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Resumo

As parasitoses intestinais apresentam uma alta prevaléncia no mundo.
Estudos revelam o aumento das doencas alérgicas e da asma e
concomitantemente reducao das doencgas infectoparasitarias em criangcas. A
existéncia de uma correlacdo ¢é estudada demonstrando a acgao
imunossupressora dos parasitos intestinais sobre a resposta imune
sistémica. Os objetivos do presente trabalho foram avaliar o estado de
ativacdo dos eosindfilos e as fungbes dos fagdcitos comparativamente em
criangas com asma, com parasitoses intestinais e na associagcdo de ambas.
Foi realizado estudo transversal com 68 criangcas residentes no Riacho
Fundo Il e na Cidade Estrutural, em Brasilia/Distrito Federal. Os pacientes
foram separados nos grupos: A) criangas com parasitoses intestinais; B)
criangas asmaticas sem parasitoses intestinais; C) criangas com parasitoses
intestinais e asma e D) grupo controle. Apos técnica de aderéncia em
ldamina, foram avaliados: o estado de ativagdo dos eosindfilos do sangue
periférico por parametros morfoldgicos; a fagocitose pelos mondcitos (MON)
e neutrofilos (NEU) por receptores para padrdes moleculares de patégenos
(rPMP) e para opsoninas (rOps), como também a producdo de anions
superoxido (ASO) pelo teste do nitroblue tetrazolium (NBT). As analises
estatisticas foram realizadas pelos testes de ANOVA ou Kruskal-Wallis.
Observamos, além da baixa renda familiar e reduzidas condicbes de
escolaridade, a pratica de evacuag¢des no peridomicilio pelas criangas e a
auséncia de tratamento domiciliar da agua de beber. Os parasitos intestinais
mais prevalentes foram Ascaris lumbricoides e Giardia lamblia, seguida por
Hymenolepis nana e houve associagdo de parasitos intestinais em 38% dos
pacientes parasitados. A ativacdo dos eosindfilos foi menor nas criancas
com enteroparasitoses, em relagdo ao percentual de eosindfilos normais,
espraiamento, liberagdo de pequenas quantidades de granulos e emisséo de
pseuddpode Unico comparativamente as criangas asmaticas. A capacidade

fagocitaria pelos rPMP dos NEU das criangas parasitadas exclusivamente
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por protozoarios foi menor do que a das criangas asmaticas. Quando a
fagocitose foi avaliada pelos rOps, a capacidade fagocitaria dos MON das
criangas asmaticas e também parasitadas foi maior do que a das criangas
controle, pela maior ingestdo de leveduras pelos MON. A produgdo de ASO
pelos fagocitos foi menor nas criangas parasitadas por protozoarios do que
nas criancas asmaticas e parasitadas por protozoarios. Contudo, a producao
dos ASO foi maior nas criancas parasitadas por helmintos do que nas
criangas asmaticas. Em conclusdo, a infecgao parasitaria e o quadro de
asma tiveram efeitos opostos sobre as diversas fungdes da imunidade inata
estudada. O tipo de resposta dependeu do tipo de parasito e helmintos e
protozoarios determinaram repostas opostas: enquanto os protozoarios,
particularmente a Giardia intestinalis, diminuiram a capacidade fagocitaria
dos NEU pelos rPMP, os helmintos estimularam a fagocitose pelos MON
pelos rOps. Em adigédo, enquanto no quadro de asma observamos certo grau
de ativagcdo dos eosindfilos, nas criangas parasitadas, essa ativagdo dos
eosindfilos no sangue periférico ndo ocorreu, possivelmente por fatores
supressores produzidos pelos parasitos. Tais achados podem contribuir para
o0 esclarecimento sobre a resposta imune inata aos parasitos e suas
repercussdes no individuo, auxiliando na abordagem das parasitoses e no

desenvolvimento de novas terapéuticas para a asma e atopias.
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Abstract

Intestinal parasites have a high prevalence worldwide, mainly in developing
countries in places showing poor sanitary and socio-economic conditions.
Several studies point to an increase in allergic diseases and asthma over the
years, and show a concomitant reduction in infectious and parasitic diseases
in children. The existence of such a correlation or causal factor has been
investigated in experimental models with animal and human beings, leading
to findings that demonstrate the immunosuppressive action of the parasites
on the systemic immune response. Factors depending on the host, such as
genotype, immune competence and nutritional status; and factors depending
on the parasite, as the parasite load and the pathogenicity and virulence of
helminths or protozoans, will determine the type of immune response
triggered in infected individuals. In this context, this work aimed to evaluate
eosinophil activation status and phagocytes' functions comparatively in
children with asthma, intestinal parasites and in combination of both. A cross-
sectional study was done in 68 children living in Riacho Fundo Il and
Chacara Santa Luzia in Cidade Estrutural, in Brasilia/Federal District, Brazil.
The socio-economic-cultural evaluation of the families, and clinical,
laboratory and stool testing of each child was made. Four groups were
studied: A) Helminths or/and protozooan parasitized children; B) asthmatic
children; C) asthmatic and parasitized children and D) control group. The
blood eosinophil activation status was assessed by morphologic parameters
after adherence to glass. The phagocytic capacity of monocytes and
neutrophils was evaluated by pathogen-associated molecular pattern
receptors (PAMPr) and the opsonin receptors, as well as superoxide anions
production by nitroblue tetrazolium test (NBT). Statistic analyses were
performed by ANOVA or Kruskal-Wallis test. Eosinophils were lower
activated in children with intestinal parasites than asmathic children, by

percentage of normal eosinophils, spreading, releasing of small quantities of
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granules and emission of a single pseudopod. The phagocytic capacity of
neutrophils of children exclusively parasitized by protozoan was lower than
that of asthmatic children, by pathogen-associated molecular pattern
receptors. When the phagocytosis was evaluated by opsonin receptors,
phagocytic capacity of monocytes in asthmatic children concomitantly
parasitized was higher than that of controls. Superoxide anions production
lower in children parasitized by protozoan than in children with asthma plus
protozoan. However, superoxide anions production was higher in children
who were parasitized by helminths than in asthmatic children. In conclusion,
our data showed that parasitic infection and asthma had opposite effects on
several functions immune innate functions. Furthermore, immune response
depended on the type of parasite, and helminths and protozoa determined
opposite responses: whereas protozoan, mainly Giardia intestinalis,
decreased phagocytic capacity by neutrophils by PAMPr helminths
stimulated phagocytosis by monocytes by opsonin receptors. In addition,
whereas in asthmatic children there were some eosinophil activation, in
parasitized children there was no blood eosinophil activation possibly
determined by suppressive factors produced by parasites. These findings
may contribute to make clear the innate immune response to parasites and
their impact on individual, assisting to understand parasites and in

development of new therapies for treatment of asthma and atopies.
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1 REVISAO DA LITERATURA

Uma carga de helmintiase desproporcionalmente alta ocorre em
individuos e populagdes marginalizados, em locais com restrigdo de
recursos, em populacdes de baixa renda, com aproximadamente um bilhdo
de pessoas infectadas com uma ou mais espécies de parasitos intestinais. A
morbidade causada por tais infeccbes impde uma carga substancial de
doenca, contribuindo para o circulo vicioso de infecgdo, pobreza, baixa
produtividade e desenvolvimento socioecondmico inadequado (Lustigman,
Prichard, Gazzinelli, et al., 2012). A asma € um problema sério de saude por
todo o mundo e estima-se afetar 300 milhées de pessoas no mundo, sendo
mais frequente em populagdes mais desenvolvidas (Bateman, Hurd, Barnes,
et al., 2008). O que tem em comum entre essas duas das mais importantes
doengas que afetam o ser humano é a eosinofilia sanguinea, que na
primeira faz parte dos mecanismos de defesa antiparasitaria e na segunda
faz parte dos mecanismos de imunopatogenia. Por que a mesma célula
desempenha funcdes tdo opostas? Sendo protetora nas parasitoses, mas
determinante de imunopatogenia nos processos alérgicos, revelando
diferentes mecanismos intrinsecos em cada doenca.

Os eosindfilos sado leucécitos granulocitos com funcédo efetora
citotéxica, que atuam na imunidade inata e adaptativa, inclusive na interacao
entre estas. Eles atuam na regulacdo da inflamagdo, na manutengcdo da
barreira epitelial e no remodelamento de tecidos afetados. Os grénulos
citoplasmaticos dos eosinofilos representam sua caracteristica principal,
conferindo-lhes a capacidade de armazenar citocinas, quimiocinas, proteinas
catiénicas, metaloproteinases, mediadores lipidicos, RNAses e fatores de
crescimento (Shamri, Xenakis & Spencer, 2011).

Os eosindfilos geralmente estdo nos tecidos préximos a mucosas ou
nos tecidos linféides para resposta rapida local apés identificagdo de um

patdégeno ou agressor; e em pequena percentagem, na circulagdo sanguinea



periférica. Eles sdo rapidamente recrutados em resposta ao linfocito T
auxiliar do tipo 2 (Ta2) a alérgenos ou parasitos, com capacidade imediata
de liberar uma variedade de mediadores, apresentando papel-chave na
imunidade inata. Além disso, expressam uma diversidade de receptores
(rTNF- alfa 1 e 2, rINF- gama e alfa, rIL-4 alfa, rIL-13 alfa, cadeia gama
comum, entre outros), capacitando-os a reconhecer e responder as citocinas
pro-inflamatorias e a agentes da imunidade Ta1 ou Ta2 (Shamri, Xenakis &
Spencer, 2011).

A funcdo citotdxica efetora dos eosindfilos é implicada nos
mecanismos de defesa do hospedeiro contra helmintos, infecgdes virais e
bacterianas e também no dano tecidual, como efeito colateral.

O aumento dos eosindfilos no sangue periférico, observado como
eosinofilia, pode ocorrer tanto na asma e doencas alérgicas quanto nas
parasitoses como ascaridiase, com consequéncias distintas ao ser humano.
Enquanto na asma os eosinofilos participam da fisiopatogénese da doenca,
na ascaridiase a fungado dos eosinodfilos determina um combate ao parasita
para protecao do individuo.

Mais estudos sobre os mecanismos de ag¢ao dos eosindfilos se fazem
necessarios para esclarecer suas funcoes e capacidade de producido das
citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 do padrdo Ta2; IL-10 e IL-18 do padrao
imunorregulador; IFNy e IL-12 do padrao Ta1; IL-1, IL-2, IL-3, IL-16, TNF-q,
GM-CSF, TGFa/B; e das quimiocinas IL8, RANTES, eotaxina, mediadores
lipidicos de ativacao das plaquetas, leucotrienos C4 e as proteinas
catibnicas: a) neurotoxina derivada de eosindfilo, b) peroxidase de
eosindfilos, c) proteina basica principal e d) proteina catibnica eosinofilica
(Alam & Busse, 2004; Takeda, Shiraishi, Ashino, et al., 2015; Melo-Raeis,
Diniz-Filho, Dias- Penna, et al., 2007)

A imunoglobulina E (IgE) apresenta maior afinidade pelos antigenos e
por seus receptores e sua producéo € principalmente nos tecidos linféides
associados aos tratos gastrintointestinal e respiratério. O aumento da
concentragao sérica de IgE pode representar um processo de doenga, uma

desregulacado do sistema imune, uma resposta especifica a alérgenos ou
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alteragcbes inespecificas na producdo de proteinas e catabolismo. A meia
vida da IgE é de 1 a 5 dias. Nas doencas parasitarias por helmintos, o
aumento da concentragcao de IgE resulta na producdo de IgE especifica
contra o parasita e suas larvas e IgE policlonal inespecifica. Um mecanismo
proposto para tal producdo é a liberagao de fatores pelos parasitas que
estimulam a producao de interleucina-4 (IL-4) e/ou interleucina 13 (IL-13).

O presente trabalho foi desenvolvido para avaliar a ativacdo dos
eosindfilos durante as respostas protetora e lesiva nos pacientes com asma,
parasitoses e associacdo de ambas para o melhor entendimento desses

mecanismos e possibilidades de intervengdes nos pacientes acometidos.

11 Asma

A asma é uma doenca heterogénea, caracterizada pela inflamagao
crénica das vias aéreas, representada pelos sintomas de sibilancia pulmonar
e sua prevaléncia vem aumentando em varios paises principalmente em
criangas (FitzGerald & Reddel, 2015; Takeda, Shiraishi, Ashino, et al., 2015;
Bateman, Hurd, Barnes, et al., 2008).

A asma se destaca como a doenca crénica mais comum na infancia e
esta associada a altas taxas de hospitalizacido, atendimento em servigos de
emergéncia e importante morbidade com expressivo impacto no SUS.

As manifestacbes da asma dependem das caracteristicas genéticas
do individuo e suas interagcbes com o ambiente. Os fatores durante a vida
intra-Utero e apds o nascimento - como os habitos nutricionais, a exposicao
a alérgenos inalados ou ingeridos, a presenca de poluicido e exposicido a
fumacga do cigarro - constituem fatores de risco para o desenvolvimento da
asma (FitzGerald & Reddel, 2015).

A prevaléncia da asma no mundo é estimada em 300 milhdes de pessoas

afetadas, com importante impacto socioecondmico decorrente do



absenteismo ao trabalho ou escolar e das mortes por exacerbagdes da
doenca (SBPT, 2012; FitzGerald & Reddel, 2015).

No Brasil, a prevaléncia da asma é estimada em 20 milhdes de
pessoas, cerca de 10 a 20% da populagdo conforme a faixa etaria e regiao
analisada (SBPT, 2012).

A asma é considerada a terceira causa de hospitalizagcdes entre
criangas e adultos jovens (Bragatti, Chaves, Ferreira, et al., 2013).

Conforme dados da SES/DF, durante o ano de 2014 no Distrito
Federal, em criangcas na faixa etaria de 1 a 4 anos, a taxa de internacao
hospitalar por asma foi de 29,2%, nas criangas entre 5 a 9 anos a taxa de
internacéo hospitalar foi de 15,3% e na faixa etaria de 10 a 14 anos, 3,3%.

Vérios estudos sugerem que a melhoria das condi¢des de vida, maior
cobertura vacinal, melhoria nos habitos de higiene, acesso a agua potavel,
maior uso de antibidticos, reducao das doengas infecciosas nos primeiros
anos de vida sao fatores para aumento da prevaléncia das doencas
alérgicas e da asma, pois estes fatores interferem na maturagao do sistema
imune inato, favorecendo uma resposta predominantemente alérgica com
Taz2.

Estudos experimentais em animais revelam o aumento dos niveis de
IL-4, IL-5 e IL-13 na asma, além da reducéo dos niveis de TGF-B e IL-10
(Takeda, Shiraishi, Ashino, et al., 2015).

Os eosinodfilos apresentam um importante papel pro-inflamatério na
patogénese da asma. Eles ficam aumentados em numero tanto no sangue
periférico quanto nas secrecdes das vias aéreas e estdo relacionados com a
gravidade da doencga e hiper-responsividade brénquica. Os eosindfilos estao
diretamente relacionados ao dano epitelial, contracdo da musculatura e
ativacdo com aumento da sobrevida dos mastocitos nas vias aéreas
inferiores, determinando o broncoespasmo. Ja na fase de remodelamento do
tecido pulmonar afetado, os eosindfilos tém papel na produgdo de matriz
extracelular e secrecdo de muco, ativacao e proliferacao de fibroblastos,

miofibroblastos, e proliferacdo da camada muscular (Trivedi & Lloyd, 2007).



Esse remodelamento ocasiona perda funcional total ou parcial do tecido
acometido.

A eosinofilia na asma é determinada por varios fatores, como pela
acao da IL-5 via resposta Ta2, e na auséncia desta, pela imunidade inata ou
resposta do tipo Ta1.

Os eosindfilos presentes nas vias aéreas sao mais dependentes do
GM-CSF para sua sobrevivéncia e funcdo do que da IL-5, uma vez que os
eosinofilos nas vias aéreas perdem o receptor para IL5a (rlL-5a). Na asma,
o papel dos eosindfilos envolve a participagdo de mediadores que podem
desencadear: a agressao e inflamagado nas vias respiratorias inferiores, o
remodelamento tissular pulmonar pela indugdo da diferenciacdo de
miofibroblastos e a imunorregulagao. A producéo da neurotoxina derivada de
eosindfilos, quimiotatica para as células dendriticas, contribui para a
persisténcia da inflamagao alérgica; a produgao da proteina basica principal,
antagoniza os receptores muscarinicos acarretando hiper-reatividade das
vias aéreas; a produgao de TGF-B, TGF-q, fator de crescimento de ligagéo a
heparina epidérmico, fator de crescimento derivado de plaquetas (3, fator de
crescimento endotelial vascular, IL-4, atuam no remodelamento pulmonar
(Alam & Busse, 2004; Takeda, Shiraishi, Ashino, et al., 2015).

Observou-se que as alteragdes morfolégicas dos eosindfilos, que
caracterizam seu estado de ativacdo, como emissao de pseudopodes
simples ou multiplos, vacuolos citoplasmaticos, liberacdo de grande
quantidade de granulos e com espraiamento, podem diferenciar pacientes
em crise de asma com apresentacdes clinicas leve e moderada, daqueles
pacientes em crise aguda de asma grave, demonstrando seu papel
fundamental no desenvolvimento da asma e que seu estado de ativacido tem
relacdo com a gravidade da doenca (Muniz-Junqueira, Barbosa-Marques &

Junqueira, 2013).



1.2 Parasitoses intestinais

Varios sdo os helmintos causadores de doengas em seres humanos.
Ja existe, ha mais de 70 anos, relatos do papel dos eosindfilos na morte e
agressao dos helmintos, por efeito citotdxico direto. Diversos estudos in vitro
sugerem a hipdtese de que a agédo dos eosindfilos é devida aos granulos de
proteinas (como as metaloproteinases, proteinas catidnicas eosinofilicas,
neurotoxina derivada de eosindfilo, peroxidase eosinofilica) e presenga de
anticorpos e/ou complemento, levando a morte ou inviabilidade do parasito
(Shamri, Xenakis & Spencer, 2011; Hayes, Bancroft & Grencis, 2004).

1.2.1 Ancylostomidae

A familia Ancylostomidae (Farthing, 1993; Neves, de Melo, Linardi, et
al.,, 2011; Traub, 2013) é uma das principais familias de nematoda e é
responsavel pela ancilostomose. Ha mais de 100 espécies de
ancilostomideos, sendo que apenas trés sdo agentes das ancilosmoses
humanas: Ancylostoma duodenale, Necator americanus e Ancylostoma
ceylanicu.

Os trés tipos de parasitas possuem ciclos de vida similares, nao
dependendo de hospedeiros intermediarios na infecgdo de humanos (ver
Figura 1). Os ovos dos anciléstomos, produzidos por fémeas adultas no
intestino delgado humano, sdo expelidos nas fezes. No meio externo, no
solo e em condigbes favoraveis (boa oxigenacgao, alta umidade - igual ou
superior a 90% - e temperatura elevada), os ovos déo origem a larvas do
tipo rabditéide (L1) que eclodem. Em seguida, essas larvas se desenvolvem
até atingirem a forma filaridide (L3), a qual é infectante para o hospedeiro
através de contato com a pele, conjuntiva e mucosas (modo ativo), ou
passivamente, por via oral. Na infecgcao ativa, os parasitos alcangam a
corrente sanguinea e/ou linfatica, sendo levados para o coragao, de onde
migram para os pulmdes. Através dos pulmdes, enquanto mudam para

forma L4, eles migram para a traqueia, laringe e faringe, quando, entao, sao
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deglutidas e chegam ao intestino delgado. No intestino delgado, os parasitos
se desenvolvem até a fase adulta (L5). Nesta fase, ha diferenciagcao sexual e
a copula, com a producédo de novos ovos. O processo da penetragdo das
larvas filaridides L3 pela pele até a eliminacao de ovos pelas fezes pode
durar entre 35 e 60 dias para o A. duodenale, de 42 a 60 dias para o N.
americanus e de 21 a 35 dias para o A. ceylanicum (Neves, de Melo, Linardi,
etal., 2011; Looss, 1911).

i Filariform larva
//// penetrates skin

y -
y £
/e
I Rhabditiform larva

¥
hatchas

A= Infeclivie Stage
&= Diagnosiic Stage

A Egé;in feces

Figura 1: Ciclo de vida dos parasitas da familia Ancylostomidae. Fonte: CDC
(Center for Disease Control and Prevention) dos EUA.

