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RESUMO

Uma das propostas da imunoterapia alérgeno esedfia de modular a resposta imune
humoral contra alérgenos, com aumento significaties niveis de IgG1 e IgG4 especificos.
Esses anticorpos estdo associados com uma atividegeeadora, impedindo a ligagcéo de
anticorpos IgE ao alérgeno e levando a uma redog8oespostas inflamatorias. Esse estudo
objetivou investigar a atividade bloqueadarayitro, de anticorpos IgG especificos sobre a
reatividade de IgE B. pteronyssinugDpt) em soros de pacientes atopicos. Anticorg& |
especificos foram obtidos de soros de pacientggcai) e IgG irrelevante a partir de soros de
nao atopicos, e depois purificados por precipitacdm sulfato de aménio, seguido de
cromatografia de afinidade em Proteina G-agarospurkza desses anticorpos foi avaliada
por SDS-PAGE, a imunoreatividade por ensaiossldéblot e immunoblot e a atividade
bloqueadora por ELISA inibicdo. O perfil eletrofticé, apos precipitacdo com sulfato de
amonio, mostrou um enriquecimento de proteinas Ite @eso molecular na fracéo
precipitada,e bandas fortemente coradas na fragdiateé apos a cromatografia, compativeis
com o peso molecular de IgG humana. Foi detectataforte imunoreatividade para IgG,
leve para IgA, e nenhuma reatividade para IgE e. IgNFracdo IgG especifica foi capaz de
reduzir significantemente os niveis de IgE anti;Dpsultando em 35-51% de inibicdo da
reatividade de IgE a Dpt epoolsde soros de pacientes atopicos. Anticorpos Ig@aipos
purificados, através de uma metodologia disponévphdronizada, sdo capazes de inibir a
reatividade de IgE ao extrato alergénico Dpt. Aldanmelhoria da sintomatologia clinica,
considerada um parametro subjetivo, essa abordegfenga que a avaliacdo intermitente de
anticorpos IgG alérgeno-especificos pode ser umeanfienta importante, auxiliando

especialistas a acompanharem seus pacientes eesgoale imunoterapia especifica.

Palavras-chave: acaros da poeira domiciliaDermatophagoides pteronyssinuanticorpos

bloqueadores, 1gG1, IgG4, IgE.



ABSTRACT

One of the purposes of allergen-specific immunatper(SIT) is to modulate the humoral
immune response against allergens with significaateases in allergen-specific IgG1 and
IgG4 levels. These antibodies are associated Waitkimg activity by preventing IgE binding
to allergen and leading to reduced inflammatorpoeses. This study aimed to investigate
vitro blocking activity of allergen-specific 1gG antibed on IgE reactivity toD.
pteronyssinugDpt) in sera from atopic patient®pt-specific IgG antibodies were obtained
from atopic sera and irrelevant IgG from non-atopéca. IgG antibodies were purified by
ammonium sulfate precipitation followed by Prot@raffinity chromatography and evaluated
with regards to purity by SDS-PAGE and immunoreatstiby slot-blot and immunoblot
assays. The blocking activity was evaluated by bition ELISA. The electrophoretical
profile after salting-out precipitation showed amiehment of high molecular weight proteins
in the precipitated fraction and strongly stainednds in the ligand fraction after
chromatography, compatible with molecular weighthoiman IgG. It was detected strong
immunoreactivity to IgG, negligible to IgA, and meactivity to IgE and IgM. Dpt-specific
IgG fraction was capable to significantly reduceels of IgE anti-Dpt, resulting in 35-51%
inhibition of IgE reactivity to Dpt in atopic patie sera. Allergen-specific IgG antibodies
purified using available and standardized methaglpkre able to inhibit IgE reactivity to Dpt
allergen extract. In addition to the clinical sympts improvement (subjective parameter),
this approach reinforces that the intermittent mesment of serum allergen-specific 1gG
antibodies will be an important objective labora&bparameter that will help specialists to

follow their patients under SIT.

Keywords: house dust miteDermatophagoides pteronyssinusdocking antibodies, 1gG1,
IgG4, IgE.
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1.1 Doencas alérgicas

As alergias estao entre as doengas mais prevalemt@sindo, sendo resultado de um
rompimento na toleréncia imune que os individuasnaimente possuem a exposi¢cao natural
aos antigenos ambientais (CALDERON et al., 2018)id3 recentes da Organiza¢do Mundial
de Alergia World Allergy Organization — WAQapontam centenas de milhdes de pessoas
com rinite alérgica no mundo, e estima-se que 3llBes sofram de asma (PAWANKAR et
al., 2012).

