status between asthmatics with or 

without S. mansoni infection was the higher frequency of CD4+ T cells expressing CTLA-

4, an activation marker, in uninfected asthmatics. The modulation of the immune system 

observed in asthmatics infected with S. mansoni involves complex mechanisms including 

production of cytokines as IL-10 and regulatory cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas três décadas vem sendo observado aumento na prevalência de doenças 

alérgicas em países industrializados em relação aos países em desenvolvimento (Sears 

1997), onde baixas condições sanitárias levam a uma maior prevalência de parasitoses 

intestinais e maior contato com outros agentes infecciosos e produtos bacterianos no 

ambiente.  

Em trabalhos realizados na Venezuela, foram demonstrados baixa positividade aos 

testes cutâneos de alergia em população exposta à infecção por Ascaris lumbricoides 

havendo aumento da reatividade aos testes após o tratamento com anti-helmíntico (Hagel e 

cols. 1993; Lynch e cols. 1993).  

Estudo realizado pelo Serviço de Imunologia do Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia (UFBA), demonstrou menor prevalência 

de testes cutâneos de alergia positivos em indivíduos infectados com alta carga parasitária 

de Schistosoma mansoni, residentes em área endêmica, quando comparados com 

indivíduos não infectados ou com baixa carga (Araujo e cols. 2000), residentes na mesma 

área. Foi também observado menor gravidade da asma nesta região quando a mesma foi 

comparada com asmáticos não infectados residentes em uma área rural e uma área urbana 

com as mesmas condições sócio-econômicas (Medeiros e cols. 2003).  

Sabe-se que as citocinas do perfil de resposta do tipo T auxiliar (Th) 2, a exemplo 

da interleucina (IL) 4 e IL-5, estão envolvidas na patogênese da asma, e que a IL-10 é uma 

citocina capaz de inibir a resposta inflamatória alérgica (Royer e cols. 2001). O estudo do 

perfil de citocinas produzidos por células de asmáticos demonstrou que a produção de IL-4 

e IL-5, em asmáticos infectados pelo S. mansoni e outros helmintos foi significativamente 

menor do que o encontrado nos asmáticos não infectados. Por outro lado, a produção de 
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IL-10 foi elevada nos asmáticos infectados e muito baixa ou ausente nos não infectados 

(Araujo e cols. 2004). Neste estudo a adição de IL-10 recombinante humano (rhIL-10) às 

culturas de células de asmáticos não infectados resultou em diminuição na produção de IL-

5 após estímulo com antígeno de Dermatophagoides pteronyssinus (Der p1). 

Além de macrófagos e células do tipo Th2, a IL-10 também é sintetizada por 

células T regulatórias, a exemplo de células Th3 ou T regulatória tipo 1 (Tr1). Estas células 

podem inibir diretamente a resposta a alérgenos ambientais ou produzirem as citocinas 

modulatórias IL-10 e / ou fator de crescimento transformador beta (TGF-β) (Wills-Karp e 

cols. 2001). 

No presente estudo foi demonstrado que a principal fonte de IL-10 em asmáticos 

infectados pelo S. mansoni foram as células TCD4+CD25+. Foram avaliados também o 

fenótipo das células T e o grau de ativação destas células e dos monócitos, utilizando-se os 

anticorpos monoclonais específicos e citometria de fluxo. Foi demonstrado que a expressão 

de antígeno 4 de linfócito T citotóxico (CTLA-4), um marcador de célula ativada, foi 

maior nos asmáticos não infectados. 

Estes conhecimentos a respeito dos mecanismos envolvidos na modulação da 

resposta imune em asmáticos infectados pelo S. mansoni poderá levar ao desenvolvimento 

de estratégias para o controle da asma. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Resposta imune na alergia e na asma 

Tem sido observado considerável aumento na incidência de doenças atópicas em 

países industrializados nos últimos 30 anos e estima-se que ao menos 20% da população 

mundial está susceptível às doenças atópicas (Romagnani 1997). O aumento na prevalência 

da asma tem sido observado em todas as raças e faixas etárias e em ambos os gêneros 

(IOM 2000). Existe elevada morbidade associada às doenças alérgicas, a qual gera um 

grande custo financeiro com medicamentos que controlam os sintomas. Em 1997, por 

exemplo, o destinado para o tratamento da asma nos Estados Unidos foi estimado em 6 

bilhões (Smith e cols. 1997). 

A atopia, caracterizada por um aumento dos níveis de imunoglobulina (Ig) E 

específica para o alérgeno, além de aumento de eosinófilos e mastócitos, é a base de 

doenças alérgicas como a asma, rino-conjuntivite e o eczema atópico (Yazdanbakhsh e 

cols. 2002). A asma alérgica é uma doença crônica das vias aéreas que cursa com resposta 

inflamatória e hiperreatividade brônquica, envolvendo diversos tipos celulares, dos quais 

os mais importantes são as células Th2, mastócitos, basófilos e eosinófilos (Yssel e cols. 

2001). A asma é caracterizada por episódios de obstrução reversível e intermitente das vias 

aéreas. O desencadeamento da doença está associado com a interação de aeroalérgenos 

com IgE, ligada a receptores de alta afinidade na superfície de mastócitos e basófilos, 

resultando na liberação de mediadores solúveis como a histamina e leucotrienos (Platts-

Mills e cols. 1996).  

A interação de alérgenos do ambiente com o sistema imune inato por meio das 

células apresentadoras de antígeno e subseqüente ativação de células T induz resposta do 
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tipo Th2 e produção das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, que interagem com seus receptores 

estimulando a síntese de IgE e o aumento do número de eosinófilos e mastócitos que, por 

sua vez, são capazes de promover a inflamação no trato respiratório (Holt e cols. 1999). 

Após a indução da resposta imunológica, muitas células presentes na mucosa 

brônquica, a exemplo dos macrófagos, células epiteliais, fibroblastos, células do músculo 

liso, células T, mastócitos e eosinófilos, são ativadas e envolvidas no processo inflamatório 

da asma. Porém, são os basófilos, mastócitos e eosinófilos ativados, as células de maior 

importância na inflamação alérgica devido à liberação de proteínas catiônicas granulares 

de alta carga, como a proteína básica principal eosinofílica, proteína catiônica eosinofílica 

e mediadores pró-inflamatórios que, juntamente com radicais livre de oxigênio e citocinas, 

resultam em aumento da permeabilidade vascular, hipersecreção de muco, contração da 

musculatura lisa, dano epitelial e hiperreatividade brônquica (Gleich e cols. 1993). 

Embora a asma seja uma doença complexa e multifatorial, é bem conhecido o 

papel fundamental das células Th2 na imunopatogenia da mesma (Wills-Karp 1999). Estas 

células secretam IL-4 e IL-13 que induzem e mantêm a produção de IgE por células B, e 

IL-5 que induz o recrutamento, diferenciação e infiltração de eosinófilos na mucosa 

brônquica (Foster e cols. 1996). Além das ações acima referidas, a IL-4, que é também 

produzida por mastócitos ativados, é um fator de diferenciação para células Th2, 

perpetuando o processo inflamatório (Yssel e cols. 2001). 

Além das células TCD4+ do tipo Th2, subpopulações de células Th1 ativadas que 

produzem interferon gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) contribuem 

para a reação inflamatória associada ao dano tecidual na asma (Abbas e cols. 1996).  

Estes dados, juntamente com estudo recente que demonstrou que a administração 

de células Th1 produtoras de IFN-γ em modelos murinos de inflamação alérgica causa uma 

intensa inflamação neutrofílica das vias aéreas, reforça a idéia de que a regulação do 
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sistema imune nas doenças inflamatórias não resultam de um simples desequilíbrio entre as 

presenças de subpopulações de células Th1 e Th2 (Hansen e cols. 1999; Randolph e cols. 

1999). Mecanismos regulatórios capazes de modular o processo inflamatório na asma vêm 

sendo estudados e alguns trabalhos sugerem que infecções por helmintos resultam na 

modulação da resposta imune nas alergias. Embora doenças alérgicas e infecções por 

helmintos estejam associadas à estimulação da produção de células do tipo Th2, existem 

evidências de que a hipersensibilidade imediata e a inflamação alérgica podem ser 

moduladas pela presença da parasitoses, principalmente pelo Schistosoma (Lynch e cols. 

1993; Araujo e cols. 2000; Nyan e cols. 2001; Cooper e cols. 2003). Isso abre perspectivas 

para o estudo de antígenos parasitários indutores de mecanismos anti-inflamatórios para o 

tratamento ou prevenção das doenças alérgicas. 

 

2.2 Resposta imune na infecção pelo Schistosoma mansoni 

A esquistossomose humana pode ser causada por cinco diferentes espécies de 

trematódeos digenéticos: Schistosoma haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. 

mansoni e S. mekongi. A principal espécie responsável pela infecção no Brasil é S. 

mansoni, sendo o caramujo do gênero Biomphalaria o seu principal hospedeiro 

intermediário. A infecção ocorre quando a cercária, liberada pelo hospedeiro intermediário, 

penetra na pele durante o contato com a água contaminada. Uma vez no interior do 

hospedeiro humano a cercária evolui para esquistossômulo e migra para a região da veia 

porta do fígado, onde amadurecem até vermes adultos e iniciam a ovoposição. 

Estima-se que pelo menos 200 milhões de pessoas em todo o mundo estejam 

infectadas pelo Schistosoma, e outras 600 milhões estejam sob risco de infecção por uma 

das cinco espécies que infectam o homem (WHO/TDR 2002). Apesar de uma das 
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principais regiões de transmissão da esquistossomose estar localizada na África sub-

Saariana, com 85% do total dos casos de esquistossomose mundial (Chitsulo e cols. 2000), 

o Brasil, e principalmente a Bahia, também possui elevada transmissão de Schistosoma 

(Carmo 1999).  

São reconhecidas duas formas clínicas nos indivíduos infectados pelo S. mansoni, 

a forma aguda e a crônica, a qual induzem diferentes respostas imunológicas no 

hospedeiro, e distintas manifestações clínicas. 

A esquistossomose aguda tem sido descrita como uma síndrome toxêmica que 

ocorre antes do aparecimento dos ovos nas fezes e surge geralmente entre 6 a 8 semanas 

após a  infecção, associada a passagem dos esquistossômulos pelos pulmões (Lambertucci 

1993; Rabello e cols. 1997; de Jesus e cols. 2002). Esta forma da esquistossomose é mais 

comum em indivíduos que não residem em áreas endêmicas, sugerindo que ocorre algum 

tipo de modulação na resposta de indivíduos que estão em constante exposição ao S. 

mansoni. A fase aguda cursa com uma marcante resposta pró-inflamatória, predominando 

a resposta do tipo T auxiliar 1 (Th1), sendo demonstrado altos níveis de TNF-α no plasma 

e, após o estímulo das células mononucleares de sangue periférico in vitro com antígenos 

do parasita, observa-se elevada produção de TNF-α, IL-1 e IL-6, além de IFN-γ (de Jesus e 

cols. 2002). 