Epidemologia: como mencionado anteriormente, os ovos dos parasitos
Ancylostomidae dependem de boa oxigenagdo e altas umidade e
temperatura para se desenvolverem, o que €& comum em algumas
localidades com clima temperado ou tropical. Assim, o Ancylostoma

duodenale é encontrado na Africa, Asia, Australia e em partes da sul da



Europa. O Necator Americanus predomina na América Central e América do
Sul, bem como em algumas localidades no Sudoeste da Asia, do Pacifico e
na Nigéria (Farthing, 1993). A ancilostomose ocorre com maior frequéncia
em criancas com mais de seis anos, adolescentes € em individuos mais
velhos, independente de sexo. Os parasitos podem sobreviver nesses

hospedeiros por até 18 anos (Neves, de Melo, Linardi, et al., 2011).

1.2.2 Ascarididae

Os parasitos da familia ascarididae (Brown, 2005; Neves, de Melo,
Linardi, et al., 2011), popularmente chamados no Brasil de lombriga, sédo os
causadores da doenca ascaridiase. Os dois espécimes mais representativos
desse grupo sao o Ascaris lumbricoides e o Ascaris suum, 0S quais
parasitam, respectivamente, seres humanos e suinos.

A transmissao do parasito (cujo ciclo esta ilustrado na Figura 2) se da
por meio da ingestdo de alimentos crus e de agua contaminada com ovos
embrionados do Ascaris. Esses ovos eclodem no intestino delgado e a larva
do parasito penetra na mucosa, entrando na circulagdo sanguinea. Pelo
sangue, elas chegam ao figado e depois ao coragéo. Deste, passam para os
pulmdes, seguindo a arvore brénquica e a traqueia até alcangarem a faringe.
L4, elas podem ser expelidas com a expectoragéo ou engolidas novamente,
retornando ao intestino delgado. No intestino delgado, as larvas alcangam
maturidade sexual em aproximadamente 60 dias apds a infestagédo e iniciam
a copula. As fémeas produzem cerca de 200.000 ovos nao-embrionados por
dia, os quais sao expelidos juntos com as fezes. O periodo de incubagao,
que vai da ingestao de ovos a defecacédo de novos ovos, é de 60 a 70 dias,
sendo que o parasito adulto pode viver por até dois anos dentro do
hospedeiro humano. No ambiente externo, com temperatura entre 25°C e
30°C, umidade minima de 70% e oxigénio em abundancia, os ovos tornam-

se embrionados em 15 dias (Neves, de Melo, Linardi, et al., 2011).



Epidemologia: o Ascaris lumbricoide é o helminto mais frequente nos
paises pobres. Ele esta presente em mais de 150 paises e territorios, sendo
mais comum na Asia, seguida da Africa e depois da América Latina. Estima-
se que cerca de 30% da populacdo mundial é afetada pelo A. lumbricoide.
As condicoes favoraveis para a presenca desse parasito envolvem fatores
ambientais, sociais, econdmicos e culturais; dentre eles, destacam-se as
condigbes climaticas (clima quente e umido), a auséncia de saneamento

basico, a alta densidade populacional e habitos higiénicos inadequados.

A = infective Stage
A\ = Diagnostic Stage

Fertilized eggﬂ. Unfertilized egg

will not undergo &
bictogical developmeant.
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Figura 2: Ciclo de vida do Ascaris lumbricoides. Fonte: CDC

O Ascaris lumbricoides é a principal causa de desconforto abdominal,
especialmente em criancas, em paises em desenvolvimento com areas de
condicbes sanitarias precarias (Masure, Vlaminck, Wang, et al., 2013). A
ascaridiase é uma das parasitoses mais frequentes no Brasil e no mundo. A

ascaridiase afeta cerca de 760 milhdes de individuos no mundo, com
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distribuicdo cosmopolita em varios paises. Estudos revelam a estimativa de
1,31 milhdes de DALYs (Disability Adjusted Life Years) perdidos com a

ascaridiase (Betson, Nejsum, Bendall, et al., 2014).

1.2.3 Giardia

A giardiase (Farthing, 1993; Lebwohl, Deckelbaum & Green, 2003) é
uma infegao intestinal causada pelo parasito Giardia lamblia, também
conhecido como Giardia intestinalis e Giardia duodenalis. A infe¢cao (Figura
3) ocorre pelo consumo de &agua e alimentos contaminados. E um
protozoario flagelado que se encontra nas formas de cisto e de trofozoito. O
trofozoito € responsavel pela doencga clinica e os cistos responsaveis pela
transmissao. O trofozoito mede de 10 ym a 20 ym por 5 ym a 15 ym, possui
4 pares de flagelos, 2 nucleos idénticos e um disco ventral, que serve para
se alojar nas vilosidades intestinais. Os cistos medem de 11 um a 14 uym por
7-10 ym, tém forma oval, contém 4 nucleos e liberam 2 trofozoitos cada
durante o desencistamento no intestino delgado (Neves, de Melo, Linardi, et
al., 2011). A Giardia tem a capacidade de induzir a apoptose dos enterdcitos,
lesando a barreira epitelial intestinal e encurtando as microvilosidades
intestinais dependente de linfécitos T CD8+, linfocitos intraepiteliais. O
achatamento das microvilosidades com perda de superficie do duodeno
ocasiona deficiéncia na digestdo enzimatica (pela redugdo das
dissacaridases, sacarase, lactase, maltase) local e ma absorgdo de
nutrientes e eletrolitos (Solaymani-Mohammadi & Singer, 2010; Cotton,
Beatty & Buret, 2011).

Os cistos possuem alta resisténcia a fatores ambientais e altas
temperaturas, podem sobreviver na agua por 3 meses. Apds serem
ingeridos e terem passado pelo estdbmago, ocorre o desencistamento na
parte proximal do intestino delgado, originando 2 trofozoitos mdveis que se
reproduzem por fissdo binaria. A incubagao ocorre de 3 a 25 dias A maioria

dos casos é assintomatica, e nos casos sintomaticos pode ocorrer diarreria,
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vOmito, dor epigastrica, nauseas ou vémito. Em criangas pode ocasionar
perda de peso com retardo do crescimento. Os exames parasitolégicos de
fezes, a endoscopia, exame do fluido duodenal e histologia sao eficazes
para o diagnostico da doenga. A prevengado consiste no saneamento dos
alimentos e agua e lavar bem as maos antes de se alimentar e apds as

necessidades fisiologicas (Bartelt & Sartor 2015).

Epidemiologia: A giardiase € um agente patogénico em todo o mundo e a
infeccdo atinge homens e mulheres com idades de 0 a 5 anos e 31 a 40
anos principalmente (Lebwohl, Deckelbaum & Green, 2003). A prevaléncia
nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, € de 20 a 30% da populacao
(Neves, de Melo, Linardi, et al, 2011). Os hospedeiros incluem seres
humanos e animais domeésticos e selvagens. A giardiase € considerada uma
doencga negligenciada pela organizagao Mundial de Saude (Cotton, Beatty &
Buret, 2011).

11



Contamination of water, foed, or
handsfomites with infective cysts.

Trophozoltes are also
passed in stool but

they do not survive in
the emvironment.

Figura 3: Ciclo de vida da Giardia. Fonte: CDC

1.2.4 Hymenolepis

A himenolepiase é uma infecgcdo intestinal causada por um cestodeo:
Hymenolepis nana, um parasito que habita o intestino delgado
principalmente o ileo e jejuno. Os vermes adultos medem cerca de 3 a 5cm,
com 100 a 200 proglotes bem estreitos. Cada um destes possui genitalia
masculina e feminina, sendo a reproducdo assexuada. Os ovos sao

encontrados nas fezes e a larva cisticercéide pode ser encontrada nas
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vilosidades intestinais do proprio homem ou na cavidade geral do inseto
hospedeiro intermediario (pulgas e carunchos de cereais). Possui dois ciclos:
monoxénico e heteroxénico. No ciclo monoxénico, os ovos sao eliminados
juntamente com as fezes e apds serem ingeridos por méos ou alimentos
contaminados passam pelo estémago, quando chegam ao intestino delgado
onde ocorre a eclosdo. Penetram nas vilosidades do jejuno ou ileo, gerando
em quatro dias uma larva cisticercéide. Apds 10 dias, a larva estd madura e
sai da vilosidade, desinvaginando-se e fixando-se a mucosa intestinal
através do escoélex. Cerca de 20 dias depois tornam-se vermes adultos.
Esses possuem uma vida curta, pois cerca de 14 dias depois morrem e sao
eliminados. O ciclo monoxénico confere imunidade prévia e dificulta as
superinfecgdes. Ja no ciclo heteroxénico, os ovos presentes no meio externo
sdo ingeridos pelas larvas de inseto e ao chegarem ao intestino desses
hospedeiros intermediarios, liberam a oncosfera, que se transforma em larva
cisticercoide. A crianga pode acidentalmente ingerir um inseto contendo
larvas cisticercoides que ao chegarem no intestino delgado, desinvaginam-
se, fixam-se a mucosa e 20 dias depois ja sdo vermes adultos (Neves, de
Melo, Linardi, et al., 2011).

Epidemiologia: A himenolepiase € cosmopolita, ocorrendo com mais
frequéncia nos paises tropicais. Atinge mais de 20 milhdes de pessoas. A
incidéncia é 2 a 10 vezes mais alta na faixa etaria pediatrica que entre
adultos e verifica-se aumento dos 2 a 8 anos de idade, com declinio gradual
a partir de entao, tornando-se rara apés os 20 anos (Neves, de Melo, Linardi,
etal., 2011).
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Figura 4: Ciclo de vida Hymenolepis nana. Fonte: CDC
1.2.5 Trichuris

A tricuriase é uma infeccdo causada pelo Trichuris trichiura, um
parasito nematédeo que habita o intestino grosso dos individuos infectados.
Os vermes adultos apresentam uma forma semelhante a um chicote, sendo
a reproducao sexuada e os ovos liberados nas fezes. A fémea libera de 3 mil
a 20 mil ovos por dia podendo parasitar o ser humano durante 2 a 3 anos. A
contaminagdo ocorre pela ingesta dos ovos que contaminam a agua e os
alimentos, principalmente em locais onde ndo ha saneamento basico. A
larva no ovo recém-eliminado se desenvolve no ambiente para se tornar
infectante. O periodo de desenvolvimento do ovo depende das condigdes
ambientais como temperatura de 34°C e a liberagcao ocorre em 13 dias.
Apds a ingestdo dos ovos, eles conseguem atravessar o estbmago e

eclodem ao chegar no intestino delgado, liberando as larvas do parasito. As
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larvas eclodem através de um dos poros presentes nas extremidades do
ovo. Apébs cerca de 3 meses, as larvas se tornam vermes adultos e migram
para o intestino grosso, onde habitardo definitivamente (Farthing, 1993;
Neves, de Melo, Linardi, et al., 2011).

Epidemiologia: A tricuriase ocorre principalmente em paises
subdesenvolvidos e com condigdes precarias de higiene, apresentando uma
prevaléncia de aproximadamente 15% da populagdo mundial. A infecgao
atinge homens e mulheres, sendo a incidéncia maior em criangas na fase
escolar, diminuindo em jovens e permanecendo quase inexistente em
adultos (Neves, de Melo, Linardi, et al., 2011).

0 Embryonated eggs are ingested.

© ~dvanced m}"y %

A = Infective Stage
A\ = Diagnostic Stage

Lanae hatch
i srmall inbestine

L
@) unembryonated eggs
passed in feces.

Figura 5: Ciclo de vida Trichuris trichiura. Fonte: CDC
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1.3 Mecanismos de defesa contra os parasitos intestinais

Nas helmintiases, os antigenos do parasito estimulam uma intensa
resposta Ta2, com producgao de IL-4 e IL-5, que induzem a sintese de IgE e
ativagdo dos eosindfilos, respectivamente. A eosinofilia, com finalidade de
destruir as larvas e helmintos, geralmente é detectada no periodo inicial das
parasitoses, antes dos vermes se tornarem adultos (Shamri, Xenakis &
Spencer, 2011; Masure, Vlaminck, Wang, et al., 2013).

Em estudos experimentais com modelos suinos infectados por
Ascaris suum (Masure, Vlaminck, Wang, et al., 2013), foi demonstrado o
efeito toxico dos eosindfilos. Na presenca das larvas dos vermes e do soro
de animais imunizados, foi observada a liberacdo de espécies reativas do
oxigénio in vitro pela desgranulagcao dos eosindfilos. Houve reducao do
numero de larvas capazes de migrar no hospedeiro, caracterizando uma
resposta protetora para o hospedeiro.

Esse papel de defesa dos eosindfilos foi também descrito em outros
estudos com helmintos, in vitro, observando-se redugao da sua viabilidade
pelos eosindfilos (Hogan, Rosenberg, Moqgbel, et al., 2008). Outros estudos
mostraram alteragao na produgao de IL-5 ou IL-4 e sugerem a necessidade
de novas pesquisas para melhores estratégias terapéuticas nas patologias

com desregulagao dos eosindfilos (Rosenberg, Dyer & Foster, 2013).

1.4 Papel da imunidade inata e adquirida na defesa contra os

parasitos intestinais

A resposta imune intestinal tem importancia fundamental para
diferenciagdo pelo organismo entre nutrientes, antigenos préprios e nao
préprios, micro-organismos comensais e simbiontes de micro-organismos
patogénicos e dos vermes. Provavelmente, a resposta imune adaptativa na
regido intestinal foi a primeira a ser desenvolvida pelos seres vertebrados. O

epitélio intestinal atua como uma barreira e pode ser uma fonte inicial de
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citocinas para desencadeamento da resposta imune (Mishra, Palma, Bleich,
etal., 2014).

Os estudos sobre a resposta imune nas parasitoses intestinais em
seres humanos geralmente sdo conduzidos pela analise de sangue
periférico em virtude da dificuldade na realizagcao de bidpsias intestinais. As
infec¢des por helmintos desencadeiam a liberagéo de citocinas e ativagao de
células do padrao Ta2 semelhantes em diferentes espécies de parasitos
(Necator e Ancylostoma, Trichuris, Ascaris ou Cestoda) com resposta imune
tanto inata quanto adaptativa (Salgame, Yap & Gause, 2013; Mishra, Palma,
Bleich, et al., 2014; Hayes, Bancroft & Grencis, 2004).

A presenga de produtos secretados e excretados(SE) pelos helmintos
estimulam e direcionam as células apresentadores de antigeno. Dentre
essas células, as células dendriticas ativadas e outras células da resposta
imune inata migram da lamina propria e das placas de Peyers pelos vasos
linfaticos para os linfonodos mesentéricos, onde ocorre estimulo para a
resposta imune adaptativa com desvio para o padrdo Ta2 e Treg. Ha
supressao da ativacdo de células e produgdo de citocinas do tipo Tal e
Ta17 (Salgame, Yap & Gause, 2013; Mishra, Palma, Bleich, et al., 2014).

O dano tecidual determinado pela presenca e infeccao por helmintos
no hospedeiro induz a liberagdo das citocinas IL33, IL25 e linfopoietina
estromal timica (TSLP) que estimulam os eosinofilos, baséfilos, células Ta2
e células linféides inatas tipo 2 (ILC2) a também produzirem as citocinas do
padréo Ta2 - IL5 e IL13 — direcionando os macrofagos para a via alternativa
M2 e concomitantemente suprimindo a via classica dos macrofagos, padréao
M1 (Li & Hendriks 2013; Hams & Fallon 2012). Os eosindfilos e basdfilos
ativados produzem inicialmente a IL4 (Salgame, Yap & Gause, 2013; Mishra,
Palma, Bleich, et al., 2014). Eosindfilos agrupados podem ser encontrados
ao redor dos vermes e de suas larvas no organismo. Observa-se também o
aumento do numero de mastdcitos desgranulados (Hayes, Bancroft &
Grencis, 2004; Martinez & Gordon, 2014).

Observa-se na fase aguda da infecgéo por helmintos a producgao de IL-

10, principalmente pelas células T, os macréfagos sao ativados pela via
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alternativa M2, ha marcada eosinofilia e niveis elevados de IgE especifica
aos antigenos parasitarios. A eosinofilia ocorre tanto no sangue quanto nos
tecidos e imobilizam ou destroem os parasitos. O nivel elevado de IgE
especifica atua como fator relevante para aumentar o recrutamento de
eosindfilos para o local da agressao (Mishra, Palma, Bleich, et al., 2014;
Salgame, Yap & Gause, 2013; Lynch, Hagel, Palenque, et al., 1998).

Os macrofagos M2 determinam a liberagdo das citocinas anti-
inflamatoérias IL-10 e TGF-B com aumento na expressdo de arginase-1,
promovem a cicatrizagao de feridas e atuam na resisténcia contra helmintos.
Ja as citocinas pro-inflamatérias, que sao liberadas pelos macrofagos M1
com elevada produgdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
conferem capacidade efetora contra patdégenos intracelulares (Salgame, Yap
& Gause, 2013; Mishra, Palma, Bleich, et al., 2014).

A carga genética de cada organismo, associada aos fatores
ambientais, determina a resisténcia ou susceptibilidade as verminoses com
cargas parasitarias altas ou baixas e a possibilidade da cronicidade da
infeccao.

Em observagdes in vitro, as células de defesa do hospedeiro, os
neutrofilos e os eosindfilos apresentam a capacidade de matar as larvas de
helmintos (Hayes, Bancroft & Grencis, 2004).

A resposta na fase tardia da infeccdo, apds repetidos periodos de
agressao, inicia-se com uma adaptagao entre o hospedeiro e o parasita, em
que a migracao larvaria € minima, mantendo a infestacdo parasitaria
(Salgame, Yap & Gause, 2013; Mishra, Palma, Bleich, et al., 2014).

O estimulo para sintese de anticorpos policlonais da classe IgE, que
resulta na elevagdo da IgE sérica total em individuos com infeccéo
parasitaria intestinal por helmintos, pode ocasionar a supressao da resposta
alérgica devido a redugédo na produgdo de IgE especifica contra alérgenos
(Lynch, Hagel, Palenque, et al, 1998). Isso ocorre devido a
alternativamente, a IgE policlonal se ligar aos receptores de alta afinidade
dos mastocitos e dos basofilos, evitando a ligacdo entre esses e a IgE

especifica contra alérgenos, impedindo a desgranulacdo celular dos
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mesmos. Essa acio supressora pode contribuir para a redu¢do das doencas
alérgicas em populagbes parasitadas (Lynch, Hagel, Palenque, et al., 1998).
A tolerancia aos alérgenos ambientais pode ser provocada tanto por reagao
cruzada antigeno-especifico destes e do parasito apds exposicdo aos
helmintos, quanto ndo especifica via secre¢gao de imunomoduladores, como
a IL10 e o TGF-B, marcantes nas infecgbes cronicas por helmintos (Cooper,
2004).

Ja a reatividade cruzada com estimulo para uma atividade
inflamatdria alérgica e quadro de asma pode ocorrer em individuos atdpicos
(histéria de asma alérgica ao acaro) durante exposi¢cao aos helmintos em
virtude das tropomiosinas, proteinas de superficie dos invertebrados —
acaros, baratas, crustdceos, ascaris — possuirem sequéncias de
aminoacidos semelhantes, e funcionarem como antigenos compartilhados
(Arruda, Vailes, Virginia, et al., 2001).

As infecgdes por helmintos podem atuar ativando populagdes de
células imunorregulatérias e do padrao Ta2 e desencadeando um papel
supressor ou de controle sobre agressdes autoimunes e doencgas
inflamatdrias. Estudos experimentais com inoculagdo de ovos de helmintos
ou produtos destes em individuos com manifestagdes autoimunes ou
inflamatdrias avaliam o beneficio com essa terapéutica (Weinstock & Elliott,
2013). Pesquisas revelam que a erradicagéo das parasitoses por helmintos
pode alterar tanto a capacidade de defesa contra micro-organismos quanto
propiciar o aumento na incidéncia e prevaléncia de doencgas autoimunes e
doencas inflamatdrias (Salgame, Yap & Gause, 2013; Weinstock & Elliott,
2013).