A terminologia utilizada para definir conceitos ion@antes no ambito das doencas
alérgicas ainda € confusa. Faz-se necessario éantssevisdo e a colaboracdo de diversos
comités para a padronizacdo da nomenclatura atiSeada ndo somente por meédicos, mas
por outros profissionais da saude, para pesquiacagdo, e até mesmo para o melhor
entendimento pelos proprios pacientes e pessaassstdas em alergia (JOHANSSON et al.,
2003).

Sendo assim, a hipersensibilidade pode ser defio@ao os sintomas ou sinais
iniciados apds uma exposi¢do a um determinado @sticnja dose seria tolerada em pessoas
normais. O termo alergia € considerado uma reagddipersensibilidade, iniciada por
mecanismos imunoldgicos especificos. Pode ser ohegtiar anticorpos, particularmente do
tipo IgE, ou mediada por células, principalmenéititos alérgeno-especificos. Em relacao a
atopia, quando existe uma tendéncia pessoal efuligiaa se tornar sensibilizado, e portanto,
h& uma producédo de anticorpos IgE em respostagsiedo a alérgenos comuns, diz-se que 0
individuo é atopico. Como consequéncia, esses it podem desenvolver sintomas
caracteristicos de asma, rinoconjuntivite ou eczeafegando diretamente em sua qualidade
de vida e de seus familiares (JOHANSSON et al.3200

E importante destacar a relevancia de uma adeqghdéria clinica durante a
anamnese do paciente no diagnostico das doengg&ads especialmente as que acometem
as vias respiratdrias, com destaque para a riiditgiea e asma.

Clinicamente, a rinite alérgica (RA) € uma doengaomatica das vias aéreas
superiores, caracterizada por inflamacdo mediadalgi® apos exposicdo a um alérgeno
através da mucosa nasal (BOUSQUET; VAN CAUWENBER®BHALTAEV, 2001). A
prevaléncia de RA no Brasil, de acordo com dadosstiado ISAAC Ipternational Study on
Allergic Diseases in Childhogdentre criangas com 6 a 7 anos de idade € dé&628,7%m
adolescentes, 29,6%. Os sintomas classicos ss&s ae espirro, prurido nasal, obstrucéo e
coriza hialina (CASTRO, 2012).

Isabella Lima Siman



20

A asma é uma doenca inflamatdria crénica das véxeaa inferiores que, em
individuos susceptiveis, causa episodios recosatgesibilancia, dispneia, opresséao toracica,
tosse, particularmente a noite e/ou pela manhaVARKSKE JUNIOR; BUSSE, 2003). No
Brasil, estima-se a prevaléncia da asma em apro@mante 10%. Em 2012, conforme o
DATASUS, cerca de 147 mil interna¢cdes hospitalpede SUS foram devidas a asma.

Os estimulos responsaveis pelas manifestacesadincorrem especialmente contra
componentes estranhos ao organismo, de origemiqgaaten sua maioria, mas podem ser
glicoproteinas ou até mesmo carboidratos isolacim®umente conhecidos como alérgenos
(HUBY; DEARMAN; KIMBER, 2000; JOHANSSON et al., 260 MEYER; CO MINH;
DEMOLY, 2004). Suas fontes sao diversas: alimenthgas, venenos de insetos,
contactantes (latex, por exemplo), com destaqua @sraeroalérgenos, designacéo esta por
serem transportados pelo ar (SMITH et al., 1998),especial aos antigenos derivados da

poeira domiciliar, provenientes de acaros, bargiss de animais e fungos.

1.2 Dermatophagoides pteronyssinus: principal acaro da poeira domiciliar

Como principal fonte de aeroalérgenos no mundofdoesis acaros da poeira
domiciliar, responsaveis pela sensibilizacdo desrdai 50% dos pacientes alérgicos a esses
componentes, em especial os pertencentes a farflieoglyphidae, do género
Dermatophagoidesdestacando-se as espécies pieronyssinuse D. farinae (BESSOT;
PAULI, 2011; JACQUET, 2010).