A progressão natural da doença gera uma reposta imune do tipo Th2 induzida 

pelos antígenos do ovo do S. mansoni, a qual é capaz de regular de forma negativa a 

produção e as funções efetoras dos mediadores liberados na fase aguda da doença, com a 

participação importante da IL-10 neste processo (Montenegro e cols. 1999). O papel da IL-

10 na modulação da resposta Th1 específica para antígenos de verme adulto do S. mansoni 

foi demonstrada em experimento no qual a neutralização da IL-10 pelo uso de anticorpo 

monoclonal contra esta citocina, em culturas de células de sangue periférico, resultou em 
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restauração da produção de IFN-γ (Araujo e cols. 1996; Sabin e cols. 1996). Esta fase da 

doença é caracterizada por baixa produção de IFN-γ e elevados níveis de citocinas Th2, a 

exemplo da IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10 (Gazzinelli e cols. 1992; Williams e cols. 1994; 

Finkelman e cols. 1997). Embora o início da resposta Th2 pareça ter um papel crucial na 

modulação da resposta inflamatória da fase aguda, uma resposta Th2 prolongada contribui 

para o desenvolvimento de fibrose hepática e morbidade da doença (Cheever e cols. 2000). 

Como conseqüência da resposta Th2, ocorre aumento do número de eosinófilos, 

mastócitos e produção de IgE. Os antígenos parasitários funcionam como potentes 

alérgenos (Kennedy e cols. 1986; Fraser e cols. 1993) e isso poderia explicar os níveis 

elevados de IgE policlonal e IgG4 encontrados nos indivíduos infectados de área endêmica 

(Ottesen e cols. 1981; Jarrett e cols. 1982; Hussain e cols. 1992). Apesar da elevada 

produção de IgE e da presença de mastócitos e eosinófilos, em indivíduos cronicamente 

infectados pelo Schistosoma residentes em área endêmica não se observam fenômenos de 

anafilaxia, provavelmente devido a fatores moduladores da resposta imune induzidos pelo 

parasita, a exemplo da produção de IL-10.  
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2.3 Associação entre atopia/alergia e helmintíases 

As infecções por helmintos e as alergias são condições altamente prevalentes em 

vários países do mundo. Muitos estudos têm avaliado a associação entre estas duas 

condições patológicas, uma vez que a prevalência de doenças atópicas vem aumentando 

nos países industrializados, onde uma progressiva melhora das condições sanitárias levou à 

redução de parasitoses intestinais e de outras doenças da infância (Asher e cols. 1998). 

Paradoxalmente, tem sido observado que as doenças alérgicas são menos freqüentes em 

países onde a prevalência de helmintíases é elevada (Asher e cols. 1998). Além disso, 

Yemaneberhan e colaboradores observaram que, dentro de um mesmo país, existe uma 

maior prevalência de alergias nos centros urbanos, quando comparados com zonas rurais 

(Yemaneberhan e cols. 1997; Von Ehrenstein e cols. 2000). 

Baseado nestas informações e no fato de indivíduos de países industrializados 

estarem menos susceptíveis a infecções devido a vacinações, uso de antibióticos e 

melhores condições sanitárias, foi criada a “Hipótese da Higiene” (Strachan 1989). 

Segundo esta hipótese, as crianças ao nascerem apresentam um padrão de resposta do tipo 

Th2 que vai sendo modificado pela exposição a agentes indutores da resposta do tipo Th1 

encontrados no ambiente. Os indivíduos de países industrializados apresentam uma 

expansão da resposta Th2 e, conseqüentemente uma predisposição para doenças alérgicas, 

por possuírem uma estimulação insatisfatória da resposta do tipo Th1, devido à redução 

das infecções bacterianas e virais.  

Uma outra hipótese para explicar a baixa prevalência de atopia em países em 

desenvolvimento e em áreas rurais seria a alta freqüência de infecções parasitárias nestas 

regiões. Estudos realizados por Lynch e colaboradores na Venezuela têm demonstrado que 

em área endêmica para A. lumbricoides existe uma diminuição da reatividade aos testes 
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cutâneos de hipersensibilidade imediata, associado a elevados níveis de IgE total e baixos 

de IgE específica para aeroalérgenos (Lynch e cols. 1993). Além disso, foi constatado que 

o tratamento da população estudada com anti-helmíntico resultou em aumento da 

positividade ao teste de alergia e da produção de IgE específica para aeroalérgenos (Lynch 

e cols. 1993). 

Classificando a população infectada por geohelmintos de acordo com a carga 

parasitária, Lynch e colaboradores (Lynch e cols. 1987) demonstraram que a baixa carga 

parasitária estava associada a maior reatividade cutânea a aeroalérgenos, enquanto que 

indivíduos com alta carga parasitária apresentavam menor reatividade cutânea, a despeito 

de elevados níveis de IgE específico para ácaros. Outros autores em trabalhos mais 

recentes vêm demonstrando resultados semelhantes. Em estudo realizado no Gabão, 

localizado na África, apenas 11% das crianças em idade escolar reagiram aos antígenos de 

ácaro de poeira domiciliar no teste cutâneo de leitura imediata, embora 32% apresentassem 

IgE específica para os referidos ácaros (van den Biggelaar e cols. 2000). Cooper e 

colaboradores, avaliando 2865 crianças em idade escolar residentes em uma área endêmica 

em geohelmintos no Equador, demonstraram baixa positividade ao teste cutâneo de 

hipersensibilidade imediata para aeroalérgenos (Cooper e cols. 2003). 

Em estudo realizado no Brasil foi demonstrado que em indivíduos residentes em 

área endêmica para esquistossomose, a freqüência de positividade aos testes cutâneos de 

hipersensibilidade imediata com aeroalérgenos foi significativamente menor nos 

indivíduos infectados com alta carga de S. mansoni, quando comparados com indivíduos 

não infectados ou com baixa carga parasitária residentes na mesma região (Araujo e cols. 

2000). 

A prevalência de doenças alérgicas entre indivíduos residentes em áreas 

endêmicas em infecções por helmintos comparada com indivíduos de área não endêmica é 
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um assunto controverso, havendo uma tendência a uma menor prevalência de asma entre 

os indivíduos com esquistossomose (Catapani e cols. 1997). 

Um estudo realizado em populações de baixo nível sócio-econômico em três 

localidades do Estado da Bahia (duas áreas rurais, uma delas endêmica para 

esquistossomose e uma área urbana na periferia da cidade de Salvador) demonstrou não 

existir diferença significativa na prevalência de asma entre estas três áreas (Medeiros e 

cols. 2003). Entretanto, a gravidade da asma, avaliada por meio de parâmetros clínicos 

como uso de medicamentos anti-asmáticos, necessidade de atendimento médico e através 

de exames físicos, foi menor nos indivíduos residentes em área endêmica quando 

comparados com asmáticos residentes em área rural e urbana não endêmicas em 

esquistossomose (Medeiros e cols. 2003). Corroborando com estes dados, em estudo 

realizado na área endêmica no município do Conde-Bahia foi demonstrado que indivíduos 

infectados pelo S. mansoni apresentavam formas leves da asma e que após o tratamento 

com anti-helmíntico houve uma piora nas manifestações clínicas da doença (Almeida 

2004). 

Existem algumas hipóteses para explicar a baixa freqüência de positividade aos 

testes alérgicos e a menor gravidade da asma em indivíduos infectadas por helmintos, 

dentre elas a grande produção de IgE policlonal que inibiria a produção de IgE específica 

ou competiria com esta pela ligação nos receptores dos mastócitos (Godfrey 1975; Merrett 

e cols. 1976; Lynch e cols. 1987; Lynch e cols. 1993); altas concentrações da IgG4 

antígeno-específica que poderia competir com a IgE pela ligação com o antígeno (Hussain 

e cols. 1992) e mecanismos regulatórios da resposta imune, a exemplo do desenvolvimento 

de células regulatórias e da produção elevada da IL-10 (Araujo e cols. 1996; King e cols. 

1996) e TGF-� (Letterio e cols. 1998). 
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A hipótese de que níveis elevados de IgE interferiria na positividade aos testes 

cutâneos não foi confirmada em trabalhos que mostraram maior frequência de indivíduos 

produtores de IgE específica para aeroalérgeno dentre os respondedores a estes antígenos 

nos testes cutâneos de leitura imediata (Lynch e cols. 1993; van den Biggelaar e cols. 

2000; Scrivener e cols. 2001). Além disso, em estudo realizado por Araujo e 

colaboradores, não foi observado diferença significativa nos níveis de IgE total e específica 

para D. pteronyssinus entre indivíduos infectados pelo S. mansoni com baixa ou alta carga 

parasitária, que responderam diferentemente no teste cutâneo de hipersensibilidade 

imediata, ou seja, no grupo de indivíduos infectados com alta carga parasitária, houve uma 

menor positividade aos testes cutâneos (Araujo e cols. 2000).  

O aumento da produção de IgG4 vem sendo apontado como um possível 

mecanismo envolvido na melhora clínica de pacientes atópicos durante imunoterapia 

específica com alérgenos (Ebner e cols. 1997; Platts-Mills e cols. 2001). Entretanto, em 

estudo recente realizado no Gabão, a ausência de reatividade cutânea para alérgenos em 

indivíduos parasitados por helmintos não foi associada com a elevação nos níveis de IgG4 

(van den Biggelaar e cols. 2000). 

Alguns estudos recentes (van den Biggelaar e cols. 2000; Araujo e cols. 2004) 

apontam para a possibilidade da IL-10, produzida em altos níveis por indivíduos infectados 

por helmintos, estar envolvida na modulação da resposta inflamatória na alergia. Outra 

possibilidade é a de que células regulatórias, por meio da expressão de IL-10 e / ou TGF-β, 

ou ainda pela expressão do CTLA-4, possa modular a resposta imune nos indivíduos 

atópicos infectados por helmintos. A expressão de outras moléculas co-estimulatórias, a 

exemplo de B7.1 (CD80), B7.2 (CD86) e ligante de CD40 (CD40L) também podem 

influenciar no estado de ativação celular em modelos de infecção por helmintos e interferir 

na resposta inflamatória nas alergias (MacDonald e cols. 2002). 
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2.4 Ativação celular na asma e na infecção pelo S. mansoni 

A ativação das células T requer pelo menos dois sinais independentes. O primeiro 

é dado pela ligação do complexo peptídeo-complexo de histocompatibilidade principal 

(MHC) ao receptor de células T e o segundo por um sinal co-estimulatório que é emitido 

pela ligação de moléculas B7 (B7.1 ou B7.2), presentes nas células apresentadoras de 

antígenos, com os seus receptores nas células T, a molécula CD28 (Bretscher e cols. 1970). 

