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RESUMO

INTRODUGAO: A asma é uma doenca inflamatdria cronica, caracterizada por
hiper-reatividade das vias aéreas inferiores e por limitagcao variavel e reversivel
ao fluxo aéreo. Apresenta manifestacbes clinicas na forma de sibilancia,
dispneia, sensacao de aperto no peito e tosse, podendo ser considerada como
atdépica ou nao atopica, de acordo com seus aspectos imunopatogénicos.
Células do sistema imune, como neutréfilos, macrofagos, células dendriticas e
as células T Natural Killer (NKT), apresentam importante papel no
desenvolvimento ou regulagao da resposta inflamatoria da asma. Desta forma é
possivel que antigenos com propriedades regulatérias, como no caso dos
antigenos de ovo do Schistosoma mansoni (SEA), sejam capazes de alterar o
perfil destas células e regular a resposta imune da asma. OBJETIVOS: Avaliar
a frequéncia de NKT e expressdo de moléculas de ativagdo e coestimulacao,
além de citocinas nestas células, em individuos com asma. METODOLOGIA:
Trata-se de um estudo de corte transversal realizado com 24 voluntarios, sendo
14 individuos asmaticos e 10 voluntarios ndo asmaticos. Células mononucleares
de sangue periférico (PNMC) foram separadas e incubadas por 14 horas com
tetrameros de CD1d conjugados com aGalCer ou SEA. A expressao de
marcadores de superficie e intracelulares foi analisada por citometria de fluxo.
RESULTADOS: Nao foi observada diferenca na frequéncia de células NKT em
culturas de PBMC né&o estimuladas, estimuladas com aGalCer ou SEA, nos
grupos estudados, ou na expressdo de CD69, CD28 e CD25 na superficie de
células NKT nos diferentes grupos e em todas as condi¢des testadas. Entretanto,
a expressao de CD25 foi inferior nas células NKT de individuos com asma grave
quando comparado com asma intermitente, em todas as condi¢des testadas. A
frequéncia de células NKT expressando CD279 apds estimulo com aGalCer foi
superior em individuos com asma intermitente, na comparagao com controles
sadios. Nao foram observadas diferengas na expressao de IL-4, IL-13 e IL-17 em
células NKT nos diferentes estimulos e grupos avaliados. A expressao de IFN-y
apo6s estimulo com aGalCer ou SEA foi inferior em células NKT de individuos
com asma intermitente quando comparados com controles sadio. Entretanto, a
expressao de IFN-y e IL-10 foi superior em células NKT de individuos com asma
grave, apos estimulo com SEA, quando comparado com asma intermitente.
CONCLUSAO: Nossos ensaios sugerem que as células NKT constituem uma
populagao celular de dificil controle, haja vista sua capacidade de produzir tipos
de citocina com efeitos teoricamente distintos. Este e outros estudos que
contribuem para elucidar a resposta imunolégica na asma auxiliam no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas, que visem tanto o controle como
as manifestagdes clinicas da doenga.

Palavras-chave: NKT; Asma; Schistosoma mansoni; CD1d.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by
hyperreactivity of lower airways and variable limitation and reversible airflow. The
main clinical manifestations are wheezing, breathlessness, chest pain that feel
like tightness and coughing, being considered as atopic or non-atopic, according
to its immunopathogenic aspect. Immune cells, such as neutrophils,
macrophages, dendritic cells and Natural Killer T cells (NKT) play an important
role in the regulation or development of inflammatory response of asthma. Thus,
it is possible that antigens with regulatory properties, such as Schistosoma
mansoni soluble egg antigen (SEA), are able to alter the profile of these cells and
regulate the immune response of asthma. AIM: To evaluate the frequency of NKT
cells, expression of activation and costimulatory markers, as well as cytokine
expression in NKT cells from individuals with asthma. METHODOLOGY: This is
a cross-sectional study of 24 volunteers, of which 14 were asthmatic and 10 non-
asthmatic volunteers. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
separated and incubated for 14 hours with CD1d tetramers conjugated with
aGalCer or SEA. The expression of surface and intracellular molecules was
analyzed by flow cytometry. RESULTS: No significant difference was observed
in the frequency of NKT cells in unstimulated PBMC cultures or stimulated with
aGalCer or SEA, in all groups, as well as in expression of CD69, CD28 and CD25
on surface of NKT cells in the different groups and in all tested conditions.
However, CD25 expression was lower in NKT cells from individuals with severe
asthma when compared with intermittent asthma in all tested conditions. The
frequency of NKT cells expressing CD279 after stimulation with aGalCer was
higher in subjects with intermittent asthma, compared to healthy controls.
Regarding expression of cytokines, no significant differences were observed in
expression of IL-4, IL-13 and IL-17 in NKT cells in different stimuli and groups.
However, expression of IFN- y following stimulation with aGalCer or SEA was
lower in NKT cells of individuals with intermittent asthma compared to healthy
controls. Moreover, IFN-y and IL-10 expression was higher in NKT cells of
patients with severe asthma, after stimulation with SEA, compared with
intermittent asthma. CONCLUSION: Our data suggests that NKT cells are a cell
population of difficult control, given its capacity to produce cytokines with, in
theory, distinct effects. This and other studies that contribute to elucidate the
immune response in asthma support the development of new therapeutic
strategies targeting both the control and the clinical manifestations of the disease.

Key words: NKT; Asthma; Schistosoma mansoni; CD1d.
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1. INTRODUGAO

As doencgas respiratérias apresentam-se, de acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (WHO) (2014), como uma das principais causas de morte na ultima década,
sendo que ainda permanecem como a principal causa de morbidade e mortalidade no
mundo (SCHLUGER e KOPPAKA, 2014). Estima-se que 200 a 250 mil individuos
morram todos os anos acometidos pela asma e que estes numeros aumentem, tendo
em vista que a maioria dos casos de morte ocorram em paises nao desenvolvidos
(ANANDAN et al., 2010; PAPADOPOULOS et al., 2012).

A partir da publicag&o da hipotese da higiene e de suas atualizagdes (STRACHAN,
1989; YAZDANBAKHSH et al.,, 2002), novos panoramas puderam ser tracados,
mostrando como as interagdes ambientais e imunolégicas do individuo podem afeta-
lo, permitindo entdo que estudos que observassem a interacéo entre parasitos e seres
humanos fossem realizados. De acordo com OLIVEIRA et al. (2009), a infecgcéo por
Schistosoma mansoni altera a expressao de moléculas coestimulatérias em células T,
bem como sua ativagdo na asma. Outro estudo do mesmo grupo demonstra que o S.
mansoni também estimula a producédo de citocinas que regulam negativamente a
resposta inflamatéria na asma (CARDOSO et al., 2006). Estas observacdes foram
possiveis por que a infeccdo por geohelmintos, mais especificamente o S. mansoni
induz uma resposta imune regulatoria, devido ao constante estimulo induzido pelo
parasita.

Apesar destes estudos enfatizarem especialmente a participacdo da resposta
imune adaptativa na associacado entre infeccdo pelo Schistosoma e asma, com a
participagéo de células T e B (OLIVEIRA et al., 2009; CARDOSO et al., 2010), pouca
atencao € dada para resposta imune inata e para a sua possivel protegao, tendo sido
focada principalmente para a agdo das células dendriticas, por um grupo da China
(LIU et al., 2010; LIU, J. Y. et al., 2011; LIU et al., 2014)

Dessa forma, estudos que elucidem os mecanismos celulares e moleculares das
respostas imunes associadas as inflamacdes respiratérias, como a asma, e suas
associagdes com as doengas infecciosas e/ou parasitarias podem ser de grande valia

para a manutencao e tratamento da populacéo afetada.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.ASMA

A asma é uma comum doenca respiratoria inflamatoria crénica, caracterizada
por hiper-reatividade das vias aéreas inferiores e por limitacdo variavel e reversivel ao
fluxo aéreo. Estima-se que mais de 300 milhdes de individuos, de diversas idades e
etnias, sejam acometidos pela doenga e que a asma cause mais de 340 mil mortes
por ano, em diversas regides do mundo (MASOLI et al., 2004; BOUSQUET et al.,
2010; LOZANO et al., 2012).

Suas manifestagdes clinicas apresentam-se por meio de episddios recorrentes
de sibilancia, dispneia, sensacao de aperto no peito e tosse, que ocorrem
particularmente a noite e pela manha, ao despertar (SBP et al., 2006).

A inflamagéo bronquica constitui 0 mais importante fator fisiopatogénico da
asma e o seu diagnostico € dado com base na histéria clinica do paciente e exame
fisico. Alguns exames complementares, a exemplo da prova de fungdo pulmonar,
podem auxiliar o diagnéstico e definir a gravidade da doenga (ASBAI/SBPT/SBP,
2006; NIH, 2007; PAPADOPOULOS et al., 2012).

Nao obstante a existéncia de muitos estudos determinando a prevaléncia de
asma em determinadas regides ou paises, a grande maioria ndo pode ser utilizado
para fornecer a real nogao da prevaléncia de asma no mundo, principalmente, devido
a falta de padronizagdo na metodologia e nas definigdes de caso.

Duas iniciativas foram pioneiras ao realizar estudos em diversos paises sobre
a alergia e asma utilizando-se de protocolos padronizados. O primeiro estudo a
apresentar uma metodologia mais adequada para este fim foi o “European Community
Respiratory Health Survey” (ECRHS), tendo sua primeira fase iniciada na década de
1980, devido ao aumento da preocupacao relativa a elevagcao da prevaléncia dos
casos de asma no mundo, que avaliou a prevaléncia de asma e rinite alérgica em
adultos jovens, de 20 a 44 anos de idade, provenientes de 48 centros localizados em
22 paises, dos quais apenas seis nao pertenciam a Europa Ocidental (BURNEY et al.,
1994; ECRHS, 1996; BURNEY et al., 1997; ECRHS, 2012; CROISANT, 2014). A
despeito da metodologia adequada, os resultados deste estudo ainda n&o permitiram
que informacdes relativas a prevaléncia mundial de asma fossem geradas, visto que

os dados se referem quase que exclusivamente a Europa. Desta forma, o
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“International Study of Asthma and Allergies in Childhood” (ISAAC) elaborou, em
seguida, questionarios padronizados com o objetivo de permitir comparagdes da
prevaléncia de asma, rinoconjuntivite alérgica e eczema atopico em populagdes de
diferentes paises, além de avaliar a variacdo da prevaléncia com o passar do tempo
(ASHER et al., 1995; ELLWOOD et al., 2005).

De forma geral e levando-se em consideragéo importantes excegdes, pode-se
afirmar que os maiores indices de prevaléncia de asma sao encontrados em paises
desenvolvidos, como Australia, Estados Unidos e Canada, enquanto as menores
taxas sdo encontradas em paises ainda em desenvolvimento, como a india, China e
Indonésia, onde ha elevada prevaléncia de doencas bacterianas e parasitarias
(ISAAC, 1998). De acordo com o estudo ISAAC a prevaléncia média de sintomas de
asma no Brasil entre criangas de 6-7 e 13-14 anos de idade foi respectivamente 24,3
e 19,0% (SOLE et al., 2006).

2.2.CLASSIFICACAO DA ASMA

Houveram, no decorrer do tempo, diversas tentativas de classificar a asma,
sendo que as principais classificacbes baseiam-se na gravidade da doenca. N&o
obstante, a severidade nao deve ser tomado como uma caracteristica fixa da doenca,
haja vista que esta n&o ¢é estatica, podendo alterar-se com o passar do tempo. Ainda
assim, algumas organizag¢des internacionais tem se organizado, para uma melhor
classificacdo da asma, dentre elas destacam-se a classificacdo da Iniciativa Global

para Asma (GINA) e, em nosso meio, as Diretrizes Brasileira para o manejo da asma.

2.2.1. GINA — Global Initiative for Asthma

Estabelecida em 1993, em colaboragdo com érgaos como o NHLBI (National
Heart, Lung and Blood Institute) e WHO (World Health Organization) teve sua primeira
publicagdo em 1995. A GINA (Global Initiative for Asthma) tem objetivado a
disseminacgao de informacgdes relativas ao manejo e ao tratamento da asma, provendo
mecanismos que transformem o conhecimento cientifico em prol da melhora dos
cuidados na asma (REDDEL et al., 2015).
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Considerando suas caracteristicas individuais, que a distingue de outras
doencas, a GINA descreve a asma como uma doenga heterogénea, que se
caracteriza pela inflamacéao crénica das vias aéreas, sendo definida pelo histérico de
sintomas respiratérios que vao de chiado a sensacgao de aperto no peito, falta de ar e
tosse, que variam de acordo com o tempo e a intensidade, classificando os subtipos
de asma, de acordo com o fenoétipo apresentado (ASTHMA, 2014).

Dentre os diversos fenétipos de asma identificados, a GINA utiliza cinco mais
comuns para a definicdo dos quadros de asma. Estes fenoétipos incluem: 1) asma
atdpica, que afeta mais frequentemente criangas, sendo facilmente reconhecivel e que
responde bem ao tratamento com corticoides inalatérios; 2) asma nao alérgica, que
como o nome propde, ndo se relaciona com alergia, ndo respondendo bem aos
corticoides inalatérios; 3) asma de inicio tardio, que afeta adultos, particularmente
mulheres e que assim como a anterior ndo apresenta base alérgica e por esse motivo
necessita de altas doses de corticoides inalatérios, mostrando-se eventualmente
refrataria ao tratamento; 4) asma com limitacdo fixa do fluxo aéreo, onde alguns
pacientes com asma de longa duracdo desenvolvem limitagao fixa do fluxo aéreo,
causada pelo remodelamento das paredes das vias aéreas; e 5) a asma associada a
obesidade, onde os individuos obesos e asmaticos apresentam sintomas respiratorios
proeminentes, com pouca inflamacgao eosinofilica (BEL, 2004; MOORE et al., 2010).

Alguns tratamentos direcionados ao fenétipo da asma estao disponiveis, ainda
que, até o momento nao se tenha encontrado nenhuma relagéo ente as caracteristicas
e os padrdes clinicos especificos de resposta ao tratamento, havendo necessidade

de mais estudos a respeito da classificacado fenotipica na asma.

2.2.2. Diretrizes Brasileiras

As |V Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma classificam a asma de acordo
com sua gravidade, visando principalmente seu controle. Com a definicdo da
gravidade, pode-se determinar o medicamento que sera utilizado, bem como a dose
a ser administrada, de forma que o paciente apresente controle da doenca no menor
espaco de tempo possivel. As diretrizes ainda classificam a gravidade da asma como:

1) intermitente; 2) leve; 3) persistente moderada; e 4) grave. Estima-se que a
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distribuicdo da asma sejam de 60% intermitente ou persistente leve, 25 a 30%
moderados e 5 a 10% graves (ASBAI/SBPT/SBP, 2006).

Tendo como base a GINA (2006), as Diretrizes Brasileiras determinaram fatores
como a analise da frequéncia, intensidade dos sintomas e fungao pulmonar utilizados
para definir a gravidade da asma. A tolerdncia ao exercicio, o conjunto de
medicamentos utilizados para se estabilizar os sintomas, bem como o numero de
cursos anuais de corticoides sistémicos e de hospitalizagdes por asma, além da
necessidade de ventilagdo mecanica, também sao fatores para a classificacdo da
gravidade dos casos da doenga. Dessa forma, parametros que variam das
exacerbagbes da asma, limitagdes de atividades, necessidade de beta-2 agonistas
inalatérios de curta duragao e avaliagbes expiratorias como a do volume expiratorio
forcado e do pico de fluxo expiratério sdo avaliados para determinar a gravidade da
doenca (ASBAI/SBPT/SBP, 2006)

A combinacdo destes parametros, como a gravidade dos sintomas e a limitagéo
ao fluxo de ar, podem ser utilizados como forma de se definir a gravidade da doenca.
Entretanto, se o individuo apresentar boa responsividade a baixas doses do
medicamento utilizado, pode ser classificado como menos grave do que inicialmente,
desta forma, mostra-se necessaria a peridédica avaliacdo do quadro de asma, buscado

a melhor estratégia terapéutica possivel (Quadro1).