Geralmente, os alérgenos de acaros sédo enzimasagssoao seu trato digestivo e séo
encontradas em grande quantidade no corpo e nisufss fecais (COLLOFF et.all992).
Entre os alérgenos principais @e pteronyssinusesta Der p 1, com reatividade de IgE
especifica entre 50 a 70% em pacientes alérgicestaato bruto de Dpt, porcentagens essas
podendo variar dependendo da regido geografica$BHSPAULI, 2011).

Estudo recente reportou os niveis de exposicadoeais publicos e de trabalho a
esses acaros, como hospitais, escritérios, cabmibus, hotéis, cinemas, etc. em varios
paises, apontando que sao diversas as form@CAN; KANCELJAK-MACAN;
MILKOVI C-KRAUS, 2012) Ainda que o ambiente domiciliar seja a princifaite de
acaros dessa familia, fatores como a facilidadeatsporte, seja através da pele ou cabelos,

umidade, temperatura e condicdes de alimentagcasesldscais podem criar um novo
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ambiente favoravel para o crescimento dos mesmBSCAN; KANCELJAK-MACAN;
MILKOVI C-KRAUS, 2012)

No Brasil, na regidao do Triangulo Mineiro, estudeslizados pelo Laboratorio de
Alergia e Imunologia Clinica da Universidade Fetldea Uberlandia (UFU) demonstraram
niveis significativos de alérgenos de acaros dagpoemiciliar em residéncias (SOPELETE
et al., 2000; TERRA et al., 2004), veiculos de dpamte publico (PEREIRA et al., 2005;
TAKETOMI et al., 2006), carros particulares (JUSTINt al., 2005) e hotéis (SIMPLICIO et
al., 2007).

1.3 Fisiopatologia da resposta alérgica

O tecido epitelial funciona como barreira priméidre o alérgeno e o sistema imune,
sendo o primeiro contato, na maioria das vezedliadx por neutréfilos, macrofagos e IgA
secretora, 0s quais atuam como neutralizadores ntigeao na mucosa. Componentes
alergénicos remanescentes sao entdo capturadasgeédldas dendriticas imaturas ou pelas
células B, designadas de Células Apresentadorasitigenos (do inglés, APC) (FOKKENS,
1999). Nos individuos saudaveis, a presenca destasponentes induz tolerancia
imunologica, caracterizada pela auséncia de rdati@é. JA4 naqueles que apresentam
predisposicdo genética para desenvolver alergia,esento pode resultar na polarizagdo dos
linfocitos T CD4 naivepara células Thelper(Th)tipo 2, ou Th2.

O perfil de resposta Th2 é comumente associadoflamiacdo, no contexto de
infeccdes por helmintos e alergias, mas tambémziddupor venenos e adjuvantes de
vacinas, como o aluminio (COFFMAN et al., 2010).m@o caracteristicas principais da
ativacdo das células Th2 estdo a producdo dedunténlas (IL), tais como IL-4, IL-5, IL-9 e
IL-13. As IL-4 e IL-13 ativam as células B induzid formacao do fator nuclear GATA-3 e
se transformam em plasmacitos secretores de IgBEAor sua vez, através da formacao de
complexos imunes, se liga a receptores de altaddafle (FeRI) presentes na superficies de
basofilos e mastocitos, ativando-os. Essas célatasmdas passam a secretar diversas
citocinas e mediadores inflamatorios tais comoahéa, heparina e serotonina, 0s quais
exercem o recrutamento de macréfagos e granuldatitcesdos, aumentam a contratilidade do
musculo liso e a secrecao de muco (PULENDRAN; ARZ[H2).

Por mais de uma década e meia, a dicotomia estpedis Th1/Th2 prevaleceu. A

diferenca entre eles seria devido principalmentgtasinas produzidas e moléculas expressas
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nas superficies das células. Classicamente, ib Pletf € identificado como produtor de IFN-
ye TNF{3, mas também produz IL-2. Ja as células Th2 sadmnhecidas por produzirem
principalmente IL-4, IL-5 e IL-13, mas também pradm IL-9 (ZHU; YAMANE; PAUL,
2010).

Outra subpopulacédo de células T bem caracterigadachamada Treg (células T
reguladoras) que sdo caracterizadas por sua capactte secrecao de IL-10 e T@EFElas
possuem a habilidade de controlar e modificar cermedvimento das doencas alérgicas
alterando algumas das principais vias de senabdia bem como as fases efetoras da
resposta (PALOMARES, et al.,, 2010). Acredita-se dqueg contribui para controlar a
resposta imune inflamatéria alérgica de varios respodopresséo de APCs indutoras de células
T efetoras; supressao de células Th2 e Thl; s@mreks mastocitos, basofilos e eosindfilos;
supressdo da sintese de anticorpos IgE e inducantiderpos IgG4 (AKDIS; AKDIS, 2007,
MEILER et al., 2008; NANDAKUMAR; MILLER; KUMARAGURU 2009).