Em células T virgens, CD28 é o único receptor para moléculas B7. Uma vez que as células 

T estejam ativadas, elas passam a exibir um receptor adicional, homólogo ao CD28, 

chamado CTLA-4 (CD152) (Walunas e cols. 1994). Este se liga às moléculas B7 com 20 

vezes mais avidez, apesar de ser menos abundante que o CD28, emitindo um sinal 

inibitório à célula T ativada, limitando a quantidade de produção do fator de crescimento 

de células T, a IL-2 (Mandelbrot e cols. 1999). Assim, a ligação de CTLA-4 às moléculas 

B7 é essencial para a limitação de resposta proliferativa das células T ativadas. Isso foi 

confirmado utilizando camundongos desprovidos do gene CTLA-4. Tais camundongos 

desenvolvem uma doença fatal caracterizada por massiva proliferação de linfócitos 

(Costello e cols. 1998). 

Alguns estudos têm demonstrado que CTLA-4 tem papel importante na 

modulação da resposta inflamatória envolvida na asma. O tratamento com proteína de 

fusão contendo o domínio extracelular do CTLA-4 e a porção Fc da IgG1 humana (CTLA-

4Ig) em modelo murino de asma sensível a ovoalbumina, reduziu a produção de IL-4 e IL-

5 consideravelmente. Além disso, o uso de anticorpo anti-B7.2 tem efeitos similares, 

sugerindo que a interação do CD28 com B7.2 é importante no desenvolvimento da resposta 

imune do tipo Th2 (Tsuyuki e cols. 1997). Em humanos também tem sido demonstrada a 

importância das moléculas CD28, CTLA-4 e B7.2 na resposta imune.  
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Recentemente foi realizado um estudo in vitro para avaliar a influência do 

antígeno solúvel de verme adulto de S. mansoni, PIII, na expressão de moléculas co-

estimulatórias em indivíduos com esquistossomose crônica. Este antígeno previne a 

formação de granuloma e estimula a produção de IL-10 (Hirsch e cols. 1996; Hirsch e cols. 

1997; Zouain e cols. 2001). Neste estudo foi observado que o antígeno PIII é capaz de 

diminuir a expressão de CD28 tanto em células CD4+ quanto em CD8+; aumentar a 

expressão de CTLA-4 em células CD8+ e aumentar a expressão de B7.2 em monócitos. 

Estes resultados sugerem que a interação entre B7.2 e CTLA-4 pode ser responsável pelo 

sinal negativo na formação do granuloma (Zouain e cols. 2004). 

Outras moléculas co-estimulatórias envolvidas na resposta imune na 

esquistossomose e alergia incluem CD40 e CD40L. A síntese de IgE pelos linfócitos B é 

dependente de dois sinais de ativação celular. O primeiro deles é fornecido por IL-4 e IL-

13 e o segundo é gerado quando CD40L, que é expresso na superfície de células T após 

exposição antigênica, se liga ao CD40 que, por sua vez, é encontrado na superfície de 

linfócitos B ou outras células apresentadoras de antígenos. Um estudo utilizando 

camundongos deficientes para CD40 ou CD40L demonstrou que estas duas moléculas têm 

importante participação na síntese de IgE, porém não interferem na indução da eosinofilia 

broncopulmonar após inalação sucessiva de Aspergillus fumigatus (Mehlhop e cols. 2000). 

Adicionalmente, CD40 está associado a aumento da reatividade das vias aéreas na ausência 

de estímulo antigênico, enquanto que o CD40L é necessário para a indução da 

hiperreatividade brônquica após estímulo antigênico (Mehlhop e cols. 2000). Em modelos 

de camundongos deficientes para o gene que codifica o CD40L, MacDonald e 

colaboradores demonstraram que a interação CD40/CD40L é necessária para o 

desenvolvimento de uma resposta imune adequada durante a infecção pelo S. mansoni, e 

que a ausência do CD40L interfere na ativação dos linfócitos B. Estes, por sua vez, 
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apresentam reduzido estado de ativação demonstrado pela baixa expressão de MHC classe 

II (MacDonald e cols. 2002). Portanto, a interação CD40-CD40L é importante para o 

desenvolvimento da resposta Th2 na esquistossomose e no modelo de asma parece estar 

envolvido com a patogênese da doença. 

 

2.5 Regulação da resposta imune na asma e infecção pelo S. mansoni 

A IL-10, descrita inicialmente como fator de inibição da síntese de citocinas 

(CSFI) por Fiorentino e colaboradores (Fiorentino e cols. 1989), é produzida 

principalmente por macrófagos e células Th2 CD4+. É uma citocina com propriedade 

imunoregulatória, e à despeito do seu papel modulador ser predominantemente enfatizado 

na resposta do tipo Th1 (Sher e cols. 1991; Del Prete e cols. 1993), esta citocina possui 

também capacidade de modular a resposta do tipo Th2 (Del Prete e cols. 1993). Estudos 

conduzidos em áreas endêmicas em S. mansoni têm demonstrado que indivíduos 

esquistossomóticos crônicos produzem citocinas do tipo Th2, incluindo a IL-10, e não 

produzem, ou produzem em baixos níveis, IFN-γ (de Jesus e cols. 1993; Araujo e cols. 

1994). Posteriormente foi demonstrado que a IL-10 regula a produção de IFN-γ na 

esquistossomose humana, sendo observado que a neutralização da IL-10 in vitro com o uso 

do anticorpo monoclonal anti-IL-10 restaura a linfoproliferação e a produção de IFN-γ em 

pacientes esquistossomóticos (Araujo e cols. 1996). Uma vez que a IL-10 pode promover 

uma diminuição da liberação de histamina e de outros mediadores pelos mastócitos (Royer 

e cols. 2001) e que a resposta imune a antígenos de S. mansoni leva à produção de IL-10, é 

possível que indivíduos residentes em área endêmica em esquistossomose, devido à 

estimulação crônica do sistema imunológico e desenvolvimento de mecanismos 

regulatórios, respondam menos aos testes cutâneos de alergia e apresentem menos 
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sintomas de asma. Esta hipótese é reforçada por estudos de Biggelaar e colaboradores (van 

den Biggelaar e cols. 2000), que mostrou redução da reatividade cutânea aos testes 

alérgicos com antígeno de D. pteronyssinus em crianças africanas infectadas com S. 

haematobium e um aumento de IL-10 em sobrenadante de cultura de células destes 

pacientes estimulados com antígenos do parasita. 

Foi também demonstrado que células de asmáticos infectados pelo S. mansoni 

quando estimuladas com antígeno de D. pteronyssinus in vitro produzem níveis mais 

elevados de IL-10 e mais baixos de citocinas do tipo Th2, a exemplo da IL-4 e IL-5, 

quando comparados com asmáticos não infectados (Araujo e cols. 2004). Um outro estudo 

recente avaliou a relação entre atopia e infecções por geohelmintos em escolares no 

Equador (Cooper e cols. 2004). Os autores demonstraram que células de indivíduos 

atópicos infectados por A. lumbricoides produziam níveis mais baixos de citocinas do tipo 

Th2 (IL-4 e IL-5), bem como menor liberação de histamina, quando estimuladas in vitro 

com antígenos do parasita, comparado-se com atópicos não infectados (Cooper e cols. 

2004). Neste trabalho, os autores sugerem que TGF-β e, principalmente, IL-10 possam 

estar envolvidos na modulação da produção de citocinas do tipo Th2. 

O TGF-β faz parte de um grupo de citocinas chamadas “superfamília do TGF-β”, 

que está relacionada com a regulação do crescimento das células epiteliais, além da 

regulação da diferenciação, mobilidade, organização e apoptose destas células (Massague e 

cols. 1992). O TGF-β é uma proteína extracelular expressa virtualmente em todos os tipos 

celulares (Sporn e cols. 1986), o que inclui macrófagos, células matadoras naturais (NK), 

além de células T e B. Possui propriedades tanto pró- como anti-inflamatória, a depender 

da concentração e do ambiente (Wahl 1994). Os estudos iniciais avaliando o efeito do 

TGF-β na função do linfócitos humanos revelaram que esta citocina é capaz de inibir a 

proliferação de linfócitos dependente de IL-2 (Kehrl e cols. 1986). Tem sido demonstrado 
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que o TGF-β1, uma das três isoformas do TGF-β encontradas em mamíferos, tem atividade 

inibitória de células inflamatórias como células T, células B, células dendríticas, 

mastócitos e eosinófilos, além de modificar a função de células estruturais como células do 

epitélio brônquico, fibroblastos e células do músculo liso dos brônquios (Wahl 1992; Hirst 

2000; Holgate 2000). Além disso, recentemente foi demonstrado em modelos 

experimentais que o TGF-β é capaz de inibir a hiperreatividade e a inflamação das vias 

aéreas (Hansen e cols. 2000). 

Além dos monócitos / macrófagos e das células Th2, que têm sido descritos como 

fontes importantes da produção de IL-10 e TGF-β, outro grupo de células descrito 

recentemente, as células T regulatórias, parece produzir estas citocinas em altos níveis e 

participar da regulação da resposta imune (Read e cols. 2001). Estas células podem estar 

envolvidas na modulação da resposta imune pela infecção por S. mansoni, em modelos 

experimentais de alergia e auto-imunidade. 

As células T regulatórias são originadas por duas formas distintas. Uma delas 

surgem a partir do timo como um subtipo distinto de células T maduras com funções 

definidas (Smith e cols. 1997) e a outra a partir da diferenciação das células T virgens na 

periferia após o contato com elevadas concentrações de antígeno (Weiner 1997; Akdis e 

cols. 1998; Yssel e cols. 2001). 

Já foram descritos pelo menos 4 tipos principais de células TCD4+ com 

capacidade de regular a resposta imune. São as células T auxiliares tipo 3 (Th3), células T 

regulatórias 1 (Tr1), células T matadoras naturais (TNK) e células TCD4+ expressando a 

molécula CD25 (CD4+CD25+) (Akbari e cols. 2003). 

As células Th3 foram descritas inicialmente pelo grupo de Weiner e colaboradores 

(Chen e cols. 1994). Elas podem ser induzidas por antígenos orais nos linfonodos 

mesentéricos e produzem altos níveis de TGF-β e quantidades variáveis de IL-4 e IL-10. 
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Estas células são capazes de inibir o desenvolvimento de encefalomielite autoimune 

experimental, sugerindo que são capazes de inibir o efeito patogênico de células T 

autoreativas (Chen e cols. 1994). 

Roncarolo e colaboradores (Groux e cols. 1997) demonstraram que a ativação 

crônica das células TCD4+ humanas ou de camundongos, na presença de IL-10 leva a 

aumento da proporção de células Tr1. Este subtipo específico de células regulatórias tem 

baixa capacidade proliferativa e produz altos níveis de IL-10, baixos de IL-2 e não produz 

IL-4 (Groux e cols. 1997). Tem sido demonstrado que estas células regulam a resposta 

imune antígeno específica e inibe a função de células T autoreativas e células Th2 in vivo 

(Cottrez e cols. 2000; Katagiri e cols. 2002). 