Em modelos experimentais murinos foi possivel demonstrar um fator
protetor contra alergias determinado pela infeccdo com helmintos; a
transferéncia de certas células do sistema imune regulatério de
camundongos parasitados foi capaz de agir como fator protetor mesmo na
auséncia de infecgdo prévia pelos parasitos; e um antigeno proteico
manipulado e proveniente do helminto foi capaz de bloquear a via Ta2 da

resposta atopica. Essas descobertas sugerem possibilidades de tratamento
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das alergias sem a necessidade de infectar o organismo com os parasitos
(Lambrecht & Hammad, 2014; McSorley, Blair, Smith, et al., 2014).

A resposta contra micro-organismos unicelulares € principalmente do
padrdo Ta1l, com elevagdo da IL-12, IL-23, INF-y e IL-17. Os fagdcitos
mononucleares sdo importantes células na defesa do organismo contra a
Giardia (Hill & Pearson, 1987). Os mondcitos, macrofagos e granulécitos
atuam também na destruicdo dos trofozoitos por meio de reagdes de
citotoxicidade anticorpo-dependentes (Kohli, Bushen, Pinkerton, et al., 2008;
Solaymani-Mohammadi & Singer, 2010; Stark, Barratt, Van Hal, et al., 2009).
Observa-se maior prevaléncia de giardiase crbnica em pacientes com
hipogamaglobulinemia como a imunodeficiéncia comum variavel e a
agamaglobulinemia ligada ao X (doenga de Bruton) (Stark, Barratt, Van Hal,
et al., 2009).

O individuo inicialmente imunocompetente ja primo-infectado por
giardia apresenta redugcdo no risco para reinfeccdo ou menor risco para
apresentar sintomatologia da giardiase em infecgées subsequentes (Kohli,
Bushen, Pinkerton, et al., 2008; Solaymani-Mohammadi & Singer, 2010).

Estudos experimentais em animais observaram a cura pela resposta T
dependente com aumento da relagao células T auxiliares/supressores na
Idamina propria do jejuno de camundongos infectados com Giardia. O padréao
de resposta efetivo é do tipo Ta1 (CD25+CD26 que produzem INF-y). Em
pesquisas simulando a supresséao das células CD4, foi possivel identificar a
persisténcia da infeccdo e aumento na eliminagao de cistos (Bartelt & Sartor,
2015; Martinez & Gordon, 2014; Solaymani-Mohammadi & Singer, 2010).

Nas infecgdes por Giardia, ha inducao de genes para apoptose dos
enterécitos apds contatos destes com os trofozoitos pela ativagdo das
caspases. Ocorre a perda da integridade da barreira epitelial intestinal e

atrofia da mesma (Cotton, Beatty & Buret, 2011).
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1.5 Justificativa

Tem sido observado, por dados epidemioldgicos, redugao do numero
de infecgdes por helmintos e aumento do numero de doencas alérgicas ou
autoimunes em populagdes de paises mais desenvolvidos, e varios estudos
tém sugerido que: 1) ha protegédo contra alergias na presenga de infecgbes
cronicas por helmintos; Il) o tratamento contra nematédeos gastrintestinais
aumenta a reatividade cutanea a alérgenos; e lll) os vermes podem induzir
grandes quantidades de citocinas anti-inflamatérias (IL-10, TGF beta) pelas
células T regulatérias, as quais inibem a inflamac&o alérgica (Carvalho,
Bastos & Araujo, 2006; Ponte, Rizzo & Cruz, 2007; Hopkin, 2009; Moreau &
Chauvin, 2010; Cardoso, Costa, Almeida, et al., 2012). Vérios estudos atuais
investigam a possibilidade de tratar as alergias com estimulo
imunomodulador de moléculas derivadas de helmintos, induzindo expanséao
de células T regulatérias (Moreau & Chauvin, 2010).

Outro aspecto intrigante nas duas doencgas relaciona-se a pergunta:
por que os eosindfilos desempenham funcgdes tdo opostas nessas duas
doencas? Sendo protetora nas parasitoses, mas determinante de
imunopatogenia nos processos alérgicos. Tem sido demonstrada uma
relacéo entre o estado de ativagdo dos eosindfilos e a gravidade da asma.
Sera que é o estado de ativacdo em que se encontram os eosindfilos que
determinara se havera protecdo ou patogenia? Entretanto, ainda é
desconhecido o estado de ativagdo dos eosindfilos nas parasitoses
intestinais.

H4, portanto, a necessidade de maior esclarecimento em relagcdo ao
estado de ativagao dos eosinofilos comparativamente nessas duas doengas,
haja vista que os eosindfilos apresentam importantes fungdes fisiologicas e
fisiopatoldgicas: |) nas doencas alérgicas e asma, pois contribuem para a
fisiopatogenia dessas doengas, corroborando com o dano tecidual e
consequentes manifestagcdes alérgicas; Il) nas doencgas enteroparasitarias,

onde os eosindfilos participam na defesa do paciente hospedeiro com
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agressao direta as larvas dos parasitas; e lll) na associacdo de asma e
parasitoses, que € protetora contra asma.

A analise do estado de ativacdo dos eosindfilos na asma, nas
parasitoses e na associacdo de ambas podera esclarecer se ha diferengas
entre a resposta protetora de defesa antiparasitaria e a de agressao aos
tecidos nos individuos alérgicos, para possibilitar mecanismo de intervengao
nas doengas alérgicas, como também propiciar melhor tratamento aos
individuos parasitados. Isso propiciara um maior entendimento desses
mecanismos de resposta imune e possibilitara novas perspectivas de

intervengdes terapéuticas para os pacientes acometidos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o estado de ativagdo dos
eosindfilos e as fungbes dos fagocitos comparativamente em criangas com
asma, com parasitoses intestinais e na associagao de ambas por meio da:

e Avaliagdo do estado de ativagdo dos eosindfilos por parametros
morfolégicos na asma, nas parasitoses intestinais e na associacao de
ambas, em criangas.

e Avaliagdo da producao de radicais de oxigénio pelo teste do nitroblue
tetrazolium (NBT) na asma, nas parasitoses intestinais e na
associacdo de ambas em criancas.

e Avaliagdo da capacidade fagocitaria de mondcitos e neutrofilos, em
lAmina, na asma, nas parasitoses intestinais e na associacao de

ambas, em criancas.
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3 GRUPOS DE ESTUDO E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Nesta pesquisa, foi avaliado comparativamente o estado de ativagao
dos eosindfilos e as fungbes dos fagocitos em criangas com quadro de
asma, de parasitoses intestinais e na associagcdo de ambas. O estado de
ativacao dos eosindfilos foi avaliado pela observagcao a microscopia 6ptica
dos parametros morfolégicos apds aderéncia destas células a lamina. A
capacidade fagocitaria dos neutrofilos e mondécitos foi analisada pelos
receptores que reconhecem padroes moleculares de patdgenos e por
receptores para opsoninas € pela capacidade de producdo dos anions
superoxido pelos fagécitos, avaliado pelo teste do nitroblue tetrazolium -
NBT.

O diagrama do estudo realizado encontra-se descrito na Figura 6 e
Figura 7.

O estudo foi realizado em locais onde havia maior possibilidade de
captacgao de pacientes parasitados:

| - Quadra 12 C do Riacho Fundo Il, na populagdo atendida pelo
Centro de Saude 4 Riacho Fundo Il -SES/DF no Riacho Fundo Il - 2A Etapa
Qc 6 Conjunto 16, 1 - Nucleo Bandeirante, Brasilia/DF. E nesta area que
residem familias de trabalhadores com catagcdo e reciclagem de lixo.
Imagens do local no Anexo 8.

Il — Cidade Estrutural e Chacara Santa Luzia/Estrutural, populacao
atentida pelo Centro de Saude da Estrutural, Posto de Saude, Area Especial
01 - Estrutural — Guara, Brasilia/DF. E a regido administrativa do DF com
maior densidade populacional proporcional de criancas, 40% de pessoas
entre 0 a 14 anos (a média do DF é de 25% para mesma faixa etaria). A

area da Chacara Santa Luzia constitui area de aglomerado subnormal com
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1,5 mil barracos em locais inadequados, sem coleta de lixo ou saneamento
basico adequados. Fotos da localidade no Anexo 7.
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Figura 7: Diagrama da amostra por grupo de pesquisa

3.2 Tipo de estudo

Esta pesquisa foi um estudo transversal com 68 criangas provenientes
das regides de catadores de lixo e/ou reciclagem no Riacho Fundo Il, area
de invasdo na Chacara Santa Luzia da Cidade Estrutural, em Brasilia no
Distrito Federal, que sao areas onde vive uma populagdo com precarias
condicdes socioecondmicas e de baixo nivel de escolaridade.

Durante toda a realizacdo desta pesquisa, foram observadas e
seguidas as normas éticas para pesquisa cientifica em seres humanos
estabelecidas pela Declaragdo de Helsinki atualizada (WMA, 2008) e pelo
Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2012).

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da FEPECS
- SES/DF conforme Anexo 1. O termo de concordancia da Faculdade de

Medicina da Universidade de Brasilia encontra-se no Anexo 2.
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O estudo foi realizado em comunidade atendida pelo SUS, pela
Secretaria de Saude do Distrito Federal nas localizagdes: Foram estudadas
38 criangas moradores da Quadra 12 C do Riacho Fundo Il, populagéao
atendida pelo Centro de Saude n° 04 — Riacho Fundo II. Endereco: QC 06
Conjunto 16 Lote 01/AE 01 — Riacho Fundo IlI, Brasilia/DF (Figura 8); e 30
criangas moradores da Cidade Estrutural e Chacara Santa Luzia/Estrutural,
populacao atentida pelo Posto de Saude 04 da Cidade Estrutural. Endereco:
Area Especial 03 - Setor Central, Vila Estrutural, Guara, Brasilia/DF. (Figura
8)

Nas referidas unidades de saude, as criangas foram examinadas e o
material coletado foi levado para andlise respectivamente: o sangue no
laboratério de Imunologia Celular da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia e no laboratério do Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar;
ja as fezes foram examinadas no laboratério de Parasitologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia. Para as criangcas em que foi
necessario a repeticdo do exame de fezes, a nova coleta foi realizada em

suas préprias residéncias.
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Figura 8: Mapa do Distrito Federal mostrando a localizagdo das residéncias dos
pacientes estudados provenientes da Cidade Estrutural e Chacara Santa Luzia.
Fotos no Anexo 7.
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3.3 Grupos de estudo

Foram selecionadas para participar da pesquisa 141 criancas entre 2
e 13 anos de idade, sendo 71 do sexo masculino e 70 do sexo feminino.
Foram critérios de inclusdo no estudo criangas entre 2 e 13 anos de idade
que apresentaram presenca de exame parasitologico de fezes positivo para
helmintos e/ou ser portadora de asma, dentre as criangas que moravam na
area de estudo. De acordo com os achados na historia clinica, exame fisico
e exame parasitologico de fezes (EPF), foram incluidas no estudo os
seguintes grupos de pesquisa: 1) pacientes com EPF negativo e diagndstico
de asma controlada sem tratamento profilatico; 2) pacientes com EPF
positivo para parasitoses intestinais e auséncia de histdria clinica de asma
ou episodios de broncoconstricido; 3) pacientes com EPF positivo para
parasitoses intestinais e diagnostico de asma controlada sem tratamento
profilatico; 4) criangas sem asma e com EPF negativo, constituiram o grupo
controle.

As criangas da amostra portadoras de asma formam diagnosticadas
conforme as Diretrizes para Manejo da Asma da Sociedade Brasileira de
Pneumologia (SBPT, 2012) e Global Iniciative for Asthma (FitzGerald &
Reddel, 2015), com presenga de um ou mais sintomas como sibilancia,
tosse, dispneia ou dor toracica, e melhora espontanea ou pelo uso de
medicagdes como broncodilatadores beta-adrenérgicos pela via inalatéria e
anti-inflamatorios corticosteroides pela via oral. Foram incluidas no estudo
as criangas acima de 2 anos de idade para adequar a definicao diagnéstica
de asma. No momento do presente estudo, nenhuma crianca estava com
sintomas clinicos de crise asmatica e nem em terapéutica medicamentosa
para asma.

Foram critérios de exclusdo do estudo os pacientes com diagnostico
prévio de doencgas ou uso de medicamentos, exceto os para o tratamento da
asma nos referidos grupos, que pudessem influenciar o sistema imunoldgico
como: as neoplasias; a diabetes; a sindrome de Down ou outras sindromes

genéticas; as doengas de depodsitos ou erros inatos do metabolismo; as
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doencas da tireoide; a doenca celiaca; a fibrose cistica; as doencas
autoimunes como a artrite reumatoide juvenil, o lupus eritematoso sistémico,
a dermatomiosite, dentre outras; as doencas de base renal, cardiaca ou
hepatica; as doencgas pulmonares intersticiais, a displasia broncopulmonar; a
tuberculose; a sindrome de imunodeficiéncia humana adquirida; a hipo ou
agamaglobulinemia; a doenga de Crohn; ou os pacientes em uso de
imunossupressores, uso de corticoide a menos de 15 dias, ou qualquer outra
situacéao clinica que os pesquisadores consideraram que pudesse influenciar
o resultado da pesquisa.

Houve exclusado na fase experimental de 16 criangas das quais ndo foi
possivel realizar a coleta de sangue ou as amostras de fezes necessarias

para diagndstico parasitologico.

3.4 Avaliagao clinica inicial dos pacientes e coletas de sangue

Os pacientes pediatricos de areas de estudo foram recrutados a partir
de visitas domiciliares, com explanacdo da pesquisa aos responsaveis pelas
criangas e entrega dos frascos para coleta das fezes para o EPF, para
selecao dos pacientes para o estudo, recrutando criangas com presenca de
parasitoses intestinais para o presente projeto. As amostras de fezes foram
examinadas no laboratério de parasitologia da UnB pelos métodos de Ritchie
e Hoffman para diagnéstico parasitoldgico.

Foram obtidos dados clinicos individuais pela histéria, exame fisico e
exames laboratoriais, e dos parédmetros socioecondmicos de cada crianga
que participou no projeto.

Os pacientes foram examinados clinicamente, as medidas
antropomeétricas utilizadas foram peso e estatura. O peso foi aferido por uma
balanga digital da marca Omron com capacidade minima de 0,01 Kg e
capacidade maxima de 150 Kg. A altura foi mensurada por uma fita métrica,
fixada em superficie vertical plana, lisa sem rodapé, onde a crianca

permaneceu na posicido ereta mantendo a cabeg¢a em angulo reto.
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O responsavel por cada crianga respondeu a um questionario onde
foram avaliados dados da criangca, conforme os itens do protocolo de
pesquisa no Anexo 3, como a idade, as condi¢cbes de moradia, a origem da
agua consumida, as condi¢des sanitarias do ambiente onde vive, o niumero
de habitantes e de cémodos na casa, 0 nivel de escolaridade dos pais, a
renda salarial familiar e se os pais/responsaveis tinham com algum tipo de
emprego ou estavam desempregados, presengca de asma e/ou alergias e se
em curso de algum tratamento para tais patologias.

A coleta de sangue foi realizada apenas apds 0s pais ou responsaveis
pelas criangas estarem cientes dos procedimentos da pesquisa e terem
assinado o termo de consentimento livre e esclarecido e termo de anuéncia
do menor apresentado nos Anexo 4 e Anexo 5. No dia da coleta de sangue,
nenhuma crianga estava em vigéncia de processo infeccioso ao exame
clinico.

De cada criangca foram coletadas inicialmente 3 amostras de fezes
para diagnéstico de exame parasitolégico de fezes negativo e pelo menos 2
amostras de fezes com diagndstico de exame parasitolégico de fezes
positivo para parasitoses intestinais. Os frascos secos sem conservante,
foram entregues na primeira avaliagdo e em cada contato posterior para
recolhimento de amostras, em intervalos de 3 a 4 dias, coletada 2 vezes por
semana.

Um volume de 5 - 10 ml de sangue venoso foi coletado em sistema a
vacuo, com agulha de coleta multipla, na regido da fossa cubital, com
material estéril e descartavel, em um frasco heparinizado, um com EDTA e
outro sem anticoagulante, para cada crianga.

Logo apds a coleta, o sangue heparinizado foi levado ao Laboratério
de Imunologia Celular da Faculdade de Medicina da UnB para avaliagao do
estado de ativagdo dos eosinodfilos, realizagdo do teste de fagocitose em
lamina e do teste do NBT.

Os dois frascos, um com o sangue coletado com EDTA e o outro sem
anticoagulante foram levados ao Laboratério de Analises Clinicas do HCB

para realizagdo respectivamente do hemograma completo pelo método de
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impedancia em aparelho automatizado e dosagem de IgE sérica total pelo
método de nefelometria pelo Kit da Fysmex.

Os critérios para contraindicagdes da coleta de sangue foram vigéncia
de crise asmatica ou uso de corticoide oral nos ultimos quinze dias.

Este trabalho foi elaborado e desenvolvido na auséncia de conflitos de

interesse.

3.5 Protocolo para exame parasitolégico de fezes

A coleta de material para a pesquisa foi orientada aos pais e
responsaveis para realizar em trés amostras em dias diferentes com
intervalos de pelo menos 2 a 3 dias.

No periodo de 24 horas apés a coleta, as fezes recolhidas em visitas
domiciliares e nas avaliagbes clinicas foram levadas ao Laboratério de
Parasitologia da Faculdade de Medicina da UnB, protocoladas e
acondicionadas em geladeira destinada para essa finalidade, até finalizagéao
do processamento.

Cada uma das amostras de fezes foi analisada por pelo menos 2

técnicas diferentes para pesquisa dos parasitos intestinais.

3.5.1 Método de Ritchie

Método que permite a identificacdo de ovos de Ascaris lumbricoides,
Trichiurus trichiura, Ancylostomidae, Hymenolepis nana, Hymenolepis
diminuta. E é realizado pela centrifugagdo em formol-éter.

Foi feita a diluicdo de uma porgao de fezes em 10 volumes de agua
limpa ou destilada (2 g de fezes em 20 ml de agua), suspendendo-as
completamente. Em seguida foi filtrada em gaze dobrada com uso de um
funil de vidro ou de plastico, sendo o filtrado recolhido em tubo de
centrifugacao de 15 ml. A centrifugacao foi realizada por 1 min e desprezado

o liquido sobrenadante. O sedimento foi suspenso em agua, completando o
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mesmo volume anterior e centrifugado por 1 minuto. A operagéao foi repetida
até se obter um sobrenadante claro. O sobrenadante foi desprezado e foi
adicionado ao sedimento 10 ml de uma solugcédo de formalina a 7,5%. Foi
deixado em repouso durante 20-30 minutos e adicionado cerca de 3 ml de
éter, o tubo foi fechado com rolha de borracha, misturado, e centrifugado a
800 G durante 1 mi. Os detritos superficiais e os da parede do tubo foram
removidos com um bastonete de madeira. Foi desprezado o sobrenante e o
sedimento foi agitado até ficar homogeneizado para o exame ao
microscopio. Com uma pipeta capilar foram colocadas 2 gotas do sedimento
numa lamina de microscopia, adicionado uma gota de lugol a 2%, misturado,
coberto com uma laminula e examinado ao microscopio Optico com

avaliacdo de trés laminas de cada amostra (Ritchie, 1948).

3.5.2 Método de Lutz ou de Hoffmann, Pons e Janer

Método de sedimentacdo espontédnea que possibilita a deteccédo de
ovos e larvas de helmintos, além de cistos de protozoarios.

Foi realizada a diluicdo de uma por¢ao de fezes em 2,5 volumes de
agua limpa ou destilada (2 g de fezes em 5 ml de agua), dissolvendo-as
completamente. Em seguida foi acrescentado 20 ml de agua e a diluigao foi
filtrada em gaze dobrada com uso de um funil de vidro ou de plastico. Os
detritos retidos na gaze foram lavados acrescentado-se mais 20 ml de agua
e o filtrado recolhido em calice cénico de 200 ml. No calice, foi completado o
volume com agua e mantida a suspensao em repouso por 24 horas. Apds
esse periodo, foi desprezado o sobrenadante e o sedimento foi agitado até
ficar homogeneizado para o exame ao microscopio. Com uma pipeta capilar
foram colocadas 2 gotas do sedimento numa ladmina de microscopia,
adicionado uma gota de lugol a 2%, misturado, coberto com uma laminula e
examinado ao microscopio Optico com avaliagcdo de trés laminas de cada

amostra (Hoffman, Pons & Janer, 1934).
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3.5.3 Método de Kato-Katz

Método quantitativo que permite a quantificagdo do numero de ovos
dos helmintos Ascaris, Schistosoma, Ancilostoma, Trichiurus, Taenia,
Hymenplepis, Enterobius e Strongyloides.