Quadro 1. Classificagdo da gravidade da asma®.
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Persistente

Intermitente** | Leve Grave
moderada
Diarios ou
Sintomas Raros Semanais Diarios ]
continuos
Despertares Noturnos Raros Mensais Semanais Quase diarios
Necessidade da
Rara Eventuais Diaria Diaria
utilizacao de B-2
Presente
nas Presente nas
Limitagao de atividades | Nenhuma Continua
Exacerbagd | Exacerbagbes
es
Afeta a
o Afeta a atividade
Exacerbagées Raras atividade e o Frequentes
€ 0 sono
sono
= 80% Predi 60-80% 60-80% Predi <60% Predi
VEF; ou PFE 2 o Predito Predito -80% Predito <60% Predito
Variagdo VEFou PFE < 20% < 20-30% >30% >30%

*Adaptado de ASBAI/SBPT/SBP (2006)
**Individuos com asma intermitente, mas que apresentem exacerbacgdes graves, sdo classificados com

asma persistente moderada

VEF1: Volume expiratério forgado no primeiro segundo; PFE: Pico de Fluxo expiratorio.
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2.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O tratamento farmacolégico na asma busca atenuar suas manifestagdes, além
de evitar as exacerbagdes da doenca. O uso de corticosteroides inalatérios ou orais é
indicado para o controle de sintomas, com o intuito de preservar a funcao pulmonar
do individuo a longo prazo, além do uso, no caso dos glicocorticoides orais, nas
exacerbagdes e como pré-tratamento do bronco espasmo.

Beta-agonistas de acao prolongada também podem ser utilizados no
tratamento da asma, em associagao com os corticosteroides inalatérios. Antagonistas
de receptores de leucotrienos cisteinicos sdo administrados em substituicao aos beta-
agonistas de acao prolongada e associados aos corticosteroides inalatérios para
alguns individuos com asma persistente. Uma outra opgao para o tratamento da asma
€ a imunoterapia, onde alérgenos especificos sdo administrados fora da crise aguda
com o intuito de estimular a tolerancia do individuo. Recentemente, novas drogas tem
sido desenvolvidas, dentre elas o Omalizumab (ASBAI/SBPT/SBP, 2006).

Omalizumab é o mais avangado anticorpo monoclonal anti-IgE humanizado
desenvolvido e aprovado pela US Food and Drug Admistration (FDA) em 2003 e pela
European Medicine Agency (EMA) em 2005, para o tratamento de asma crénica e
urticaria, como alternativa aos medicamentos esteroides utilizados (HECK et al.,
2016). Utilizado no tratamento de doencas respiratorias alérgicas, se liga
especificamente a IgE que se encontra livre no circulagéo, interrompendo a cascata
alérgica e prevenindo a ligagdo da IgE livre com o receptor FceRI dos mastdcitos,
células apresentadoras de antigenos (APCs) e outras células inflamatdrias, além de
reduzir a expresséo de FceRl em basofilos e células dendriticas (CHANEZ et al.,
2010). Reduz a niveis basais as exacerbagbes da asma em individuos com asma
alérgica individuos com asma alérgica, diminuindo a necessidade de utilizagéo de
corticoides inalatérios (HUMBERT et al., 2005; SCHNEIDER et al., 2013; LICARI et
al., 2015).
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2.4.IMUNOPATOGENESE DA ASMA

Dentre as diversas classificacbes da asma, a que a classifica em atépica ou
nao atopica, leva em consideragao aspectos da imunopatogénese da asma. A atopia
pode ser definida como a predisposicdo genética para manifestacdo de doengas
alérgicas, caracterizada pelo aumento dos niveis de IgE especifica para alérgenos,
bem como de eosindfilos e mastdcitos, sendo a base de doencas alérgicas como a
asma, rinoconjuntivite e o eczema atopico (YAZDANBAKHSH et al., 2002; NIH, 2007).
A asma atdpica cursa com resposta inflamatéria e hiper-reatividade brénquica,
envolvendo diversos tipos celulares, dos quais os mais importantes sé&o as células T
CD4* do tipo Th2, mastdcitos, basdfilos e eosindfilos (YSSEL et al., 2001).

No processo de hipersensibilidade imediata, a sequéncia tipica de eventos
consiste na exposi¢ao do individuo a alérgenos ambientais, interagdo com o sistema
inato por meio das células apresentadoras de antigenos (APCs), seguido da ativagao
de células Th2 especificas para esse antigeno, com a consequente producgéao de IL-4,
IL-5, IL-9 e IL-13 (BLACKBURN et al., 2003).

A IL-4 estimula a produgdo de IgE, que liga-se a receptores de alta afinidade
para porc¢ao Fc de IgE (FceRl) presentes nos mastdcitos e baséfilos, que em contato
subsequente com o alérgeno, promovem a liberagdo de mediadores da inflamacéao,
como histamina, leucotrienos e prostaglandinas (HAILE et al., 1999).

As citocinas IL-4 e IL-13 estdo associadas com a estimulac&do da produgao de
IgE, expressdo do FceRIl, receptor de IgE de baixa afinidade, e moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe Il, regulagdo de moléculas
de adesao vascular nos eosindfilos, mastécitos e basdfilos, além da estimulacédo da
produgao de quimiocinas.

Além das citocinas citadas acima, a IL-5 também apresenta importante papel
no recrutamento, ativacdo e sobrevida dos eosindfilos, células com fungdes
pleiotrépicas, que atuam de forma central na resposta imune da asma (MUKHERJEE
etal.,, 2014)

A IL-9 é uma citocina produzida principalmente por linfocitos, sendo um fator
de crescimento de células T e de mastécitos (UYTTENHOVE et al., 1988; RENAULD
et al., 1990; HULTNER et al., 2000; KAPLAN et al., 2015; ROJAS-ZULETA e
VASQUEZ, 2016). A acao dos mediadores inflamatorios liberados ou ativados pelos

mastoécitos e basofilos, a exemplo da histamina, prostaglandinas, leucotrienos e fator
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de agregacao plaquetaria sdo importantes na fisiopatologia das fases imediata e tardia
das doencas atopicas (HOLGATE et al., 1985; PLATTS-MILLS e WHEATLEY, 1996).
Estes mediadores inflamatdrios atuam causando broncoconstricdo imediata, no caso
da histamina, através dos receptores H1, além de estar correlacionada com a
hiperreatividade bronquica e com a gravidade da asma, além de aumentarem a
permeabilidade vascular, como ocorre com os leucotrienos e com as prostaglandinas,
sinalizando e amplificando a inflamacao por meio da ativagdo de células vizinhas,
além de atuarem recrutando eosindfilos e neutrdfilos, por exemplo (KRYSTEL-
WHITTEMORE et al., 2015; MODENA et al., 2016), além de apresentarem influéncias
para o bronco-espasmo (KRYSTEL-WHITTEMORE et al., 2015)

Além das células T CD4* do tipo Th2, subpopulag¢des de células Th17 ativadas,
capazes de produzir citocinas pré-inflamatérias, como IL-17, TNF-a., IL-1 e IL-6, bem
como quimiocinas CXCL1, CXCL2 e CXCL8, parecem ser importantes para a
inflamacao neutrofilica presente no processo inflamatério agudo das vias aéreas
observado na asma alérgica (HOSHINO et al., 2000; NAKAE et al., 2002; HELLINGS
et al., 2003; PRAUSE et al., 2004; HASHIMOTO et al., 2005; CARDOSO et al., 2010;
ZHAO et al., 2010). A IL-17 atua em sinergia com outras citocinas Th17, como a IL-6
para induzir a produgcéo de muco, ou em conjunto com IL-1 e TNF-a para aumentar a
expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (HONORATI et al.,
2004).

Estes dados, juntamente com estudos que demonstram que a administragao
de células Th1 produtoras de IFN-y, em modelos murinos de inflamacao alérgica,
causa uma intensa inflamacao neutrofilica das vias aéreas; reforca a ideia de que a
regulacéo do sistema imune nas doengas inflamatoérias alérgicas néo resulta de um
simples desequilibrio entre as presencas de subpopulacdes de células T (HANSEN et
al., 1999; RANDOLPH et al., 1999).

Desta forma, outras células do sistema imune, incluindo o sistema imune inato,
como neutrofilos, macrofagos, células dendriticas e as células T Natural Killer (NKT),
devem apresentar papel importante no desenvolvimento ou regulagdo da resposta

inflamatdéria da asma.



24

2.5.CELULAS NKT E SUA PARTICIPACAO NA ASMA

As células NKT consistem em uma populagao de linfocitos caracterizada pela
expressao de marcadores classicos de células Natural Killer (NK), como CD56, NK1.1,
NKR-P1A (CD161), bem como pela expressdo de marcadores de superficie
normalmente associados a células T (ativadas/memoria) (KRONENBERG e GAPIN,
2002; SCHUMANN et al., 2003), uma cadeia alfa invariante do TCR (TCRa) pareada
com uma cadeia beta semi-invariante do TCR (TCRB), com a capacidade de
reconhecer antigenos lipidicos apresentados pela molécula CD1d, semelhante ao
complexo principal de histocompatibilidade classe | (MHC-I), presente nas células
apresentadoras de antigenos.

Em murinos, a grande maioria das células NKT é composta por um TCR af
semi-invariante composto por uma cadeia a invariante Va14-Ja18 (Va14i) pareada
preferencialmente a uma e uma cadeia V[38.2, VB7 ou VB2. Em humanos as cadeias
equivalentes a estas sao a Va24-Ja18 e VB11 (SCHUMANN et al., 2003)

As células T Natural Killer (NKT) sdo encontradas em abundéancia no sangue
do corddo umbilical de recém-nascidos saudaveis, no nascimento, ndo necessitando
de estimulagao adicional para o reconhecimento de antigeno especifico, para atacar
e destruir células alvo, como ocorre com as células T e B (BELLANTI e SETTIPANE,
2013).

Podem ser diferenciadas de acordo com o tipo de receptores que expressam
em sua superficie, caracteristica que influencia diretamente na sua fung¢ao e no tipo

de resposta destas células. Os principais tipos de células NKT sao:

a) NKT classicas (ou invariantes), também chamadas de NKT tipo 1
(dependentes de CD1d);

b) NKT tipo 2, também dependentes de CD1d;

c) NKT-like, células T independentes de CD1d, que variam amplamente de

funcao.

Células NKT Tipo I, ou células NKT invariantes (NKT) expressam a cadeia alfa
do TCR invariante (Va14-Ja18 em camundongos e Va24-Ja18 em humanos),
associada a uma cadeia beta com repertério limitado (VB8, VB7 e VB2 em
camundongos e VB11 em humanos) (BELLANTI e SETTIPANE, 2013). Células NKT
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respondem a antigenos glicolipidicos apresentados pela molécula n&o-polimérfica
CD1d, semelhante ao MHC classe |. Em mamiferos, as células NKT apresentam
grande afinidade e reconhecem a-galactosilceramida (a-GalCer), um glicolipideo
derivado de uma esponja marinha (KAWANO et al., 1997; SPADA et al., 1998). As
células NKT Tipo Il também s&o restritas a antigenos glicolipidicos apresentados pela
molécula CD1d, apesar de ndo reconhecerem o a-GalCer, entretanto, elas expressam
TCR néo-invariante (GODFREY et al., 2010).

Além dos TCRs conservados, as células NKT expressam ainda outros
receptores que reconhecem padrées moleculares de patégenos, como os Toll Like
Receptors (TLR), dentre os quais destaca-se o TLR7, que age como um sensor de
RNA de fita simples (ssRNAs) e compostos da familia da imidazoquinolina, como o
R848 (JURK et al., 2002; HEIL et al., 2004). Em modelo animal, tem sido demonstrado
que a estimulacdo do TLR7 nao apresenta apenas resposta antiviral, mas também
efeito protetor contra o desenvolvimento da asma, o qual € mediado principalmente
via producao de IFN-y (CAMATEROS et al., 2007; GRELA et al., 2011). Além deste,
foi demonstrado recentemente que agonistas dos receptores TLR4, TLRS e TLR9
também inibem a ativagao de células NKT das vias aéreas por meio de um mecanismo
dependente da presenga de IL-12 (SHIM et al., 2012).

Desta forma, o TCR invariante e conservado das células NKT parece
apresentar fungao de receptor de reconhecimento padrao, sugerindo que as células
NKT atuam como componentes da resposta imune inata (SCOTT-BROWNE et al.,
2007). A ativacao de células NKT requerem ao menos dois sinais distintos das células
apresentadoras de antigenos (APC). O primeiro € um sinal de ativagéo inicial
fornecido pela interagdo do TCR com o complexo CD1d. O segundo sinal é fornecido
por moléculas coestimulatérias presentes na superficie de APCs e seus ligantes
estimuladores (CD28 e ICOS) e inibidores (CTLA-4 e PD-1) nas células NKT. O
receptor PD-1 tem dois ligantes conhecidos: PDL1 e PDL2. A ligagdo de PD-1 com
PDL1 gera um forte sinal inibidor para as células NKT (LARRUBIA et al., 2009;
DURGAN et al., 2011; LARRUBIA et al., 2011). Recentemente foi demonstrado que o
bloqueio da ligacdo entre PD-1 e PDL1 permite o restabelecimento da funcao de
células NKT anérgicas, o que indica que a via PD-1/PDL1 é o fundamental para gerar
anergia de células NKT (CHANG et al., 2008; AKBARI et al., 2010).

ApoOs sua ativagao, as células NKT secretam rapidamente quimiocinas e

citocinas tanto do tipo Th1 quanto do tipo Th2, as quais podem ent&o ativar células
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dendriticas, macréfagos, células NK, células T, células B, e direcionar a reposta imune
adaptativa (BENDELAC et al, 2007). As células NKT apresentam ainda
caracteristicas de células NK, produzindo perforina e granzima B (KAWANO et al.,
1999; TANIGUCHI e NAKAYAMA, 2000; METELITSA et al., 2001).

As células NKT podem ainda ser categorizadas em CD4" ou duplo-negativa
(CD4-CD8-; DN), sendo as CD4+ maiores produtoras de IL-4 e IL-13 do que as células
NKT duplo-negativa. Células NKT duplo-negativa sdo boas produtoras de IL-17 e IL-
22, as quais podem ter importante papel nos pulmdes, aumentando a resposta imune
inflamatdria, por meio do aumento destas citocinas. Adicionalmente, células NKT em
contato com TGF-B passam a expressar Foxp3 e produzir IL-10, apresentado perfil
regulatério tanto para reposta Th1, quanto para resposta Th2 envolvida na asma
(MOREIRA-TEIXEIRA et al., 2012).

Alguns estudos tem sido realizados na tentativa de identificar o papel das células
NKT nas doengas alérgicas. Camundongos deficientes em células NKT apresentam
menor inflamagao das vias aéreas apos desafio com ovalbumina (OVA). Apesar disso,
a administracao de IL-13 exdgena para camundongos deficientes da molécula CD1d
€ capaz de induzir a hiperresponsividade das vias aéreas, sugerindo que estes
animais nao apresentam uma inabilidade intrinseca de desenvolvimento de
inflamacao das vias aéreas (AKBARI et al., 2003; LISBONNE et al., 2003).
Adicionalmente, camundongos deficientes em células NKT sao capazes de
desenvolver normalmente a resposta Th2 (SMILEY et al., 1997), indicando que estas
células ndo sao essenciais para o desenvolvimento da resposta Th2 e que as células
Th2 apenas nao sao suficientes para o desenvolvimento de hiperresponsividade das
vias aéreas (AKBARI et al., 2003; LISBONNE et al., 2003).

Ainda em modelo animal, foi demonstrado que as células NKT participam
também da colaboracdo com as células B-1, que tém papel importante no
recrutamento de células T efetoras, através da producéao rapida de IL-4, em modelo
de sensibilizagdo de contato (CAMPQOS et al., 2006).

O papel de células NKT na asma humana ainda é controverso. Enquanto
alguns autores observaram a presenga destas células no pulméo de pacientes com
asma (SEN et al., 2005; AKBARI et al., 2006; KIM et al., 2008; MATANGKASOMBUT
et al., 2009), outros ndo encontraram associagao entre a presencga destas células e o
desenvolvimento da asma (THOMAS et al., 2006; BRATKE et al., 2007; MUTALITHAS
et al., 2007; VIJAYANAND et al., 2007). Entretanto, um estudo recente demonstrou
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maior frequéncia de células NKT em lavado broncoalveolar de pacientes com asma
grave ou asma controlada, quando comparado com controles n&o-asmaticos
(MATANGKASOMBUT et al.,, 2009). Portanto, o controle da ativacdo ou
direcionamento destas e de outras células do sistema imune pode contribuir para a

reducdo das manifestagdes clinicas da asma.