As células TNK compreendem uma população de células T que expressam em sua 

superfície marcadores característicos tanto de células NK quanto de células T e tem sido 

demonstrado que estas células possuem potente atividade regulatória em doenças 

autoimunes (Wilson e cols. 2003). As células TNK podem expressar tanto a molécula CD4 

quanto ser duplamente negativa, dependendo da IL-5 para sua sobrevivência (Matsuda e 

cols. 2002). Elas possuem um repertório restrito de receptor de células T, apresentando a 

cadeia invariável Vα24-Jα15 em humanos, os quais reconhecem antígenos glicolipídicos 

que são apresentados por moléculas de MHC classe I não polimórfica como a proteína 

CD1 (Brossay e cols. 1998). 

As células TCD4+CD25+ foram descritas por Sakaguchi e colaboradores 

(Sakaguchi e cols. 1995) como uma pequena fração das células TCD4+ (aproximadamente 

10%). Há evidências de que células TCD4+CD25+ são células imunoregulatórias capazes 

de prevenir doenças autoimunes órgão-específicas (Sakaguchi e cols. 1995) e atopia 

(Curotto de Lafaille e cols. 2002). Apoiando esta teoria, indivíduos com ausência de 
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células TCD25+ (síndrome XLAAD/IPEX) desenvolvem alergia alimentar e eczema 

severo, além de altos níveis de IgE e eosinofilia (Umetsu e cols. 2003). 

Existe discrepância nos resultados dos vários trabalhos que estudam as células 

TCD4+CD25+ em relação ao perfil de citocinas produzido. Alguns estudos demonstram 

que estas células não proliferam e não secretam qualquer citocina após estímulo in vitro 

(Groux 2001), enquanto outros têm relatado que as células TCD4+CD25+ transcrevem IL-

4, IL-10 e TGF-β mais ativamente do que as células TCD4+CD25- (Takahashi e cols. 

1998). 

Ainda não está muito claro se este subtipo celular promove a modulação da 

resposta imune pelo contato direto célula-célula, num processo dependente da sinalização 

via CTLA-4 e / ou com secreção de TGF-� (Umetsu e cols. 2003) ou num processo 

independente do contato celular, por meio de fatores solúveis como a IL-10 (Dieckmann e 

cols. 2002) e / ou TGF- � (Jonuleit e cols. 2002). 

O estudo das células regulatórias CD4+CD25+ está sendo facilitado pelos novos 

marcadores que têm sido identificados, a exemplo do receptor de TNF induzido por 

glucocorticóide (GITR) (Shimizu e cols. 2002) e o Foxp3, um fator de transcrição 

específico de células T regulatórias CD4+CD25+ (Hori e cols. 2003). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Diante dos dados de que indivíduos infectados por helmintos, incluindo o S. 

mansoni, apresentam diminuição da produção de citocinas do tipo Th2, a exemplo da IL-4 

e IL-5, em resposta a estimulação in vitro com o antígeno do ácaro D. pteronyssinus (Der 

p1) e de que a IL-10 parece participar desta regulação, fêz-se necessário a continuação 

destes estudos no sentido de melhor caracterizar os mecanismos moduladores da resposta 

inflamatória da asma em indivíduos infectados pelo S. mansoni.  

O estudo do fenótipo e do grau de ativação das células da resposta imune de 

indivíduos asmáticos infectados por helmintos, incluindo o S. mansoni, associado aos 

dados já obtidos de caracterização da resposta por meio da avaliação da produção de 

citocinas, podem auxiliar no melhor entendimento da relação imunológica entre estas 

doenças, o que poderá resultar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para 

as alergias. 
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4. HIPÓTESE 

 

Em indivíduos asmáticos infectados por helmintos, incluindo o S. mansoni, 

existem mecanismos modulatórios da resposta imune, a exemplo das células regulatórias 

CD4+CD25+ que pela expressão de CTLA-4 ou outras moléculas co-estimulatórias ou 

ainda pela produção de IL-10 são capazes de inibir a resposta inflamatória na asma. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

Avaliar o fenótipo e o estado de ativação das células mononucleares de sangue 

periférico (CMSP) em indivíduos asmáticos infectados pelo S. mansoni, além da fonte 

produtora de IL-10 nestes indivíduos. 

 

5.2 Objetivos específicos 

Em células de indivíduos asmáticos não infectados e infectados por helmintos, 

incluindo o S. mansoni, avaliar por citofluorimetria, ex vivo e após estímulo in vitro com 

Der p1: 

1. O fenótipo celular (CD3, CD4, CD8 e CD14); 

2. A expressão de moléculas co-estimulatórias (CD28, CTLA-4, CD40L, CD80 e 

CD86) e ativação celular (HLA-DR e CD25); 

3. A expressão do receptor de IL-10 (IL-10R) na superfície de monócitos; 

4. A célula produtora de IL-10 (CD4, CD25, CD8 e CD14). 
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6. METODOLOGIA E ESTRATÉGIA DE AÇÃO 

 

6.1 Seleção de indivíduos asmáticos de áreas endêmica e não endêmica em 

esquistossomose 

Este estudo foi desenvolvido no município do Conde-BA, localizado cerca de 

250Km de Salvador. O grupo avaliado compreendeu cinco vilarejos, com um total de, 

aproximadamente, 1500 indivíduos entrevistados. A população não dispõe de condições 

sanitárias adequadas, expondo-se constantemente a infecções por parasitoses intestinais. A 

economia local é baseada na pesca no rio Itapicurú. Além disso, a água dos rios é também 

utilizada para lazer, banho e lavagem de roupas e utensílios. 

Um questionário dirigido – “The International Study of Asthma and Allergies in 

Childhood” (ISAAC) – que avalia a existência de história pessoal de asma brônquica nos 

últimos 12 meses e presença de rinite alérgica, além de história familiar de atopia, 

patologias concomitantes, condições de habitação e poluentes intra-domiciliares, foi 

aplicado em amostras populacionais do município do Conde e em indivíduos asmáticos 

residentes em Salvador. 

Foram selecionados indivíduos com asma leve de ambos os gêneros e idades entre 

6 a 40 anos, que responderam positivamente aos quesitos relativos à história pessoal atual 

de asma brônquica, com história de sibilância nos últimos 12 meses para formar os grupos 

de estudo, a saber: GRUPO I - composto por 29 indivíduos asmáticos infectados pelo S. 

mansoni residentes em área endêmica em esquistossomose e outras helmintíases no Conde; 

GRUPO II - compreendeu 7 indivíduos infectados por helmintos, exceto S. mansoni, 

residentes em Cangurito, um vilarejo do município do Conde endêmico em helmintos, mas 

onde não existe transmissão do S. mansoni; GRUPO III - formado por 14 indivíduos 
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asmáticos de Salvador não infectados por helmintos acompanhados pelo Ambulatório de 

Alergia do Hospital Universitário Professor Edgard Santos (HUPES) da Universidade 

Federal da Bahia (UFBA). 

6.1.1 Critérios de inclusão 

a) Idade entre 6 e 40 anos; 

b) Ambos os gêneros; 

c) Portador de asma leve intermitente; 

d) Infectados pelo S. mansoni para o Grupo I, por outros helmintos para o Grupo 

II e não infectado para o Grupo III. 

6.1.2 Critérios de exclusão 

Não foram admitidos no estudo: 

a) Indivíduos com asma grave ou moderada; 

b) Indivíduos com a forma hepato-esplênica da esquistossomose; 

c) Indivíduos com idade inferior a 6 anos ou superior a 40 anos; 

d) Indivíduos que tenham feito uso de uma das seguinte drogas: 

• Anti-histamínicos nas últimas 72 horas, corticosteróides e anti-leucotrienos nos 

últimos 30 dias da inclusão, pela possibilidade de interferir na avaliação da resposta 

imune; 

e) Mulheres gestantes e aqueles que apresentem alguma condição que não 

permita estrita colaboração, por ocasião da inclusão no estudo; 

Os indivíduos menores que 6 anos não foram incluídos no estudo pela dificuldade 

de se realizar prova de função pulmonar, feita por pneumologista antes da inclusão no 

estudo, para avaliar a gravidade da asma. Indivíduos acima de 40 anos não participaram do 
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estudo por apresentarem maior risco de desenvolver doença pulmonar obstrutiva crônica 

(DPOC), fator confundidor de gravidade da asma. 

6.2 Prevalência de alergia respiratória, parasitoses intestinais e carga parasitária em 

indivíduos residentes no Conde-BA 

No total, foram avaliados 1064 indivíduos quanto à presença de asma, rinite e 

parasitoses intestinais no município do Conde. A prevalência de infecção por S. mansoni 

nesta população foi de 90,2%. A prevalência de outros helmintos como A. lumbricoides, 

Trichuris trichiura e Ancilostomídeos foi de 79,7%, 77,2% e 35% respectivamente. 

Protozoários intestinais como Giardia lamblia, Entamoeba coli e Entamoeba histolytica 

foram encontrados em torno de 50% da população.  

Os indivíduos residentes no Conde foram também avaliados quanto à carga 

parasitária. O grau de infecção por A. lumbricoides foi bastante variável nesta população e 

30% dos indivíduos tinham mais que 1000 ovos por grama de fezes, enquanto que 40% dos 

indivíduos estudados estavam altamente infectados por S. mansoni (mais que 400 ovos por 

grama de fezes). 

A prevalência de asma e rinite na população avaliada pelo questionário ISAAC foi 

14,4% e 20%, respectivamente. Dentre os asmáticos, a frequência de teste cutâneo positivo 

para Der p1 foi de 12%. Apesar da baixa prevalência de teste cutâneo positivo, IgE 

específica para Der p1 (0.035 kIU/L) foi positiva em 65,6% destes indivíduos. 

Os pacientes com idade entre 6 e 40 anos que preenchiam os outros critérios de 

inclusão e que concordaram em participar do estudo foram incluídos obedecendo-se a 

ordem de comparecimento ao recrutamento. 
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Aplicação do questionário ISAAC em indivíduos do Conde-BA 
e do ambulatório de alergia do HUPES 

Grupo I – Infectados por 
helmintos, incluindo o S. 
mansoni (Conde-BA) 

Grupo II – Infectados por 
helmintos, exceto o S. mansoni 
(Cangurito - Conde-BA) 

20mL de sangue periférico 

Separação de CMSP pelo gradiente Ficoll-Hypaque 

Marcação de moléculas 
de superfície ex vivo 

Estimulação com Der p1 
37ºC, 5% CO2  20hs  

Marcação de superfície e 
intracelular de IL-10 

CITOMETRIA DE FLUXO 

Grupo III – Não-infectados por 
helmintos (Ambulatório de 
Alergia)  

Asmáticos de 6 a 40 anos, ambos os gêneros 

Parasitológico de fezes – Kato-Katz e Hoffmann e cols. 