Foi retirado uma por¢cao de fezes de aproximadamente 100 mg e
colocado sobre um papel absorvente. Aplicado a tela metalica sobre a
amostra no papel absorvente e raspado as fezes filtradas com espatula. As
fezes filtradas foram depositadas no orificio da placa quantificadora,
colocada previamente sobre uma lamina de vidro identificada. Foi retirado o
molde e aplicado uma laminula de celofane embebida em solugdo de
glicerina e verde malaquita sobre o cilindro do material fecal. Invertido a
preparacao sobre uma superficie lisa e realizado pressao para distribuicao
da amostra de fezes uniformemente entre a lamina e laminula, evitando
extravasamento desse material. A preparagdo foi deixada em repouso
durante 1 h a temperatura ambiente e examinada ao microscopio (Katz,
Chaves & Pellegrino, 1972).

A identificacdo dos ovos de ancilostomideos pode ser observada até 6
horas apdés a preparacdo e para os outros helmintos, a conservagao se
mantém por mais de um ano.

Foi utilizado o Coprokit Kato-Katz produzido por Campinas Medica,

Brasill.

3.6 Teste da ativagao dos eosinéfilos em lamina

Para avaliar o estado de ativacdo dos eosindfilos em lamina por
parametros morfolégicos nos pacientes pediatricos com parasitoses, asma,
associacdo de ambas e grupo controle, foi utilizado o sangue venoso de
cada paciente coletado em sistema a vacuo heparinizado.

Foram distribuidos 40 uL de sangue em cada uma das oito
escavacgdes com area de 7 mm de didametro cada, na lamina de microscopia

limpa. Realizou-se a incubagdo dessas laminas em camara umida a 37°C
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por 45 minutos para possibilitar a aderéncia dos fagocitos a lamina. Apos
esse periodo, foram retiradas as células nao aderentes (as hemacias,
plaguetas e linfocitos) por lavagem da lamina com solugao salina tamponada
com fosfato (STF) a 37°C, delicadamente.

Apds secagem das laminas, foi realizada a fixagdo das células
aderidas a lamina com metanol por 1 min.

Foi entdo realizada a coloragao das laminas com Giemsa a 10%, com
o pH do tampéao para coloracéo de 6,8, por 10 min. Neste pH, ficam melhor
evidenciados os granulos alaranjados caracteristicos dos eosindfilos
(Marques, 2003).

As laminas coradas foram analisadas a microscopia Optica
quantificando-se em 200 eosindfilos por lamina os achados morfolégicos:
eosindfilos normais; eosindfilos emitindo pseuddépodes (com diferencial em
unicos ou multiplos); presenca de vacuolos citoplasmaticos; eosindfilos
liberando granulos (com diferencial em pequena, média ou grande
quantidade); eosindfilos espraiados; eosindéfilos em degeneragdo ou morte
celular, presenca de granulos livres de eosindfilos e contato entre eosindfilos
e outras células (Marques, 2003).

Para avaliagcdo dos granulos liberados pelos eosindfilos, foi
padronizado como pequena liberagdo de granulos a visualizagdo de até 10
granulos no meio extracelular adjacente em um unico lado do eosindfilo.
Para classificacdo de média quantidade estabeleceu-se a presenca de 20
granulos liberados e em pelo menos 2 lados. E foi considerado como grande
liberagcdo de granulos a observacado de mais de 20 granulos extracelulares
em mais de 2 lados do eosindfilo.

3.7 Teste da fagocitose em lamina
Para avaliar a capacidade fagocitaria dos mondcitos e neutrofilos em

lAmina nos pacientes pediatricos com parasitoses intestinais, asma,

associacao de ambas e grupo controle, foi realizado o teste de fagocitose na
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presenca de soro fetal bovino ou na presenga do plasma fresco de cada
paciente. Na presenca de plasma fresco, os componentes do sistema de
complemento e imunoglobulinas, como IgG, se adsorvem a superficie das
leveduras funcionando como opsoninas e facilitando a fagocitose. Nesse
caso, a fagocitose ocorre pelos receptores para opsoninas (rOps), ou seja,
os receptores para os componentes do complemento (rC) e/ou receptores
para a porgao Fc da IgG (rFclgG). Na presenca do soro fetal bovino(SFB), a
fagocitose ocorre pelos receptores para os padroes moleculares de
patdgenos (rPMP) presentes na superficie das leveduras.

Foram inicialmente distribuidos nas laminas de microscopia 40 uL do
sangue coletado heparinizado, em cada uma das oito escavagdes com area
de 7 mm de diametro cada. O restante do sangue no tubo coletor foi
centrifugado para separacgao do plasma.

Realizou-se a incubacao das IAminas em cdmara umida a 37°C por
45 min para possibilitar a aderéncia dos fagocitos a lamina. Passado esse
periodo, as laminas foram lavadas com solugdo salina tamponada com
fosfato, pH 7,2, a 37°C, para retirar as células ndo aderentes (as hemacias,
plaguetas e linfocitos).

Sobre os fagocitos aderidos, foram colocados 20 pL da suspenséao de
Saccharomyces cerevisiae, em Hanks-triz (Gibco), nas proporg¢des de 5 ou
20 leveduras por fagocito. Para avaliar a fagocitose pelos rPMP as leveduras
foram incubadas com SFB. Para avaliar a fagocitose pelos receptores para
opsoninas, as leveduras foram sensibilizadas com o soro do préprio
paciente. As |laminas foram entao reincubadas em camara Umida a 37°C, por
30 min. Apds esse tempo, foi realizada a lavagem delicada das laminas com
solugdo salina tamponada com fosfato para retirar as leveduras ndo aderidas
e/ou nao fagocitadas. Foi colocado 1 gota de Hanks-triz com soro fetal
bovino a 30% sobre todas as preparacdes e desprezado o excesso. Apos
secagem com vento quente, as laminas foram fixadas com metanol por 1
min e coradas com Giemsa a 10% em tampao para coloragéo, pH 7,2, por

10 min.
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A analise foi realizada em microscopio optico em objetiva de imerséo,
em campos representativos de toda a lamina, contando 200 neutrdfilos e 200
mondcitos por lamina para determinagdo do indice fagocitario. Em um
mesmo campo todas as células foram analisadas. Para o célculo do indice
fagocitario foi multiplicado a média do numero de leveduras fagocitadas por
fagécito pela proporgdo de fagdcitos envolvidos na fagocitose. A avaliagao
foi discriminada por neutréfilo e por mondcito para cada lamina.

Anteriormente a técnica acima descrita da fagocitose, foi realizado a
lavagem e quantificagdo das leveduras a partir de 50 pyL de leveduras do
estoque, em um microtubo. As leveduras tinham sido j& previamente
preparadas para facilitar a adsorcao da fracdo C3 do complemento e de
imunoglobulinas, conforme técnica descrita por Lachmann & Hobart (1978).
Essa suspensao foi lavada com solugdo salina tamponada com fosfato -
STF- (pH 7,2) por centrifugacdo 3 vezes por 5 min cada, a 200G. Foi
desprezado o sobrenadante, realizada a ressuspensdao em STF e a
suspensao foi homogeneizada no vortex antes de cada centrifugacao. Apos
a terceira lavagem, foi novamente ressuspensa em 1 mL de solugdo STF
(pH 7,2). Foi retirado 20uL desta suspensédo e diluido com 980 yL de
solugao salina tamponada com fosfato para diluicio de 1:50.

A contagem em camara de Neubauer foi feita nos 4 quadrantes da
periferia e no quadrante central da area destinada a contagem de eritrocitos
€ o0 numero de leveduras presentes na solucdo de 1000 uL foi calculado. As
suspensodes foram preparadas nas proporgdes de 5 leveduras por fagocitos
(contendo 62.500 leveduras em 20 uL) e a 20 leveduras por fagdcito, com
250.000 leveduras por 20 yL. Em padronizacédo prévia no laboratério foi
observado que aderem em média 12.500 fagécitos nas laminas de 7 mm de
escavacao.

O soro foi obtido para sensibilizacdo das leveduras pela centrifuracao
de 1mL de sangue de cada crianga em microtubo, por 5 min a 200 G. As
leveduras foram sensibilizadas pela incubagdo da suspensao de leveduras
com o soro de cada paciente a 10%, durante 30 min em banho Maria a

37°C. As leveduras nao sensibilizadas foram obtidas pela incubacéo da
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suspensdo de leveduras com soro fetal bovino a 10% durante 30 min em
banho Maria a 37°C.

3.8 Teste do nitroblue tetrazolium

Para analisar a produgédo de radicais de oxigénio pelos fagocitos nos
pacientes pediatricos com parasitoses intestinais, asma, associagcao de
ambas e em criangas do grupo controle foi realizado o teste do nitroblue
tetrazolium (NBT). Neste teste é possivel verificar indiretamente a producao
de anions superoxido (Nydegger, Anner, Gerebtzoff, et al., 1973), o qual
realiza reducdo do corante, convertendo o NBT de um composto amarelo e
soluvel para um material azul e insoluvel, precipitado no citoplasma das
células. A quantificacdo das células com coloragdo azul, que reduziram o
NBT, tem relagdo direta com a producdo dos radicais de oxigénio pelos
fagoécitos (Campbell & Douglas, 1997).

Para a realizacéo do teste do NBT, foram colocados 40 pL de sangue
em cada uma das oito escavagdes com area de 7 mm de didmetro cada, em
lamina de microscopia. Procedeu-se a incubacdo dessas laminas em
camara umida a 37°C por 45 min para permitir a aderéncia dos fagocitos a
ldmina. Em seguida, as células ndo aderentes (as hemacias, plaquetas e
linfocitos) foram retiradas por lavagem da lamina com solugdo salina
tamponada com fosfato pH 7,2 a 37°C, delicadamente. As células aderidas
foram incubadas com 20 pL de solugdo de NBT a 0,05% em Hanks-triz, em
cada escavagao, por 20 min em camara umida a 37°C.

Os fagocitos foram também estimulados com 6,25 X 10° leveduras
sensibilizadas com o soro do proprio paciente, com a finalidade de avaliar a
producdo de radicais de oxigénio apds o estimulo. Essas laminas foram
também incubadas laminas por 20 min em camara umida a 37°C. Terminado
esse periodo, as laminas foram lavadas com solugao salina tamponada com

fosfato, pH 7,2, a 37°C e apods a ultima lavagem a lamina foi recoberta com
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Hanks-tris com soro fetal bovino a 30%. Apds a secagem das laminas, a
fixagcdo das células aderidas foi feita com metanol por 1 min e em seguida
foram contra-coradas com safranina a 0,05% por 5 min, para possibilitar a
visualizagédo dos nucleos dos fagdcitos.

Os fagodcitos presentes nas preparagbes foram analisados por
microscopia o6ptica, quantificando-se em 200 células o percentual que
apresentou reducdo do NBT. Nas escavagdes nas quais foram colocadas as
leveduras foi analisado o percentual de fagdcitos que: a) reduziu o NBT, mas
nao fagocitou as leveduras; b) fagocitou as leveduras e ndo reduziu o NBT;
c) fagocitou as leveduras e reduziu o NBT; e d) ndo fagocitou as leveduras

nem reduziu o NBT.

3.9 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Prism® (GraphPad Software, USA, 2005).

A distribuicdo normal ou ndo das variaveis das amostras foi analisada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, anteriormente a aplicacédo dos testes
estatisticos, pelo teste de Bartelet para avaliagdo da variancia das amostras.
A comparagao entre 3 ou mais grupos com variaveis de distribuicdo normal
foi analisada pelo teste ANOVA e a andlise de 3 ou mais grupos com
distribuicdo n&o normal foi pelo teste de Kruskal-Wallis, seguidos
respectivamente pelos métodos de Student-Newman-Keuls ou Dunn para
multiplas comparagdes entre os grupos. A analise comparativa entre dois
grupos com distribuigdo normal foi feita pelo teste t student e quando a
distribuicdo dos dados nao foi normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

Foi considerado estatisticamente significante os resultados com p <
0,05.

Os dados foram representados graficamente pela mediana, quartis e
extremos, com identificagdo dos valores outliers, para homogeneidade da

representacéo dos dados.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao socioecondmica das familias das criangas

estudadas.

A renda familiar das criancas parasitadas foi menor do que a renda
familiar das criangas asmaticas, sendo as medianas de R$ 470,00 versus R$
1.500,00, respectivamente, e as médias de R$ 691,4 versus R$1.814,00,
respectivamente (p=0,01, teste de Kruskal-Wallis seguido do método de
Dunn, Parasitado < Asma) (Figura 10A).

A diferenga entre os grupos no numero de criangas por domicilio nao
mostrou diferencga estatistica (p=0,05 pelo método de Kruskal-Wallis) (Figura
10C).

O numero de pessoas e de cémodos por domicilio ndo apresentou

diferenga estatistica na analise entre os grupos.
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Figura 10: Condigdes socioecondmicas nas familias das criangas dos grupos
controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e parasitoses. Em A,
renda familiar em reais. Em B, numero de pessoas por domicilio. Em C, nimero de
criangas por domicilio. Em D, numero de cédmodos por domicilio. Em A, p=0,01,
teste de Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn. Em B e D, p>0,05, teste de
Kruskal-Wallis. Em C, p=0,05, teste de Kruskal-Wallis.

Com relacdo a escolaridade dos pais, no grupo controle haviam 7
(53,8%) pessoas analfabetas, 1 (7,6%) escreve o nome/alfabetizado, 2
(15,3%) tinham o ensino fundamental incompleto, 1 (7,6%) tinha o ensino
fundamental completo e 2 (15,3%) tinham o ensino médio incompleto. No
grupo parasitado, 19 (24,3%) pessoas eram analfabetas, 8 (10,2%)
escrevem o nome/alfabetizados, 42 (53,8%) tinham o ensino fundamental
incompleto, 2 (2,5%) tinham o ensino fundamental completo, 6 (7,6%) tinham
o ensino médio incompleto e 1 (1,2%) ensino médio completo. No grupo de

asma, 2 (16,6%) pessoas tinham o ensino fundamental completo, 3 (25%)
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tinham o ensino médio incompleto, 5 (41,6%) tinham o ensino médio
completo, 1 (8,3%) tinha o ensino superior incompleto e 1 (8,3%) tinha o
ensino superior completo. No grupo de criangas com asma mais parasitoses,
2 (10,5%) pessoas eram analfabetas, 4 (21%) escrevem o nome/
alfabetizados, 5 (26,3%) tinham o ensino fundamental incompleto, 1 (5,2%)
tinha o ensino fundamental completo, 6 (31,5%) tinham o ensino médio
incompleto e 1 (5,2%) tinha o ensino médio completo.

Observamos que o destino das fezes das residéncias das criangas
estudadas foram: a) para o grupo controle: 7 (100%) casas eram providas de
esgoto; b) no grupo parasitado: 28 (66,6%) casas eram providas de esgoto,
7 (16,6%) de fossa séptica, 2 (4,7%) de esgoto e evacuagdes no
peridomicilio e 5 (11,9%) de fossa séptica e evacuagdes no peridomicilio; c)
no grupo de criangas com asma: 5 (71,4%) eram providas de esgoto e 2
(28,5%) de fossa séptica; d) no grupo de asma mais parasitoses: 9 (75%)
casas eram providas de esgoto, 2 (16,6%) de fossa séptica, 1 (8,3%) de
fossa séptica e evacuagdes no peridomicilio.

Em relacdo a origem e tratamento da agua para ingesta, observamos
que: a) no grupo controle, 7 (100%) residéncias eram providas de agua
tratada pelo sistema de tratamento de dgua de Brasilia (CAESB), no entanto,
nao sofriam novo tratamento na prépria residéncia antes de serem utilizadas
como agua para ingesta; b) no grupo parasitado: em 5 (12,1%) residéncias a
agua era proveniente de pogo e ingerida sem qualquer tratamento domiciliar,
em 32 (76,1%), a agua era proveniente da CAESB mas era ingerida sem
tratamento domiciliar antes de beber, em 3 (7,3%), a agua era proveniente
da CAESB e filtrada antes de beber, em 1 (2,4%) a dgua para uso geral era
proveniente da CAESB e agua mineral era utilizada para beber; ¢) no grupo
de asma, em 3 (42,8%) residéncias a agua era proveniente da CAESB, mas
era utilizada para beber sem qualquer tratamento domiciliar, em 4 (57,1%), a
agua era proveniente da CAESB e filtrada antes de beber; d) no grupo de
asma mais parasitoses: em 9 (75%) a agua era da CAESB mas sem ter

tratamento domiciliar antes de beber, em 2 (16,6%) a agua era da CAESB e
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filtrada antes de beber, e em 1 (8,3%), a agua era da CAESB e agua mineral

era utilizada para beber.

4.2 Avaliacao estado nutricional

A avaliacao do escore Z do IMC para a idade das criancas estudadas
nesse trabalho mostrou: a) no grupo controle, a mediana foi de - 0,1; b) no
grupo parasitado, a mediana foi de -0,02; c) no grupo parasitado por
protozoarios, a mediana foi de -0,35; d) no grupo parasitado por helmintos, a
mediana foi de +0,4; €) no grupo das criangas asmaticas, a mediana foi de
0,94; f) no grupo de criangas com asma associada a parasitoses intestinais,
a mediana foi de -0,2. Apenas 2 criangas apresentaram escore Z abaixo de -
2, sendo 1 no grupo controle e 1 no grupo de criancas parasitadas por
protozoarios (Figura 11) (W.H.O., 2006).

O percentil do IMC das criangas do estudo mostrou que no grupo
controle e grupo parasitado, a mediana estava no percentil 46; no grupo
parasitado por protozoarios, a mediana estava no percentil 27; no grupo
parasitado por helmintos, a mediana estava no percentil 63,5; no grupo de
criangas asmaticas, a mediana estava no percentil 81; e no grupo asma e
parasitoses intestinais, a mediana do IMC estava no percentil 42 (Figura 12)
(W.H.O., 2006).

N&o houve diferenga estatistica na analise do score Z, percentil e IMC

entre os grupos estudados.
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Figura 11: Escore Z das criangas dos grupos controle, parasitadas, com asma e
com associagdo asma e parasitoses.Em A, as criangas parasitadas apenas por
protozoarios, em B as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criancas
parasitadas. P>0,05
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Figura 12: Percentil do IMC para das criangas dos grupos controle, parasitadas,
com asma e com associacao asma e parasitoses.Em A, as criancas parasitadas

apenas por protozoarios, em B as parasitadas apenas por helmintos e em C todas
as criangas parasitadas. P>0,05.
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4.3 Avaliagao clinica dos pacientes e exames laboratoriais.

Os parametros clinicos e laboratoriais dos grupos amostrais foram
avaliados e estao descritos abaixo.

Preencheram todos os critérios de inclusdo para participacdo da
pesquisa 68 criancas com idades entre 2 anos e 13 anos com médiazDP de
6 anos e 9 meses + 3 anos e 1 més, sendo 34 (50%) do sexo masculino e 34
(50%) do sexo feminino.

Destas: A) 7 criangas compuseram o grupo Asma, tiveram o exame
parasitolégico de fezes negativo e o diagnéstico de asma controlada sem
tratamento profilatico, sendo 2 (28,5%) do sexo masculino e 5 (71,4%) do
sexo feminino, com idades entre 3 a 8 anos, com média + DP de 4 anos e 10
meses + 1 ano e 9 meses. B) 42 criangas compuseram o grupo Parasitadas
com exame parasitolégico de fezes positivo para parasitoses intestinais e
auséncia de histéria clinica de asma ou episédios de broncoconstri¢cdo,
sendo 20 (47,6%) do sexo masculino e 22 (52,3%) do sexo feminino, com
idades entre 2 a 13 anos, com meédiatDP de 6 anos e 11 meses + 3 anos.
C) 12 criangas compuseram o grupo Asma + Parasitadas com exame
parasitoldgico de fezes positivo para parasitoses intestinais e diagnéstico de
asma controlada sem tratamento profilatico, sendo 7 (58,3%) do sexo
masculino e 5 (41,6%) do sexo feminino, com idades entre 2 a 12 anos e
média + DP de 7 anos = 3 anos e 3 meses. D) 7 criangas compuseram o
grupo controle, sendo 5 (71,4%) do sexo masculino e 2 (28,5%) do sexo
feminino com faixa etaria entre 2 a 12 anos e média + DP de 7 anos + 4
anos sem asma ou alergias e com exame parasitologico de fezes negativo.