2.6.CONTROLE DA ASMA POR HELMINTOS

Os mecanismos regulatorios capazes de modular o processo inflamatorio na
asma vém sendo estudados e alguns trabalhos sugerem que infecgdes por helmintos
sdo capazes de prevenir e/ou controlar a exacerbagdo da resposta do tipo Th2
associada a patogénese das atopias. Embora doencgas alérgicas e infecgdes por
helmintos estejam associadas a estimulagdo da produgéo de células com perfil do tipo
Th2, existem evidéncias de que nas helmintiases crbénicas, principalmente na
esquistossomose, a resposta do tipo Th2 é dita “modificada”, sendo um misto de
resposta Th2 e regulatéria (VAN DEN BIGGELAAR et al., 2000; ARAUJO et al., 2004).

As infecgbes por helmintos, altamente prevalentes em varios paises do mundo,
vém tornando-se objeto de interesse entre os imunologistas, especialmente o
Schistosoma mansoni, por apresentarem duas caracteristicas dominantes: primeiro,
elas séo indutoras eficientes de resposta imune do tipo Th2 (WILLIAMS et al., 1994;
ARAUJO et al., 1996; CORREA-OLIVEIRA et al., 1998), representando um modelo de
resposta imunoldgica polarizada deste tipo, e segundo, sendo parasitas bem
adaptados ao homem, as infecgbes sao cronicas e de longa duragcdo, causando
modulagdo da resposta imune devido, dentre outros aspectos, a inducédo de uma
resposta reguladora. Na esquistossomose ocorre producéo elevada de IL-4, IL-5 e IL-
13, citocinas do tipo Th2 e, consequentemente, producdo de altos niveis de IgE,
aumento no numero de eosinodfilos e mastocitos, além de produgao de IL-10, uma
citocina regulatéria da resposta imune. Em estudos experimentais, a infecgéo pelo S.
mansoni previne o desenvolvimento de diabetes tipo | em camundongos
geneticamente susceptiveis (DUNNE et al., 1992), de encefalomielite experimental
autoimune (LA FLAMME et al., 2003) e de asma (KITAGAKI et al., 2006).

Estudos realizados em populagdes residentes em areas endémicas para

esquistossomose, demonstraram que individuos infectados pelo S. mansoni
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apresentam resposta diminuida aos testes cutaneos de hipersensibilidade imediata
para aeroalérgenos (ARAUJO et al, 2000) e nao desenvolvem asma grave
(MEDEIROS et al., 2003). O papel que mondécitos e células T CD4 e CD8 exercem na
inibicdo da resposta inflamatdria alérgica nesses individuos vem sendo estudado pelo
grupo de pesquisadores do Hospital Universitario Professor Edgard Santos da
Universidade Federal da Bahia, e estes estudos indicam que a IL-10 desempenha um
papel importante nesse processo (ARAUJO et al., 2004; CARDOSO et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2009; CARDOSO et al., 2010; CARDOSO et al., 2011). Muitos dos
antigenos que induzem a producédo de IL-10 in vitro estdo presentes no ovo do S.
mansoni, sendo que nao apenas células T contribuem para a secrecao desta citocina,
como também células do sistema imune inato, como mondcitos, também sao
importantes fontes produtoras desta citocina (OLIVEIRA et al., 2009). Desta forma, &
possivel que antigenos do ovo de S. mansoni, sejam também capazes de induzir um
perfil regulatério em outras células do sistema imune inato, como as células NKT.
Considerando a elevada frequéncia de infecgado por helmintos, é provavel que
muitos dos individuos infectados, também sejam expostos a outras infecgdes ou
doencgas. O questionamento existente é: como a infecgédo crénica pelo S. mansoni,
cursa com uma resposta imune altamente polarizada para o tipo Th2, poderia interferir
na resposta imune e no curso clinico de outra doenca concomitante que também induz

uma resposta do tipo Th2?

3. JUSTIFICATIVA

A participacdo das células NKT, que s&o ativadas por glicolipideos, e
importantes em direcionar a resposta imune adaptativa, ndo vem sendo estudada no
que diz respeito a possivel modulagao da resposta inflamatdria alérgica que pode ser
induzida por antigenos com propriedade imunorregulatorias, com os do ovo do S.
mansoni.

O S. mansoni é capaz de sintetizar uma variedade de glicoconjugados,
incluindo glicoproteinas e glicolipideos, muitos dos quais sdo também expressos pelo
hospedeiro. Estes conjugados exercem importante papel na relagao entre parasita e

hospedeiro, induzindo tanto a reposta imune humoral quanto celular (HOKKE e
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YAZDANBAKHSH, 2005; VAN DIE e CUMMINGS, 2006). A caracterizagdo dos
glicolipideos do ovo do S. mansoni demonstrou que uma série de glicoesfingolipidios
multifucosilados constituem o seu principal glicolipideo (KHOO et al., 1997). Apesar
dos glicolipideos extraidos do ovo ou do verme adulto do S. mansoni serem capazes
de induzir tanto resposta imune pro-inflamatéria quanto anti-inflamatéria por células
mononucleares do sangue periférico (VAN DER KLEIJ et al., 2002), ainda nao foi
avaliado o papel destes antigenos na ativacdo das células NKT de individuos
asmaticos.

As células NKT parecem exercer importante papel durante o curso da infeccéo
pelo S. mansoni, visto que foi demonstrado que a molécula CD1d é fundamental na
inducao da reposta Th2 durante o curso da infecgdo em modelo murino (FAVEEUW
et al., 2002). Além disso, a imunizagdo de camundongos diabéticos ndo obesos com
antigenos do ovo do parasita é capaz de expandir a populagcdo de células NKT e
induzir uma resposta Th2 que previne o desenvolvimento de diabetes tipo 1
(ZACCONE et al., 2003). Outro estudo demonstrou na esquistossomose murina a
presenga de células NKT hepaticas ativadas e produtoras de IL-4 e IFN-y
(MALLEVAEY et al., 2006).

Como revisado neste trabalho, a infeccao por helmintos, particularmente pelo
S. mansoni, ou ainda por produtos destes, apresenta a capacidade de modular a
resposta imune alérgica. Os mecanismos desta regulagdo ainda nao foram
completamente descritos, e, possivelmente, envolve diferentes tipos celulares,
incluindo as células NKT.

Portanto, é possivel que antigenos de ovo de S. mansoni, que apresentam em
sua composigao glicolipideos, e que sao capazes de induzir resposta regulatoria,
estimulem as células NKT, para induzir um perfil imunoldgico de células regulatdrias.
Como as células NKT fazem parte do sistema imune inato, esta estimulacdo pode
ocorrer inclusive com células de individuos que nunca foram infectados ou exposto a
antigenos de S. mansoni. Estes resultados poderao auxiliar no melhor entendimento
sobre a participagao das células NKT na asma, além de apresentar, pela primeira vez,
como as ceélulas NKT comportam-se quando sdo expostas aos antigenos de S.
mansoni, ja que a maioria dos estudos anteriores faz estimulagdo apenas com
aGalCer. Estes conhecimentos podem contribuir, no futuro, para a descricdo de novas

alternativas terapéuticas para a asma, uma doenga que ainda hoje é de dificil controle.
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4. OBJETIVOS

4.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do uso do antigeno soluvel de ovo do Schistosoma mansoni
(SEA) ligado ao tetramero CD1d na frequéncia e fenétipo de células NKT de sangue

periférico de individuos asmaticos.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar, em individuos asmaticos e controle sadios:

i. Afrequéncia de células NKT em sangue periférico;

ii. A expressao de molécula de ativacdo (CD69), coestimulatéria (CD28 e
CD279) e regulatéria (CD25), em células NKT incubadas com tetramero CD1d
ligado a aGalCer ou ao SEA;

ii. O perfil Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-13), Th17 (IL-17A) e regulatério (IL-10) em

células NKT incubadas com tetramero CD1d ligado a aGalCer ou ao SEA.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1.DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo de corte transversal realizado com 24 voluntarios, sendo
14 individuos asmaticos (07 acometidos com asma intermitente leve e 07 com asma
grave) atendidos pelo Nucleo de Exceléncia em Asma da Universidade Federal da
Bahia (ProAr-UFBA), além de 10 voluntarios ndo asmaticos, sem outras doencas
cronicas, chamados neste trabalho de “controles sadios”.

Tomando como base os dados de YAN-MING et al. (2012), onde foi demonstrado
que a frequéncia de células NKT em sangue periférico de individuos com asma foi de
0,051 = 0,041%, enquanto controles saudaveis apresentaram frequéncia superior
(0,135 £ 0,061%), e acrescentando-se 20% ao tamanho amostral obtido, por se tratar
de abordagem nao paramétrica, um total de 10 individuos em cada grupo (asma e
controle sadio) foi tido como suficiente para permitir a deteccdo de uma diferenca
significativa na frequéncia de células NKT entre os grupos avaliados, considerando
um poder de estudo de 90% e erro alfa de 0,05. Como incluimos um total de 14
individuos asmaticos e 10 voluntarios nao asmaticos, o poder do estudo obtido foi de

98%. O calculo do tamanho amostral foi feito utilizando o software G*Power 3.1.9.2.

5.2. ESTRATEGIA DE SELECAO DOS PARTICIPANTES

Foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos, na faixa etaria entre
18 e 59 anos e que apresentaram exame parasitolégico de fezes negativo para
pesquisa de helmintos. Optou-se por participantes adultos devido a dificuldade de
realizar prova de funcao pulmonar em criangas e para evitar erro de diagndstico por
conta de outras doencgas cronicas, como doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
em idades mais avancgadas.

Nao foram incluidos neste estudo gestantes, individuos em uso de droga
imunossupressora por via oral ou sistémica e individuos sabidamente infectados pelo

virus HIV e/ou hepatite.
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Os individuos incluidos neste estudo eram acompanhados pelo ProAr e faziam
parte de uma coorte de estudo dos endofendtipos da asma. Aqueles que se
encaixavam nos critérios de inclusdo eram convidados para participar do presente
estudo. Apds o aceite do convite e esclarecimentos de todas as duvidas sobre o
trabalho era obtida a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexos 3 e 4).

Todos os participantes foram previamente submetidos a exames clinicos para
que pudesse ser determinado qual tipo de asma era acometido. Para isso, foram
realizados testes de espirometria e exame do escarro. Além dos exames clinicos
foram realizados exames laboratoriais: hematoldgicos, bioquimicos, imunoldgicos e
parasitolégico, com o intuito de verificar se os participantes do estudo eram portadores

de outras comorbidades como doengas parasitarias, infecciosas e autoimunes.

5.3. CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi submetido para analise pela Plataforma Brasil (Anexo 1)
e aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FIOCURZ-BA (CAAE:
22442013.9.0000.0040), em 31 de outubro de 2013 (Anexo 2), sendo realizado no
Laboratério de Patologia Experimental (LAPEX) do Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz (CPqGM) - FIOCRUZ/Ba, situado na Rua Waldemar Falcao, 121, Candeal,
Salvador-Ba.

Por se tratar de um estudo que utilizou amostra biolégica para sua realizagao,
pequenos riscos associados a coleta de sangue estiveram envolvidos, visto que a
retirada de sangue € um procedimento médico de rotina e, em casos raros pode
provocar dor leve, sangramento apds a retirada da agulha ou formacdo de leve
inchaco no local. Caso isso acontecesse, os cuidados adequados seriam tomados
pelos profissionais preparados, para sanar o trauma.

Todas as informagdes pessoais e dados médicos foram mantidos em
confidencialidade. As informacdes médicas dos participantes deste estudo foram
armazenadas de acordo com exigéncias legais e todas as informagdes do banco de
dados apresentam um cédigo ao invés do nome do participante do estudo.

Todos os procedimentos envolvendo os participantes do presente estudo,

levaram em consideragédo as normas regulatorias dispostas na CNS 466/2012.
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5.4.COLETA DE SANGUE PERIFERICO, SEPARACAO DE CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO E CULTURA CELULAR

Por tratar-se de um trabalho que contou com a colaboragédo dos participantes
de um estudo de maiores duracéo e proporcéo, além de contar com a colaboragao da
equipe do ProAr houve a necessidade de adequacéio da rotina do ProAr e do estudo
que estava sendo realizado.

Quinzenalmente, apds a realizagao dos procedimentos clinicos e convite para
participar do estudo, os candidatos aptos eram convocados na sede do ProAr, onde
aplicavam-se os TCLE e coletava 20ml de sangue periférico em tubo heparinizado.

As coletas de sangue venoso dos participantes do estudo foram realizadas, em
um primeiro momento, na sede do ProAr. Com o término da etapa do estudo que
estava sendo realizado e com as demandas internas relativas a finalizacao do estudo
no ProAr, fez-se necessaria a transferéncia do ponto de coleta de amostras dos
participantes para as dependéncias do CPqGM — FIOCRUZ/Ba. Onde, seguindo uma
relacdo de candidatos ao estudo predefinida pelo corpo clinico do ProAr, os mesmos
eram convidados e, apos a aplicacédo do TCLE (Anexos 3 e 4) e concordancia em
participar do estudo, realizava-se a coleta de sangue periférico na sala de coleta deste
centro.

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por
meio do gradiente de sedimentacédo de Histopaque 1077 (Sigma-Life, St. Louis, MO,
USA), através de centrifugagdo por 30 minutos, a 1450 RPM sem freio, em
temperatura ambiente, sendo seguido de duas lavagens, de acordo com protocolos
predefinidos e com as especificagdes do fabricante (CHACKO et al., 2013; EMAD e
DROUIN, 2014). Posteriormente o sedimento foi ressuspendido e ajustado para a
concentragdo de 1 x 107 células/ml em meio de RPMI Medium 1640 (Gibco, Life
Technologies Australia Pty Ltd, Mulgrave, VIC, Australia) contendo brefreldina, com
10% de soro fetal bovino (inativado), Gentamicina 1ug/ml, e 0,3ul de Protein Transport
Inhibitor Cocktail (500x) (eBioscience, San Diego, CA, USA). Foi acrescentado 50l
desta solugdo em cada pogo de uma placa de 96 pogos com fundo em “U”, perfazendo
um total de 5 x 10° células/pogo.

As células foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2 durante 12-16
horas, em trés diferentes condi¢cbes: a) auséncia de estimulo; b) presenca de
tetramero de CD1d conjugado com aGalCer (0,3-0,5ul) (CD1d-aGalCer-APC,
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PROIMUNE); c) tetramero de CD1d conjugado com SEA (0,3-0,5ul) (CD1d-empty-
APC, PROIMUNE), de acordo com o descrito no esquema de placas para marcagao

celular (Quadro 2).

5.5.CONJUGACAO DO TETRAMERO CD1D-EMPTY COM SEA

O tetramero CD1d Empty (APC labelled human CD1d tetramer, PROIMUNE)
consiste em uma molécula de CD1d, semelhante ao MHC-1, com seus quatro sitios
de ligacdo disponiveis (empty) para conjugacdo com compostos lipidicos
(glicolipideos, por exemplo) e associada ao fluorocromo aloficocianina (APC).

A conjugacao dos tetrameros CD1d-empty com o antigeno SEA foi feita de
acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante (PROIMUNE). Inicialmente foi
realizada uma curva dose resposta para definir a melhor concentragao de tetramero
para a quantidade de células que iriamos utilizar. O antigeno SEA utilizado foi mantido
na mesma concentracdo ja utilizada em outros estudos prévios do nosso grupo
(SOUZA et al., 2012). Utilizou-se o volume de 3,5ul de SEA , na concentracéo de
10ug/ml em cada pocgo, acrescido de 0,5 pyl de CD1d-empty/pogo, os quais eram
mantidos em temperatura ambiente e protegidos da luz, por 18 horas. Em relagao ao
tetramero CD1d-aGalCer, n&o foi necessario realizar este procedimento, haja vista

que o mesmo é adquirido previamente conjugado.