A populacéo de células T CD4 produtoras de IL-1MA17F, e IL-22 € designada
como Thl7, importante para as reacgfes imunes mneligwbr neutrofilos contra
microrganismos extracelulares e na patogéneseraes ibencas autoimunes. A ativagcao das
células Th1l7 esta relacionada com a gravidade dacdoalérgica, isto €, quanto maior a
reacao da resposta Th17/Th2 maior € a gravidadeelaca (WANG; WILLS-KARP, 2011).
As células Th9 foram recentemente identificadasacprodutoras de IL-9, contribuindo para
a inducéo da ativagdo de mastocitos na mucosdinmae@KUREBAYASHI et al., 2013), e
aumentando a producdo de muco por meio da atidgsia@élulas caliciformes (KAPLAN,
2013). Ja as célulaselperfoliculares (Tfh), produzem IL-21 e fornecem ainxgssencial
para a maturacdo de células Bswitch de classes e geracdo de células B de memoria e
plasmdcitos no centro germinativo dos linfonodo&NGIONS; LU; SCHWARTZBERG,
2013; LIU; NURIEVA; DONG, 2013).

1.4 Imunoterapia e anticorpos bloqueadores

Com o aumento da prevaléncia das doencas alérgi@asse procurando alternativas
para o tratamento das mesmas, visando amenizantosas desencadeados por respostas
exacerbadas do organismo frente aos alérgenos uzimdd o uso de farmacoterapicos
(SCHEI; HESSEN; LUND, 2002).
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A imunoterapia alérgeno-especifica é consideradgriacipal e Unica terapia
empregada para o tratamento especifico das alB@ISQUET; LOCKEY; MALLING,
1998) e envolve, de forma geral, os mecanismos @imducéo de anticorpos bloqueadores,
mudanca da resposta imune do tipo Th2 para ThHw#o de tolerancia pela geracédo de
células Treg (DURHAM; TILL, 1998; VALENTA, 2002).

Curiosamente, a técnica de imunoterapia comec¢serampregada no inicio do
século XX, antes mesmo da descoberta e caract@oizhas anticorpos do tipo IgE, e baseia-
se na administracdo de pequenas doses do alérgesador da reacado de hipersensibilidade
(NOON, 1911). Em um trabalho considerado classicopke e colaboradores (1935)
demonstraram que pacientes alérgicos, submetidosmuaoterapia alérgeno-especifica,
desenvolveram anticorpos capazes de bloquear aore#Hamatoéria de hipersensibilidade.

Em 1968, Lichtenstein e colaboradores analisaraoro de pacientes alérgicos a um
tipo de graminea, submetidos a imunoterapia, eredosen que fracdo do soro contendo IgG
era a fragdo contendo os anticorpos bloqueadoreso @studo realizado, apontou anticorpos
IgA com capacidade bloqueadora (PLATTS-MILLS et 4B76). Considerando-se que o
contato do alérgeno com o organismo e a respdimitoria ocorrem, na maioria das vezes,
em regides de mucosas, onde caracteristicamerte pstsentes imunoglobulinas do tipo
IgA, também tém-se discutido o papel desta imurimdioa como fator protetor contra
alérgenos (FAGARASAN, 2003).

Sabe-se que a imunoterapia induz altos niveis tieogoos 1gG, principalmente IgG1
e 1gG4 alérgeno-especificas (GELHAR et al., 1988)ando como agentes bloqueadores do
alérgeno, seja competindo com a IgE pela ligacd@ldmgeno, bloqueando a ativacdo de
mastocitos e baséfilos dependente de IgE, e/oungoba inflamacéo alérgica (DURHAM;
TILL, 1998; KOWALSKI; JUTEL, 1998; LARCHE et al.,a®6).