Encontramos na analise clinica das criangas neste estudo as
alteragbes conforme grupo amostral: das criangas com parasitoses
intestinais sem asma (n=42), 4 criangas com dentes em mau estado de
conservagao (9,5%), 1 crianga com Tinea capitis (2,3%), 1 crianga com
historia de piodermites de repeticdo (2,3%) e 1 crianga com conjutivite
(2,3%); no grupo das criangas asmaticas (n=7) a presenca de rinite alérgica

associada estava presente em 2 pacientes (28,5%) e dentes em mau estado
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de conservagdo em 1 crianga (14,2%); no grupo das criangas com asma
associada a alguma parasitose intestinal (n=12), 3 criangas com diagndstico
de rinite alérgica associada (25%) e 1 crianga com dentes em mau estado de
conservagao (8,3%); ja nas criangas do grupo controle, 2 criangas
apresentavam pediculose (28,5%), 1 crianga com dentes em mau estado de
conservagao (14,2%).

Foi observado anemia no hemograma de 8 (11,7%) das criangas
estudadas, 6 (14,2%) no grupo de criangas parasitadas, 1 (14,2%) no grupo
de asma e 1 (8,3%) no grupo de asma associada a parasitoses intestinais,
mas ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 13). A anemia
em criangas menores de cinco anos é revelada com niveis de hemoglobina
inferiores a 11 g/dl, nas criangas de 5 a 11 anos quando a hemoglobina é
menor que 11,5 g/dl; para adolescentes de 12 a 14 anos abaixo de 12 g/dl
(W.H.O., 2001).
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Figura 13: Hemoglobina sérica dos pacientes pediatricos dos grupos: controle; com
parasitoses intestinais na auséncia de asma; com asma e exame parasitologico de
fezes negativo; pacientes com associagdo de asma e parasitoses intestinais. Em A,
as criangas parasitadas apenas por protozoarios, em B as parasitadas apenas por
helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Em A e B, teste de Kruskal-Wallis
(p>0,05). Em C, teste de Kruskal-Wallis com p=0,06.

As criangas asmaticas apresentam um maior numero de leucécitos

séricos totais do que as criangas do grupo controle (p = 0,04, teste de
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Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagao multipla entre

os grupos) (Figura 14C). As diferencas nao foram estatisticamente

significante para os outros grupos (Figura 14).
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Figura 14: Numero absoluto de leucécitos no sangue periférico dos pacientes
pediatricos dos grupos: controle; com parasitoses intestinais na auséncia de asma;
com asma e exame parasitologico de fezes negativo; pacientes com associagao de
asma e parasitoses intestinais. Em A, as criangas parasitadas apenas por
protozoarios, em B as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criancas
parasitadas. Em B, p=0,04 pelo teste de ANOVA, seguido pelo método de
Newman-Keuls para comparacgao entre os grupos (Asma>Controle).
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A analise do numero absoluto de linfécitos séricos nos grupos
controle, parasitado, com asma e asma associada a parasitoses revelou
p=0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis (Figura 16C). Entretanto, quando
separamos 0s grupos das criangas em parasitadas apenas por helmintos ou
apenas por protozoarios, ndo houve diferenga estatistica entre eles. (Figura
15A e B).
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Figura 15: Numero absoluto de linfécitos no sangue periférico dos pacientes
pediatricos dos grupos: controle; com parasitoses intestinais na auséncia de asma;
com asma e exame parasitologico de fezes negativo; pacientes com associagdo de
asma e parasitoses intestinais. Em A, as criangas parasitadas apenas por
protozoarios, em B as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criancas
parasitadas. Em C, teste de Kruskal-Wallis com p=0,05.
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Nao houve diferenca estatisticamente significante para o numero

absoluto de neutrofilos e de mondcitos na comparagdo entre os grupos
(Figura 16).
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Figura 16: Numero absoluto de mondcitos e neutréfilos no sangue periférico dos
pacientes pediatricos dos grupos: controle; com parasitoses intestinais na auséncia
de asma; com asma e exame parasitolégico de fezes negativo; pacientes com
associacdo de asma e parasitoses intestinais. Em A e D, as criancas parasitadas
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apenas por protozoarios. Em B e E, as parasitadas apenas por helmintos. Em C e
E, criangas com todas as parasitoses intestinais. Teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

O numero total de eosindéfilos/mm?3 no sangue periférico foi maior que
350 células/mms3, sendo que eosinofilia foi encontrado em 59,5% dos
pacientes parasitados sem asma (média de 667,3 células/mm3 e maximo de
3.400 células/mm3); em 57,1% das criangas com quadro de asma associado
a parasitoses intestinais (média de 800 células/mm3 e maximo de 3.200
células/mm3); em 58,3% das criangas asmaticas sem parasitoses (média de
485,7 células/mm3 e maximo de 1.200 células/mm3); e em 71,4% dos
pacientes no grupo controle (média de 471,4 células/mm3 e maximo de 900
células/mm3). Nao houve diferenga estatistica na comparagado entre os
grupos (Figura 18). Também nao houve diferengca estatistica no numero

percentual de eosindéfilos na comparacao entre os grupos (Figura 17).
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Figura 17: Numero percentual de eosindéfilos no sangue periférico dos pacientes
pediatricos dos grupos: controle; com parasitoses intestinais na auséncia de asma;
com asma e exame parasitologico de fezes negativo; pacientes com associagéo de
asma e parasitoses intestinais. Em A, as criangcas parasitadas apenas por

protozoarios, em B as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criancas
parasitadas. Teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).
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Nao houve diferenga estatistica nos niveis séricos de IgE entre os grupos
estudados (Figura 18).
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Figura 18: Dosagem de IgE sérica total e numero total absoluto de eosindfilos no
sangue periférico dos pacientes pediatricos dos grupos: controle; com parasitoses
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intestinais na auséncia de asma; com asma e exame parasitologico de fezes
negativo; pacientes com associagdo de asma e parasitoses intestinais. Em A e D,
as criangas parasitadas apenas por protozoarios. Em B e E, as parasitadas apenas
por helmintos. Em C e E, criangas com todas as parasitoses intestinais. Teste de
Kruskal-Wallis (p>0,05).

4.4 Caracterizagao dos grupos de estudo segundo os parasitos

encontrados no exame parasitologico de fezes

Das criangas estudadas, 42 estavam parasitadas por helmintos e 31
criangas estavam parasitadas por Giardia. Dentre essas, 19 criangas
mostraram associagao de helmintos e protozoarios (Giardia intestinalis).

No grupo de criangas parasitadas sem asma (n=42), 8 (19%) criangas
estavam monoparasitadas por Giardia intestinalis; 18 (42,8%) criangas
parasitadas apenas por helmintos e 16 (38%) criangas estavam parasitadas
pela associacdo de helminto mais Giardia intestinalis. A distribuicdo dos
parasitos nesse grupo foi: 24 (57%) pacientes com Giardia intestinalis, 24
(57%), pacientes com Ascaris lumbricoides, 21 (50%) pacientes com
Hymenolepis nana, 2 (4,7%) pacientes com Trichuris trichiura, 2 pacientes
com Ancylostoma duodenalis e 1 (2,3%) paciente com Enterobius
vermiculares. Nas criancas que apresentavam associacdo de parasitos
observamos 4 (9,5%) criangas parasitadas com Ascaris lumbricoide
associado a Hymenolepis nana, 1 (2,3%) crianga parasitada com Trichuris
trichiura mais Ascaris lumbricoides mais Ancylostoma duodenalis, 6 (14,2%)
criangas parasitadas com Giardia intestinalis mais Ascaris lumbricoides mais
Hymenolepis nana, 5 (11,9%) criangas parasitadas com Giardia intestinalis
mais Hymenolepis nana, 3 (7,1%) criangas parasitadas com Giardia
intestinalis mais Ascaris lumbricoides, 1 (2,3%) crianga parasitada com
Giardia intestinalis mais Trichuris trichiura mais Ancylostoma duodenalis, 1
(2,3%) crianca parasitada com Giardia intestinalis mais Ascaris lumbricoides
mais Enterobius vermiculares.

No grupo das criangas asmaticas associado ao diagnostico de

parasitose intestinal (n=12), encontramos 4 (33,3%) criangas
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monoparasitadas por Giardia intestinalis; 5 (41,6%) criangas parasitadas
exclusivamente por helmintos e 3 (25%) criangas parasitadas pela
associacao de helminto mais Giardia intestinalis. A distribuicdo dos parasitos
no grupo de pacientes parasitados foi de 7 (58,3%) pacientes com Giardia
intestinalis, 7 (58,3%) pacientes com Ascaris lumbricoides, 3 (25%)
pacientes com Hymenolepis nana, 1 (8,3%) paciente com Trichuris trichiura
e 1 (8,3%) paciente com Enterobius vermiculares. Nas criangas asmaticas e
parasitadas apresentando associagdo de parasitos (41,6% das 12 criangas
selecinadas desse grupo), observamos 1 (8,3%) crianga parasitada com
Giardia intestinalis mais Ascaris lumbricoides mais Hymenolepis nana, 1
(8,3%) crianga parasitada com Giardia intestinalis mais Hymenolepis nana, 1
(8,3%) crianga parasitada com Giardia intestinalis mais Ascaris lumbricoides
mais Hymenolepis nana, 1 (8,3%) crianga parasitada com Ascaris
lumbricoides mais Trichuris trichiura, 1 (8,3%) crianga parasitada com
Hymenolepis nana mais Ascaris lumbricoides mais Enterobius vermiculares.
O teste de Kato-Katz foi feito em 12 criangas parasitadas por helmintos,
e mostrou carga parasitaria leve em 5 (41,6%) criangas; carga parasitaria
moderada em 4 (33,3%) criangas e carga parasitaria alta em 3 (25%)

criangas.

4.5 Ativacao dos eosinodfilos em criangas parasitadas, asmaticas,

asmaticas e parasitadas e controles

Foram analisadas amostras de 53 criangas quanto aos aspectos
morfologicos dos eosindfilos, observados a microscopia 6ptica com aumento
de 1000X, em imersao, apds a aderéncia e coloracdao dessas células em

lamina.
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4.5.1 Eosinéfilos normais

As criangas asmaticas apresentam um menor numero de eosindéfilos
normais do que as criancas parasitadas com helmintos mais protozoarios
(p=0,02, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para
comparagao multipla entre os grupos) (Figura 19C). Entretanto, quando
separamos 0s grupos das criangas em parasitadas apenas por helmintos ou
apenas por protozoarios, verificamos que os dados mostraram diferenca
estatisticamente significante apenas entre os grupos das criancas
parasitadas pelos helmintos e as criangas asmaticas nao parasitadas (p =
0,03, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para comparagao
multipla entre os grupos). Interessantemente, o numero de eosindfilos
normais para as criangas asmaticas e parasitadas foi semelhante ao grupo
controle normal (Figura 19).

Embora sem significancia estatistica, observa-se que a mediana do
namero de eosindfilos nomais foi maior em todos os grupos estudados do

que nas criangas asmaticas n&o parasitadas (Figura 19).
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Figura 19: Porcentagem de eosindfilos normais em criangas dos grupos controle,
parasitadas, com asma e com associagdo asma e parasitos intestinais. Em A, as
criangas parasitadas apenas por protozoarios, em B as parasitadas apenas por
helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Em B, p=0,03 pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para miltiplas comparagdes
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(Helmintos > Asma). Em C, p = 0,02 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn para comparagéao entre os grupos (Parasitado > Asma)

4.5.2 Eosinéfilos espraiados

As criangas asmaticas apresentam um maior numero de eosindéfilos
espraiados, que é um parametro positivo de ativacdo dos eosindfilos, do que
as criangas parasitadas (p=0,03, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
de Dunn para comparagdo multipla entre os grupos) (Figura 20C). No
entanto, quando separamos os grupos das criangas parasitadas apenas por
helmintos ou apenas por protozoarios, verificamos que o espraiamento dos
eosindfilos foi estatisticamente maior nas criangas asmaticas do que nas
criangas parasitadas pelos helmintos (p=0,02, teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn para comparagdo multipla entre os grupos)
(Figura 20B). Nao houve diferenga estatistica entre os outros grupos (Figura
20).

O grupo de criangas com asma e parasitose, mostrou a porcentagem

de eosindfilos espraiados semelhante ao grupo controle normal.
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Em A, as criangcas parasitadas apenas por protozoarios, em B as parasitadas
apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Em B, p = 0,02 pelo
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para multiplas compara¢des
(Asma > Helmintos). Em C, p = 0,03 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn para comparagao entre os grupos (Asma > Parasitado)

4.5.3 Eosinéfilos apresentando pseudoépode localizado

As criangas do grupo controle apresentaram menor porcentagem de
eosindfilos emitindo pseudopode localizado do que todos os outros grupos
estudados (p=0,001, teste de ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls
para comparacao multipla entre os grupos) (Figura 21A). Além disso, as
criangas asmaticas apresentaram um maior nimero de eosindéfilos com
emissao de pseudopode localizado em comparagao as criangas parasitadas
(p=0,001, teste de ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls para
comparagao multipla entre os grupos) (Figura 21C). Entretanto, quando
analisamos os grupos separadamente, em criangas parasitadas apenas por
helmintos ou apenas por protozoarios, verificamos que houve diferenca
estatisticamente significante apenas entre as criangas parasitadas pelos
helmintos em comparagéo ao grupo de pacientes com asma e EPF negativo
(p=0,003, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para
comparagao multipla entre os grupos) (Figura 21B).
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Figura 21: Porcentagem de eosindfilos com emisséo de pseudopode localizado em
criangas dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e
parasitos intestinais. Em A, as criancas parasitadas apenas por protozoarios, em B
as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Em A,
p=0,003 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para multiplas
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comparagdes (Asma > Controle). Em B, p=0,003 pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para multiplas comparagdes (Asma > Helmintos). Em
C, p=0,001 pelo teste de ANOVA, seguido pelo método de Newman-Keuls para
comparagao entre os grupos (Asma > Controle, Asma > Parasitado, Asma> Asma+
Parasitose, Parasitado > Controle, Asma+Parasitado > Controle)

4.5.4 Eosindfilos emitindo granulos em pequena quantidade

As criangas asmaticas apresentam uma maior liberacdo de pequena
quantidade de granulos pelos eosindfilos do que as criancas parasitadas
(p=0,001; teste de ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls para
comparagao multipla entre os grupos). Ao separarmos o0s grupos das
criangas parasitadas apenas por helmintos ou apenas por protozoarios,
observamos que os dados mostraram diferenga estatisticamente significante
apenas para as criangas parasitadas pelos helmintos em comparacao ao
grupo de criangas asmaticas sem parasitoses (p=0,002, teste de Kruskal-
Walllis, seguido pelo teste de Dunn para comparagdo multipla entre os
grupos) (Figura 22).
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em criangas dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e
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as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Em A,

65



p=0,03 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para multiplas
comparagdes (Asma > Controle). Em B, p=0,002 pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para multiplas comparagdes (Asma > Helmintos). Em
C, p=0,001 pelo teste de ANOVA, seguido pelo método de Newman-Keuls para
comparagao entre os grupos (Asma > Parasitado, Asma > Asma+Parasitose, Asma
> Controle).

4.5.5 Outros parametros de ativagao dos eosinéfilos

As criancas asmaticas sem parasitoses intestinais, por nés estudadas
apresentaram maior ativacdo dos eosindfilos em relagdo ao grupo controle
nos seguintes parametros: eosindfilos espraiados, emissdo de pseudopode
localizado e liberacdo de pequena quantidade de granulos. (Figura 19,
Figura 21, Figura 22)

Em relacdo aos parametros de ativacdo dos eosindfilos: presenca de
vacuolos, eosinodfilos emitindo multiplos pseudodpodes, liberagao de granulos
em média e em grande quantidade, presenca de degeneragado celular, de
contato dos eosindfilos com outra célula e de liberagcdo de granulos
eosinofilicos isolados ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
os grupos estudados. Os dados encontram-se representados nas Figuras 23
a 29.
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parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Teste

Kruskal-Wallis, p>0,05.
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parasitos intestinais. Em A, as criangas parasitadas apenas por protozoarios, em B
as criangas parasitadas. Teste

as parasitadas apenas por helmintos e em C todas

de Kruskal-Wallis, p>0,05.
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Figura 25: Porcentagem de eosindfilos liberando média quantidade de granulos em
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parasitos intestinais. Em A, as criangas parasitadas apenas por protozoarios, em B
as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Teste
de Kruskal-Wallis, p>0,05.
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Figura 26: Porcentagem de eosindfilos liberando grande quantidade de granulos
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parasitos intestinais. Em A, as criangas parasitadas apenas por protozoarios, em B
as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Teste
de Kruskal-Wallis, p>0,05.
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apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Teste de

Wallis, p>0,05.
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parasitos intestinais. Em A, as criangas parasitadas apenas por protozoarios, em B
as parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Teste

de Kruskal-Wallis, p>0,05.
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intestinais. Em A, as criancas parasitadas apenas por protozoarios, em B as
parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criangas parasitadas. Teste de
Kruskal-Wallis, p>0,05.

4.6 Capacidade fagocitaria

A capacidade fagocitaria foi avaliada pelos receptores para padrbes
moleculares de patdégenos quando os fagécitos foram incubados com as
leveduras previamente tratadas com o soro fetal bovino inativado, e pelos
receptores para opsoninas quando os fagdcitos foram incubados com as
leveduras previamente tratadas com soro fresco do paciente. Tal capacidade
foi mensurada pelos indice fagocitario, média de leveduras fagocitadas e

proporgao de fagdcitos envolvidas na fagocitose.

4.6.1 Fagocitose das leveduras pelos neutréfilos pelos receptores

para padroes moleculares de patégenos

Quando analisamos a fagocitose pelos neutrdéfilos, pelos receptores
para padrées moleculares de patégenos, na proporgdo de 5 leveduras por
fagécito, apenas as criangas parasitadas por protozodrios mostraram menor
capacidade fagocitaria do que as criangas asmaticas (p=0,05 pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os
grupos) (Figura 30F). Essa menor capacidade fagocitaria dos neutréfilos no
grupo de criangcas parasitadas pelos protozoarios deveu-se ao menor
envolvimento dos neutréfilos na fagocitose (p=0,01 pelo teste de Kruskal-
Walllis, seguido pelo método de Dunn para comparagédo entre os grupos)
(Figura 30E).

As criangas do grupo asmathelmintos mostraram um  maior
envolvimento dos neutréfilos na fagocitose (p=0,04, teste ANOVA, seguido
pelo método de Newman-Keuls para mdultiplas comparacoes,

Asma+Helminto > Helminto) (Figura 30B).
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Figura 30: Capacidade fagocitaria dos neutroéfilos, pelos receptores de padroes
moleculares para patégenos, na proporgéo de 5 leveduras por fagécito, em criangas
dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e parasitos
intestinais. Em A, B e C as criancgas parasitadas apenas por helmintos e em D, E e
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F as parasitadas apenas por protozoarios. Em A e D — Média de leveduras
fagocitadas; Em B e E — Proporgao de neutréfilos envolvidos na fagocitose; Em C e
F — indice fagocitario. Em B, p=0,04 pelo teste de ANOVA, seguido pelo método de
Newman-Keuls para multiplas comparagdes (Asma+Helminto > Helminto). Em E,
p=0,01 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos (Asma > Protozoarios) . Em F, p=0,05 pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos
(Asma > Protozoarios).