5.6.MARCACAO CELULAR E AQUISICAO EM CITOMETRO DE FLUXO

Apo6s a cultura foi iniciada a marcacdo de superficie e intracelular com
anticorpos monoclonais para posterior aquisicdo em citbmetro de fluxo. Foram
realizadas até sete marcacdes simultdneas, em cada condicdo, com anticorpos
monoclonais contra marcadores de superficie celular ou intracelular, conjugados com
fluorocromos especificos. Os anticorpos monoclonais utilizados para marcacao da
superficie celular foram: CD3 - Alexa Fluor 700 (Invitrogen); CD19 - PE-Texas RED
(Invitrogen); CD25 - PE (eBioscience); CD28 - PE-Cy5 (Biolegend); CD69 - PE-Cy5.5
(Invitrogen); CD279 (PD1) — FITC (eBioscience) e Va24Ja18-TCR - PE-Cyanine7

(clone 6B11) (eBioscience). Os anticorpos monoclonais utilizados para a marcagao
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intracelular foram: IL-10 — PE (eBioscience); IFN-y — FITC (eBioscience); IL-4 — PE
(eBioscience); IL-13 — FITC (eBioscience) e IL-17A — PE (eBioscience).

Inicialmente as placas foram retiradas da estufa, centrifugadas e o
sobrenadante desprezado. A células foram entdo incubadas por 20 minutos,
protegidos da luz e a 4°C, com os anticorpos de superficie diluidos em solugao de
diluicdo de anticorpo (SDA: tampéao salina fosfato - PBS 1x, azida 1M e fragdo V de
albumina bovina - BSA). Em seguida foi realizada lavagem utilizando solugdo de
lavagem (PBS 1x, azida 1M e fragdo V de albumina bovina - BSA) para eliminar o
excesso de anticorpo monoclonal. As placas contendo as células marcadas seguiam
entdo para o procedimento de permeabilizacdo da membrana, através de incubacgao
por 30 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz, em solugédo de
permeabilizagcdo celular (Permeabilization Buffer: PBS 1x, azida 1M, fracdo V de
albumina bovina - BSA e saponina 10%). Apds a permeabilizagédo, as células foram
incubadas com os anticorpos monoclonais intracelulares diluidos também em solucéo
de permeabilizagdo, por mais 20 minutos em temperatura ambiente e protegidos da
luz. Apds a marcagao foram realizadas ainda mais duas lavagens (PBS 1x, azida 1M
e fracdo V de albumina bovina - BSA) e entdo as células foram ressuspensas em
200ul de Wash Buffer-Tetramero (PBS 1x, azida de sédio 0,1% e BSA 0,1%).

ApOs realizadas as marcagdes, as placas eram mantidas a 4°C, protegidas da
luz até o momento da aquisicdo em citbmetro de fluxo BD LSRFortessa™, na
plataforma de citometria do CPqGM. Todas as aquisigdes foram realizadas no mesmo
dia da realizacdo da marcagao celular, sendo este procedimento iniciado até duas
horas apds o término da marcacio e sendo adquiridos em média 174.000 eventos em

cada pocgo avaliado. O esquema de placas utilizado esta exposto no Quadro 2.



Quadro 2. Esquema de Placas para marcacgao celular.
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Sem Estimulo

CD1d+aGalCer

CD1d+SEA

ISOTIPOS

ISOTIPOS

ISOTIPOS

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD25 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD25 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD25 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD28 - PE-Cy5

CD279 (PD1) - FITC
IL-10 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD28 - PE-Cy5

CD279 (PD1) - FITC
IL-10 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD28 - PE-Cy5

CD279 (PD1) - FITC
IL-10 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

IFN-y — FITC

IL-4 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

IFN-y — FITC

IL-4 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

IFN-y - FITC

IL-4 - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD69 - PE-Cy5.5
IL-13 - FITC

IL-17A - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD69 - PE-Cy5.5
IL-13 - FITC

IL-17A - PE

CD3 - Alexa Fluor 700
CD19 - PE-Texas RED
Va24Ja18-TCR - PE-
Cyanine7

CD69 - PE-Cy5.5
IL-13 - FITC

IL-17A - PE
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5.7.ESTRATEGIA PARA DEFINICAO DE POPULAGAO.

A populacdo de células NKT foi definida utilizado o anticorpo anti-Va24/Ja18
(6B11), combinado com anti-CD3 e anti-CD19. A estratégia de selecédo da populacéo
de células NKT foi baseada na descricao feita por SHARMA et al. (2011). As células
NKT foram definidas como CD3*CD19Va24/Ja18* (Figura 1).

Figura 1. Estratégia para definicdo de populagéo de células NKT.

5.8.ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos pelo citdbmetro de fluxo foram analisados através do software
Flow Jo X (Califérnia) e sdo expressos em frequéncia percentual de células positivas
(%) e pela intensidade média de fluorescéncia (MFI) de cada anticorpos utilizado. Os
dados quantitativos serdo expressos em mediana (minimo —maximo).

As analises estatisticas e os graficos foram realizadas através do software
GraphPad Prism® versao 6.0. O teste de normalidade de D’Agostino e Pearson
revelou que os dados gerados n&o seguiam a curva de Gauss, sendo entao aplicados
testes estatisticos ndo paramétricos. Para a comparacédo dos valores medianos de
frequéncia de células positivas ou da intensidade de fluorescéncia entre dois grupos
foi utilizado o teste de Mann-Whitney, enquanto que para trés ou mais grupos foi
aplicado o teste de Kruskal Wallis. A comparagao de proporgdes foi realizada através

do teste de Qui-quadrado. Foram considerados significativos valores de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICA DA POPULAGAO ESTUDADA

A populacao estudada foi composta por 24 individuos, dos quais 14 foram
asmaticos, sendo chamados a partir deste momento simplesmente de grupo “Asma’,
e 10 foram individuos ndo asmaticos, sendo denominados de “Controle Sadio”. O
grupo “Asma” foi composto por 7 individuos (50%) com asma intermitente e 7 (50%)
com asma grave.

O grupo de controles sadios foi formado por 40% de individuos do sexo
masculino, enquanto que o grupo de asma intermitente foi composto por 42,9% e o
grupo de asma grave apresentou 28,6% de pessoas do sexo masculino (p > 0,05; chi-
quadrado; Tabela 1).

Também foi avaliada a distribuicdo etaria mediana entre os individuos dos
diferentes grupos. Foi observado que os individuos com asma grave apresentaram
idade mediana [38,0 (36,0-51,0)] significativamente superior ao observado para o
grupo controle sadio [30,0 (28,5-34,5); p < 0,05]. Entretanto, ao se comparar a idade
mediana do grupo controle sadio com o total de asmaticos, esta diferenga deixa de
existir (p > 0,05; Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo do sexo e idade dos participantes, de acordo com os diferentes

grupos.
Asma
Controle Sadio Valor
Asma Intermitente Asma Grave Total
(n=10) de p
(n=7) (n=7) (n=14)
Sexo
40,0% 42,9% 28,6% 35,7% ns
(Y%eM)
<0,05**
Idade* 30,0 (28,5-34,5) 37,0 (35,0-49,0) 38,0 (36,0-51, 0) 30,0 (28,5-51,1) s
ns

ns: ndo significante; *Idade representada em mediana (min-max); **Teste de Mann Whitney: Controle
x Asma Grave; ***Teste de Mann Whitney: Controle x Asma Total
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6.2. FREQUENCIA DE CELULAS NKT.

A frequéncia de células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*) em cultura de PBMC nao
estimulada, ou estimulada com tetrameros de CD1d conjugado com aGalCer (CD1d-
aGalCer)ou com SEA (CD1d-SEA) foi avaliada nos grupos estudados. Foi observado
que a frequéncia mediana de células NKT, expressa em porcentagem, ndo diferiu
entre os controles sadios e os asmaticos em culturas de PBMC sem estimulo [0,25%
(0,13-0,39%) e 0,22% (0,07-0,33%)], estimulada com aGalCer [0,22% (0,18-0,36%) e
0,17% (0,10-0,31%)] ou com tetramero conjugado com SEA [0,23% (0,10-0,34%) e
0,18% (0,10-0,30%), respectivamente; p > 0,05; Figura 2A]. Ao se avaliar a média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) do receptor de células T (TCR) conservado
presente em células NKT, o Va24Ja18, também foram observados niveis semelhantes
entre os grupos avaliados e em cada condicao testada (Figura 2B).

Estas mesmas analises foram realizadas dentro do grupo de asmaticos para
avaliar se havia alguma diferenca na frequéncia de células NKT, ou mesmo na
expressao do receptor Va24Ja18, entre individuos com asma intermitente e asma
grave. Entretanto, assim como os resultados anteriores, ndo foi observada diferengas

significativas nestes parametros (dado ndo mostrado).
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Figura 2. Frequéncia de células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*) em cultura de células mononucleares de
sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou estimuladas com
tetramero de CD1d conjugados com aGalCer ou com SEA.

A. Frequéncia de células NKT expressa em porcentagem; B. Média de intensidade de fluorescéncia
(MFI) do receptor Va24Ja18 em células NKT. C. Gréfico representativo da definicdo de populagao de

células NKT e seu respectivo grafico de isotipos.
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6.3. EXPRESSAO DE MOLECULAS NA SUPERFICIE DE CELULAS NKT

Avaliamos o estado de ativacado de células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*), por
meio da expressdo da molécula de superficie CD69, em cultura de PBMC nao
estimulada, estimulada com tetrameros de CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.
Nao foi observada diferenga na expressao desta molécula entre os controles sadios e
0s asmaticos em culturas de PBMC sem estimulo [52,60% (43,30-92,36%) e 58,30%
(39,70-87,13%) estimulada com CD1d conjugado com aGalCer [71,75% (54,05-
85,39%) e 52,60% (57,10-87,96%)] ou com tetramero CD1d conjugado com SEA
[83,30% (52,05-95,85%) e 47(46-92,16%)], respectivamente; p > 0,05; Figura 3A]. Na
avaliacao da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD69, valores
semelhantes também foram observados nos grupos testados, ndo havendo diferenca
entre eles (Figura 3B).

Estas mesmas analises foram realizadas dentro do grupo de asma,
comparando os subgrupos de asma intermitente e asma grave, buscando avaliar se
havia diferencas na frequéncia de CD69 nestas células e/ou na expressao dessa
molécula por meio da média de intensidade de fluorescéncia (MFI). Contudo,
semelhante aos dados da frequéncia e expressdo de CD69, nos grupos expostos

acima, nao foi observada diferenca nos subgrupos de asma (dado n&do mostrado).
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Figura 3. Expressdo de CD69 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*) em cultura de células

mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou

estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam CD69 em sua superficie (CD3+CD19-
Va24Ja18+CD69+), valores expressos em porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia

(MFI1) de CD69 em células NKT. C. Representagéo grafica da definicdo de populagéo de células NKT

CD69+ e seu respectivo grafico de isotipo controle.
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Ainda para determinarmos o estado de ativagao das células NKT proveniente
de cultura de PBMC de individuos asmaticos e controles saudaveis, ndo estimulada,
estimulada com o tetramero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA, avaliamos a
expressdo da molécula coestimulatéria CD28 em presentes na superficie destas
células NKT. A analise da expressao desta molécula ndo apresentou diferenga nas
culturas de PMBC nao estimuladas dos controles sadios e dos asmaticos [76,70%
(52,38-93,95%) e 64,30% (17,15-87,90%), estimuladas com CD1d Conjugado com
aGalCer [78,20% (16,43-91,22%) e 58,50% (11,73-76,20)] ou com o tetrédmero CD1d
conjugado com SEA [68,80% (2,94-93,60%) e 68,35% (14,13-78,68),
respectivamente; p > 0,05, Figura 4A]. Os valores da média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) da molécula CD28 nao demonstrou diferenga na comparagao dos
respectivos grupos (Figura 4B).

A avaliagdo dos subgrupos de asma (asma intermitente e asma grave), também
nao apresentou diferencas tanto na expressao percentual desta molécula quanto na

expressao das mesmas avaliadas por meio da expressao da MFI nestas células.
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Figura 4. Expressdo de CD28 em Células NKT em cultura de células mononucleares de sangue
periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas, estimuladas com CD1d
conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de células NKT expressando a molécula CD28 em sua superficie (CD3*CD19-
Va24Ja18+*CD28%), valores expressos em porcentagem. B. Média de intensidade de fluorescéncia
(MFI) de CD28 em células NKT. C. Representagdo grafica da definicdo de populagdo de células NKT
CD28* e seu respectivo grafico de isotipo controle.
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Ainda em relacdo a coestimulacao, avaliamos também a expressdo de CD279,
molécula coestimulatéria presente na superficie de linfécitos, pertencente a familia do
CD28, importante na regulacédo negativa da proliferacdo e na expressao de citocinas
por estes linfocitos. A expressao desta molécula nas células NKT de cultura de PBMC
nao estimulada, estimulada com tetrémeros de CD1d conjugados com aGalCer ou
SEA foi semelhante entre os controles sadios e os asmaticos em culturas de PBMC
sem estimulo [4,95% (1,84-6,03%) e 4,42 (3,98-13,00%), estimulado com CD1d-
aGalCer [4,66% (0,01-9,64%) e 6,45% (2,45-11,35%), ou estimulado com CD1d
conjugado ao SEA [4,26% (0,84-5,66%) e 9,00 (3,17-18,15%), respectivamente; p >
0,05; Figura 5A).

Contudo, ao avaliarmos a média de intensidade de fluorescéncia de CD279
nestes mesmos grupos, verificamos que as células NKT de individuos asmaticos
apresentaram menor intensidade de fluorescéncia desta molécula em culturas nao
estimuladas [7,54(6,05-9,82)], quando comparado com o grupo controle [34,00 (12,00-
43,55); Figura 5B].
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Figura 5. Expressdo de CD279 em Células NKT (CD3+CD19-Va24Ja18+CD279+) proveniente de
sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios apos diferentes estimulos in vitro.

A. Expressao de células NKT que possuem CD279 em sua superficie (CD3*CD19Va24Ja18*CD279%).
B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de CD279 em células NKT. C. Representagéo grafica

da definigdo de populagéo de células NKT CD279* e seu respectivo grafico de isotipo controle.
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Analises semelhantes foram realizadas dentro do grupo de asma, subdividindo-
0 em asma intermitente e asma grave, com o intuito de avaliar diferengas na
frequéncia ou na média de intensidade de fluorescéncia de CD279 nas células NKT
de cultura de PBMC de sangue periférico. Observamos que a frequéncia de expresséo
desta molécula foi superior em células NKT de individuos com asma intermitente em
culturas ndo estimuladas [11,10% (9,29-15,40%)], quando comparados com controles
sadios [4,95% (1,84-6,03%)] ou com asma grave [3,98% (0,01-7,35%)].
Adicionalmente, quando estimuladas com CD1d-aGalCer, a frequéncia de CD279 em
células NKT de individuos com asma intermitente [9,90% (5,24-12,40%)] também foi
superior ao observado em células de controles sadios [4,66% (0,01-9,64%); Figura
6A].

A média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD279 em células NKT, de
cultura de PBMC, no estimuladas foi menor entre o grupo de asma grave [9,53 (6,91-
10,96)] comparado com os controles sadios [34,00% (12,00-43,55%); p < 0,01], e
entre asma intermitente estimulo [6,18% (6,01-9,01%)] e controles sadios [34,00%
(12,00-43,55%), p < 0,05]. Por fim, observou-se que quando estimuladas com o
tetramero CD1d conjugado ao SEA, as células NKT de individuos com asma
intermitente apresentaram menor expresséo de CD279 [6,62% (6,03-7,74%)] quando
comparado com controles sadios [11,00% (7,96-9,01%)] ou com células de individuos
com asma grave [10,50% (8,32-37,45%), figura 6B].
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Figura 6. Expressdo de CD279 em células NKT (CD3+CD19-Va24Ja18+) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetrdmero de CD1d conjugados com aGalCer ou
com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam CD279 em sua superficie, valores apresentados em
porcentagem; B. Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD279 em células NKT. C.
Grafico representativo da definicao de populagéo de células NKT*CD279* e seu respectivo grafico de
isotipos. *p < 0,01; **p < 0,05.
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Avaliamos também a expressao da molécula transmembrana CD25 em cultura
de PBMC n&o estimulada, estimulada com o tetramero CD1d conjugado com aGalCer
ou SEA de controles sadios e individuos com asma, com o intuito de verificarmos se
as células NKT de cultura de PBMC apresentam perfil regulatério. Observou-se que
nao houve diferenga na expressao desta molécula em células NKT, ndo estimuladas
de asmaticos [14,00% (0,01-24,50%)] quando comparadas com culturas células de
semelhantes, dos controle sadios [8,58% (1,42-54,45%)]. Também n&o foi encontrada
diferenga na comparagao em culturas estimuladas com CD1d-aGalcer de asmaticos
e controles sadios [11,80% (0,01-29,20%) e 13,00% (2,20-49,00%)], respectivamente,
bem como nas culturas estimuladas com CD1d-SEA, dos mesmos grupos [7,69%
(2,90-16,20%) e 9,11% (1,09-43,83%)].