6.3 Desenho do estudo 
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6.4 Avaliação complementar 

6.4.1 Exame parasitológico de fezes 

Os indivíduos selecionados para inclusão no estudo foram submetidos a exames 

parasitológicos de fezes (3 amostras), pela técnica da sedimentação espontânea de 

Hoffmann-Pons-Janer para a determinação de infecção parasitária por helmintos e 

protozoários intestinais, e pela técnica de Kato-Katz para avaliação da carga parasitária de 

helmintos (Katz e cols. 1970). 

 

6.5 Avaliação da resposta imune 

6.5.1 Obtenção de células mononucleares de sangue periférico: 

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas pelo gradiente 

de Ficoll-Hypaque e ajustadas para a concentração de 1 x 107 células/mL em meio RPMI 

1640, contendo 10% de soro AB+ humano normal inativado, penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 100 µL/mL, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES (Life technologies GIBCO 

BRL, Gaithersburg, MD). Foi adicionado 3 x 105 células/poço em placa de 96 poços com 

fundo em “U”, para realizar a avaliação da expressão de moléculas de superfície ex vivo, 

sem estímulo antigênico. Adicionalmente, foram incubadas 3 x 105 células/poço, em outra 

placa do mesmo tipo, por 20 horas a 37ºC, 5% de CO2, na presença ou ausência de 

estímulo com Der p1 para avaliação da fonte produtora de IL-10. 

6.5.2 Avaliação do fenótipo das CMSP ex vivo: 

Foram realizadas tripla marcação das células com anticorpos monoclonais contra 

marcadores de superfície celular específicos, conjugados com os fluorocromos 

isotiocianato de fluoresceína (FITC), ficoeritrina (PE) e / ou “cycrhome” (CY). Os 
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anticorpos monoclonais utilizados foram os marcadores de linfócitos T: CD3, CD4, CD8, 

CD25, CD28, CD40L e CTLA-4 e os marcadores presentes em monócitos: CD14, CD80 

(B7.1), CD86 (B7.2), HLA-DR e receptor de IL-10 (IL-10R).  

Foram adicionadas 30µl da solução contendo as células a 1 x 107 células/mL em 

cada poço da placa de 96 poços com fundo em “U”. Em seguida foram acrescentados 20µl 

da solução contendo os anticorpos específicos diluídos em solução de diluição de 

anticorpos (tampão salina fosfato - PBS 1x, azida 1M e fração V de albumina bovina - 

BSA) e as placas foram incubadas, protegidas da luz por 15 minutos a 4ºC. Foram feitas 3 

lavagens sucessivas utilizando-se PBS 1x e solução de lavagem (PBS 1x, azida 1M e BSA) 

para eliminar o excesso de anticorpo monoclonal, seguido de ressuspensão das células em 

100µl de PBS 1x e 100µl de formaldeído a 4%. As placas foram mantidas a 4ºC, 

protegidas da luz até o momento da aquisição em FACSCalibur (Becton Dickinson), 

realizado no período de 24 horas após o término da marcação. 

As células mononucleares foram analisadas de acordo com a freqüência da 

expressão dos marcadores de superfície celular usando o programa “Cell Quest”. As 

populações celulares foram definidas por fluorescência inespecífica a partir da dispersão 

frontal (FSC) e lateral (SSC) como parâmetros de tamanho e granulosidade celular, 

respectivamente. De acordo com as características celulares, procedeu-se a seleção das 

populações de linfócitos e monócitos por janelas nestas respectivas populações. Foram 

delimitadas duas regiões específicas no gráfico: região 1 (G1), correspondente a janela na 

área de linfócitos e região 2 (G2), na área de monócitos (Figura 1). Portanto, para a análise 

das características fenotípicas e expressão de IL-10 intracelular em linfócitos foi utilizada a 

região G1, enquanto que para monócitos, a região G2.  
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G1

G2

 

Figura 1. Imagem densitométrica de fluorescência não específica por tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) celular, identificando as populações de linfócitos, região 1 (G1) e 

monócitos, região 2 (G2). 

 

A amostra utilizada para compensação foi composta pelas mesmas células 

utilizadas nos experimentos, marcadas singularmente com anticorpos bastante 

fluorescentes, específicos para as células avaliadas e conjugadas com fluorocromos 

utilizados nos experimentos. Este procedimento foi realizado para se diferenciar entre a 

emissão de luz em um comprimento de onda não definida para a análise de determinado 

fluorocromo e a verdadeira presença da marcação, quando se usa mais de um fluorocromo 

na mesma célula. Este procedimento é realizado quando os fluorocromos emitem luz em 

espectros próximos (Raber 1988). As delimitações dos quadrantes foram realizadas de 

acordo com os isotipos controles e as populações negativas de cada marcação (Figura 2). 
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Figura 2. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue periférico, selecionadas na janela de linfócitos, após marcação com isotipos 

controles. O diagrama representa um experimento. 
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A partir da delimitação das regiões, foi ajustada a expressão de células marcadas 

com os fluorocromos utilizados (Figura. 3A, B, C e D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue períférico. Os histogramas demonstram a freqüência de células marcadas com 

anticorpos conjugados com FITC, PE e CY. O diagrama representa um experimento. 

 

Com o objetivo de evitar a inclusão de células NK na análise de células que 

expressam CD8, os quadrantes no histograma foram posicionados de uma forma que 

selecionasse a população com elevada expressão de CD8 em sua superfície, desde que 

células NK apresentam baixa expressão desta molécula. (Figura 3B) 

3D 
3C 

3A 3B 
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6.5.3 Avaliação da fonte produtora de IL-10: 

Na placa de 96 poços foram adicionados 30µl da solução contendo as células, 

20µl de Der p1 (concentração final 25µg/mL) e completado cada poço com 150µl de 

RPMI completo. Nos poços em que as células não foram estimuladas com antígenos, foi 

acrescentado 170µl de RPMI completo. As placas foram incubadas por 20 horas a 37ºC, 

5% de CO2. Após ter completado 16 horas de incubação foi adicionado 20µl/poço de 

brefeldina diluída, sendo a placa devolvida para a estufa para completar as 20 horas 

restantes. 

Após a incubação foi seguido o mesmo protocolo de marcação de superfície 

utilizado na avaliação ex vivo, bem como o mesmo procedimento de compensação para 

ajuste das populações celulares marcadas com os diferentes fluorocromos e delimitação da 

região negativa pelo isotipo controle. Os anticorpos monoclonais utilizados nesta etapa 

foram: CD4, CD8, CD25, CD14 e IL-10. 

Para a avaliação da fonte produtora de IL-10 foi realizada, além da análise de dois 

parâmetros como feito na marcação ex vivo, uma análise mais refinada, avaliando a 

expressão de IL-10 no citoplasma da sub-população de células TCD4+CD25+. Para tal foi 

realizada marcação tripla utilizando-se os anticorpos específicos para as moléculas CD4, 

CD25 e IL-10. Posteriormente, foi delimitada a população duplo positiva para CD4 e 

CD25 pela utilização de uma janela (G3) (Figura 4). 
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G3

 

Figura 4. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue períférico. O gráfico demonstra a seleção da população duplo positivo para as 

moléculas de superfície celular CD4 e CD25 através da janela G3. O diagrama representa 

um experimento. 

Após a delimitação da população alvo foi avaliada a produção de IL-10 

intracelular nesta sub-população específica pela utilização de um gráfico de pontos (Figura 

5A). A população negativa foi determinada pela utilização do isotipo controle e a 

população positiva foi delimitada pela região R6. Para confirmar que a população de 

células avaliadas realmente eram linfócitos foi contruído um novo gráfico de pontos 

representando a população delimitada por R6, os quais estavam localizados na região de 

linfócitos no gráfico que avalia o tamanho e a complexidade celular (Figura 5B). 
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Figura 5. Imagem densitométrica de fluorescência específica de células mononucleares do 

sangue períférico. O gráfico de pontos demonstra a distribuição das células CD4+CD25+ 

selecionadas pela janela G3 quanto à presença de IL-10 intracelular. A população de 

células positivas está delimitada pela região R6. O diagrama representa um experimento 

(Figura 5A). A figura 5B representa um gráfico gerado a partir da região R6 da figura 5A, 

indicando que toda população produtora de IL-10 está na região de linfócitos. 

5B 5A 
R6
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6.6 Análise estatística 

Os dados foram analisados pelo programa “Statistical Package for Social Science” 

(SPSS) versão 9. Os resultados do fenótipo das células e dos marcadores de ativação 

celular por citometria de fluxo foram expressos em percentagem de positividade do total de 

células ou percentagem de positividade dentro de um grupo celular específico. No caso da 

expressão de HLA-DR em monócitos, foi utilizada a intensidade de fluorescência (MIF), 

uma vez que, praticamente todos os monócitos são positivos para HLA-DR. 

A proporção de células positivas para os diferentes marcadores foi expressa em 

percentagem e a comparação entre os três grupos foi realizada utilizando-se o teste t de 

Student ou o ANOVA e o Tukey, sendo considerado significativo um valor de P < 0,05. 
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7. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

O presente estudo foi submetido ao Comitê de Ética Médica do Hospital 

Universitário Professor Edgard Santos e os seus participantes foram todos voluntários que, 

após esclarecimentos sobre o objetivo desta pesquisa, assinaram termo de consentimento 

informado (Anexo). No caso de menores, o consentimento foi assinado por um dos 

responsáveis. 

Os voluntários que participaram deste estudo doaram 20mL de sangue para 

avaliação imunológica e colheram amostras de fezes para realização de exames 

parasitológicos. 

A coleta de sangue foi realizada por profissionais da área de saúde habilitados 

para tal. Os materiais utilizados na coleta de sangue foram descartáveis. A coleta de sangue 

não oferece riscos, a não ser a possibilidade de sangramento e formação de hematoma, o 

que é raro e pode ser contornado com compressão local. 

Todos os indivíduos portadores de parasitoses intestinais foram tratados 

gratuitamente. Aqueles que apresentaram queixas de alergia foram devidamente orientados 

com relação a medidas de controle ambiental intradomiciliar, bem como com referência ao 

tratamento com drogas. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 Dados demográficos dos indivíduos avaliados 

A tabela 1 mostra as características demográficas dos indivíduos incluídos no 

estudo. Não houve diferença significativa em relação à idade e gênero entre os grupos 

avaliados. Apenas o primeiro grupo era infectado pelo S. mansoni. 

 

Tabela 1. Dados demográficos dos indivíduos asmáticos avaliados. 