Quando a fagocitose pelos neutréfilos pelos receptores para padroes
moleculares de patégenos foi avaliada na propor¢cao de 20 leveduras por
fagécito, as criangas do grupo asma mostrou um maior numero de leveduras
ingeridas do que as criangas do grupo controle (1,25 versus 1,47) (p = 0,01,
teste ANOVA, seguido pelo método de Newman-Keuls para multiplas
comparagdes, Asma > Controle) (Figura 31A). Entretanto esse aumento nao
influenciou o indice fagocitario, pois houve diminuicdo concomitante do

envolvimento dos neutrdéfilos na fagocitose (Figura 31B e C).
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Figura 31: Capacidade fagocitaria dos neutrofilos, pelos receptores de padroes
moleculares para patdgenos, na propor¢gao de 20 leveduras por fagécito, em
criangas dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associacdo asma e
parasitos intestinais. Em A, B e C as criangas parasitadas apenas por helmintos e
em D, E e F as parasitadas apenas por protozoarios. Em A e D — Média de
leveduras fagocitadas; Em B e E — Propor¢gdo de neutrofilos envolvidos na
fagocitose; Em C e F — indice fagocitario. Em A, p=0,01 pelo teste de ANOVA,
seguido pelo método de Newman-Keuls para multiplas comparagdes (Asma >

Controle).
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Houve wuma tendéncia para menor indice fagocitaria pelos

protozoarios do que pelos helmintos (Figura 32).
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Figura 32: indice fagocitario dos neutréfilos, pelos receptores de padrdes
moleculares para patégenos, em criangas dos grupos parasitadas apenas por
helmintos e parasitadas apenas por protozodrios na auséncia de asma. Em A,
p=0,07 pelo teste t, (Helminto > Protozoario).

4.6.2 Fagocitose das leveduras pelos neutréfilos pelos receptores

para opsoninas

Quando a fagocitose pelos neutrofilos pelos receptores para
opsoninas foi avaliado na proporcao de 5 leveduras por fagécito, apenas o
namero de leveduras fagocitadas por neutréfilo foi maior no grupo de
criangas parasitadas por helmintos do que o grupo controle, 2,22 versus 2,12
(p=0,06 pelo teste de ANOVA, pelo método de Newman-Keuls, p>0,05,
Helmintos > Controle). (Figura 33A)

Nao houve diferengca estatistica entre todos os outros parametros
analisados na proporgao de 5 leveduras por fagoécitos (Figura 33B, C, D, E,

F), como também na proporcéao de 20 leveduras por fagécito (Figura 34).
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por protozoarios. Em A e D — Media de leveduras fagocitadas; Em B e E —
Proporcao de neutrofilos envolvidos na fagocitose; Em C e F — Indice fagocitario.

Em A, p=0,06 pelo teste de ANOVA, seguido pelo método de Newman-Keuls para
multiplas comparagodes (Helmintos > Controle).
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por protozoarios. Em A e D — Media de leveduras fagocitadas; Em B e E —
Proporcao de neutrofilos envolvidos na fagocitose; Em C e F — Indice fagocitario.
Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn (p>0,05).

4.6.3 Fagocitose das leveduras pelos monécitos pelos receptores

para padroes moleculares de patégenos

Quando analisamos a fagocitose pelos mondcitos, pelos receptores
para padrdes moleculares de patdogenos, na proporcao de 20 leveduras por
fagécito, o numero de leveduras fagocitadas por mondcito foi maior nas
criangas parasitadas por protozoarios do que as do grupo controle e as
portadoras de asma e parasitadas por protozoarios (1,42 versus 1,25 versus
1,26, respectivamente) (p=0,01, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn para comparagdo entre os grupos, Protozoarios >
Asma+Protoz, Protozoarios > Controle). (Figura 36D). Entretanto, essa maior
ingestdo de particulas pelos mondcitos n&o foi capaz de modificar o indice
fagocitario dos mondcitos nesses grupos.

Nado houve diferenga estatistica nos outros parametros avaliados
(Figura 35, Figura 36A, B, C, E, F)

83



Helmintos Protozoarios
201 207

1.5
p—

— = =

1.54
—_T— —r

- B=

(5/1) (PMP)

Média de leveduras fagocitadas por mondcito
(5/1) (rPMP)
5
Média de leveduras fagocitadas por monécito

0.5 0.5
o v v T v X T v T T
Controle Helm Asma Asma+Helm Controle Protoz Asma Asmat+Protoz
Helmintos Protozoarios
@ 20 Q15
L2 L2
2 2
o o
> >
& &
2 s g
7 7
3 3 107
> >
20 20
S= I S=
[ co e et
S = 10 S =
8o 8o
.§ © — .§ ©
S S 51
£ £
3 9 — 3
| T | L T T
it it
o o
Q Q
g Qo
= Controle Helm Asma AsmatHelm = Controle Protoz Asma Asma+Protoz
Helmintos Protozoarios
201 201
g 15 g 15
5 ke
8 8
g g
g 2
82 o
o o
2 10 —_ 2 = 104 —_
s~ g~
25 85
g 2= J—
& &
8 38
T 5 T 5
T T T T T T T T
Controle Helm Asma Asma+Helm Controle Protoz Asma Asma+Protoz

Figura 35: Capacidade fagocitaria dos mondcitos, pelos receptores de padroes
moleculares para patdgenos, na proporgéo de 5 leveduras por fagécito, em criangas
dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e parasitos
intestinais. Em A, B e C as criancgas parasitadas apenas por helmintos e em D, E e
F as parasitadas apenas por protozoarios. Em A e D — Média de leveduras
fagocitadas; Em B e E — Proporgédo de mondcitos envolvidos na fagocitose; Em C e
F — indice fagocitario. Teste de ANOVA, seguido pelo método de Newman-Keuls
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para multiplas comparagdes ou teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn. (p>0,05)
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Figura 36: Capacidade fagocitaria dos mondcitos, pelos receptores de padroes
moleculares para patdgenos, na proporgao de 20 leveduras por fagoécito, em
criangas dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associacdo asma e
parasitos intestinais. Em A, B e C as criancas parasitadas apenas por helmintos e
em D, E e F as parasitadas apenas por protozoarios. Em A e D — Média de
leveduras fagocitadas; Em B e E — Proporcdo de mondcitos envolvidos na
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fagocitose; Em C e F — indice fagocitario. Em D, p=0,01 pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre 0s grupos
(Protozoarios > Controle, Protozoarios > Asma + Protozoario) .

4.6.4 Fagocitose das leveduras pelos monécitos pelos receptores

para opsoninas

Quando analisamos a fagocitose pelos mondcitos pelos receptores
para opsoninas, na proporcdo de 5 leveduras por fagdcito, o indice
fagocitario dos mondcitos das criangas asmaticas e parasitadas pelos
helmintos foi maior do que o das criangas controle (207,5 versus 192,3
respectivamente) (p=0,004, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de
Dunn para comparagao entre os grupos) como apresentado na Figura 37C.
Esse aumento foi devido a maior ingestdo das leveduras pelos mondcitos
(p=0,008, teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos, Asma+Helminto > Controle) como mostra a
Figura 37A. Além disso, o IF dos mondcitos das criangas asmaticas e néo
parasitadas foi maior do que a dos controles (p=0,009, teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre 0s grupos)
(Figura 37C e F).
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Figura 37: Capacidade fagocitaria dos mondcitos por receptores para opsoninas,
na proporcdo de 5 leveduras por fagoécito, em criangas dos grupos controle,
parasitadas, com asma e com associagdo asma e parasitos intestinais. Em A, Be C
as criangas parasitadas apenas por helmintos e em D, E e F as parasitadas apenas
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por protozoarios. Em A e D — Média de leveduras fagocitadas; Em B e E —
Proporgdo de mondcitos envolvidos na fagocitose; Em C e F — indice fagocitario.
Em A, p=0,008 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para
comparagao entre os grupos (Asma + Helmintos > Controle). Em C, p=0,004 pelo
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os
grupos (Asma + Helmintos > Controle, Asma > Controle). Em D, p=0,01 pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos
(Asma > Controle). Em F, p=0,009 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
método de Dunn para comparagao entre os grupos (Asma > Controle).

Quando avaliamos a fagocitose pelos mondcitos pelos receptores
para opsoninas, na proporcao de 20 leveduras por fagécito, houve menor
envolvimento dos mondécitos das criangas com asma + helmintos do que as
criangas controle (p=0,06 pelo teste ANOVA, seguido pelo método de
Newman-Keuls para comparagao entre os grupos) (Figura 38B). Entretanto,
essa deficiéncia nao influenciou o indice fagocitario dos mondcitos (Figura
38C).
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Figura 38: Capacidade fagocitaria dos mondcitos por receptores para opsoninas,
na proporgdo de 20 leveduras por fagocito, em criangas dos grupos controle,
parasitadas, com asma e com associagao asma e parasitos intestinais. EmA,Be C
as criangas parasitadas apenas por helmintos e em D, E e F as parasitadas apenas
por protozoarios. Em A e D — Média de leveduras fagocitadas; Em B e E —
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Proporgdo de mondcitos envolvidos na fagocitose; Em C e F — indice fagocitario.
Em B, p=0,06 pelo teste ANOVA, seguido pelo método de Newman-Keuls para
comparagao entre os grupos (Asma + Helmintos < Controle).

Quando avaliamos a fagocitose pelos mondcitos, pelos receptores
para opsoninas e utilizando 5 leveduras sensibilizadas por fagocitos, e
agrupando todas as criangas parasitadas, observamos que tanto as criangas
com asma como as com asma + parasitoses apresentaram maior indice
fagocitario do que as criangas do grupo controle (p=0,001 pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagido entre os
grupos) (Figura 39C). Essa maior capacidade fagocitaria, para as criangas
do grupo asma + parasitoses, deveu-se a maior ingestdo das leveduras
pelos mondcitos (p=0,002 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método

de Dunn para comparacéao entre os grupos (Figura 39A).
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Figura 39: Capacidade fagocitaria dos mondcitos por receptores para opsoninas,
na proporcdo de 5 leveduras por fagoécito, em criangas dos grupos controle,
parasitadas, com asma e com associa¢cao asma mais todos os parasitos intestinais.
Em A, B e C as criangcas parasitadas sdo por associacdo de helminto e/ou
protozoario. Em A, Média de leveduras fagocitadas; Em B, Proporgao de mondcitos
envolvidos na fagocitose; Em C— indice fagocitario. Em A, p=0,002 pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos
(Asma + Parasitose > Controle). Em C, p=0,001 pelo teste de Kruskal-Wallis,
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seguido pelo método de Dunn para comparagdo entre os grupos (Asma +
Parasitose > Controle, Asma > Controle).

Quando a fagocitose dos mondcitos pelos receptores para opsoninas
foi testada utilizando 20 leveduras/fagécito, todos os grupos (parasitados,
asma e asma +parasitados) ingeriram maior numero de particulas do que o
grupo controle. (p=0,02, teste ANOVA, seguido pelo método de Newman-
Keuls) (Figura 40A).
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Figura 40: Capacidade fagocitaria dos mondcitos por receptores para opsoninas,
na propor¢do de 20 leveduras por fagocito, em criangas dos grupos controle,
parasitadas, com asma e com associa¢cao asma mais todos os parasitos intestinais.
Em A, B e C as criangcas parasitadas sdo por associacdo de helminto e/ou
protozoario. Em A, Média de leveduras fagocitadas; Em B, Propor¢do de mondcitos
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envolvidos na fagocitose; Em C- indice fagocitario. Em A, p=0,02, teste ANOVA,
seguido pelo método de Newman-Keuls (Parasitado>Controle, Asma>Controle,
Asma+Parasito > Controle).

4.7 Produgcdo de anions superéxido avaliado pelo teste do

nitroblue tetrazolium - NBT

Com o teste do NBT avaliamos a capacidade dos fagocitos de
produzirem radicais de oxigénio. O corante nitroblue tetrazolium, adicionado
a lamina com os fagocitos aderidos, possibilita a identificagdo do
metabolismo oxidativo pela formagdo de granulos cor-azul escuro no
citoplasma que s&o visualizados a microscopia optica.

Observamos menor porcentagem de reducao do NBT basal pelos
fagécitos das criancas parasitadas por protozoarios do que as criangas com
asma e parasitadas pelos protozoarios (p=0,01 pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo método de Dunn para comparagao entre os grupos) (Figura
41A).

Sendo que resultado oposto foi observado para as criancas
parasitadas por helmintos, no qual a porcentagem de redugado do corante
NBT foi maior nas criangas com helmintiases do que com asma (p=0,008,
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao

entre os grupos) (Figura 41B).
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Figura 41: Capacidade de oxidag&o dos fagocitos pelo NBT basal nas criangas dos
grupos controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e parasitos
intestinais. Em A, as criangcas parasitadas apenas por protozoarios, em B as
parasitadas apenas por helmintos e em C todas as criancgas parasitadas. Em A, p =
0,01 pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagao
entre os grupos (Asma+Protozoarios > Protozoarios). Em B, p=0,008 pelo teste de
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Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn para comparagéo entre os grupos
(Helminto > Asma). Em C, teste de Kruskal-Wallis p>0,05.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados na
porcentagem de reducdo do NBT quando os fagdcitos foram estimulados

pelas leveduras (Figura 42).
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Figura 42: Capacidade de oxidagdo dos fagécitos pelo NBT estimulado nas
criangas dos grupos controle, parasitadas, com asma e com associagdo asma e
parasitos intestinais. Em D, as criangas parasitadas apenas por protozoarios, em E
as parasitadas apenas por helmintos e em F todas as criangas parasitadas. Em D,
p>0,05 pelo teste de Kruskal-Wallis, pelo teste t p=0,01 (Asma >
Asma+Protozoarios). Em E e F, teste de Kruskal-Wallis p > 0,05.
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Quando os parametros de avaliagdo da redugcdo do NBT foram
discriminados, apenas para as criangcas parasitadas por protozoarios foi
observado que as criangas asmaticas parasitadas por protozoarios tiveram
um maior numero de fagécitos que estavam fagocitando, mas nao reduziram
o NBT do que as criangcas com asma exclusivamente (p=0,06, teste ANOVA)
(Figura 43C). Enquanto que para os fagocitos que reduziram o NBT mas n&o
fagocitaram, as criangas asmaticas apresentaram uma maior porcentagem
de redugao do NBT do que as criangas do grupo controle (p=0,05 pelo teste
ANOVA) (Figura 43D).
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Figura 43: Porcentagem de reducédo do NBT estimulado nas criangas dos grupos
controle, parasitadas por protozoario, com asma e com associagdo asma mais
parasitose por protozoario. Em A, porcentagem de células que reduziram o NBT e
fagocitaram leveduras; em B, porcentagem de células que n&o reduziram o NBT
nem fagocitaram leveduras; em C, porcentagem de células que ndo reduziram o
NBT mas fagocitaram leveduras e em D, porcentagem de células que reduziram o
NBT e nao fagocitaram leveduras. Em D, p=0,05 pelo teste ANOVA.
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Nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados pelo teste NBT
com os fagocitos estimulados pelas leveduras conforme Figura 44 e Figura
45.
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Figura 44: Porcentagem de reducdo do NBT estimulado nas criangas dos grupos
controle, parasitadas por helminto, com asma e com associagdo asma e parasitose
por helminto. Em A, porcentagem de células que reduziram o NBT e fagocitaram
leveduras; em B, porcentagem de células que ndo reduziram o NBT nem
fagocitaram leveduras; em C, porcentagem de células que nao reduziram o NBT
mas fagocitaram leveduras e em D, porcentagem de células que reduziram o NBT e
ndo fagocitaram leveduras. Em A, teste ANOVA p > 0,05. Em B, C e D, teste de
Kruskal-Wallis p > 0,05.
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Figura 45: Porcentagem de reducédo do NBT estimulado nas criangas dos grupos
controle, parasitado, asma e com associacdo asma e parasitoses. Em A,
porcentagem de células que reduziram o NBT e fagocitaram leveduras; em B,
porcentagem de células que nao reduziram o NBT nem fagocitaram leveduras; em
C, porcentagem de células que n&o reduziram o NBT mas fagocitaram leveduras e
em D, porcentagem de células que reduziram o NBT e n&o fagocitaram leveduras.
Em A, teste ANOVA com p=0,06. Em B, teste de Kruskal-Wallis (p>0,05). Em C,
teste de Kruskal-Wallis com p=0,08. Em D, teste ANOVA , p>0,05.
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5 DISCUSSAO

As enteroparasitoses sdo capazes de desencadear varias alteragdes
no organismo dependentes no hospedeiro de sua genética, seu estado
nutricional e sua capacidade de resposta imune; e dependentes do parasito
como da carga parasitaria e da patogenicidade e viruléncia do helminto ou
protozoario. As parasitoses intestinais apresentam uma alta prevaléncia em
todo o mundo principalmente em locais de baixas condi¢gdes sanitarias,
socioecondmicas, de educacao e higiene. As parasitoses contribuem com o
ciclo improdutivo social do individuo, devido ao baixo rendimento organico,
intelectual e laboral, associado as condicdes adversas a que ja estao
sujeitos pelas reduzidas condigdes sociais ja referidas (Araujo, Santos,
Neiva, et al., 2009; Seixas, Souza, Souza, et al., 2011).

A mediana da renda familiar das familias no grupo parasitado foi de
R$470,00, valor muito abaixo do salario-minimo (no valor de R$ 788,00 a
época do inquérito; a saber, o dolar americano comercial no referido periodo
estava no valor de R$ 2,70) no Brasil, revelando o inadequado poder
aquisitivo para manutencado das necessidades de uma unidade familiar em
centro urbano neste pais. H4 dados semelhantes no estudo de Fonseca,
Teixeira, Barreto et al. (2010) sobre prevaléncia e fatores associados as geo-
helmintiases em criancas de areas carentes do Norte e Nordeste, onde foi
relatado que 75% das familias analisadas apresentavam renda mensal igual
ou inferior a 1 salario minimo.

Com relagéo a escolaridade, vimos que mais de 53% dos pais eram
pessoas analfabetas no grupo controle. No grupo parasitado mais de 34%
dos pais eram analfabetos ou ndo sabiam ler, apenas sabiam escrever seus
nomes, totalizando mais de 88% com grau de instrugdo menor que o ensino
fundamental completo. Fonseca et al. (2010) também registrou que as maes
tinham tempo médio de escolaridade em anos de 3,2 + 1,5, correspondendo

a um grau de instrucao inferior ao ensino fundamental completo.
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A desnutricido pode estar relacionada tanto ao erro nutricional quanto
ao baixo poder aquisitivo associado a falta de condi¢cdes e educacao para
saude e uma alimentacéo saudavel. Estudos no Brasil mostram uma taxa de
desnutricdo de 40% nas criangas na regido Nordeste e 30,7% em todo o
Brasil (Ferreira, Assungao, Vasconcelos, et al., 2002). Encontramos no
grupo de criangas parasitadas apenas por Giardia lamblia, a menor mediana
do percentil do IMC em comparagdo com o grupo de criangas parasitadas
apenas por helmintos. Achados semelhantes no trabalho de Muniz-
Junqueira & Queiroz (2002) revelaram que as criangas monoparasitas com
Giardia lamblia apresentavam menor escore Z para 0 peso em comparag¢ao
com as criangas infectadas por Ascaris lumbricoides, mostrando os efeitos
deletérios sobre o estado nutricional do individuo durante enteroparasitose
por esse protozoario.

O nivel de escolaridade dos pais nas familias das criancas neste
trabalho foi inferior ao ensino fundamental completo em mais de 76% dos
pais das criangas do grupo controle, mais de 88% no grupo parasitado e
mais de 57,8% no grupo com asma e enteroparasitoses, corroborando com
o baixo poder aquisitivo e qualificacao para o trabalho.

Nas visitas domiciliares na Chacara Santa Luzia da Cidade Estrutural,
foi possivel visualizar o destino do lixo domiciliar em ruas sem
acondicionamento ou periodicidade da coleta adequados, despejados a céu
aberto com infestacdo de moscas nos residuos alimentares expostos, como
foi registrado nas imagens do anexo 7. Como agravante para transmissao
das enteroparasitoses, constatamos habitos de evacuagdo no meio
ambiente no peridomicilio em 11,9% das criangas do grupo parasitado e
8,3% das criangas do grupo asma e parasitoses intestinais.

A andlise do tratamento da agua para a ingesta revelou nenhuma
pratica de filtragao, fervura ou qualquer procedimento de tratamento da agua
em domicilio em 100% das familias do grupo controle, 88% do grupo
parasitado, 42,8% do grupo de asma e 75% do grupo asma associada a

parasitoses intestinais.
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A anemia estava presente em 11,7% das criangas estudadas, sendo a
frequéncia por grupo de 14,2% entre as criangas no grupo parasitado e as
criangas no grupo de asma. Muniz-Junqueira & Queiroz (2002) mostraram
anemia em 16,5% das criangas estudas em outra area de invasao do DF.