O mesmo foi observado nas culturas de células nao estimuladas de individuos
com asma grave [0,01% (0,01-7,41%)], asma intermitente [6,90% (1,65-16,50)]; nas
culturas de células estimuladas com CD1d-aGalCer tanto para o grupo com asma
grave [0,01% (0,01-5,08%)], como para grupos de asma intermitente [3,96% (1,40-
7,35%)] e controles sadios CD1d-aGalCer [13,00% (2,20-49,00%); p > 0,05]. O
mesmo foi observado nas culturas estimuladas com CD1d-SEA dos individuos com
asma grave [2,90% (0,01-5,58%)], asma intermitente [3,57% (1,32-9,15%) e dos
individuos saudaveis [9,11% (1,09-43,83%); p > 0,05; Figura 7A].

Na avaliagdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula
CD25, valores semelhantes foram observados nos grupos testados para todos os

estimulos (Figura 7B).
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Figura 7. Expressao de CD25 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18+*CD25%) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou
estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Expressédo de células NKT que possuem CD25 em sua superficie (CD3*CD19Va24Ja18*CD25"),
valores expressos em porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de CD25 em
células NKT. C. Representagédo grafica da definicdo de populacdo de células NKT CD25* e seu
respectivo grafico de isotipo controle.
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Por outro lado, foi observado menor frequéncia de expressao de CD25 em
células NKT de cultura de PBMC, n&o estimuladas, de individuos com asma grave
[0,01% (0,01-7,41%)] quando comparados com cultura de individuos com asma
intermitente [6,90% (1,65-16,50)], mantendo-se reduzida quando comparamos as
células de culturas estimuladas com CD1d-aGalCer dos individuos com asma grave
[0,01% (0,01-5,08%)], comparadas com as células de individuos com asma
intermitente [3,96% (1,40-7,35%)] e na comparagao das células dos mesmos grupos,
estimuladas com CD1d-SEA [2,90% (0,01-5,58%) e 3,57% (1,32-9,15%); para
individuos com asma grave e asma intermitente, respectivamente; p > 0,05; Figura
8A). Entretanto, ao avaliarmos a média de intensidade de fluorescéncia deste
receptor, ndo foram encontrados valores semelhantes nos grupos testados, nao

havendo diferenca entre estes (Figura 8B).
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Figura 8. Expressao de CD25 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18+*CD25*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetrdmero de CD1d conjugados com aGalCer ou
com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam CD25 em sua superficie, valores apresentados em
porcentagem; B. Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD25 em células NKT. C.
Grafico representativo da definicdo de populacdo de células NKT+CD25+ e seu respectivo grafico de

isotipos. *p<0,05.
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6.4. EXPRESSAO INTRACELULAR DE CITOCINAS EM CELULAS NKT

Avaliamos se as células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*) provenientes de cultura
de PBMC apresentam perfil Th1 por meio da expressao intracelular da citocina IFN-y.
Entretanto, foi observado que a expressao desta citocina ndo apresentou diferenca
entre os controles sadios e os asmaticos em culturas de PBMC sem estimulo [8,25%
(3,06-17,06%) e 10,05% (5,10-25,53%), estimulado com CD1d-aGalCer [5,78% (2,24-
17,98%) e 6,17% (3,02-9,49%) ou estimulado com CD1d-SEA [5,26% (0,88-10,00%)
e 6,16% (1,27-11,70%), respectivamente; p > 0,05; Figura 9A].

Seguindo esta linha, ao avaliarmos a média de intensidade de fluorescéncia
desta citocina intracelular, foi observada expressao inferior no grupo de asma [7,55
(5,66-10.65)] quando comparado com o grupo de controles sadios [7,55 (5,66-10.65);
p < 0,01)], ambos estimulados com CD1d-aGalCer. Para as demais comparagdes nao

foram encontradas diferengas (Figura 9B).
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Figura 9. Expressdo de IFN-y em Células NKT (CD3*CD19'Va24Ja18*IFN-y*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou
estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IFN-y intracelular (CD3*CD19-Va24Ja18*IFN-y*), valores
apresentados em porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de IFN-y intracelular
em células NKT. C. Representagdo grafica da definicdo de populagédo de células NKT IFN-y* e seu

respectivo grafico de isotipo controle.
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Nao observamos diferengas ao compararmos a expressao de IFN-y nas células
NKT de cultura de PBMC néo estimuladas de individuos com asma grave [8,53%
(4,05-25,33%)], asma intermitente [13,15% (4,47-28,38%)] e controles sadios [8,25%
(3,06-17,06%)]. O mesmo pode ser verificado ao avaliarmos as culturas de PBMC dos
grupos de asma grave [5,08% (2,77-26,15%)], asma intermitente [6,60% (2,10-
9,10%)] ou controle sadio [5,78% (2,24-17,99%)] estimuladas com CD1d-aGalCer.
Por fim ao compararmos os valores das culturas de PBMC dos grupos de asma grave
[6,16% (1,75-16,56%)], asma intermitente [4,83% (0,98-14,75%)] e controle sadio
[5,26% (0,88-10,00%)] estimuladas com CD1d-SEA, n&o foram observadas
diferengas (p > 0,05; Figura 10?).

A avaliagdo da média de intensidade de fluorescéncia (MFI) do IFN-y
intracelular, demonstrou menor intensidade de fluorescéncia no grupo de Asma
intermitente [6,12 (5,14-7,67)] quando comparado com o grupo de asma grave [9,20
(7,82-49,15) e com os controles sadios [14,95 (9,64-680,80]) estimulados com CD1d-
SEA (p < 0.05). Todavia, ndo houve diferenga na comparagao das culturas de células
NKT dos demais grupos, estimulados com CD1d-aGalcer, CD1d-SEA ou sem

estimulo (p > 0.05, respectivamente; p < 0.05; Figura 10B).



56

>

30

] Em Sem estimulo
mm CD1d-aGalCer
mm CD1d-SEA

20—

Frequéncia de células NKT IFN-y+ (%)
(CD3"CD19Va 24Jo18*IFN-y+)

[T |
O Ha—
[ B
|
>
Z i
[
Controle Sadio Asma Intermitente Asma Grave §
L ey S R e
ot i i X u!
WiiZ4-k118 TCR — PaCyT
AT
|
0"l
[
[T
ow
2 i
B 1
ﬂ '
='q
R L et
B 1040 fd Isotipo PeCy7

Sem estimulo
CD1d-aGalCer
CD1d-SEA

IFN-y em células NKT (MF1)

Controle Sadio Asma Intermitente Asma Grave

Figura 10. Expresséo de IFN-y em Células NKT (CD3*CD19-Va24Ja18*IFN-y*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetrdmero de CD1d conjugados com aGalCer ou
com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IFN-y intracelular, valores em porcentagem; B. Média
de intensidade de fluorescéncia (MFI) de IFN-y intracelular em células NKT. C. Grafico representativo
da definicdo de populagao de células NKT* IFN-y* e seu respectivo grafico de isotipos. *p < 0,01; **p <
0,05.
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O perfil Th2 foi avaliado pela expressédo da interleucina 4 (IL-4) e IL-13 em
cultura de PBMC néao estimulada, estimulada com tetrdmeros de CD1d conjugado com
aGalCer ou SEA.

Observamos que, a frequéncia da expressao de IL-4 foi semelhante entre os
controles sadios [5,02% (0,45-8,45%)] e os asmaticos [2,40% (0,01-7,69%)] em
culturas de PBMC sem estimulo, controles sadios [6,61% (2,49-10,30%)] e asmaticos
[2,80% (0,92-8,06%)], estimuladas com CD1d-aGalCer, assim como nos controles
sadios [4,17% (0,01-13,20%)] e asmaticos [1,96% (0,01-6,25%)], estimuladas com o
tetramero CD1d-SEA (p > 0,05; Figura 11A). Da mesma forma, na avaliagdo da média
de intensidade de fluorescéncia (MFI) de IL-4 em células NKT também foram

observados nos grupos testados, nao havendo diferenga entre estes (Figura 11B).
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Figura 11. Expressao de IL-4 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-4*) em cultura de células

mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou

estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de célula NKT que expressam IL-4 intracelular (CD3*CD19-Va24Ja18*IL-4*), valores em

porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de IL-4 em células NKT. C.

Representagéo grafica da definicdo de populagédo de células NKT IL-4* e seu respectivo grafico de

isotipo controle.
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Ao compararmos os diferentes grupos de asma intermitente e asma grave,
comparados com o controle sadio, observamos que, nas mesmas condi¢des avaliadas
acima, nao foi possivel encontrar diferenga entre os grupos, em todas as condi¢des
testadas (Figura 12A). Ainda neste contexto, realizamos analises semelhantes dentro
do grupo de asma, comparando os subgrupos de asma intermitente e asma grave,
buscando avaliar se havia diferengas na intensidade de expresséo de IL-4 em células
NKT por meio da média de intensidade de fluorescéncia (MFI). Contudo, exceto a
comparacgao dos valores da média de intensidade de fluorescéncia do grupo de asma
intermitente [7,03 (5,08-97,52)] e controle sadio sem estimulo [53,90 (24,95-169,50);

p < 0,05)], ndo foi observada diferenga nos subgrupos de asma (Figura 12B).
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Figura 12. Expressado de IL-4 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-4*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetramero de CD1d conjugados com aGalCer ou
com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-4 intracelular, valores em porcentagem; B. Média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) da citocina IL-4 em células NKT. C. Grafico representativo da

definicdo de populagéo de células NKT*IL-4* e seu respectivo grafico de isotipos. *p < 0,05.
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O perfil de resposta das células NKT também foi verificado por meio da
avaliacdo da expressao da citocina imunorregulatoria IL-13, associada ao perfil de
resposta do tipo 2, por linfécitos T (Th2).

Avaliamos a expressao intracelular de IL-13 em cultura de PBMC nao
estimulada, estimulada com tetrameros de CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.
Observamos que a avaliacdo da expressao desta citocina ndo apresentou diferenga
entre os controles sadios e os asmaticos em culturas de PBMC sem estimulo [3,65%
(0,01-24,58%) e 5,70% (2,60-7,89%)], estimulada com CD1d-aGalCer [5,80% (0,01-
10,80%) e 7,87% (3,23-14,30%)] ou com CD1d-SEA [4,76% (0,01-15,20%) e 6,00%
(3,27-22,20%), respectivamente; p > 0,05; Figura 13A]. Na avaliacdo da média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) da citocina intracelular IL-13, valores semelhantes
foram observados nos grupos testados, ndo havendo diferenca entre estes grupos
(Figura 13B).
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Figura 13. Expressao de IL-13 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-13*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou
estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-13 intracelular (CD3*CD19Va24Ja18*IL-13*), valores
em porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de IL-13 em células NKT. C.
Representagéo grafica da definicdo de populagédo de células NKT IL-13* e seu respectivo grafico de

isotipo controle.
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Ao avaliarmos a expresséao intracelular de IL-13, em células NKT de culturas
de PBMC, nao foram observadas diferencas nas células de culturas sem estimulo
tanto para asma grave [3,00% (2,60-3,39%)], asma intermitente [7,10% (5,70-37,00%)
e controles sadios [3,65% (0,01-24,58%)]. Observou-se o mesmo para as culturas de
PBMC estimuladas com CD1d-aGalCer dos grupos de asma grave [4,53% (1,18-
7,87%)], controles sadios e [5,80% (0,01-10,80%)] e asma intermitente [28,60% (3,56-
43,40%)]. Assim como os dados apresentados acima, ndo encontramos diferengas na
comparagao dos grupos de asma grave [1,84% (0,40-3,27%)], asma intermitente
[22,20% (6,00-37,40%)] e controles sadios [4,76% (0,01-15,20%)], estimulados com
CD1d-SEA (p > 0.05; Figura 14A])

Similar a estas avaliagdes, analises foram realizadas dentro do grupo de asma,
comparando os subgrupos de asma intermitente e asma grave, buscando avaliar se
havia diferengas na frequéncia de IL-13 nestas células e/ou na expressdo dessa
molécula por meio da média de intensidade de fluorescéncia (MFI). Entretanto,
semelhante aos dados da frequéncia e expressao de IL-13, nos grupos expostos

acima, nao foi observada diferenga nos subgrupos de asma (Figura 14B).
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Figura 14. Expressao de IL-13 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-13*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetrdmero de CD1d conjugados com aGalCer ou
com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-13 intracelular; B. Média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) da citocina IL-13 em células NKT. C. Grafico representativo da definicao de

populagdo de células NKT*IL-13* e seu respectivo grafico de isotipos.
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Em seguida, avaliamos se as células NKT estudadas apresentavam perfil
TH17, por meio da analise da expressédo de IL-17 (IL-17A), nas células NKT, em
cultura de PBMC nao estimulada, estimulada com tetrdmeros de CD1d conjugado com
aGalCer ou SEA.

Na comparagao de culturas de PBMC de individuos com asma [10,30% (2,60-
38,60%)] e controles sadios [11,00% (1,89-18,20%)], n&o estimuladas. Em culturas de
PBMC de individuos com a asma [4,40% (0,01-22,90%)] comparadas com culturas
dos controles sadios [16,70% (4,17-30,60%)], estimuladas com CD1d-aGalCer. Bem
como cem culturas de PBMC estimuladas com CD1d-SEA nos grupos de asma [6,27 %
(0,01-24,40%) e controles sadios [9,09% (1,60-37,10%), p > 0.05; respectivamente,
Figura 15A].

Assim como a frequéncia de células NKT produtoras de IL-17, sua expressao
intracelular foi avaliada por meio da média de intensidade de fluorescéncia (MFI),
onde, similar aos dados apresentados acima, nao foi possivel determinar diferenca na
comparagao entre os grupos de asma e grupo de controles sadios (p>0.05, Figura
15B).
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Figura 15. Expressao de IL-17 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-17*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou
estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-17 intracelular (CD3*CD19Va24Ja18*IL-17*), valores
em porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de IL-17 em células NKT. C.
Representacao grafica da definigdo de populagao de células NKT IL-17* e seu respectivo grafico de
isotipo controle.
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Também avaliamos a expressao desta citocina nos diferentes subgrupos de
asma, entretanto, ndo foi possivel determinar diferengas na comparacao deles nem
na comparagao com os grupos de controles sadios em culturas de células NKT de
culturas de PBMC de individuos com asma grave [10,40% (2,00-58,00%)], Asma
intermitente [9,00% (4,38-26,05%)] ou Controles sadios [11,00% (1,89-18,20%)] sem
estimulo. O mesmo pode ser observado na comparacao das culturas de individuos
com Asma grave [11,10% (1,97-35,15%)], asma intermitente [2,20% (0,01-9,17%) ou
controles sadios [16,70% (4,17-30,60%)], estimulados com CD1d-aGalCer, ou de
culturas de PBMC de individuos com asma grave [6,27% (0,76-39,00%)], asma
intermitente [6,23% (0,01-24,23%) ou controles sadios [9,09% (1,60-37,10%)]
estimuladas com CD1d-SEA (p > 0.05; respectivamente, Figura 16A).