 Infectados pelo S. 
mansoni (n = 29) 

Infectados por outros 
helmintos (n = 7) 

Não infectados 
(n = 14) 

Idade em anos* 
(média ± DP) 13,07 ± 8,89 10,43 ± 2,44 16,00 ± 11,88 

Gênero** 
(% masculino) 44,8% 42,9% 64,3% 

Carga parasitária de 
S. mansoni 
(ovos / grama de 
fezes, média ± DP) 

65 ± 102 0 0 

* p > 0,05, ANOVA 
** p > 0,05, Teste exato de Fisher 

 

8.2 Fenótipo e marcadores de ativação de células T 

a) Fenótipo das células T 

A figura 6 mostra o fenótipo das células T em indivíduos asmáticos infectados por 

helmintos incluído o S. mansoni, asmáticos infectados por outros helmintos e não 

infectados. Houve diferença estatisticamente significante na freqüência de células TCD4+ 
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(p = 0,044, ANOVA) e TCD8+ (p = 0,017) entre os três grupos avaliados. O grupo de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni apresentou maior freqüência de células TCD4+ (p = 

0,035, Tukey), e menor de células TCD8+ (p = 0,028, Tukey) quando comparado com 

asmáticos não infectados. 

0

25

50

75

100
Asma / Helm / Sm

Asma / Helm

Asma

CD3+CD4+ em CD3+ CD3+CD8+ em CD3+

F
re

q
u

ên
ci

a 
d

e 
cé

lu
la

s 
p

o
si

ti
va

s
(%

)

 
Figura 6. Freqüência de células CD4+ e CD8+ na população de células CD3+ de asmáticos 

infectados por helmintos, incluindo o S. mansoni (Asma / Helm / Sm, n=23), infectados 

por outros helmintos (Asma / Helm, n= 7) e não infectados (Asma, n=10), analisados por 

citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do teste ANOVA para 

comparação entre os três grupos, complementado pelo Tukey para análise das diferenças 

inter-grupo. (*p = 0,035, **p = 0,028). 

 

** 

* 
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A frequência média de expressão de CD25 nas células TCD4+ foi de 7,4%, 6,8% e 

7,8% para os grupos de asmáticos infectados pelo S. mansoni e outros helmintos, asmáticos 

infectados apenas por geohelmintos e asmáticos não infectados, respectivamente. A 

expressão média de CD25 nas células CD8+ foi 0,5% para o grupo de infectados pelo S. 

mansoni e 1,4% para os asmáticos não infectados, enquanto que não foi avaliada no grupo 

de indivíduos infectados apenas por geohelmintos Foi observada maior freqüência de 

expressão da molécula CD25 nas células TCD4+ quando comparadas com as células 

TCD8+ (p < 0,01) em todos os grupos avaliados. Não foi observada diferenças 

significativas (p > 0,05, ANOVA) na freqüência de células CD4+CD25+ entre os três 

grupos (Figura 7). 
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Figura 7. Freqüência de células CD4+CD25+ na população de células CD4+ de asmáticos 

infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e não infectados 

(n=14), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do teste 

ANOVA (p > 0,05). 
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b) Marcadores de ativação de células T 

A expressão da molécula de superfície CD28 em células TCD4+ de asmáticos 

infectados por helmintos, incluindo o S. mansoni e não infectados é mostrado na figura 8. 

Não houve diferença significativa (p > 0,05, ANOVA) na freqüência de expressão da 

molécula CD28 em sua superfície. Em contrapartida, a expressão da molécula CTLA-4 foi 

mais elevada nas células TCD4+ de asmáticos não infectados quando comparada com as 

células de asmáticos infectados pelo S. mansoni (p < 0.05, ANOVA) (Figura 9). 
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Figura 8. Freqüência de células CD4+ expressando CD28 na população de células CD4+ 

de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=28), infectados por outros helmintos (n= 7) e 

não infectados (n=7), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita 

através do teste ANOVA (p > 0,05). 
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Figura 9. Freqüência de células CD4+ expressando CTLA-4 na população de células CD4+ 

de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e 

não infectados (n=14), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita 

através do teste ANOVA e Tukey (*p = 0,019). 

 

A expressão das moléculas CD28 e CTLA-4 também foi avaliada na superfície 

das células TCD8+. Foi observado que estas células de asmáticos infectados por outros 

helmintos apresentaram maior expressão da molécula CD28 (Figura 10) e tendência à 

menor expressão de CTLA-4 (Figura 11) na superfície das células TCD8+ quando 

comparado com os outros 2 grupos (p < 0,01 e p = 0,05, respectivamente; ANOVA). 

 

 

 

* 
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Figura 10. Freqüência de células CD8+ expressando CD28 na população de células CD8+ 

de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=28), infectados por outros helmintos (n= 7) e 

não infectados (n=7), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita 

através do teste ANOVA (*p = 0,004, **p = 0,004). 
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Figura 11. Freqüência de células CD8+ expressando CTLA-4 em células CD8+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e não 

infectados (n=14), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através 

do teste ANOVA (*p = 0,05). 

** 

* 
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A expressão de CD40L na superfície de células T CD4+ foi avaliada apenas em 

asmáticos infectados pelo S. mansoni e asmáticos não infectados. Foi demonstrado que as 

células TCD4+ dos asmáticos não infectados apresentam menor expressão de CD40L 

quando comparado com as células dos indivíduos infectados (p = 0,006, teste t de student) 

(figura 12). 
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Figura 12. Freqüência de expressão de CD40L em células CD4+ de asmáticos infectados 

pelo S. mansoni (n=13) e não infectados (n=6), analisados por citometria de fluxo. A 

análise dos dados foi feita através do teste t de Student (p = 0,006). 

* 
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Tabela 2. Expressão de moléculas co-estimulatórias em linfócitos de indivíduos asmáticos 

(média ± DP). 

 Asma / Helm / Sm Asma / Helm Asma 

CD4+CD28+ 96,39 ± 8,09% 97,40 ± 1,70% 96,96 ± 2,14% 

CD8+CD28+ 66,71 ± 17,63% 91,28 ± 12,82%* 59,82 ± 17,52% 

CD4+CTLA-4+ 0,49 ± 0,39%** 0,78 ± 0,25% 0,89 ± 0,56% 

CD8+CTLA-4+ 0,97 ± 1,09% 0,10 ± 0,13% 0,64 ± 0,28% 

CD4+CD40L+ 4,14 ± 3,03%*** - 1,27 ± 0,69% 

* Grupo 2 diferiu do grupo 1 e do grupo 3 (p < 0,01, ANOVA). 
** Grupo 1 diferiu do grupo 3 (p < 0,05, ANOVA). 
***  Grupo 1 diferiu do grupo 3 (p < 0,01, teste t de student) 
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8.3 Marcadores de ativação de monócitos 

As figuras 13 e 14 mostram, respectivamente, a expressão de B7.1 (CD80) e B7.2 

(CD86) na superfície de monócitos, definidos como células que expressam a molécula 

CD14 na sua superfície. Não houve diferença significativa na expressão de B7.1 entre os 

três grupos estudados (p > 0,05, ANOVA) (Figura 13), enquanto que a expressão de B7.2 

na superfície dos monócitos foi menor nos asmáticos infectados por outros helmintos, 

quando comparados com os outros grupos (p > 0,05, ANOVA) (Figura 14). 
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Figura 13. Freqüência de células CD14+ expressando CD80 na população de células 

CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos 

(n= 7) e não infectados (n=13), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA (p > 0,05). 
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Figura 14. Freqüência de células CD14+ expressando CD86 na população de células 

CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos 

(n= 7) e não infectados (n=13), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA e Tukey (*p = 0,004, **p = 0,022). 

 

A ativação de monócitos foi também avaliada pela medida da intensidade de 

fluorescência de MHC II utilizando o anticorpo monoclonal anti HLA-DR. Apesar de, 

praticamente, todas as células CD14+ expressarem a molécula HLA-DR na sua superfície 

em todos os grupos estudados (dado não apresentado), foi observado que a média da 

intensidade de fluorescência (MIF) foi menor nos monócitos de asmáticos não infectados 

por helmintos (p < 0,05, ANOVA) (Figura 15). 

** 
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Figura 15. Média de intensidade de fluorescência de HLA-DR em células CD14+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=29), infectados por outros helmintos (n= 7) e não 

infectados (n=13), analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através 

do teste ANOVA e Tukey (*p = 0,000, **p = 0,002). 

 

Tabela 3. Expressão de moléculas co-estimulatórias em monócitos de indivíduos 

asmáticos (média ± DP). 

 Asma / Helm / Sm Asma / Helm Asma 

CD14+CD80+ 2,85 ± 1,75% 4,12 ± 2,17% 3,68 ± 2,11% 

CD14+CD86+ 95,90 ± 3,47% 89,66 ±  6,35%* 95,28 ± 4,93% 

CD14+HLA-DR+ 679,2 ± 333,2 MIF 686,3 ± 395,5 MIF 178,2 ±  111,6 MIF** 

* Grupo 2 diferiu do grupo 1 e do grupo 3 (p < 0,05, ANOVA). 
** Grupo 3 diferiu do grupo 1 e do grupo 2 (p < 0,01, ANOVA). 
 

** 
* 
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8.4 Receptor de IL-10 em monócitos 

A expressão do receptor de IL-10 (IL-10R) foi avaliado na superfície de 

monócitos de asmáticos infectados pelo S. mansoni e não infectados, sendo observado 

maior freqüência nas células de indivíduos infectados (p = 0,004, teste t de student) (Figura 

16). 
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Figura 16. Freqüência de expressão do receptor de IL-10 (IL-10R) em células CD14+ de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=12) e não infectados (n=10), analisados por 

citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do teste t de Student (p = 0,004). 
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8.5 Fonte celular produtora de IL-10 em asmáticos 

A figura 17 mostra a produção de IL-10 intracelular por células TCD4+, TCD8+ e 

CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni, infectados por outros helmintos e não 

infectados. Em todos os três grupos estudados, as células CD14+ foram, percentualmente, 

as que produziram níveis mais elevados de IL-10 intracelular, quando comparados com as 

células TCD4+ e TCD8+, na presença de estímulo com Der p1 (p < 0,05, ANOVA). 