Alguns pesquisadores tém atribuido uma atividadeefmra as subclasses de IgG,
particularmente IgG4, como resultado ap6s uma lexgasicéo antigénica, que atuaria como
um fator inibitério da reacdo de hipersensibilidatediada por IgE. Assim, anticorpos IgG4
poderiam neutralizar o antigeno ou competir peiib@ssde ligacdo da IgE (VAN NEERVEN
et al.,, 1999; FLICKER et al., 2002; JACKOLA et a2002). Por outro lado, Mothes e
colaboradores (2003) apontaram que niveis sérmasideraveis de imunoglobulinas IgG2 e
IgG3 nédo sao detectados apds o tratamento.

Existem trabalhos que sugerem ainda a capacidasesianticorpos bloqueadoras de
inibir a liberacéo de histamina por basdfilos, idipa ligacdo do complexo alérgeno-IgE via

receptores de IgE de baixa afinidadecf#t), presentes em células B, e consequentemente, a
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apresentacdo do alérgeno as células T (MOTHES.,e2@03; WACHHOLZ et al., 2003;
PIPET et al., 2009).

Diante do impacto das doencas alérgicas na so@&edamtlerna, € importante o
aprimoramento de estudos que envolvam novas ggfatpara o tratamento dessas, isto €,
conhecer o papel e os mecanismos de agdo dosrposdoloqueadores, pode possibilitar a

melhoria e o desenvolvimento de novas técnicasnimaterapia especifica (NEERVEN et

al., 2006).
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OBJETIVOS

0

X/
L X4

Caracterizar o perfil dos anticorpos IgE, 1gG1, 4g& partir do soro de individuos

atopicos e ndo atopicos ao acBrgteronyssinus

Purificar as fragcdes séricas contendo as imunogif@suda classe 1gG;

Verificar a capacidade bloqueadora das imunoglobsligG frente a interacao IgE-

alérgeno.
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3.1 Aspectos éticos e normas de biosseguranca

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité deaFtm Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (QEB} de maneira a assegurar a
regulamentacdo ética necesséaria para sua realjizegddo aprovado sem restricdes sob o
namero de parecer 47894nexo A).

Os pacientes que concordaram em participar do @stugl quais tiveram o livre
arbitrio de aceitarem ou ndo, sem necessidadepiea®ao, ou prejuizo ao seu atendimento
atual ou futuro pelos médicos/pesquisadores erdadyio fizeram através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLAf)exo B).

Todos os procedimentos realizados respeitaram asaso de biosseguranca
necessarias para a manipulacdo segura de amogildgidas e utilizacdo de reagentes e
equipamentos, segundo manual de biossegurancaigrdpr Laboratorio de Alergia e
Imunologia Clinica - UFU.

3.2 Pacientes e individuos controle

Foram triados para o estudo 36 individuos adultos bistéria clinica de alergia
respiratoria e teste cutdneo de puntura (TCP)iposipelo menos, ao extrato total &e
pteronyssinugDpt), atendidos no Ambulatério de Alergia e Imunologign@l, Hospital das
Clinicas — UFU, e consistiram no grupo atopico.e§ponsavel pelo Ambulatorio (Prof. Dr.
Ernesto Akio Taketomi) acompanhou o atendimentopdagentes, realizado pelos residentes,
e supervisionou a execucdo do teste cutaneo. Faplicedos o TCLE e o Questionério
Clinico (Anexo C) elaborado segundo ISAAC (199&)mcalgumas modificacdes, com as
devidas explicacbes e esclarecimentos aqueles idodis que aceitaram participar da
pesquisa.

Como grupo controle, 15 individuos adultos semosias ou histéria clinica de
doencas alérgicas respiratérias e com TCP negaivam painel de aeroalérgenos
padronizados, voluntariamente foram recrutadosealtinos, professores e funcionarios da
UFU, e consistiram no grupo ndo atdpico. Tambérmnfoaplicados o TCLE e o Questionario
Clinico.

Como critérios de exclusao foram considerados odesanti-histaminicos na semana

anterior a realizacédo do teste ou imunoterapigeféar-especifica prévia.
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3.3 Teste cutaneo de puntura (TCP)

A hipersensibilidade imediata foi avaliada pelo PT@e acordo com as normas
recomendadas pelBuropean Academy of Allergology and Clinical Immogy (EAACI)
(MALLING, 1993). Para a realizacdo do teste, foramlizados extratos alergénicos
comerciais (FDA Allergenic Ltda., Rio de Janeird, Brasil) de acaro®( pteronyssinud.
farinae e Blomia tropicalig, epitélio de cdo Ganis familiarig, epitélio de gato Helis
domesticus baratas Blattella germanicae Periplaneta americanae fungo Alternaria
alternatg. O controle positivo da reagédo consistiu de smuge histamina (10 mg/mL) e o
controle negativo foi realizado com o diluente deppracdo alergénica tamponado com
glicerol a 50%.