Com relagao as parasitoses intestinais, no grupo parasitado 57% das
criangas estavam parasitadas por Giardia intestinalis, também 57% estavam
parasitadas por Ascaris lumbricoides e 50% por Hymelopis nana, além das
associagdes. A associagao protozoario e helmintos estava presente em 38%
das criangas nesse grupo. Ja no grupo das criangas asmaticas e com
enteroparasitoses, parasitado, 58,3% das criancas estavam parasitadas por
Giardia intestinalis e também 58,3% estavam parasitadas por Ascaris
lumbricoides e 25% por Hymelopis nana, além de outras associagodes.

A resposta de defesa antiparasitaria no individuo € iniciada pelos
mecanismos de barreira da mucosa intestinal, seguida pela resposta imune
inata, que detecta a invaséo do individuo pelo patégeno pelos receptores de
reconhecimento de padrdées de patdbgenos, como receptores para manose,
receptores semelhantes ao Toll, CD36, receptores de limpeza (scavenger)
presentes em células do sistema imunitario inato e que se ligardo em
padrdes moleculares conservados presentes nos parasitos, como também
por receptores para as fragdes do sistema do complemento. A resposta
imune adaptativa é entdo desencadeada e ocorre a resposta de linfocitos T e
B, com formagdo de imunoglobulinas, idealmente especificas e de alta
afinidade, contra o patdégeno, pelos linfécitos B e com formacéao de células T
e B de memoéria.

Durante a infecgdo por parasitos intestinais os trés mecanismos de
resposta de defesa do hospedeiro sdo estimuladas e contribuem para a
imunidade e imunoagressao. Na asma, o tipo de resposta do individuo, a
susceptibilidade genética e as influéncias do ambiente e outros fatores
determinam as manifestacbes da asma, podendo ocorrer resposta imune
desequilibrada do tipo Ta2, Ta1 e Treg, que culmina na agressao ao préprio

organismo.
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O presente estudo avaliou, tanto nas parasitoses intestinais quanto na
asma, a ativagao dos eosinofilos e a capacidade fagocitaria dos mondcitos e
dos neutrdfilos, que sédo 3 células atuantes com diferentes papéis e agdes no
processo inflamatério e no processo de defesa do organismo, e suas agdes
desencadeiam processos que participam das apresentagdes clinicas de
cada uma dessas doencgas. Os pacientes com asma incluidos neste estudo
foram pacientes com asma leve intermitente sem necessidade de medicagao
profilatica para controle e fora do estado de exacerbacgao ou crise.

Uma quantidade maior de eosindfilos normais, sem ativagao celular,
foi observada no grupo controle e em todos os grupos com parasitose(s)
intestinal(is) em comparagdo ao grupo de criangas asmaticas sem
enteroparasitoses. O percentual elevado de eosindfilos ativados, que nesse
trabalho foi quantificado pelos parametros morfoldgicos, nos pacientes com
diagnéstico de asma em comparagdo ao grupo controle, também foi
demonstrado nos trabalhos de Gongalves (2010), Martins (2013) e (Muniz-
Junqueira, Barbosa-Marques & Junqueira, 2013). O grupo de criangas que
tinham asma associada a presenca de parasitose intestinal (helmintos e
protozoarios) apresentou maior quantidade de eosindfilos normais,
mostrando que os eosindfilos dessas criangas estavam em menor estado de
ativacdo, em comparacdo ao grupo de pacientes com asma sem
enteroparasitoses (Figura 19). Nao encontramos dados na literatura que
tivessem avaliado o estado de ativacdo dos eosindfilos em criancas com
parasitoses intestinais.

Observamos que apenas o0s parametros porcentagem de eosinodfilos
espraiados, a emissao de pseudopodes localizados e a emissédo de granulos
em pequena quantidade estavam aumentados nas criangas asmaticas.
Esses parametros sugerem que esses eosinofilos se encontravam
moderadamente ativados nas criangas asmaticas, possivelmente pelo fato
do quadro asmatico estar no periodo intercritico da doenga, em um estado
de controle relativo da doencga, pois as criancas ndo estavam necessitando
utilizar nenhum medicamento especifico ou profilatico. Mesmo esses

parametros ndo estavam aumentados nas criangas parasitadas por
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helmintos ou protozoarios, sugerindo que os eosinofilos do sangue periférico
nao estao ativados nas infecgdes por esses parasitos.

Esses dados indicam que o sangue periférico dos pacientes
parasitados com helmintos e/ou protozoarios apresentam menor quantidade
de eosindfilos ativados circulantes. E, apesar de a eosinofilia estar presente
em ambas as doencas, na asma e nas parasitoses intestinais, devem existir
fatores do sistema imune nos individuos com parasitose(s) intestinal(is) que
atuam inibindo a ativacdo dos eosindfilos conforme observado pelos
parametros morfolégicos de auséncia de ativagao celular, espraiamento,
emissao de pseudopode localizado e liberagcdo de pequena quantidade de
granulos pelos eosindfilos nas criangas parasitadas. Essa hipétese fica
reforcada pelo fato de que criangcas asmaticas apresentando
concomitantemente parasitoses intestinais, apresentaram um perfil de
ativacao dos eosindfilos mais semelhante ao das criancas parasitadas do
que o das criangas asmaticas.

A ativacao de eosindfilos e a eosinofilia nas vias aéreas apresentam
correlagdo com a gravidade do quadro asmatico (Muniz-Junqueira, Barbosa-
Marques & Junqueira, 2013) e com a hiperresponsividade das vias aéreas
(Alam & Busse, 2004). Os eosindfilos sdo células importantes nas doencgas
alérgicas, na asma, nas infecgdes parasitarias e em outras doengas. Sua
producdo, maturacdo, recrutamento e quimiotaxia pelo estimulo das
citocinas, moléculas de adesdo, imunoglobulinas, leucotrienos,
prostaglandinas e receptores especificos possibilitam que o eosindfilo
alcance seu territério de atuagao. O aspecto morfolégico do eosindfilo revela
0 seu estado de ativagdo no sangue circulante e se correlaciona com o
aumento de algumas alteragbes que sugerem a gravidade da asma; esses
parametros morfolégicos possibilitaram a analise do papel inibitério das
parasitoses intestinais sobre essa ativagao.

Tanto as variagdes na ativagao dos eosinofilos e na eosinofilia, quanto
nos quadros clinicos da asma e das parasitoses, envolvem mecanismos
celulares e moleculares distintos, que regulam as fungdes dos eosindfilos,

dependendo dos diferentes 6rgaos/locais de atuagcao e recrutamento, além
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do fator desencadeador, e do estimulo para a producao e ativagcdo dessas
células.

A desgranulacdao dos eosindfilos e liberagdo de proteinas dos
granulos sao importantes mecanismos pro-inflamatérios na asma, causando
danos e disfungao tecidual no pulméo, correlacionando com a gravidade e
exacerbacdo do quadro de asma (Kim, 2013; Persson & Erjefalt, 2000). A
neurotoxina derivada de eosindfilo (EDN) e a proteina basica principal (MBP)
constituem biomarcadores resultantes da liberagao de granulos eosinofilicos,
as quais estdo sendo quantificadas para o diagndstico e a monitorizagao do
quadro de asma (Kim, 2013). Em pacientes com parasitoses intestinais
também foi descrito aumento da proteina catiénica eosinofilica (EPC) sérica,
e 0s niveis séricos dessa proteina também mostraram correlagdo positiva
com o numero de eosindfilos (Rodrigues, Arruda, Rodrigues, et al., 2008).

Pelo estudo dos parametros morfoldgicos dos eosinéfilos analisados a
microscopia optica - técnica simples e de baixo custo - também foi possivel
mostrar correlacdo positiva entre o aumento das complicagdes clinicas na
asma e a desgranulagao eosinofilica em média e grande quantidade, além
do espraiamento, emissdo de pseudopode isolado ou de pseuddpodes
multiplos, presengca de vacuolos citoplasmaticos e degeneragao celular
(Muniz-Junqueira, Barbosa-Marques & Junqueira, 2013; Gongalves, 2010).
Essas alteracbes se devem possivelmente a maior liberacdo de citocinas e
proteinas mediadoras da resposta inflamatéria no sangue periférico,
particularmente nas exacerbacbes da asma e em seus quadros com maior
gravidade. No presente trabalho ndo observamos semelhanga de tais
alteragdes nas criancas apresentando parasitoses intestinais. E importante
considerar que as criangas por nos estudadas apresentavam asma leve
intermitente, sem necessidade de medicacéao profilatica e se encontravam no
periodo intercritico da doenga. Embora os eosindfilos tenham apresentado
certo grau de ativacdo, o estado de ativagdo dessas células, foi menor,
comparativamente ao das criangas em fase de exacerbagdo aguda da
doencga, o que também foi observado por Muniz-Junqueira et al. (2013) para

as criangas no periodo intercritico da doenca.
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Como a acgao dos eosindfilos contra os helmintos ocorre no local onde
se encontra o parasito para o combate ao verme, e principalmente suas
larvas, a ativacao celular do eosinodfilo parece ocorrer principalmente no
orgao parasitado, pelo estimulo local decorrente do parasito e das células do
sistema imune atuantes localmente, justificando a auséncia de ativacao
significativa dos eosindéfilos ao nivel periférico como foi observado nesse
trabalho. Entretanto, precisa ser considerada também a possibilidade de
producdo pelos parasitos de moléculas imunomoduladoras negativas que
atuariam sobre as fungbes do sistema imunitario, e que poderiam estar
impedindo a ativacdo dos eosindfilos no sangue periférico. A favor dessa
hipétese, tem sido mostrado que o Schistosoma mansoni, que é um
helminto, pode deprimir a producao de anticorpos, as funcdes dos linfocitos
T e a capacidade fagocitaria dos mondcitos em pacientes com
esquistossomose mansoni e em modelo experimental murino da
esquistossomose (Muniz-Junqueira, Tosta & Prata, 1990; Muniz-Junqueira,
Tavares-Neto, Ataide, et al., 1991; Muniz-Junqueira, Prata & Tosta, 1992;
Muniz-Junqueira, Tavares-Neto, Prata, et al., 1996; Muniz-Junqueira, Prata
& Tosta, 1997; Muniz-junqueira, Eduardo & Prata, 2009; Weinstock & Elliott,
2013; Hayes, Bancroft & Grencis, 2004).

Também favorecendo essa ultima hipotese, tem sido mostrado que a
infeccdo intestinal por helmintos pode diminuir a resposta alérgica, as
respostas auto-inflamatérias e autoimunes sistémicas. Além da resposta
imune contra os helmintos, ocorre uma resposta imunorreguladora que é
desencadeada pelos produtos secretados e excretados (SE) pelos helmintos
que podem atuar via sistema linfatico na reducao da ativacdo de células
dendriticas com supressdo na regulagdao de moléculas coestimulatérias e
citocinas, levando a reducao das células Ta2, aumento na produg¢ao de IL10
e de TGF-B e estimulo para células T regulatérias. Em adigdo, em
experimentos com modelos animais, observa-se que: a) as proteinas SE
liberadas pelos helmintos podem inibir a liberacdo da IL-33, interleucina
associada a polarizagao para resposta tipo Ta2; b) a supresséo da IL5 nao

blogueia os sintomas da asma; c) a inoculagao de helmintos H. polygyrus em
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murinos previne a diabetes do tipo | em cobaias ndo obesas, e em
camundongos, previne eficazmente a inflamagao atépica induzida das vias
aéreas; d) o produto secretado excretado 62 (ES62) derivado de helmintos
tem potente efeito anti-inflamatorio em tratamentos experimentais na asma e
na artrite. Pesquisas também mostram o papel das parasitoses intestinais
por helmintos influenciando a composicado da flora bacteriana intestinal
comensal e com producdo de muco local protetor via IL22. O uso do
Trichuris suis ova (TSQO), parasita habitual de porcos com ciclo apenas
intestinal e que apenas transitoriamente parasita seres humanos, mostrou na
fase experimental do estudo o sucesso no tratamento de pacientes com
Doenca de Crohn ou esclerose multipla enquanto na vigéncia da infecgéo.
Os estudos revelam que multiplos fatores atuam de forma redundante ou
sinérgica para determinar efeitos imunorregulatérios sistémicos decorrente
da infecgdo pelos helmintos associada aos seus produtos. O
desenvolvimento de terapias com produtos dessa associacdo podem atuar
no tratamento das respostas inflamatérias (Mishra, Palma, Bleich, et al.,
2014; Maizels, Mcsorley & Smyth, 2014; Weinstock & Elliott, 2013; Hayes,
Bancroft & Grencis, 2004).

Nos pacientes dos diferentes grupos deste trabalho foi realizada a
avaliagao da funcédo dos fagdcitos por meio da analise da capacidade dos
mondcitos e neutrofilos de fagocitarem a levedura S. cerevisiae — pelos
receptores que reconhecem padrées moleculares de patégenos (rPMPs) e
pelos receptores para opsoninas — e pela capacidade dos fagdcitos de
produzirem anions superéxido avaliada pelo teste do NBT. Como os
fagdcitos mondécitos e neutréfilos sdo importantes células da primeira linha
de defesa contra patdégenos, analises foram realizadas com a finalidade de
esclarecer se a presenca das parasitoses intestinais no organismo altera a
capacidade funcional dessas células na circulagdo sanguinea periférica em
comparagao e na associagao com a asma. A avaliagao da fagocitose foi feita
pela quantificacdo da interiorizagdo das leveduras pelos receptores que
reconhecem padrées moleculares de patdégenos, como a manose na

superficie da levedura ou por meio de receptores para opsoninas, como 0s
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receptores CR1, CR3 e FcR nos neutréfilos e mondcitos que se ligam as
fracbes do sistema do complemento e as imunoglobulinas G,
respectivamente (Muniz-Junqueira, Pecanha, da Silva-Filho, et al., 2003).

Os proprios macrofagos, apds contato com o patégeno, estimulam
uma resposta imune do tipo Ta1l ou Ta2, aumentando sua capacidade de
combate ao patdégeno invasor, ou podem produzir o TGF-B1 suficiente para
regular negativamente seu estado de ativagcao (Mills, Kincaid, Alt, et al.,
2000).

Neste trabalho, observamos menor capacidade fagocitaria dos
neutréfilos pelos receptores para padrboes moleculares de patdégenos no
grupo das criangas parasitadas por protozodrios em relacdo as criangas
asmaticas sem parasitoses. Esse fato foi decorrente do menor envolvimento
dos neutrofilos na fagocitose. Uma possivel explicagdo para esse fenébmeno
seria a menor mobilidade dos neutréfilos das criancas parasitadas por
protozoarios, e particularmente pela Giardia intestinalis, determinada por
fatores relacionados com a infec¢ao parasitaria agindo sobre as células do
sangue. De fato, tem sido mostrado que uma protease produzida pela
Giardia intestinalis, a cisteina protease catepsina B, mostrou diminuir a
quimiotaxia de células polimorfonucleares estimuladas pela quimiocina IL-
8/CXCL8, diminuindo o acumulo dessas células e a infiltracdo de neutrdfilos
no tecido. Tendo sido mostrado que a infeccao pela Giardia pode atenuar o
acumulo de PMN por diminuir a expressao de mediadores responsaveis pelo
seu recrutamento (Cotton, Bhargava, Ferraz, et al., 2014; Cotton, Motta,
Schenck, et al., 2014). Sugerindo, portanto, que a menor capacidade
fagocitaria por nés observada foi consequéncia da agao dessas substancias
sobre os neutrofilos no sangue circulante, diminuindo sua capacidade de
migracgao.

Os mondcitos de criangas parasitadas por protozoarios,
principalmente Giardia intestinalis, mostraram uma maior capacidade de
ingerir as leveduras. Possivelmente isso ocorreu porque na defesa contra
protozoarios, o padrdo de resposta imune desencadeada é principalmente

do tipo Ta1, ativando macréfagos M1, com liberacdo de INF-y e forte
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estimulo celular capacitando a fungdo dos mondcitos na fagocitose das
Giardias, sendo esta uma possivel explicagcdo para a maior ingestdo das
leveduras, pela resposta ao estimulo pelas citocinas, produzidas pelos
macrofagos M1, como o IFN-y (Mills, Kincaid, Alt, et al., 2000; Martinez &
Gordon, 2014).

No presente estudo, diferentemente do encontrado em outras artigos
sobre fagocitose em pacientes asmaticos, um maior indice fagocitario dos
mondcitos foi observado quando a fagocitose foi avaliada pelos receptores
para opsoninas nas criangas asmaticas em relagdo ao grupo controle. Essa
acao também pode ser resultante do desvio para a resposta Ta2 na asma,
com maior capacidade de producdo de imunoglobulinas, opsoninas, que
facilitam a fagocitose. Nos demais parametros ndao encontramos diferenga
na capacidade fagocitaria entre as criangas asmaticas com a doencga
controlada e sem necessidade de qualquer terapéutica profilatica, na
auséncia de parasitoses intestinais, e as criangcas do grupo controle. O
trabalho da Silva-Martis, Couto, Muniz-Junkeira et al. (2013) mostrou que a
capacidade fagocitaria tanto dos monécitos quanto dos neutréfilos por
ambos receptores de padrées moleculares de patdégenos e receptores de
opsoninas (via complemento e/ou imunoglobulinas), nos pacientes com
asma nao controlada em necessidade de medicacio terapéutica profilatica,
se encontrava reduzida em comparagao a dos individuos do grupo controle.
Também foi observado por Marques (2003) no periodo intercrise em
criangas asmaticas, o deficit na fagocitose pelos mondcitos e neutréfilos via
receptores de padrdes moleculares para patdogenos e via receptores para
opsoninas. Possivelmente essa diferenca nos resultados € decorrente dos
mediadores, das células e das citocinas do sistema imune envolvidos nos
casos de exacerbacgdes e maior gravidade de asma, que estdo intensamente
ativados e presentes nesses casos.

A producdo de anions superoxido pelos fagoécitos foi menor nas
criangas parasitadas por protozoarios. A producao desse radical de oxigénio
pelos fagdcitos foi mais elevada nas criangas que estavam parasitadas por

helmintos. Um padrao de respostas opostas se relaciona com a ativagao dos
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linfocitos e macrofagos nessas parasitoses. Helmintos estimulam uma
resposta imune do padrdo Ta2, com aumento da producdo de IL4.
Contrariamente, as infecgbes por protozoarios desencadeiam ativagcdo de
células e mediadores determinando uma resposta imune do padrdao Ta1,
com elevada produgéo de INF-y (Martinez & Gordon, 2014). Quando ocorreu
a associacido da parasitose por protozoario com a asma, houve um
incremento na capacidade de producdo de anions superoxido. A resposta
imune na asma e nas alergias ocorre predominantemente pelo padrdo de
macrofagos M2 e estimulo a resposta imune Ta2 (Mills et al. 2000; Martinez
& Gordon, 2014).

Na analise do NBT apds o estimulo com leveduras foi possivel
verificar que as criangcas asmaticas apresentaram uma maior capacidade de
reducéo do NBT do que o grupo controle, pois houve aumento da % redugéo
do NBT pelos fagécitos que reduziram o corante, mais ndo fagocitaram
leveduras, mostrando que a produ¢cdo dos anions superoxido ocorreu
mesmo sem o estimulo da ingestdo da particula. Dado semelhante foi
encontrado por Marques (2003), e sugere que a produgao de radicais do
oxigénio estd exacerbada e sem foco definido nas criangas asmaticas e
poderia contribuir para a lesao celular pulmonar e posterior remodelamento
das vias aéreas. Ja, pela analise dos fagécitos que fagocitaram mais nao
realizaram a redugdo do NBT, ou seja, ndo produziram os radicais livres, foi
possivel verificar que no grupo de criancas asmaticas e parasitadas por
protozoarios, esse parametro foi mais elevado do que no grupo com asma
isolada, sugerindo que a parasitose por protozoario, embora nao interferindo
na ingestdo das particulas, pode ter causado dificuldade na producao dos
radicais livres, possivelmente pelo desequilibrio da resposta Ta1.

Entre as limitagcbes do nosso estudo, a amostra estudada foi de
conveniéncia e foi baixa adesao das pessoas convidadas a participarem
desse trabalho, ndo tendo sido possivel realizar um inquérito
epidemioldgico/parasitolégico mais amplo nas localidades. Isso determinou

um numero reduzido de criangas em alguns dos grupos de estudo.
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Entre as perspectivas para continuidade desse trabalho, seria
importante a analise das citocinas e das células regulatérias, e esclarecer
quais os fatores que estdo modulando as respostas dos eosindfilos, dos
mondcitos e dos neutrdfilos nesses pacientes, particularmente os fatores
relacionados com os parasitos. Como também, avaliar o efeito do tratamento
antiparasitario nas fungbes dessas células.