A freqüência de células TCD4+ e TCD8+ produtoras de IL-10 em culturas de 

células estimuladas com o Der p 1 foi mais elevada dentre os asmáticso infectados pelo S. 

mansoni quando comparados com asmáticos infectados por outros helmintos e asmáticos 

não infectados (p < 0,001, ANOVA). Por outro lado, a freqüência de células CD14+ 

produtoras de IL-10 em culturas estimuladas foi maior nos indivíduos asmáticos não 

infectados (p < 0,01, ANOVA). 
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Figura 17. Freqüência de células positivas para IL-10 intracelular, após estímulo com Der 

p1, de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=23), infectados por outros helmintos (n=5) 

e não infectados (n=8), por citometria de fluxo. A análise dos dados foi feita através do 

teste ANOVA (*1p < 0,05, *2p < 0,01, *3p < 0,001, *4p < 0,001, *5p < 0,001 e *6p < 0,01). 
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Para avaliar a participação das sub-populações de células expressando CD25 na 

produção de IL-10 foram utilizadas células de asmáticos infectados pelo S. mansoni que, 

sabidamente, produz IL-10 e a análise feita conforme descrito na metodologia. A figura 18 

mostra a freqüência relativa (%) de células positivas para IL-10 na ausência ou presença de 

estímulo com Der p1 em cada uma das sub-populações avaliadas: CD4+CD25+, 

CD4+CD25-, CD8+ e CD14+. Foi observado que tanto na presença como na ausência de 

estímulo in vitro, as células CD4+CD25+ apresentaram maior produção de IL-10 

intracelular, quando comparados com as demais populações celulares (p < 0,01, ANOVA) 

(Figura 18). 
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Figura 18. Freqüência da produção de IL-10 intracelular em sub-populações celulares 

específicas de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=17) na ausência de estímulo ou 

após estimulação com Der p1, analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA (p < 0,0001). Não houve diferença significativa na produção 

de IL-10 entre as culturas não estimuladas e estimuladas com Der p1 (p > 0,05, teste t de 

student). 
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Em contrapartida, foi demonstrado que a maior quantidade de células, em termos 

absolutos, que produzem IL-10 são as células TCD4+CD25-, quando comparadas com as 

células CD4+CD25+, CD8+ e CD14+ (p < 0,001, ANOVA) (Figura 19 e tabelas 4, 5, 6 e 7). 
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Figura 19. Número de células produtoras de IL-10 em sub-populações celulares 

específicas de asmáticos infectados pelo S. mansoni (n=17) na ausência de estímulo ou 

após estimulação com Der p1, analisados por citometria de fluxo. A análise dos dados foi 

feita através do teste ANOVA (p < 0,001). Não houve diferença significativa na produção 

de IL-10 entre as culturas não estimuladas e estimuladas com Der p1 (p > 0,05, teste t de 

student). 

 

Tabela 4. Produção de IL-10 por células TCD4+CD25+ de asmáticos infectados pelo S. 

mansoni. 

 IL10 EM CD4+CD25+ 

 MEIO DER P1 

 MÉDIA SD n MÉDIA SD n 

Eventos totais 38557 3447 12 38730 2942 16 

Número de eventos 
selecionados na janela  1553 697 12 1692 520 16 

Células produtoras de 
IL-10 (%) 4,23 1,83 12 4,12 1,43 16 

Número de células 
produtoras de IL-10 61 29 12 68 33 16 
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Tabela 5. Produção de IL-10 por células TCD4+CD25- de asmáticos infectados pelo S. 

mansoni. 

 IL10 EM CD4+CD25- 

 MEIO DER P1 

 MÉDIA SD n MÉDIA SD n 

Eventos totais 38557 3447 12 38730 2942 16 

Número de eventos 
selecionados na janela  13110 2053 12 13807 2700 16 

Células produtoras de 
IL-10 (%) 1,38 0,64 12 1,32 0,50 16 

Número de células 
produtoras de IL-10 177 75 12 183 77 16 

 
 

Tabela 6. Produção de IL-10 por células TCD8+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni. 

 IL10 EM CD8+ 

 MEIO DER P1 

 MÉDIA SD n MÉDIA SD n 

Eventos totais 38842 2897 12 37027 4066 14 

Número de eventos 
selecionados na janela  5941 812 12 6054 1036 14 

Células produtoras de 
IL-10 (%) 1,28 1,05 12 1,54 1,05 14 

Número de células 
produtoras de IL-10 72 61 12 87 56 14 

 
 

Tabela 7. Produção de IL-10 por células CD14+ de asmáticos infectados pelo S. mansoni. 

 IL10 EM CD14+ 

 MEIO DER P1 

 MÉDIA SD n MÉDIA SD n 

Eventos totais 37995 3325 17 38065 3421 17 

Número de eventos 
selecionados na janela  2080 1125 17 2067 1550 17 

Células produtoras de 
IL-10 (%) 2,76 1,79 17 2,37 2,33 17 

Número de células 
produtoras de IL-10 48 25 17 38 33 17 

 



 

 

52 

9. SUMÁRIO DOS RESULTADOS 

1. Em asmáticos infectados pelo S. mansoni foi observado uma maior frequência de 

células TCD4+, enquanto que nos asmáticos não infectados observou-se maior 

frequência de células TCD8+. Não houve diferença significativa na freqüência de 

células TCD4+ expressando a molécula CD25 entre asmáticos infectados ou não 

pelo S. mansoni; 

2. A expressão de CD28 na superfície de células TCD4+ não diferiu entre os grupos 

avaliados, enquanto que a expressão desta molécula nas células TCD8+ foi maior 

nos asmáticos infectados por outros helmintos; 

3. A expressão de CTLA-4 foi menor nas células TCD4+ de asmáticos infectados, 

quando comparados com asmáticos não infectados; 

4. A expressão de CD40L na superfície de linfócitos TCD4+ foi maior em asmáticos 

infectados pelo S. mansoni, comparado com asmáticos não infectados; 

5. A expressão de HLA-DR em monócitos de asmáticos infectados pelo S. mansoni e 

por outros helmintos foi maior em relação ao grupo de asmáticos não infectados; 

6. A expressão de CD86 foi mais elevada do que a de CD80 nos monócitos tanto dos 

asmáticos infectados como nos não infectados e não houve diferença na expressão 

de CD86 entre os grupos de asmáticos infectados pelo S. mansoni e não infectados; 

7. Foi observada uma maior expressão de receptor de IL-10 em monócitos de 

asmáticos infectados pelo S. mansoni, quando comparado como asmáticos não 

infectados; 

8. Nos indivíduos asmáticos infectados pelo S. mansoni foi observado que as células 

CD4+ foram as principais produtoras de IL-10, sendo, em percentual, as células 

CD4+CD25+ as principais produtoras desta citocina. As células TCD8+ juntamente 

com as CD14+ também representaram importantes fontes de IL-10 nestes pacientes. 
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10. DISCUSSÃO 

 

A reação inflamatória alérgica envolvida na patogênese da asma é muito complexa e 

envolve uma variedade de citocinas e outras moléculas da resposta imune. Alguns estudos 

sugerem que a IL-10 tem papel protetor na asma, inibindo a resposta do tipo Th2 e a 

liberação de histamina pelos mastócitos (Araújo e cols. 2004; Royer e cols. 2003). 

Entretanto a IL-10 não deve representar o único mecanismo de modulação da resposta nas 

alergias e neste estudo foi comparado a expressão de moléculas relacionadas a ativação 

celular, a exemplo de HLA-DR e  das moléculas co-estimulatórias  CD28, CTLA-4, B7.1 e 

B7.2 entre os asmáticos infectados pelo S. mansoni, infectados por outros helmintos e não 

infectados. Adicionalmente foi avaliada a expressão de receptor para IL-10 nos monócitos 

e a célula produtora desta citocina no grupo de asmáticos infectados pelo S. mansoni. 

Um grande número de moléculas co-estimulatórias tem sido identificado, contudo as 

mais importantes são as moléculas da família B7 (B7.1 e B7.2) nas células apresentadoras 

de antígenos e seus ligantes CD28 ou seu homólogo CTLA-4, expressos na superfície das 

células T. Neste trabalho foi observado que a infecção pelo S. mansoni ou por outros 

helmintos, apesar de ser capaz de modular a resposta imune nas alergias, não interfere na 

expressão da molécula co-estimulatória CD28 na superfície de linfócitos TCD4+. A 

importância do CD28 durante a resposta imune in vivo tem sido bem caracterizada em 

muitos sistemas, incluindo modelo murino de asma alérgica (Green 2000). O CD28 tem 

um papel crítico na ativação inicial e expansão clonal de células T ativadas, além de 

também ser necessário para a execução das funções efetoras no local do contato com o 

antígeno em modelo murino de asma (Kimzey e cols. 2004). Apesar da notável 

participação do CD28 na resposta imune na asma, não tem sido realizado estudos para 
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avaliar a freqüência de expressão desta molécula na superfície de linfócitos TCD4+ em 

indivíduos asmáticos.  

A expressão de CD28 em células TCD8+ na asma também foi avaliada neste estudo  

e não foi demonstrado diferença significativa na freqüência destas células entre os grupos 

de indivíduos infectados pelo S. mansoni e não infectados. Em asmáticos infectados por 

helmintos, à exceção do S. mansoni, a freqüência destas células foi maior quando 

comparado com asmáticos não infectados ou infectados pelo S. mansoni, apesar de todos 

eles apresentarem asma leve. 

 Recentemente foi observado que as células TCD8+ que não apresentam a molécula 

CD28 (CD8+CD28-) participam do processo de diferenciação das células TCD8+ efetoras 

na asma grave (Hamzaoui e cols. 2005), entretanto no presente estudo possivelmente por 

se tratar de asma leve foi observada a expressão desta molécula em células TCD8+ de 

todos os grupos avaliados, embora em menor extensão no grupo de infectados por 

helmintos a exceção de S. mansoni. 

No presente estudo foi avaliado também a expressão de CTLA-4, molécula que 

compete com o CD28 pela ligação com o B7 expresso nas células apresentadoras de 

antígenos e foi demonstrado que células de asmáticos infectados pelo S. mansoni 

apresentam menor freqüência de expressão de CTLA-4 na superfície de células TCD4+ 

quando comparados com asmáticos não infectados. Este dado sugere que a modulação da 

resposta imune na asma que ocorre em função da infecção pelo S. mansoni envolve 

mecanismos independentes da sinalização negativa fornecida pelo CTLA-4. A maior 

expressão de CTLA-4 em células de asmáticos não infectados pode representar tentativa de 

modulação da resposta Th2 nestes indivíduos e conseqüente controle da asma, o que faz 

sentido, desde que eles apresentam asma leve. Em concordância com esta idéia, têm sido 

demonstrada a participação do CTLA-4 na regulação da resposta imune na asma. A adição 
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de CTLA-4Ig ou anti-B7.2, mas não de B7.1 às culturas de células mononucleares de 

sangue periférico de indivíduos asmáticos estimuladas com Der p1 resultou na redução da 

produção de IL-5 (Djukanovic 2000). Além disso, em modelo murino de asma sensível à 

ovoalbumina o tratamento com CTLA-4 Ig foi capaz de reduzir significativamente a 

produção de IL-4 e IL-5 em resposta a alérgenos inalatórios, resultando em inibição da 

produção de IgE, redução do infiltrado eosinofílico nos pulmões e diminuição da 

hiperreatividade brônquica (Tsuyuki e cols. 1997). Enquanto que os mecanismos de 

regulação da resposta inflamatória alérgica nos asmáticos infectados pelo S. mansoni pelo 

menos em parte envolve a IL-10, a regulação nos asmáticos não infectados parece 

depender da expressão de CTLA-4. Esta hipótese é apoiada pelo achado de que a IL-10 é 

produzida em altos níveis em indivíduos infectados pelo S. mansoni e em baixos níveis, ou 

indetectáveis nos asmáticos não infectados (Araujo e cols. 2004). 