Apds antissepsia com alcool 70%, microgotas (apradtamente 30 uL) de cada extrato
alergénico foram depositadas na face interna debeago e as punturas realizadas com
auxilio de lancetas apropriadas (ALK-Abell6, Horsho Dinamarca), mantendo-se uma
distancia de 3 cm entre os extratos. A leituraedtetfoi realizada apos 15 minutos, medindo-
se o tamanho médio da papula em mm, calculado t& plar maior diametro e o seu
correspondente perpendicular. O critério de paddie para o TCP foi um tamanho médio
de papula superior a 3,0 mm, subtraindo o valanédia obtida para o controle negativo.

3.4 Coleta de sangue

Foram coletadas amostras de sangue (volume de l@mlipdos os individuos,
através de puncéo venosa na regido do antebrdigando-se tubos de coleta a vacuo de 5
mL e agulhas 21G1V@acutaine® - Becton Dickson Vacutainer Systerksanklin Lakes,
EUA). As amostras foram centrifugadas durante 1uios a 1.000 x e os soros obtidos
foram armazenados a -20°C no Laboratério de Alezgimunologia Clinica da UFU até a

realizagéo dos ensaios.
3.5 Teste para fator reumatoide
Fator reumatdide (FR) consiste de auto-anticor@ssaasses IgG, IgM e IgA com

capacidade de reagir com diferentes epitopos a@@dic da IgG humana, dificultando assim

sua purificacdo. O teste foi realizado, portantyaplescartar a possibilidade de um paciente

Isabella Lima Siman



30
MATERIAL E METODOS

incluido no estudo possuir altos titulos de FR possam manter-se ligados a IgG durante o
processo de cromatografia.

A realizacéo dos testes para triagem da ocorréleckER seguiu o protocolo fornecido
pelo fabricante do Kit de Teste Rapido para FaturrRatoide (Bio Latex FR, Bioclin).

O método fundamenta-se em uma reacdo de aglutindgdparticulas de latex
sensibilizadas com IgG humana. A aglutinacao &elisim amostra com concentracao de FR
igual ou superior a 8 Ul/mL, de acordo com as ésfeias estabelecidas pelos Padroes
Internacionais da Organizacdo Mundial de Saude (ODMS

Foi utilizada uma lamina com fundo escuro, fornagi@lo kit, contendo trés sitios
diferentes para reacdes, onde foram adicionadopl2@a amostra, controle positivo ou
negativo, e 20 puL do reagente Latex FR fornecidpésAhomogeneizacdo, a lamina foi
submetida a agitacao leve, com movimentos circsilgr@r dois minutos.

A leitura foi realizada em luz artificial, a olhar.nUma aglutinagdo clara indica a
presenca de FR numa concentracao igual ou supesid/mL. A positividade da amostra na

pesquisa de Fator Reumatdide foi consideradaioripéra exclusdo do paciente da pesquisa.

3.6 Fluxograma do trabalho

O soro coletado foi submetido a triagem para descir possibilidade de presenca de
Fator Reumatdéide e testado através do ensaio immimo&tico ELISA para deteccédo de
anticorpos IgE, 1gG1 e IgG4 especificos pargteronyssinus

Em seguida, os pacientes foram classificados dela@mm seus indices ELISA para
cada subclasse de anticorpo analisada, de formpapientes que apresentaram os maiores e
menores indices para IgG1 e 1gG4 especificos, fagmpados em diferentpsols A partir
dessa classificacdo, foi possivel a preparacaoig@dols Dpt-especifico e Dpt-inespecifico,
que foram utilizados na etapa seguinte, que cansist purificagéo parcial por precipitacédo

com sulfato de amdnio (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1 —Acdes de triagem dos pacientes e classificacd@it@stras em subgrupos para
confeccao deoolsrepresentativos.

Classificacdo dos pacientes em
subgrupos de acordo com seus LE.

l 1

[ Triagem para Fator J [ Criagdo dos pools ]

Reumatéide / \

"/ x [ Dpt-especifico ] [Dpt-inespeciﬁco ]

k J
e
Descartado ELISA
(IgE, IgG1 e IgG4) ‘

Purificagdo prévia com
sulfato de amonio

As fracOes precipitadas (P 40%) foram submetideso@atografia de afinidade, em

colunas constituidas por matriz de agarose liganlalentemente a Proteina G, para

isolamento das imunoglobulinas da classe IgG. Ealizada eletroforese SDS-PAGE e

immunoblot para confirmacédo da purificagdo das imunoglobslimas fracdes obtidas

(Fluxograma 2).