Em conclusao, nossos dados mostraram que a infecgao parasitaria e
0 quadro de asma tiveram efeitos opostos sobre as diversas fungbes da
imunidade inata estudada. Além disso, o tipo de resposta dependeu do tipo
de parasito e helmintos e protozoarios determinaram repostas opostas:
enquanto os protozoarios, particularmente a Giardia intestinalis, diminuiram
a capacidade fagocitaria dos neutrofilos pelos receptores para padrdes
moleculares de patdégenos, os helmintos estimularam a fagocitose pelos
mondcitos pelos receptores para opsoninas. Em adicdo, enquanto no quadro
de asma observamos certo grau de ativagdo dos eosindfilos, nas criancas
parasitadas essa ativacdo dos eosindfilos no sangue periférico ndo ocorreu,
possivelmente determinada por fatores supressores produzidos pelos
parasitos. Tais achados podem contribuir para o esclarecimento sobre a
resposta imune inata aos parasitos e suas repercussdes no individuo,
auxiliando na abordagem das parasitoses e no desenvolvimento de novas

terapéuticas para tratamento da asma e atopias.
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6 CONCLUSOES

A ativagdo dos eosindfilos avaliada por parametros morfologicos foi
menor nas criangas com parasitoses intestinais, em relacdo ao percentual de
eosindfilos normais, espraiamento, liberagao de pequenas quantidades de
granulos e emissdo de pseudopode unico em comparagcdo as criangas
asmaticas.

A capacidade fagocitaria dos neutrofilos das criangas parasitadas
exclusivamente por protozoarios foi menor do que as criangas asmaticas,
quando avaliada pelos receptores para padrées moleculares de patdgenos.
Entretanto, quando avaliado pelos receptores para opsoninas, embora tenha
havido maior ingestdo das leveduras pelos neutréfilos nas criangas
parasitadas por helmintos em relagcdo as criangas normais, esse aumento
nao repercutiu na capacidade fagocitaria dos neutrofilos.

Quando a fagocitose foi avaliada pelos receptores para opsoninas, a
capacidade fagocitaria dos mondcitos das criangas asmaticas e também
parasitadas foi maior do que a das criangas controle, pela maior ingestdo de
leveduras pelos mondcitos.

A produgdo de anions superoxido pelos fagécitos foi menor nas
criangas parasitadas por protozoarios do que nas criangas asmaticas e
parasitadas por protozoarios. Entretanto, a producdo dos anions superdxidos
foi maior quando as criangas estavam parasitadas por helmintos do que nas
criangas asmaticas.

Nossos dados mostraram que a infecgao parasitaria e o quadro de
asma tiveram efeitos opostos sobre as diversas fungbes da imunidade inata,

e que as repostas foram dependentes do tipo de parasito.
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ANEXOS

Anexo 1 — Protocolo de avaliagao clinica

Universidade de Brasilia. Nicleo de Medicina Tropical

Mestrado em Biologia das Doengas Infecciosas e Parasitarias

PROJETO DE PESQUISA: Avaliagdo dos eosindfilos na asma, na ascaridiase e na associagdo de ambas em criangas.
RESPONSAVEIS: Dra. Helane Ribeiro; Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Jungueira

1. Identificagdo: Nome:
Registro no Projeto:
Registro no Ambulatorio/Unidade de Saude:

Data de nascimento: __/__/__ _ .ldade: ___ .Género: Feminino [} Masculino ()

Filiaggo: Pai -
Mie -
N de Cémodos/ N pessoas no domicilio / Ncriangas:
Endereco e telefone:
Renda familiar:
Escolaridade dos pais e ou responsavel (e se empregado):
Destino dos dejetos:
Tratamento da dgua para ingestdo:
2. Critérios de Inclusdo:

o Criangas acima de dois anos e adolescentes até 18 anos, sadios com EPF negativo ou com exame
parasitologico de fezes positivo para Ascaris lumbricoide efou portadores de asma, conforme distribuicio
amostral, atendidos nos Ambulatérios de Pediatria ou de Alergia e Imunologia Pediatrica da SES/DF e HUB.

o Concorddncia dos pais ou responsaveis em participar da pesquisa, apos leitura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

3. Critérios de ExclusSo: Neoplasias; Diabetes; Sindrome de Down ou outras sindromes genéticas; Doengas de
depésitos ou Erros inatos do metabolismo; Doengas da Tiredide; Doenga Celiaca; Fibrose Cistica; Doengas auto-
imunes (ARJ, LES, Dermatomiosite, etc.); Doengas de Base: renal, cardiaca, hepética); Outras doengas pulmonares:
intersticiais, displasia broncopulmonar; Tuberculose; AIDS; Hipo/Agamaglobulinemia; Doenga de Crohn; Uso de
imunosupressor.

4. Alergias Associadas:

a) Dermatite atdpica: __ Sim __ Ndo. Tratamento:
b) Rinite alérgica: __ Sim __ Ndo. Tratamento:

c) Conjuntivite alérgica: __ Sim __ N3o. Tratamento:
d) Alergia alimentar: __ Sim __ N3o. Alimento:

e) Tratamento e dieta (restrigdo):

Anotacbes extras (item 04):

5. Diagndstico de asma: _Sim _N&o. (Relato de episédios recorrentes de broncoconstricdo com tosse, dispneia, dor
toraxica, sibilos ou ndo e necessidade de NBZ com berotec ou salbutamol + prednisolona oral)

5.1. Classificagdo da Asma

o Controlada

o Parcialmente controlada

o N&o controlada
Sintomas diurnos: __ nenhum ou < 2X por semana; __ 3 ou +por semana
Despertares noturnos: __ nenhum; __ qualquer Duragdo da crise / N de crises por

ano:

Sintomas:

Idade de inicio:
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MNecessidade de medicacdo de alivio: __ nenhum ou = 2X por semana; __3 ou +por semana
Limitagdo atividades: __ nenhuma; __ qualguer

VEF1 ou PFE: __ normal; __ =80% predito ou do melhor prévio

Tempo de doenca: __<1ano; __1a5anos; __6al0anos; _>10anos.

Mdmero de crises no Gtimo ano: __0a3;_4a7;_8all;, _ >11

Atendimento no PS no altimo ano: __nenhum; __1a3;__4a7 __8all;__ »11
Internagdo no Gltimo ano: __ nenhuma; __1; _ 2; _ 3; >4

Faltas escolares no Gltimo ano: __ nenhuma; __1a5; _ 6al10;__11a20; __=>20

A asma hoje interfere no seu dia-a-dia: __ muito; __ pouco; __nada

Teve crise desde a Ultima consulta: __ ndo; __1; __ 2; _ 3; __ 4 oumais

Procurou PS desde a dltima consulta: __ ndo; __ 1; 3; __ 4 ou mais

Internagdo desde dltima consulta: __ndo; __1; __2; __ 3; __4oumais

Absenteismo escolar desde Gltima consulta: __nenhuma; _ 1a2;  3a4;_ 5a6;_ =6

Percentual de melhora: __ nenhum;__ 102 40%; __ 40a 60%; __ 60 a80%; __ 80 a 80%; __ >90%; __oupiora

8. Tratamento profilatico em uso: __ nenhum; __ corticdide inalado; __ LABA-Associacdo; _ Imunoterapia

9. Contra-indicaces gerais para o dia da coleta: processo infeccioso febril agudo; estar em crise de asma; uso de
corticoide oral nos dltimos quinze dias; uso de gamaglobulina nos dltimos trinta dias, vacinas nos ultimos guinze
dias.

10. Exame fisico: Peso= (percentil=  ); Estatura= (percentil= ). PFE=
Ectoscopia:

ACV:

AP:

Abdome:

Amigdalas:

Rinoscopia:

Ouvidos:

Olhos:

Membros:

Hipdtese diagndstica:

- Peso/estatura:

-Asma:

-Alergias:

Resp avel pelo pr himento:
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido

Universidade de Brasilia, Nicleo de Medicina Tropical

Mestrade em Biclogia das Doencas Infecciosas e Parasitarias

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo dos eosindfilos na asma, na ascaridiase e na associagdo de ambas em criangas.
RESPONSAVEIS: Dra. Helane Ribeiro e Profa. Dra. Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O[A) Sr(a) estd sendo convidado(a) a autorizar a partidpacio do(a) seu filho(a) menor de idade no projeto de pesquisa
“Avaliagdo dos eosindfilos na asma, na ascaridiase e na associacdo de ambas em criangas”. Esclarecemos que este projeto val
verificar o funcionamento de algumas células do sangue do seu filho(a) para podermos entender melhor a sua doenca. Este
estudo trard beneficios para os pacientes, uma vez que o esclarecimento deste funcionamento permitird uma melhor avaliagio,
seguimento e possibilidade terapéutica para os pacientes.

Concordo que seja retirado 5 a 10mL de sangue de uma veia do braco do meu filho(a) e o material utilizado para
retirada do seu sangue serd estéril e descartdvel. Fuiescdarecido que se o meu filho(a) estiver parasitade por lombriga, o sangue
serd retirado duas vezes. Uma antes do tratamento e outra 15 dias depois do tratamento para o verme. Fui esclarecidola) que
os possiveis medicamentos utilizades pele meu filho(a) sdo os mesmos que ele utilizaria ne atendimento nermal de suas
doencas, independentemente desta pesquisa.

N3o haverd nenhuma complicaco para ola) seu filhe(a) a ndo ser uma pequena vermelhiddo no local onde for coletado o
sangue.

Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado (a) sobre o resultado do exame que serd feito no sangue de meu
filho(a).Apos finalizac3o da pesquisa, o paciente retornard ao ambulatério de origem.

Fui esclarecido que o nome dele(a) ndo serd divulgado. As informagGes obtidas sdo confidenciais e serdo publicadas
anonimamente. Os nomes dos participantes serdo mantidos em absoluto sigilo, ndo acarretando, assim, prejulzos & privacidade
dos mesmos.

A participaco neste estudo é voluntdric e a qualguer momento este consentimente poderd ser retirado pelo(a)
pai/m3e ou responsdvel pela crianga. Fui esclarecido que se eu n3o quiser autorizar a participac3o do meu filho (a) neste
projeto, ele continuara o seu tratamento neste Servigo sem prejuizo a sua assisténcia e satde.

Em caso de dividas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa, o{a) senhor(a)
deve procurar o pesquisador responsavel pele nimereo de telefone abaixo, a fim de sand-las. Em caso de dividas pederei entrar
em contato com:

a) Dra. Helane Ribeiro - telefone celular: (61) 96 76-0055

b) Ambulatdrio de Alergia do HCB - (61) 3025-8350

¢) Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FEPECS telefone: (61) 33254955

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da FEPECS. Quaisquer duvidas sobre a ética da pesquisa
pode ser esclarecidas pelo contato com CEP/FEPECS telefone: (61) 33254955

Este documento foi elaborado em duas vias uma ficard com o pesquisador e a outra com o responsével pelo sujeito da
pesquisa.

Brasilia de de 201

Voluntério (nome-assinatura ou impressdo dactiloscopica)

Nome e Assinatura do pesquisador

OBS: Com copia para os Pais ou Responsavel
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Anexo 3 — Termo de anuéncia do menor

Universidade de Brasilia, Nicleo de Medicina Tropical

Mestrado em Biologia das Doencas Infecciosas e Parasitarias

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo dos eosindfilos na asma, na ascaridiase e na associagdo de ambas em criangas.
RESPONSAVEIS: Dra. Helane Ribeiro e Profa. Dra. Marialmaculada Muniz Barboza Jungueira.

TERMO DE ANUENCIA (MENOR DE IDADE-ADOLESCENTE)

Eu abaixo assinado, .............anos, declaro ter lido ou ouvide o
presente documento, e compreendide o seu significado, que informa o seguinte:

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Avaliagdo dos eosindfilos na asma, na ascaridiase e
na associagdo de ambas em criancas.”. Esclarecemos que este projeto vai verificar o funcionamento de algumas células do seu
organismo para podermos entender melhor a sua doenga. Este estudo poderd trazer beneficios para os pacientes, uma vez que
o esclarecimente deste funcionamento permitird uma melhor avaliagdo, seguimento e possibilidade terapéutica para os
pacientes.

Concordo que seja retirado de 1 a 10 mL de sangue de uma veia do meu brago. Fui esclarecido (a) que o material
utilizado para retirada do meu sangue serd estéril e descartdvel. Ful esclarecido (a) que os possiveis medicamentos utilizades por
mim s30 os mesmos que eu utilizaria no atendimento normal de minha doenga, independentemente desta pesquisa.

Uma possivel complicag3o que pode ocorrer & o desconforto da coleta de sangue e uma pequena vermelhiddo no local onde for
coletado o sangue.

Posteriormente, se eu desejar, poderei ser informado (a) sobre o resultado dos exames que serdo feitos no meu
sangue.

Fui esclarecido que o meu nome ndo serd divulgado. As informacdes obtidas sdo confidenciais e sero publicadas
anonimamente. Os nomes dos participantes serdo mantidos em absoluto sigile, ndo acarretando, assim, prejuizos & privacidade
da sua familia.

A participaco neste estudo é voluntdrio e a qualguer momento este consentimento poderd ser retirado por mim. Fui
esclarecido que se eu ndo quiser participar nesta pesquisa ndo haverd nenhum prejuizo para o tratamento e acompanhamento
da minha doenca.

Em caso de dividas acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa, vocé
deve procurar o pesquisador responsével pelo nimero de telefone abaixo, a fim de sand-las. Em caso de dividas poderd entrar
em contato com:

a) Dra. Helane Ribeiro - telefone celular: (61) 9676-0055

b) Ambulatério de Alergiado HCB - (61) 3025-8350

c) Comité de Etica em Pesquisa - CEP/FEPECS telefone: (61) 33254955

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da FEPECS. Quaisquer dividas sobre a ética da pesquisa
pode ser esclarecidas pelo contato com CEP/FEPECS telefone: (61) 33254955

Brasilia,......co. de e de 200

Voluntdrio (nome-assinatura ou impressio dactilescdpica)

MNorme e assinatura dos Pais ou responséveis

Morme e assinatura da testemunha

Nome e Assinatura do pesquisador

OBS: Com copia para os Pais ou Responsavel
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Anexo 4 — Termo de concordancia de Faculdade de Medicina da

UNB

[.'l!'w(:rﬁidul]n ile Trusilia
Comild de Mgy em Pesquisa da Faculdade de Medicina

TERMO DE CONCORDANCIA

03 Prod™. D, Paulo Cdgar de Jesus, Dirclor da Faculdade de Medicma da Liniversidade de Brusilia,
sl de acondo com o reslizagio, neste Scror, da pesquisa “Avaliacko dos cosindfilos na asma, na
ascaridinse ¢ na assoclacho de ambas.. de responsabilidade das pesguisadorss Mesitanda Helane
Catarine Damas do Nascimento Ribeiro & Orientadora Peofa, Mario Imaculeda Muniz Barboea
Junquers, apos apravagdo pelo Comité de Etica cm Pesquisa da SES/F, Fundagio de Ensine ¢

Fessquisa em Ciéneias da Saude (FEPECS)

0 esledo envolve realizacio de entrevistas, exames clinico: @ exames laboraroriais em pacientss

conforme Projete am anega. Tem duracio de 1 ano, com previsio de infcio para agosto de 2004,

Buasilia, O ? ! mﬂ 33:-";5

Diretor responsivel do Hospital’ Faculdade:

: . ) A O it
Pesquisadur Responsivel pelo protocoly e pesquisa .'s’;f'fﬁm o ’f-"-ﬁflr.'c‘-f.-cf,-wwu‘\q Eobinn
s Assinstura

Ll
Campus Universiténo Darcy RIDelre, Asa Norte - GEP 70910-000 - Braailla, DF - Tel” (B1) 3107-1918,
aepim@unb.br

!-\'\_A_uq_r'\w-——v"\'\i'.\\'m'—’—" = o
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Anexo 5 — Termo de concordancia do Hospital da Crianga de

Brasilia José de Alencar

HOSPITAL DA { Governo do Distrito Federal

2]
R’A N A Secretaria de Estado de Satide S US ‘.‘

Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar
DE BRASILIA !US[ ALENCAR

-~
TERMO DE CONCORDANCIA ‘
i
J
o O Superintendente Executivo do Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar, Dr Renilson Rehem,
e : i = - . . e v
g | estd de acordo com a realizacdo, no setor de alergia e imunologia, da pesquisa “Avaliagdo dos eosinéfilos na
5 | asma, na ascaridiase e na associac@io de ambas”, de responsabilidade das pesquisadoras Mestranda Dra Helana
| 2 Catarine Dantas do Nascimento Ribeiro e Orientadora Profa Dra Maria Imaculada Muniz Barboza Junqueira, para |
| andlise e parecer quanto a realizagdo do estudo neste hospital, apés aprovacio pelo Colegiado Gestor do |
e
| | Hospital da Crianca de Brasilia José Alencar. 1
v - 1
| < O estudo envolve realizacdo de entrevistas, exames clinicos, exames laboratoriais em pacientes do |
| »
1 8 em Hospital da Crianga de Brasilia José Alencar, conforme projeto em anexo. Tem duragio de 1 ano, com
w
l & | previsdo de inicio para agosto de 2014.
|
Superinégl}@'nte Executivo responsdvel do Chefia responsavel pela Unidade Clinica Pesquisador Responsavel pelo
‘55 & hospital protocolo de pesquisa
o N {
R I . ¥ b
| = 6“_\.'-3" el e ) - g AL r\_,r_».
! g.. ,f\\‘ . ’,i LAssinatura/carimbo 3 \\E“Awl\eﬂﬂlcarlmbo Assinatura/carimbo |
i 7 |
Brasila, 41 de ougoole  dezoia. ;
- B
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Anexo 6 — Aprovagdo do Comité de Etica

E'IM

\ —— COMITE DE ETICA EM Wm
s e iicuctetent PESQUISA - FEPECS/SES-DF

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avaliagao dos eosindfilos na asma, na ascaridiase e na associacao de ambas em
criangas.
Pesquisador: Helane Catarine Dantas do Nascimento Ribeiro
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 37060314.8.0000.5553
Instituicao Proponente: Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal / FEPECS/ SES/ DF
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 864.615
Data da Relatoria: 09/11/2014

Apresentacédo do Projeto:

Sem alteracgdes,

Objetivo da Pesquisa:

Sem alteragdes,

Avaliacao dos Riscos e Beneficlos:

Sem alteracgdes,

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sem alteracgdes,

Conslideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
A pesquisadora atendeu as pendencias de forma adequada,
Recomendacoes:

Enviar Relatdrio de acordo com o desenvolvimento do projeto.

C lusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Projeto aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Endereco: SMHN 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASA NORTE CEP: 70.710-904
UF: OF Municipio: BRASILIA
Telefone:  (§1)3325-4955 Fa: (33)3325-4955 E-mail: i i i il.com

Pagina 01 dedz
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\ COMITE DE ETICA EM gwm

E: Eecrvang du Cacads 49 Saards

e PESQUISA - FEPECS/SES-DF

Continuagdo do Parecer: 864.615
Necessita Apreclagao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finals a critério do CEP:

BRASILIA, 10 de Novembro de 2014

Assinado por:

LUIZ FERNANDO GALVAO SALINAS
(Coordenador)

Enderego: SMHM 2 Qd 501 BLOCO A - FEPECS

Bairro: ASA NORTE CEP: 70.710-904

UF: DF Municipio: BRASILIA

Telefone:  (51)3325-4955 Fax: (33)3325-4955 E-mail: comitedeetica. secretaria@gmail.com

Pagina 02 de 02
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Anexo 7 — Fotos da Chacara Santa Luzia na Cidade Estrutural,

Guara, Brasilia

A Chacara Santa Luzia na Cidade Estrutural, um dos locais da pesquisa, fica

localizado em Brasilia/DF com distancia de 17 Km do Palacio do Planalto.
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As fotos a seguir sdo de areas internas em casa na localidade.
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Anexo 8 — Fotos do Riacho Fundo Il, Brasilia

O Riacho Fundo II, um dos locais da pesquisa, fica localizado em Brasilia/DF
com distancia de 25,6Km do Palacio do Planalto.
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