Em indivíduos infectados por helmintos, à exceção do S. mansoni, foi observada 

freqüência intermediária na expressão de CTLA-4, quando comparado com asmáticos 

infectados pelo S. mansoni e não infectados, sugerindo que a modulação da resposta imune 

por outros helmintos requer a molécula CTLA-4, desde que alguns deles, a exemplo do 

Ascaris lumbricoides  induzem baixa produção de IL-10 (Cooper e cols. 2000; Geiger e 

cols. 2002) 

Em concordância com os dados da literatura, que demonstram que a indução da 

resposta Th2 depende da presença do B7.2 (Kuchroo e cols. 1995), e que a asma e as 

infecções por helmintos cursam com a resposta Th2, foi observado neste estudo maior 

expressão de B7.2 do que B7.1 nos monócitos de asmáticos infectados pelo S. mansoni, 

infectados por outros helmintos e não infectados.  

Além da ligação do B7.1 ou B7.2 às moléculas CD28 ou CTLA-4, a interação CD40 

/ CD40L é um outro sinal co-estimulatório importante na resposta imune. No presente 
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estudo foi observado que indivíduos infectados pelo S. mansoni, na ausência de estímulo in 

vitro, apresentaram maior freqüência de expressão de CD40L na superfície das células T, 

quando comparado com asmáticos não infectados. Estudos em modelo experimental vêm 

demonstrando que camundongos deficientes de CD40 ou CD40L são incapazes de 

produzir IgE frente a estímulos antigênicos, refletindo o importante papel destas moléculas 

na troca de classe para IgE (Castigli e cols. 1994; Kawabe e cols. 1994; Xu e cols. 1994). 

Apesar da diferença na freqüência do CD40L entre os dois grupos, estudos anteriores 

demonstraram não haver diferenças significativas nos níveis de IgE específica para Der p1 

entre asmáticos infectados ou não pelo S. mansoni (Araujo e cols. 2000; Medeiros e cols. 

2003). O aumento na expressão do CD40L nos asmáticos infectados não reflete na 

produção de IL-4, uma vez que células destes indivíduos expressam baixos níveis de RNA 

mensageiro para IL-4, quando comparado com asmáticos não infectados (Araujo e cols. 

2004). 

 A fonte celular de IL-10 nos indivíduos asmáticos infectados pelo S. mansoni foi 

também avaliada neste estudo e foi demonstrado que a principal célula produtora desta 

citocina é a TCD4+, seguida das células TCD8+ e depois das CD14+. Dentre as células 

TCD4+, as que expressavam a molécula CD25 foram, em termos percentuais, as que mais 

produziram IL-10. 

Recentemente, tem sido descritas populações de células com propriedades 

regulatórias do processo alérgico e muitas delas são indutoras da produção de IL-10. 

Segundo Umetsu e colaboradores (Umetsu e cols. 2003), em vez do desenvolvimento de 

tolerância e células regulatórias em resposta a alérgenos, asmáticos produzem células Th2 

possivelmente pela inadequada produção de IL-10 no momento da diferenciação das 

células. 
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A IL-10 tem um importante papel homeostático no controle de processos 

inflamatórios alérgicos. Ela é capaz de suprimir a produção de IL-5 por células Th0 e Th2 

humanas (Schandene e cols. 1994; Zuany-Amorim e cols. 1996; Pretolani e cols. 1997; 

Araujo e cols. 2004), de induzir anergia prolongada específica para alérgenos em células T 

CD4+ humanas (Groux e cols. 1996; Adachi e cols. 1999), e de inibir a produção de GM-

CSF e a expressão de CD40 por eosinófilos ativados, além de promover a morte destas 

células (Takanaski e cols. 1994; Ohkawara e cols. 1996). Em modelo experimental de 

asma, foi observado que tanto para o desenvolvimento quanto para a função das células T 

regulatórias é necessário a presença de IL-10 e da co-estimulação envolvendo ICOS, um 

membro da família CD28 (Akbari e cols. 2002). Além disso, células T regulatórias 

induzidas pela exposição das células dendríticas ao alérgeno produzem IL-10 e expressam 

altos níveis de ICOS ligante que, potencialmente, inibem o desenvolvimento de inflamação 

das vias aéreas e hiperreatividade brônquica em modelo experimental de asma (Akbari e 

cols. 2002).  

Enquanto que existem vários estudos avaliando as funções das células regulatórias 

nas alergias, pouco se conhece sobre as funções destas células nas infecções por helmintos. 

Certamente estas células devem participar da modulação da resposta imune no sentido de 

permitir a sobrevida do hospedeiro e perpetuação do parasita. Em indivíduo com 

oncocercose disseminada, por exemplo, foi demonstrado que a IL-10 e o TGF-β, 

produzidas por células Th3, foram associados com a inibição da resposta proliferativa 

celular (Doetze e cols. 2000), e na esquistossomose experimental, células T regulatórias 

produtoras de IL-10, reduzem a morbidade e prolongam a sobrevivência do parasita (Hesse 

e cols. 2004; McKee e cols. 2004). 

Além da avaliação da expressão de IL-10 pelas células de asmáticos infectados pelo 

S. mansoni, foi também avaliado neste estudo a expressão do receptor desta citocina. Foi 
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demonstrado que monócitos de asmáticos infectados pelo S. mansoni, quando comparados 

com asmáticos não infectados, expressam maior freqüência de receptor de IL-10 na 

superfície. Este dado reitera a hipótese de que a modulação da resposta imune nos 

asmáticos infectados envolve a IL-10, uma vez que além desta citocina ser produzida em 

altas concentrações (Araujo e cols. 2004), também ocorre o aumento na expressão do seu 

receptor, como demonstramos neste trabalho. 

Avaliando a expressão de HLA-DR nos monócitos de indivíduos asmáticos foi 

observada maior expressão desta molécula nas células dos asmáticos infectados, sugerindo 

que a estimulação antigênica crônica com antígenos parasitários resulta em ativação dos 

monócitos, sem entretanto refletir na ativação de células T neste grupo de indivíduos. 

Trabalhos recentes têm demonstrado que indivíduos assintomáticos infectados 

cronicamente por S. mansoni apresentavam um aumento da porcentagem de células 

TCD8+HLA-DR+, enquanto que em indivíduos com a forma aguda da infecção havia um 

aumento da porcentagem de células TCD4+ HLA-DR+ (Martins-Filho e cols. 1999). 

Mecanismos complexos envolvendo células regulatórias, citocinas e outras moléculas 

que interferem na ativação celular devem ter efeitos sinérgicos para a modulação do 

processo inflamatória na asma. 
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11. CONCLUSÕES 

 

A modulação da resposta imune observada em indivíduos asmáticos cronicamente 

infectados pelo S. mansoni, envolve a IL-10 produzida por vários tipos celulares, a 

exemplo das células TCD4+, TCD4+CD25+, TCD8+ e CD14+. Nos indivíduos com asma 

leve, o aumento na expressão de CTLA-4 poderá representar um mecanismo de modulação 

da resposta inflamatória alérgica. O conhecimento destes mecanismos pode resultar em 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas e preventivas nas doenças alérgicas. 
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12. PERSPECTIVAS 

 

Os resultados obtidos até o momento encorajam a continuação do estudo dos 

mecanismos envolvidos na modulação da resposta imune em indivíduos infectados pelo S. 

mansoni. Os aspectos funcionais das células e moléculas envolvidos nestes mecanismos 

serão avaliados através de: 

1. Efeito do bloqueio da IL-10 e TGF-β nas culturas de células mononucleares de 

asmáticos infectados sobre a expressão de moléculas de superfície de linfócitos T (CD25, 

CTLA-4, CD28 e CD40L), B (CD40) e monócitos (CD80, CD86, HLA-DR e IL-10R); 

2. Efeito da adição de IL-10 recombinante humano (rhIL-10) e / ou rhTGF-β em 

cultura de células mononucleares de asmáticos não infectados sobre a produção de IL-4 e 

IL-5 e sobre a expressão da moléculas de superfície de linfócitos T (CD25, CTLA-4, CD28 

e CD40L), B (CD40) e monócitos (CD80, CD86, HLA-DR e IL-10R); 

3. Influência do tratamento com anti-helmínticos na expressão de moléculas de 

superfície de linfócitos T (CD25, CTLA-4, CD28 e CD40L), B (CD40) e monócitos 

(CD80, CD86, HLA-DR e IL-10R); 

4. Avaliação da produção de IL-10 e TGF-β em cultura de células mononucleares de 

asmáticos infectados, depletadas de células TCD4+, CD4+CD25+, TCD8+ e CD14+; 

5. Avaliação da expressão de Foxp3 e GITR em células CD4+CD25+ de asmáticos 

infectados pelo S. mansoni e asmáticos não infectados. 
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14. ANEXO 

 

SERVIÇO DE IMUNOLOGIA 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO PROF. EDGARD SANTOS – UFBA 

Rua Augusto Viana, s/n – Canela – CEP 40140.000 – Salvador-BA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O presente estudo tem a finalidade de avaliar a associação entre a asma e a infecção por 

helmintos e você está sendo selecionado para participar deste estudo, na condição de voluntário. 

Esta participação, implica na sua concordância em submeter-se, periodicamente, durante um 

ano, aproximadamente, a exames para determinar a presença de alergia e parasitoses, que 

consistem em: responder a um questionário com perguntas sobre alergias, submeter-se a exames 

clínicos, além da coleta de amostras de sangue e de amostras de fezes. 

Serão colhidas amostras de 20mL de sangue venoso, com o auxílio de seringas e agulhas 

descartáveis. Pretendemos dosar no sangue a presença de algumas proteínas que podem se elevar 

ou não nas doenças alérgicas e parasitárias. Quando da marcação do dia do exame, o voluntário 

receberá os frascos coletores de fezes, que deverão ser devolvidos, para que possamos realizar os 

exames parasitológicos. 

As pessoas que se submeterem aos exames receberão, se desejarem, os resultados dos 

mesmos. No caso de detectarmos a presença de parasitas intestinais, você será tratado 

gratuitamente e, no caso de observarmos a presença de doença alérgica, você receberá instruções 

para o tratamento da mesma. 

Qualquer dúvida que você tenha sobre o que está escrito neste consentimento ou sobre os 

procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, poderá entrar em contato com Dra.  Maria 

Ilma Araujo, coordenadora do projeto,  médica do Serviço de Imunologia do HUPES-UFBA, Rua 

Augusto Viana, s/n – Canela, telefone (071)237-7353, ou com o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Ambulatório Magalhães Neto, na pessoa do Dr. Antônio Barata, no endereço Rua Padre Feijó, 240 
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- Canela. Caso você decida deixar de participar do estudo em qualquer momento, mesmo depois de 

assinar este consentimento, você continuará, sem prejuízos, sendo acompanhado pelo Serviço de 

Imunologia. 

 

 

Afirmo que compreendi o que está escrito acima e concordo em participar deste projeto de 

pesquisa, voluntariamente. 

_________________________, _____/_____/_____. 

Assinatura: __________________________________________ Ficha n.º: __________ 

Nome:______________________________________________________________ 