Fluxograma 2 —Ac¢06es de isolamento das imunoglobulinas 1gG.

Fragoes Cromatografia de
e
[ afinidade Proteina G
_>[ Fracdo nédo ligante: ]

demais imunoglubulinas
[ Fragdes eluidas contendo IgG ]

(especifica e irrelevante)

l

SDS-PAGE e
Immunoblot para
confirmacdo da
purificacdo
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3.7 Dosagem proteica e deteccao e quantificacdoalérgenos no extrato de.

pteronyssinus

3.7.1 Dosagem proteica total do extrato comercialed. pteronyssinus

A concentracédo proteica total do extrato comeunsdD. pteronyssinugHollister-Stier
Laboratories LLC, Spokane, WA, EUA) foi determinacianforme descrito por Lowry e
colaboradores (1951). A curva de calibracdo folizada com soroalbumina bovina (BSA,
Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA) em diluic@iesplas seriadas de 500 a 1pgdmL.

Os valores da densidade optica (D.O.) a 650 nmadasstras analisadas foram obtidos e
comparados a curva de calibracéo, utilizando orprog Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), para o clidala concentracao proteica das amostras.

3.7.2 Deteccao e quantificacdo dos alérgenos pripais deD. pteronyssinus, Derp 1 e

Der p 2, no extrato comercial

A dosagem dos principais alérgenos De pteronyssinuspresentes no extrato
comercial utilizado foi realizada segundo Simplieicolaboradores (2007).

Placas de alta afinidade (Corning Incorporated &@&stCorning Laboratories Inc.,
New York, NY, EUA) contendo 96 pocos foram sensgihiias com anticorpo monoclonal de
captura anti-Der p 1, (clone 5H8 — Indoor Biotedbgis Inc., Charlottesville, VA, EUA) ou
anticorpo monoclonal de captura anti-Der p 2 (cldi8, Indoor) diluidos em tampéao
carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) na propordd@d000 por 18 horas a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés veaes solucdo salina tamponada com
fosfatos 0,01 M pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% Twe&(PBS-T). Os sitios inespecificos dos
pocos foram bloqueados (150 pL/pogo) com PBS-T e sb¥walbumina bovina (PBS-
T+BSA) por 1 hora a temperatura ambiente.

Aposs novo ciclo de trés lavagens, as placas formmbadas, com o extrato comercial
de D. pteronyssinugHollister-Stier), em duplicata e diferentes caricacdes, utilizando-se
uma curva de diluicdo dupla com o primeiro pontaldiéicdo na proporgédo 1:250 em PBS-
T+BSA, por 1 hora a temperatura ambiente. Paraksiéen amostras padroes de Der p 1 e
Der p 2 (Indoor Biotechnologies) foram incubadas) duplicata, em diluicdo seriada
variando de 500 a Og/mL.
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As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T enfadicionados anticorpos
monoclonais biotinilados (anticorpos de deteccaspeeificos ao grupo 1 (clone 4C1,
Universidade de Virginia, EUA) ou ao grupo 2 (clof&l, Universidade de Virginia, EUA)
na propor¢cao 1:3000 em PBS-T-BSA (50 uL/poco) poora em temperatura ambiente.

Apds novo ciclo de trés lavagens com PBS-T, foiciadado o conjugado
estreptavidina-peroxidase (Sigma) (1:1000) em PHEA (50 pL/pocgo) e incubado a
temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos.

Foi realizado um ultimo ciclo de trés lavagens d®RS-T, sendo as placas reveladas
com o substrato enzimatico comercial ABTS (ABT®eroxidase Substrate System,
Kirkegaard and Perry Laboratories Inc. - KPL, Gaigiiburg, MD, EUA).

A densidade optica (D.O.) foi determinada por espéatometria em leitor de placas
(Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System, Bipinooski, VT, EUA) a 405 nm, e
a média dos valores de D.O. obtidos das amostrasofvertida emug/mL, tendo como
referéncia os valores da curva padrdo. Os dadasfanalisados pelsoftwareMicroplate
Manager 4.0 (Bio-Rad).