Ainda neste contexto, e semelhante a avaliagao da expresséao de IL-17 por meio
da média de intensidade de fluorescéncia observada acima, analises foram realizadas
dentro do grupo de asma, comparando os subgrupos de asma intermitente e asma
grave, buscando avaliar se havia diferencas na frequéncia de IL-17 nestas células
e/ou na expressao desta citocina. Entretanto, semelhante aos dados da frequéncia e
expressao de IL-17, nos grupos expostos acima, nido foi observada diferenca nos

subgrupos de asma (p > 0.05; Figura 16B).
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Figura 16. Expressao de IL-17 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-17*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma persistente grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetramero de CD1d conjugados com
aGalCer ou com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-17 intracelular, valores em porcentagem; B. Média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) da citocina IL-17 em células NKT. C. Grafico representativo da

definicdo de populagéo de células NKT*IL-17* e seu respectivo grafico de isotipos.
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Por fim, avaliamos a expressé&o intracelular da citocina regulatoria IL-10 em
células NKT na cultura de PBMC néo estimulada, estimulada com tetrémeros de CD1d
conjugado com aGalCer ou SEA também foi avaliada nos grupos estudados.
Observamos que a avaliacdo da expressdo intracelular desta molécula néo
apresentou diferenca na comparacao das culturas de PBMC de individuos asmaticos
[16,35% (6,16-40,30%)] e controles sadios [9,21% (2,48-33,30)], sem estimulo, bem
como em culturas de PBMC de asmaticos [9,68% (2,94-44,78%)] e controles sadios
[16,59 (2,44-77,86%)] estimulados com CD1d-aGalCer, assim como em culturas de
PBMC de individuos asmaticos [6,15% (4,05-38,20%)] e controles sadios [8,06%
(1,25-30,40%)] estimuladas com CD1d-SEA (p > 0,05; Figura 17A). Na avaliagcdo da
média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da citocina IL-10, valores semelhantes
foram observados nos grupos testados, ndo havendo diferenca entre estes grupos
(Figura 17B).
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Figura 17. Expressao de IL-10 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-10*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos asmaticos e controles sadios, ndo estimuladas ou
estimuladas com o tetrdmero CD1d conjugado com aGalCer ou SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-10 intracelular (CD3*CD19Va24Ja18*IL-10%), valores
em porcentagem. B. Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de IL-10 em células NKT. C.
Representagéo grafica da definicdo de populagédo de células NKT IL-10* e seu respectivo grafico de

isotipo controle.



71

Realizamos analises semelhantes dentro do grupo de asma, comparando os
subgrupos de asma intermitente e asma grave com controles sadios, buscando avaliar
se havia diferengas na frequéncia de IL-10 nestas células, entretanto, encontramos
diferenca na comparagao entre os grupos asma grave e asma intermitente,
estimulados com o CD1d-SEA [31,80% (6,93-69,80%) e 4,05% (2,91-5,67%), p <
0.05]. Contudo, nas comparac¢des das culturas PBMC dos demais grupos, estimuladas
com CD1d-aGalCer ou CD1d-SEA, nao foram observadas diferengas (p > 0.05; Figura
18A).

O mesmo pode ser observado quando avaliamos a expressao desta citocina
por meio da média de intensidade de fluorescéncia na célula, onde ndo encontramos

diferengas entre os subgrupos estudados (p > 0.05; Figura 18B).
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Figura 18. Expressao de IL-10 em Células NKT (CD3*CD19Va24Ja18*IL-10*) em cultura de células
mononucleares de sangue periférico de individuos controles sadios, com asma intermitente ou com
asma grave, ndo estimuladas ou estimuladas com tetrdmero de CD1d conjugados com aGalCer ou
com SEA.

A. Frequéncia de células NKT que expressam IL-10 intracelular, valores em porcentagem; B. Média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) da citocina IL-10 em células NKT. C. Grafico representativo da

definicao de populagéo de células NKT*IL-10* e seu respectivo grafico de isotipos. * < 0,05.
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7. DISCUSSAO

As células NKT desempenham importantes papéis em variados tipos de
doencas, por meio da grande producgao de citocinas tanto do perfil Th1 quanto Th2,
além de sua interagdo com células dendriticas, linfécitos, neutréfilos e células
supressoras derivadas da linhagem mieldide (MICHEL et al., 2007; MESNARD et al.,
2009; DE SANTO et al.,, 2010). Apresentam ainda grande potencial regulatério
(LYNCH et al., 2015), associado a expressao de moléculas que sdo normalmente
expressas em células T regulatérias (Treg) € de producao de citocinas apds ativagéo
antigénica (SAG et al., 2014).

Dentre algumas doencas importantes, as células NKT destacam-se na
progressao do Lupus Eritematoso Sistémico, a qual esta intimamente relacionada com
diminuicao na frequéncia de células NKT (OISHI et al., 2001). Na infec¢ao pelo HIV-1
ou pelo Mycobacterium tuberculosis, as células NKT apresentam fendtipos
relacionados a ativagdo imune, caracterizada pela expressao de moléculas de
superficie como o CD69 (MONTOYA et al., 2008). Em modelo experimental de
infeccdo pelo influenza, as citocinas produzidas por células NKT regulam a produgao
de IL-5 por células linféides inatas do tipo 2 (ILC2), essencial para infiltragao gradual,
progressiva e para a acumulagao de eosindfilos no infiltrado pulmonar (GORSKI et al.,
2013). Ja nas infecgbes por helmintos, as células NKT desempenham importante
papel principalmente através da producdo de citocinas imunorregulatérias
(MALLEVAEY et al., 2006), afetando o balango Th1/Th2 durante a infeccéo pelo S.
mansoni, por exemplo (MALLEVAEY et al., 2007). Finalmente, em modelo
experimental de inflamacao das vias aéreas inferiores, a administracdo de aGalCer
bloqueia de forma efetiva a hiperresponsividade e eosinofilia observada nos pulmdes
de camundongos previamente sensibilizados (HACHEM et al., 2005; MATSUDA et al.,
2005), estando relacionada com a supressao da inflamacgao alérgica das vias aéreas
(KNOTHE et al., 2011).

No presente estudo, avaliamos a frequéncia de células NKT de individuos
asmaticos, com asma intermitente e asma grave, expostos ao tetramero CD1d ligado
ao aGalCer ou ligado ao antigeno soluvel de ovo do S. mansoni (SEA). Tanto a
frequéncia de células NKT, quanto a média da intensidade de fluorescéncia do
receptor de células T conservado (Va24Ja18) das células NKT dos grupos avaliados

foram semelhantes entre os diferentes estimulos e quando comparado com individuos



74

saudaveis. Observamos frequéncia média de 0,25, 0,22 e 0,14% de células NKT em
culturas ndo estimuladas de individuos sadios, com asma intermitente leve e asma
grave, respectivamente, dado que corrobora com alguns autores, que encontraram
valores inferiores a 1% (0,01-0,10%) (LEE et al., 2002) de células NKT dentre as
células mononucleares de sangue periférico de individuos saudaveis, 0,02-0,14% em
individuos transplantados, 0,02% em transplantados livres de rejeicdo e 0,09% em
individuos que sofreram rejeicdo aguda e controles sadios (GALANTE et al., 2005).

Estes dados sugerem que, ainda que as células NKT apresentem baixissima
expressao em sangue periférico, o que ja esta bem descrito na literatura (KITA et al.,
2002; KENNA et al., 2003; SLAUENWHITE e JOHNSTON, 2015), os participantes do
grupo de asmaticos, apresentam frequéncia normal ou levemente elevada de células
NKT em cultura de sangue periférico. Dados semelhantes foram apresentados por
SAG et al. (2014), que nao encontraram diferencas na frequéncia total das células
NKT de individuos com doencas autoimunes, quando comparados com individuos
sadios. Entretanto, ndo podemos inferir se a frequéncia destas células esta
aumentada nos pulmdes dos individuos com asma e diminuidas nos pulmdes dos
individuos controles sadios, como observado por AKBARI et al. (2006) ou se estao
diminuidas nos individuos com asma como foi observado por VIJAYANAND et al.
(2007).

Diversos autores reportaram que, apos sua ativagao, as células NKT produzem
citocinas de diferentes perfis, inclusive imunoregulatorias, as quais podem direcionar
o curso de doencas alérgicas como a asma (COQUET et al., 2007; MEYER et al.,
2007; 2008). Para verificar a ativagao das células NKT expostas a tetrameros de CD1d
conjugados com aGalCer ou SEA, avaliamos a frequéncia das células NKT que
expressavam a molécula de ativagdo CD69 e a molécula coestimulatoria CD28.

E sabido que CD69 é uma molécula de superficie que serve como um marcador
de recente ativagao celular (CARNAUD et al., 1999; SHIOW et al., 2006), presente na
superficie de linfécitos quando estimulados tanto por citocinas quanto por mitégeno
(ALBARRAN et al., 2005). A molécula CD28, por sua vez, desempenha um importante
papel ndo apenas na imunidade adaptativa mediada por células T convencionais, mas
também na imunidade inata mediada por células NKT (HAYAKAWA et al., 2001),
sendo uma das mais importantes moléculas coestimulatorias em células T. Quando
presente em linfocitos T elas sdo capazes de fornecer sinal de ativagao as células

apresentadoras de antigenos, através da ligagdo aos seus receptores B7.1 ou B7.2
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(KEIR et al., 2008; YANG et al., 2011), sendo, de acordo com LIU, Y. et al. (2011),
B7.1 e ndo B7.2 o receptor critico para a ativagao das células NKT em modelo murino.
Assim como descrito por ALBARRAN et al. (2005), que observou frequéncia de
expressao de CD69 acima de 50% em células NKT de individuos sadios imunizados
contra o virus da hepatite B, verificamos nos grupos avaliados, frequéncia superior a
50% das células NKT positivas para CD69, ndo havendo entretanto diferencas entre
os diferentes grupos ou estimulos. O mesmo pode ser observado na avaliagao da
intensidade de expressao de CD69 na superficie das células NKT. Outros dados ainda
demonstram expressdo moderada e aumento na média geométrica de CD69 em
modelo murino de inibigdo do receptor de esfigosina-1-fosfato em linfécitos (SHIOW
et al., 2006) e em células NKT desafiadas com LPS (SAG et al., 2014),
respectivamente. Nao obstante estes achados, LEE et al. (2002) apontam frequéncia
de CD69 abaixo de 50% em células NKT de doadores saudaveis. Ainda que nao
tenhamos encontrado diferengas na comparagdo do numero de células NKT nos
grupos avaliados, ndo podemos descartar a possibilidade destas células
apresentarem maior expressao de CD69 nos pulmdes dos individuos com asma,
tendo em vista que, como demonstrado por PAGET et al. (2011), através de modelo
murino de infecgdo viral do trato respiratério, as células NKT apresentam forte
aumento na expressao de CD69, tanto do tecido quanto do lavado broncoalveolar.

Semelhante aumento foi observado por WINGENDER et al. (2011) que, em
modelo murino de asma desafiados com extrato de poeira doméstica (HDE),
observaram o aumento significativo do numero total de células NKT bem como na sua
expressao de CD69, ainda que nao tenha encontrado diferengas no numero de células
NKT, no seu fendtipo ou aumento da sintese de citocinas nos pulmdes ou linfonodos
pulmonares dos animais avaliados.

No que diz respeito as células NKT positivas para CD28, ndo se verificou
diferengas entre os grupos estudados. O mesmo foi observado ao avaliarmos sua
intensidade de expressao por meio da média de intensidade de fluorescéncia.
Semelhante resultado, porém em células T, foi observado por OLIVEIRA et al. (2009),
que nao encontraram diferencas ao comparar a expressao desta molécula em células
T de individuos asmaticos infectados e nao infectados pelo S. mansoni.

Em um estudo realizado por LUCAS et al. (2003), foi demonstrado que, apesar
das populagdes de células NKT normalmente estarem altamente ativadas, devido a

alta expressdo de CD69 em sua superficie, ndo houve diferenca entre os grupos de
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individuos infectados com o virus da hepatite C e individuos controle, possivelmente
devido a compartimentalizagdo destas células em 6rgaos periféricos. Entretanto, em
modelo experimental de sepse, apresentou aumento nas células NKT hepaticas tanto
em sua frequéncia quanto na sua média de intensidade de fluorescéncia (MFI), apesar
da significante diminuicdo da quantidade de células NKT hepaticas (SHARMA et al.,
2015). Em individuos com rinite alérgica, células NKT apresentam maior expressao
de CD28 quando comparados com controles ndo atopicos (MOHAMMADI NEJAD et
al., 2013).

Ainda neste contexto, as células NKT, em modelo de metastase pulmonar de
melanoma em murino, expressam constitutivamente CD28, sendo que a producao de
IL-4 e IFN-y por meio destas células, em resposta ao aGalCer, necessitam da
coestimulagdo mediada por esta molécula (HAYAKAWA et al., 2001). CHANG et al.
(2012) demonstraram que o desenvolvimento das células T auxiliadoras foliculares
(Trh), € dependente da coestimulagdo mediada por CD28, que também responde pela
sinalizagcdo necessaria para a expansao proliferativa de células NKT, havendo
possibilidade de também estar associada com a expansao de células NKT foliculares
auxiliadoras (NKTrH; ndo discutidas neste trabalho) em modelo murino.

Além das funcbes expostas acima, o CD28 também exerce papel sobre a
imunidade contra infec¢gdes. Na imunidade contra fungos, tomando como exemplo o
estudo realizado por FELONATO et al. (2010), que demonstrou a agdo do CD28 contra
o fungo Paracoccidioides brasiliensis, causador da paracocciodioidomicose, através
da regulagao a expansao de células Treg efetoras e restringindo o crescimento fungico
sem lesar o tecido infectado. No contexto da esquistossomose, o CD28 apresenta, de
acordo com OLIVEIRA-PRADO et al. (2009), grande importédncia em processos
fisiopatolégicos, diminuindo ou elevando a resposta das células T in vivo e fornecendo
sinais que sao essenciais para a ativagao de células T auxiliares.

VALLEJO (2005) indica, em sua revisao da literatura, que a perda irreversivel
da expressao de CD28 é um indicativo do envelhecimento do sistema imune.
Entretanto, BOUGUERMOUH et al. (2009) apontam em seu artigo evidéncias de um
papel inibitério do CD28 no desenvolvimento de células T CD4* naive em células T
auxiliadoras produtoras de IL-17, sem modulacdo da expressao de IL-17 em células
de memoria T CD4*.

GUO et al. (2008) apontam que o CD28 ¢ essencial para a formagéao de células

Treg periféricas, além de controlar a formacao de células Treg a partir de células T CD4*.
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Estas células Tregs S0 tipicamente categorizadas pela expressdo constitutiva de
CD25, que é a cadeia alfa do receptor de IL-2 (IL2ra), em sua superficie. Desta forma,
as ceélulas NKT, por compartilhar receptores com as células T, apresentam algumas
caracteristicas semelhantes as células Treg, cOmo por exemplo a expressao de CD4,
CD25 e CTLA-4 em algumas subpopulacbes (SHEVACH, 2002; HORI et al., 2003; LA
CAVA et al., 2006), o que nos levou a avaliar a frequéncia de CD25 em cultura de
células NKT de sangue periférico de individuos asmaticos e controles saudaveis.

Ao avaliar o papel de células Treg € NKT no controle da imunidade de alguns
tumores, IZHAK et al. (2013) encontrou frequéncia de 0,5% de CD25 em células NKT
CD4*, em modelo experimental de cancer. Semelhante aos dados de frequéncia de
CD69 em células NKT, ALBARRAN et al. (2005) demonstrou que células NKT de
individuos imunizados contra o virus da Hepatite B, estimuladas com HBsAg,
apresentam maior frequéncia de CD25 do que as mesmas células de individuos nao
imunizados. Ao avaliarmos a frequéncia de CD25 em células NKT, observamos maior
expressdo desta molécula nas culturas de PBMC de asma intermitente quando
comparada com asma grave estimuladas com o tetramero CD1d conjugado com
aGalCer, SEA e nas culturas sem estimulo. Este resultado aparentemente demonstra
que a expressao desta molécula pode estar associada a controle da gravidade da
doenca, bem como sua diminuigdo, observada nas células de individuos com asma
grave, pode refletir uma falta de regulacao do sistema imune, e consequentemente
maior gravidade da doencga.

Sabe-se que células CD4*CD25" foram reportadas em estudos como
envolvidas no controle e resolugéo de dermatite alérgica de contato (BIEDERMANN
etal., 2001; FOUSSAT et al., 2003) e que helmintos, como S. mansoni e S. japonicum,
apresentam capacidade de induzir células Treg, por meio de compostos como o SEA,
fosfatidilserina e HSP60, que podem induzir células Treg @ promover sua sobrevivéncia
(BELKAID e ROUSE, 2005; PEARCE, 2005; SAKAGUCHI et al., 2006; NAUSCH et
al., 2011). Deste modo, as subpopulagbes de células NKT se regulam de forma
cruzada, formando um eixo imunorregulador que pode influenciar o equilibrio de uma
série de outras ceélulas regulatérias como células Treg (CD4*CD25*Foxp3™*), células
supressoras derivadas da linhagem mieldide (MDSC), macréfagos M2, células
dendriticas reguladoras, dentre outras (TERABE e BERZOFSKY, 2014).

AS células NKT podem ser CD4*, CD8" ou CD4 CD8" duplo negativo (DN)

(GODFREY et al., 2010) além de apresentar um perfil de expressao de citocinas que
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dependera, do tipo de célula NKT estimulada, bem como do tipo de estimulo utilizado,
dentre outros fatores (BERNIN et al., 2016)

Para confirmar qual o perfil das células NKT deste estudo, avaliamos a
expressao intracelular das citocinas dos perfis Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4 e IL-13), Th17
(IL-17) e regulatério (IL-10) nas culturas de PBMC de individuos com asma
intermitente e asma grave, comparados com culturas de PBMC de controles sadios
estimuladas com o tetramero CD1d conjugado com aGalCer, SEA ou sem estimulo.

Ja é notdrio que linfécitos do perfil Th1 mediam a imunidade protetora contra
virus, bactérias intracelulares e protozoarios, por meio da ativacdo de células
fagocitarias e citotoxicas, com a subsequente produgdo de moléculas efetoras e
citocinas, como o IFN-y, por exemplo (KOBAYASHI et al., 2012). Contudo, a ativagéo
exacerbada deste perfil pode induzir, eventualmente, uma resposta imune forte ao
ponto de desencadear processos inflamatérios patogénicos e doengas autoimunes.
Ainda neste contexto, YANG et al. (2009) demonstraram, em modelo animal, que IFN-
y secretada por células Th1 contribuem para a indugao da hiper-reatividade das vias
aeéreas.

Desta forma, levando em consideracdo que as células NKT sao importantes
fontes de IFN-y no inicio da resposta imune, que ainda podem desempenhar funcao
protetora contra inflamacdes alérgicas (GRELA et al., 2011), e que esta citocina pode
desempenhar um papel importante quando produzidas por células T em resposta a
infeccdes por helmintos do género Schistosoma (SUN et al., 2012), decidimos avaliar
a expressao intracelular de IFN-y em células NKT de individuos com asma intermitente
e asma grave. Observamos que o grupo de asmaticos (composto por individuos com
asma intermitente e asma grave) apresentou expressao reduzida de IFN-y, com
valores aproximadamente cem vezes menores de IFN-y do que os controles sadios,
0 que nos levou a comparar os subgrupos de asma. Nesta avaliagdo pudemos
observar consideravel diminuicdo na expressao de intracelular de IFN-y dos individuos
asmaticos, principalmente quando comparados ambos grupos estimulados com CD1d
conjugado ao aGalCer. Contudo, estudos realizados em modelo murino de asma
verificaram que houve aumento de IFN-y tanto no lavado broncoalveolar quanto nos
pulmdes dos animais sensibilizados com ovalbumina (OVA), tratados com aGalCer
(HACHEM et al. (2005); GRELA et al.,, 2011). Como no nosso estudo avaliamos

células de sangue periférico, € possivel que as células NKT destes individuos,
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comprometidas com produgéo de IFN-y, estejam nos sitios onde estdo ocorrendo as
respostas inflamatadrias.

Ainda buscando definir o perfil de resposta das células NKT neste estudo, e
tendo em vista que células NKT produzem tanto IL-4 quanto IL-13 (AKBARI et al.,
2003) e que estas citocinas compartilham fungdes biolégicas (SUN et al., 2012), bem
como desempenham importante papel na resisténcia contra helmintos (BANCROFT
et al., 1998), avaliamos a expressao destas citocinas por estas células apds estimulos
com os antigenos lipidicos aGalCer e SEA conjugado ao tetramero CD1d.

HACHEM et al. (2005) apontaram em seu estudo que, assim como IFN-y, foi
observado aumento nos valores de IL-4 no lavado broncoalveolar em modelo murino
de asma. Por outro lado, SUN et al. (2012) observou que n&o houve aumento
significativo nas concentragdes de IL-4 em sobrenadante de cultura de esplendcitos
de grupos de camundongos naive, apds tratamento com SEA e com OVA.

Ao comparar o grupo de asma e o grupo de controles sadios observamos
frequéncia e intensidade de expressao de IL-4 em células NKT semelhantes entre os
grupos. O mesmo foi observado na avaliagcdo das células NKT IL-13*, onde foi
demonstrado que ambos grupos apresentaram frequéncia semelhantes tanto para a
frequéncia quanto para a avaliagdo da expressao de IL-13 por estas células.

Avaliamos ainda a expresséo intracelular de IL-17 em células NKT de culturas
de PBMC de individuos asmaticos e controles sadios. Sabe-se que populagdes de
NKT produzem altos niveis de citocinas logo apds sua ativagao, e que desta forma IL-
17 segue este mesmo padrdo nas células NKT, que produzem altas concentracdes
desta citocina com poucas horas ap6és sua ativagao (COQUET et al., 2008). O mesmo
foi observado por MBOW et al. (2013) ao analisar a expressao desta citocina em
células T CD4" de criancas residentes em area endémica de Schistosoma
haematobium e em modelo experimental de granuloma de S. mansoni. No contexto
das inflamagdes das vias aéreas, MICHEL et al. (2007) demostraram que de as células
NKT podem contribuir fortemente secretando IL-17 além de atuar no recrutamento de
neutréfilos para o sitio da infecgdo. Adicionalmente, tem sido proposta correlagao
negativa entre producao de IL-17 e funcdo pulmonar de individuos asmaticos, além
de menor produgdo de IL-10 em individuos asmaticos, sugerindo importante
participacado da IL-17 na patogénese da asma, especialmente na auséncia de IL-10
(RAEISZADEH JAHROMI et al., 2014).
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As células NKT s&o capazes de produzir grandes quantidades de IL-10
(LOTTER et al., 2009), direcionando o tipo de resposta imune subsequente. Em
modelo murino a IL-10 produzida por células NKT estimuladas por LPS apresenta
capacidade de regular a quantidade de células NKT e células T que expressam IFN-
Yy (JUN YAN, 2016). Outro ponto a ser considerado € que células NKT produtoras de
IL-10 consistem em uma distinta subpopulacdo de NKT (NKT10) com potencial
regulatério, caracterizada pela expressdo de diversos compostos expressos pelas
células Treg, além da grande produgado de IL-10 apds estimulo antigénico (SAG et al.,
2014).

Desta forma, buscamos verificar se as células NKT dos grupos estudados
apresentavam caracteristicas regulatérias, por meio da expressao intracelular de IL-
10 em cultura de PBMC de individuos asmaticos e controles sadios. Sabe-se que
individuos asmaticos apresentam menor capacidade de produzir citocinas e moléculas
regulatorias, como a IL-10, e que a quantidade de IL-10 produzida pode estar
inversamente relacionada a gravidade da doenga (TOSCA et al., 2011; GUPTA et al.,
2014; RAEISZADEH JAHROMI et al., 2014).

Apesar de encontrarmos resultados aparentemente contraditorios, onde maior
frequéncia de células NKT de individuos com asma grave expressavam IL-10 quando
estimuladas com SEA, em comparacdo com asma intermitente, observamos que a
intensidade de expressao foi semelhante entre eles. Uma possivel explicagao para
este fendbmeno poderia ser a maior capacidade responsiva destas células, em virtude
do estado de inflamac&o cronica observada nos individuos com asma grave, sendo
entdo capazes de responder melhor aos antigenos expostos. Como o SEA é
sabidamente um conjunto de antigenos que induz producgao de IL-10 e IFN-y (VIANA
etal., 1994; SILVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2012), ele pode ter sido capaz de
promover maior comprometimento na produgcdo de IL-10 por células NKT de
individuos com asma grave.

Adicionalmente, neste estudo observamos este mesmo padrao de resposta
para expressao de IFN-y, onde células NKT de asmaticos graves expressavam mais
IFN-y do que as células de individuos com asma intermitente, quando estimuladas
também com SEA, o que também poderia ser explicado por uma possivel maior
capacidade responsiva das células NKT de individuos com asma grave frente a um
antigeno que é capaz de induzir producao de IFN-y. Ademais, verificou-se pela

primeira vez a capacidade do antigeno soluvel do ovo de Schistosoma mansoni
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estimular as células NKT, por meio do complexo CD1d, semelhante ao observado com

outros patdgenos associados ao a-GalCer, como o E. Coli ou Entamoeba histolytica.
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. SUMARIO DE RESULTADOS

= Nao houve diferenga na frequéncia de células NKT em culturas de PBMC néo
estimuladas, estimuladas com aGalCer ou SEA, nos grupos estudados

= Na&o houve diferenca na expressdo de CD69, CD28 e CD25 na superficie de
células NKT nos diferentes grupos e em todas as condic¢des testadas.

» A frequéncia de células NKT expressando CD25 foi inferior em individuos com
asma grave quando comparado com asma intermitente, em todas as condigdes
testadas.

= A frequéncia de células NKT expressando CD279 apds estimulo com aGalCer
foi superior em individuos com asma intermitente, quando comparados com
controles sadios.

= N&o foram observadas diferengcas na expressdo de IL-4, IL-13 e IL-17 em
células NKT nos diferentes estimulos e grupos avaliados.

= A expressdo de IFN-y apés estimulo com aGalCer ou SEA foi inferior em
células NKT de individuos com asma intermitente quando comparados com
controles sadio.

= A expressao de IFN-y apds estimulo com SEA foi superior em células NKT de
individuos com asma grave, quando comparado com asma intermitente.

» A frequéncia de células NKT expressando IL-10 apds estimulo com SEA foi
superior em individuos com asma grave, quando comparado com asma

intermitente.



83

9. CONSIDERAGOES FINAIS

As células NKT parecem ser uma linhagem celular altamente plastica, adaptando-
se ao meio em que ela se encontra. De uma maneira geral estas células estao prontas
para exercer sua funcdo. Entretanto, as células NKT demonstraram ser uma
populacdo celular de dificil controle, ja que elas sdo capazes de produzir
simultaneamente mais de um tipo de citocina com caracteristicas teoricamente
opostas.

Embora promissoras, pode ser dificil utilizar as células NKT em uma intervengao
imunoldgica, tendo esta célula como alvo especifico para alterar o perfil de resposta
imune do individuo com asma. Entretanto, a identificacao de algum antigeno que seja
capaz de induzir exclusivamente uma citocina, como a IL-10, podera ser util em uma
possivel futura intervencado terapéutica na tentativa de regular a resposta imune da
asma.

As células NKT avaliadas mostraram-se capazes de serem ativadas por meio da
utilizacado do SEA conjugado ao tetramero CD1d. Podendo, talvez, ser uma da fontes
antigénicas capaz de estimular estas células a expressar compostos que, como citado
acima, capazes de atuar modulando a resposta imune durante a asma.

Este e outros estudos que contribuem para a melhor compreensao da resposta
imunoldgica, inata ou adaptativa, da asma auxiliam no desenvolvimento de novas e
melhores estratégias terapéuticas, que visam n&o apenas o controle das

manifestagdes clinicas, mas atém mesmo a cura.
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ANEXOS

Anexo 1. Folha de rosto para pesquisa envolvendo seres humanos.
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Anexo 2. Parecer de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa.

CENTRO DE PESQUISAS

GONCALO MONIZ - W

FIOCRUZ/BA

PARECER CONSUBSTANCIADC DO CEP

DADODS DO PROJETO DE PESQUISA

Trtulo da Pesquisa: PERFIL DAS CIé_LLILAS T MATURAL KILLER (THK) DE INDIVIDUOQS ASMATICOS
FRENTE A ANTIGENGD DE Schistosoma mansoni

Pesquisador: Ricardo Riccio Oliveira

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 22442013.0.0000.0040

Instituigio Proponente: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - CPgGM! FIDCRUZ BA

Patrocinador Principal: Financiamento Propric
MIMISTERIO D& CIENCIA, TECHNOLOGIA E INOVACAD

DADOS DO PARECER

Niomers do Parecer: 453728
Data da Relatoria: 3171052013

Apresentagao do Projeto:
A @zma & uma doenga imunolégica crénica. Diferentes componentes da resposta adaptativa e inata

parecem ter uma importincia neste processo, em particular as células INKT. Mecanismos regulatirios
capazes de modular o processo inflamatdrio na asma vém sendo estudados & alguns trabalhos sugerem
que infecgies por helmintos resultam na modulagio da resposta imune nas alergias, sendo esses
conhecimentos ainda incipientes.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primaric:

Avaliar a frequéncia de celulas iINKT em sangue periférico, bem come seu estado de alivagdo, expressao de
moléculas coestimulatorias, regulatorias e de citocinas em individuos com asma persistente leve cu grave
estimuladas in vitro com antigeno solivel do ovo (SEA) do 5. mansoni.

Objetive Secundario:

Em individuos com asma persistente leve ou grave, avaliar 1. A frequéncia de celulas iINKT em células
mononucleares de sangue periferico; 2. A expressao de moléculas coestimulatarias (CD28, PD-1 e CD40L).
regulatdrias (CD258, FOXP3 e CTLA-4) e de ativagio (CDEY) em células iNKT na presenga de tetrdmero
CD1d ligado a ;GalCer ou ao SEA; 3. A expressaoc intracelular de citocinas do perfil Th2 (IL-<4 2 IL-13), Thi
[IFN-y), Th17 [IL-
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17A) & regulatario (IL-10} em células iNKT na presenga de tetrdmero CO1d ligado a ; GalCer ou a0 SEA.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O estudo propde coletar sangue periférico para obtengdo de células mononucleares do sangue
periferico (PEMCs). A retirada de sangue & um procediments médico de rotina 2, em casos raros pode
provocar dor leve, sangramenta apds a retirada da agulha ou formag3o de leve inchago no local. Caso isso
acontega, & informado no TCLE que todos os cuidados serdo tomados pelos profissionais preparadoes.
Beneficios: Estudos gque confribuem para o esclarecimento de como ocorre a resposta imuncidgica na asma
ajudardo para o melhor entendimento da doenga e possivel desenvolvimento no future de um tratamento
que cure em definitivo 3 asma. Os beneficios ndo serdo diretos aos sujeitos que participarem deste estudo,
entretanto, o conhecimento gerado & partir desta pesquisa podera ajudar oulras pessoas coOm ASMa nNo
futurc. Os participantes do estudo que estejam infectados com qualquer verme serdo tratados

gratuitaments.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estude experimental. Dados sobre a clinica dos casos de asma tambem devem esiar
disponiveis para permitir a classificagido dos pacientes em casos leves e graves. Basicamentie, o projeto
propde a coleta de 30 mL de sangue periférico por pungio vencsa. PBMCs de individuos sadics (10). com
asma leve (10} & grave (10} serdo expostas ao antigeno sollvel do ovo de 5. mansoni (SEA). A expressao
de citocinas, a frequendia & imunofenctipagem de celulas iNKT serdo avaliados. Uma amostra de fezes sera

solicitada para realizar exame parasiiclégico de fezes e excluir casos com helmintiase.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Foram apresentados os TCLEs para adultcs/responsaveis & para os controles sadios & um TA foram

incluidos. Também foram incluidos o regulamento para biorrepositério e a carta de anuéncia do PROAR.

Recomendagbes:

Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Sem pendéncias.

Enderego: RusWakemar Faiclo, 121

Balro: Candeai CEP- 40.296-T10
UF: BA Municiplo:  SALVADOR
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Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagaoc da COMEP:

M&a

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

Apresentar relatorios parciais a cada seis meses e final, em 122016,

SALVADOR, 11 de Movembro de 2013

Assinador por:
Adriana Lanfredi Rangel

{Coordenador)
Endersgo:  Ruawaldemar Falcio, 121
Balrne: Candeal CEP: 40.296-710
UF: BA Municiplo:  SALVADOR
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Anexo 3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Individuo asmatico.

LABORATORIO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL
CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ - FIOCRUZ-BA
Fua Waldemar Falcao, 121, Candeal CEP: 40296-710 — Salvador-BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA ADULTO

Nome do Projeto: PERFIL. DAS CELLLAS T WNATURAT EIOIEE (THNK) DE
INDIVIDUQS ASMATICOS FREENTE A ANTIGENO DE Schistosoma mansoni

Nome do Participante:

Investigador Primcipal: Ricardo Ficcio Olivewra, Laboratono de Patologia Expenmental
Centro de Pesquusas Gongalo Momz, FIOCRUZ-BA, Fua Waldemar Falcdo, 121, Candeal -
Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71} 3176-2200, ramal: 347

Comité de Etica: Centro de Pesquisss Gongale Moniz, FIDCRUZ-BA, Rua Waldemar
Falcdo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71) 3176-2200, ramal: 283

Introducio:

WVocé esta sendo convidado{a) a participar de um estudo chamade “Perfil das Células T
Namral Killer (TNK) de Individuos Asmaticos Frente a Antigeno de Schistosoma mansoni”.
Vocé fo1 selecionado como um possivel participante pois foi informado pelo sen médico que
vocé tem asma. Por favor, leia este documento com calma e tire qualquer ditvida que tenha
antes de aceitar participar do estudo. Caso concerde em participar do estudo remos fazer freés
exames de fezes e coletar 30 ml de sangue (cerca de 2 colheres de sopa).

Porque o estudo esta sendo feito:

A asma € uma doenca alérgica que ainda nio tem tratamento efetivo capaz de curar a doenca.
Os remédios utilizados atualmente sdo apenas para confrolar os sintomas da asma e tentar
melhor a qualidade de vida das pessoas com asma. Esta doenca é cansada pelo nosso proprio
orgamsmo, guando respondemeos de forma exagerada a alguns elementos que estdo presentes
ne nosso dia a dia, como acares da poeira. e que sdo chamados de alérgenos. A parte do nosso
orgamsmo gue responde contra estes elementos estranhos ao nosso corpo € chamada de
sistema imunologico. Alguns pesqusadores t8m mostrade que alguns vermes, como o
Schistosoma, 530 capazes de melhorar a asma O objetivo deste estudo é avaliar a contmbuigdo
que uma célula do sistema mmunologico exposta a partes deste verme fem pa resposia
exagerada contra alérgencs em pessoas com asma grave, comparande com o que aconfece
naquelas pessoas que tem a doenca mais leve e outras pessoas que nio tem asma.

Quantas pessoas vao fazer parte deste estudo:

Cerca de 10 pesspas com asma grave e 10 com asma leve, que sdo atendidas mo ProAFR.
(Nucleo de Exceléncia em Asma da UFBA), aléem de 10 pesscas sem asma, irdo participar
deste estudo. Essas pessoas farfo frés exames de fezes e doardo uma amostra de 30 ml de
sangue (cerca de 2 colheres de sopa).

Procedimentos envolvidos no estudo:
Caso concorde em participar do estudo, vocé recebera os frascos coletores de fezes, que
deverdo ser develvidos, para que possamos realizar os exames parasitologicos em 3 amostras



colhidas em dias diferentes. Em seginda, vocé doara 30 ml de sangue (cerca de 2 colheres de
sopa), que serd coletado por profissional treinado e preparade para fazer coleta de sangue,
com o auxilio de seringas e agulhas descartaveis. O sangue sera coletado para realizar exames
que sdo Importantes para o acompanhamento da sua doenga.

Duracio do Estudo:

Wocé 50 val precisar nos enconimar por duas vezes. Na pnmeira vez coletaremos 30 ml de
sangue (cerca de 2 colheres de sopa) e levaremos uma amostra de suas fezes para examinar no
laboratonio. Na segunda vez faremos exame de fezes em mais duas amostras.

Riscos envolvidos no estudo:

A retirada de sangue € um procedimento médico de rofina e, em casos raros pode provocar
dor leve, sangramento apos a retirada da agulha ou formacdo de leve mchaco no local Caso
1350 accnteca, todos os cindados serdo tomados pelos profissionals preparados.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para o esclarecimento de como ccome a resposta imunoclogica na
asma ajudario para o melhor entendimento da doenga e possivel desenvolvimento no futuro
de um tratamento gue cure em defimifive a asma. Vocé ndo recebera beneficios direfos em
participar deste estudo, enfretante, o conhecimento gerade a partir desta pesquisa podera
ajudar outras pessoas com asma no futuro. Os participantes do estudo que estejam infectados
com gualquer verme serdo tratados gratutamente.

Confidencialidade:

Todas as informagdes pessoais e dados médicos serfo mantidos em confidencialidade. As
informacgdes medicas dos participantes deste estude serio armazenadas de acordo com
exigéncias legais. Qualquer informacio obtida neste estudo sera compartilhada apenas com
oufres membros da equipe e com a orgamzacdc intemacional que protege os mdividuos
envolvidos em pesquisas (Escritdrio de Protecdo de Pesquisa com Seres Humamos dos
Estados Unidos da America). Todas as agencias internacionais apropriadas poderio ter acesso
aos arquivos da pesquisa. Fepresentantes do Comité de Efica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA
podetdo fer acesso acs seus dados. Os resultados serdo divulgados na forma de comunicagio
cientifica, nio permitindo a identificacio mdividual dos participantes.

Para proteger contra violacdo de informacio ou falsificagdc apenas o seu numerc de matricula
serd obtido. Todas as informagdes que forem digitadas em bance de dados terdio apenas o seu
mimero de matricula, ao inves do seu nome. O banco de dados sera protegido por senha e
apenas os membros da equipe de pesquisa tém esta senha.

Participacio Voluntaria:

A sua participagio mo estude & voluntdna e wocé estara contribuinde para o melhor
entendimento da sua doenga. Vocé ¢ livre para recusar a participar do estudo, ou se refirar em
gualquer época apos o seu micio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a disponibilidade da
assisténeia medica que lhe sera prestada.

Custos:
Vocé nio tera custos com a participagio no esmdo e nem receberd pagamento por sua
participacio.
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Utilizacio, armazenamento & descarte dos dados:

Apos a realizacio dos exames mnumologicos para este estudo, uma pequena parte do sen
sangue serd guardada em tubos plastn:ns em cungveladnr Por cinco anos, sem a identificacdo
do seu nome no tubo. Gostariamos de sua permussdo para utilizar sew sangue, ou parte dele,
em outros estudes que possam ser realizados mo futtmo. Como mmitas descobertas sfo
realizadas a todo tempo em relacio a defesa do corpo confra doencas, gostariamos de ter sen
sangue guardado para fazer novos exames, no futuro, caso descubram algum outre fator
importante para proteger contra a asma. Se no futuro for descoberto, no seu sangue, alguma
caracterishca importante para sua saide, nos o informaremos e daremos as devidas
onentacdes a respeito. Mesmo que permita a wiilizacio fobwa, vocé poderd voltar amas nesta
decizio a qualguer momento. Marque abaixo a opgio desejada sobre esta questio.

Esclarecimentos:

Qualguer divida que vocé tenha sobre o que estd escrito neste consembimento ou sobre os
procedimentos que constam nesse projeto de pesquisa, podera entrar em contato com Dr
Ficardo Fiaccie Olwveira, coordenador do projeto, pesquisador do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz — FIOCRUZ-BA. Rua Waldemar Faledo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP:
40295-T10, tel: (71) 3176-2200, ramal: 347, ou com o Comuité de Etica em Pesquiza da
FIOCRUZ-BA, Fuva Waldemar Falcdo, 121, Candeal - SalvadorBA CEP: 40296-710,
tel :{(071) 3176-2285, e-mail: cepf@bahia fiocruz. br.

Consentimento — 5S¢ vocé leu o consentimento informade ou este lhe fo explicado e vocé
aceita a participagio do estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé serd entregue uma copia
deste formulirio para guardar.

Antoniza armazenamento e utilizagdo das amostras coletadas para pesquisas futuras?
[ ]5im autorizo armazenamento e ufilizacdo das amostras para pesquusas futuras
[ 1Mo autorize armazenamento e utihizacio das amostras para pesquisas futuras

Assinatura do Participante Data Hora

Assinatura do Pesquisador Data Hora

Aszzinatura da Testemunha Data Hora
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Anexo 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Individuo sadio.

LABORATORIO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL

CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ - FIOCRUZ-BA
Pua Waldemar Falcdo, 121, Candeal CEP: 40286-710 — Salvador-BA

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECTIDO PARA CONTROLE
SATIIO

Nome do Projeto: PERFIL DAS CELL-'L_.AS T MATURAL EILER (INK) DE
INDIVIDUOS ASMATICOS FRENTE A ANTIGENQ DE Schistosoma mansoni

Nome do Participante:

Investigador Primcipal: Ficardo Ficcie Olivewra, Laboratoric de Patologia Expenimental
Centro de Pesquisas Gongalo Momz, FIOCRUZ-BA, Rua Waldemar Falcdo, 121, Candeal -
Salvador/BA CEP: 40296-710, tel - (71) 3176-2200, ramal: 347

Comité de Etica: Centro de Pesquisas Gongale Moniz, FIOCEUZ-BA, Fua Waldemar
Falcgo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710, tel.: (71) 3176-2200, ramal: 285

Imtroducio:

WVocé esta sendo comvidado(a) a participar de um estude chamado “Estudo dos fatores
assoclados a resisténcia a esquistossomose na Bahia, Brasil”™. Vocé fo1 selecionado como um
possivel participante pois vocé ndo tem asma e nio mora em locals onde fem muitas pessoas
com infeccio por vermes. Caso concorde em participar do estude iremos fazer trés exames de
fezes e coletar 30 ml de sangue (cerca de 2 colheres de sopa).

Porque o estudo esta sendo feito:

A asma & uma doenca alérgica que ainda ndo tem tratamento efetivo capaz de curar a doenca.
Os remedios utilizados atualmente sfo apenas para controlar os smtomas da asma e tentar
melhor a gualidade de vida das pessoas com asma. Esta doenca é causada pelo nosso propnio
organismo, quando respondemes de forma exagerada a alguns elementos que estio presentes
no nosso dia a dia, comoe dcaros da poeira, e que sio chamados de alérgencs. A parte do nosso
orgamismo que responde contra estes elementos estranhos ao nosse corpo € chamada de
sistema imumoldgico. Alguns pesquisadores tém mostrade que alguns vermes, como o
Schistosoma, 580 capazes de melhorar a asma O objetive deste estudo € avaliar a conmbugio
gue uma célula do sistema mmmoldgico exposta a partes deste verme tem na resposta
exagerada contra alergencs em pessoas com asma grave, comparando com o que acontece
naquelas pesseas que tem a doenca mais leve e oulras pessoas que nio fem asma, come Vocs

Juantas pessoas vio fazer parte deste estudo:

Cerca de 10 pessoas com asma grave e 10 com asma leve, que sdo atendidas no ProAR
i(Macleo de Exceléncia em Asma da UFBA), além de 10 pessoas sem asma, irdo participar
deste estudo. Essas pessoas farfo frés exames de feres e doario uma amostta de 30 ml de
sangue {cerca de 2 colheres de sopa).

Procedimentos envolvidos no estudo:
Caso concorde em participar do estude, vocé recebera os frascos colefores de fezes, gue
deverdio ser devolvidos, para que possamos realizar o5 exames parasitologicos em 3 amostras



colhidas em dias diferentes. Em segmda, vocé doara 30 ml de sangue (cerca de 2 colheres de
sopa), que serd coletado por profissional treinado e preparado para fazer coleta de sangue,
com o auxilio de seringas e agulhas descartiveis. O sangue serd coletado para realizar exames
gque sdo Importantes para o acompanhamento da sua doenga.

Duracio do Estmdo:

WViocé s6 val precisar nos enconfrar por duas veres. Na pomeira vez coletaremos 30 ml de
sangue (cerca de 2 colheres de sopa) e levaremos uma amostra de suas fezes para examinar no
laboratono. Na segunda vez faremos exame de fezes em mais duas amostras.

Riscos emvolvides no estudo:

A retirada de sangue € um procedimento médico de rotina e, em casos raros pode provocar
dor leve, sangramento apds a retirada da agulha cu formagde de leve inchaco no local Caso
1350 aconteca, todos os cuidados serdo tomados pelos profissionais preparados.

Eetorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para o esclarecimento de como ocorre a resposta imumolégica na
asma ajudardo para o melbor entendimente da deenca e pessivel desenvolvimento no futuro
de um tratamento gue cure em definifivo a asma. Vocé ndo recebera beneficios diretos em
participar deste estudo, entretante. o conhecimente gerado a partir desta pesguisa poderd
ajudar outras pessoas com asma no futuro. Os participantes do estudo que estejam infectados
com gualquer verme serfo tratados gratuitamente.

Confidencialidade:

Todas as mformacgdes pessoais e dades medices serio mantides em confidencialidade. As
informacoes médicas dos participantes deste estudo serdo armarzemadas de acordo com
exigéneias legais. CQualguer mformacio obtida neste estudo sera compartithada apenas com
outros membros da equipe e com a organizacio internacional que protege os imdividuos
envolvides em pesguisas (Escritémie de Protecio de Pesqmsza com Seres Humanos dos
Estados Unidos da Ameérnca). Todas as agéncias intemacionais apropriadas poderfio ter acesso
aos arquivos da pesguiza. Representantes do Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ-BA
poderdio ter acesso aos seus dados. Os resultados serfio divulgados na forma de comumicagsio
cientifica, niio permitindos a identificagcio mdividual dos participantes.

Para proteger contra viclacio de informacSo ou falsificacio apenas o seu nimmerc de matricula
serd obtido. Todas as informagdes que forem digitadas em banco de dados terdo apenas o seu
mimero de mafricula. ao mvés do sen nome. O banco de dades sera protegido por senha e
apenas os membros da equipe de pesquisa tém esta senha.

Participacio Voluntaria:

A suma participacio no esmdo é veluntdna e wvocé estard contmmbwnde para o melhor
entendimento da sua doenga. Vocé é livre para recusar a participar do estudo, ou se refirar em
qualquer época apés o seu inicio sem afetar oun prejudicar a qualidade e 2 dispomibihidade da
assisténcla medica que lhe serd prestada.

Custos:
WVocé nfo terd custos com a participacdc no estudo e nem receberd pagamente por sua
participacio.
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Utlizacioe, armazenamento & descarte dos dados:

Apéds a reailzan;a-:n dos exames mnmoldgicos para este estudo, uma peguena parte do sen
sangue sera guardada em tubos plasncns em -:ﬂngeladﬂr por cinco anos, sem a identificacdo
do seu nome no tubo. Gostariamos de sua permissfio para utlizar seu sangue, ou parte dele,
em ouiros esmdos que possam ser realizades no futire. Como pmitas descobertas sdo
realizadas a todo tempo em relagdo & defesa do corpo contra doengas, gostariamos de ter seu
sangue puardado para fazer noves exames, no fufure. caso descubram algum outro fator
importante para proteger contra a asma. Se no future for descoberto. no seu sangue, alzuma
caracteristica Importante para sua saide, nos o informaremos e daremos as devidas
orientagies a respeito. Mesmeo que permita a uhilizacio futura, vocé podera voltar atras nesta
decisdo a qualguer momento. Marque abaixo a opedo desejada sobre esta questiio.

Esclarecimentos:

Chialquer divida gque vocé tenha sobre o que esta escrito neste consenfimento ou sobre os
procedimentos que constam nesse projete de pesquisa, poderd enfrar em contato com Dr.
Picardo Riccio Oliveira, coordenador do projeto, pesquisador do Centro de Pesguisas
Gongalo Moniz — FIOCRUZ-BA, Bua Waldemar Falefo, 121, Candeal - Salvador/BA CEP:
40296-T10, tel: (71) 3176-2200, ramal: 347, ou com o Comaté de Etica em Pesquisa da
FIOCEUZ-BA, Fua Waldemar Falcio, 121, Candeal - Salvador/BA CEP: 40296-710,
tel :(071) 3176-2285, e-mail: cepibahia fiocruz. br.

Consentimento — Se vocé leu o consentimento informade ou este The for explicado e vocé
aceita a participagio do estudo. favor assmnar o nome abaixo. A vocé serd entregue uma copia
deste formulano para guardar.

Autoriza armazenamento e utilizagdo das amostras coletadas para pesquisas fitturas?
[ ]15m autorizo ammarenamento e utilizacio das amostras para pesquisas futuras
[ 1N&o autorize armazenamento e wtilizacio das amestras para pesquisas foturas

Assinatura do Participante Data Hora

Assinatura do Pesquisador Data Hora

Assmatura da Testemunha Drata Hora
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