3.8 ELISA para deteccao de anticorpos IgE, IgG1 egl54 especificos par®.

pteronyssinus

Para deteccdo e quantificagcdo de anticorpos Igkcosdoi utilizado o ensaio
imunoenzimatico ELISA indireto (QUEIROS et al., 300IRANDA, 2008).

Placas de alta afinidade (Costar, Corning Labaegdnc) contendo 96 pocos foram
sensibilizadas com extrato alergénico e pteronyssinudiluido em tampéao carbonato-
bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) na concentracao pratwtal de 2 pg/poco por 18 horas a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés @masPBS-T. Os sitios inespecificos dos
pocos foram entdo bloqueados (150 pL/poco) com PBSA por 1 hora a temperatura
ambiente.

Apds novo ciclo de trés lavagens das placas, asteasode soro diluidas em PBS-
T+BSA na proporcao de 1:2 foram adicionadas emicatpl (50 puL/poco).

ApoOs incubacgéo a 37°C por 2 horas, as placas faeadas seis vezes com PBS-T e
incubadas com o anticorpo secundario anti-lgE hammaatinilado (KPL) diluido a 1:1000
em PBS-T-BSA (50 uL/pocgo) por 1 hora a 37°C.
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Apds novo ciclo de seis lavagens com PBS-T, foiciadado o conjugado
estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluido a 1:1&@0PBS-T-BSA (50 uL/poco) e incubado
a temperatura ambiente, no escuro, por 30 minutos.

As reacdes foram reveladas com o substrato enzimétimercial ABTS (KPL) e a
D.O. foi determinada por espectrofotometria emotede placas (Epoch) a 405 nm. Os
resultados foram expressos em indice ELISA (I.E.xcbrdo com a seguinte formula:

D.O.

LE.= D. 0. controle + 38

onde, D.O. = média da densidade o¢ptica da amosstada; D.O. controle = média das
densidades Opticas de soros controles negadvostesvio-padrao das densidades Opticas das
amostras de soros controles negativas. Valoreskde>11,2 foram considerados positivos
para excluir valores limitrofes de reatividade mios a I.E. = 1,0.

O ensaio imunoenzimatico ELISA indireto para a dgde de anticorpos IgG1 e 1gG4
foi feito segundo protocolo descrito por QueirGsotaboradores (2008). As etapas consistem
basicamente das mesmas realizadas para a detex¢gh, o entanto, para a realizacao do
bloqueio e como diluente nas etapas subsequertiesjtiizado PBS-T-BSA 0,1%. As
diluicBes utilizadas para o soro foi de 1:10 (Ig@1):5 (IgG4). O anticorpo secundario anti-
IgG1 humana biotinilado (Sigma) foi diluido 1:3080quanto o anticorpo anti-lgG4 humana
biotinilado (Sigma) foi diluido 1:1000.

3.9 Preparacédo dopools

Foram preparados dgmolscontendo soros de cinco pacientes, que apresenidta
aD. pteronyssinuscomo se segue:
% Pool Dpt-especifico- Soros positivos e com altos |.E. (superioresaedgGl
e lgG4 especificos;
+ Pool Dpt-inespecifico— Soros com I.E. negativo (inferior a 1,2) par&lge

lgG4 especificos.

Ospoolsforam submetidos a purificacdo parcial de imunoglimas por precipitacao
com solucéo de sulfato de aménio a 40%, técniGamst permite a precipitacdo de gama e

beta globulinas, correspondentes as classes deoginlmlinas envolvidas no estudo,
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resultando em uma separacdo prévia destas freft@s quoteinas séricas, especialmente a

soroalbumina, como forma de otimizar a cromatogrsfibsequente.

3.9.1 Purificacao da fracdo gama e beta globulingmor precipitacdo por sulfato de

amonio 40%

O volume de 1mL de cadgmol de soros foi acondicionado em becker, em banho de
gelo, sobre agitador magnético, e lentamente atakse 1mL da solucdo saturada de sulfato
de amonio 80%, obedecendo-se a concentracéo &rsdldcao obtida de 40%.

Apos incubacéo por 30 minutos a 4°C, a amostreeioirifugada a 3.000¢; 4°C, por
15 minutos. O sobrenadante foi removido e armazenad precipitado ressuspendido em
2mL de solucdo de sulfato de amoébnio 40%, seguiedoisva centrifugacdo. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes 8 apgentrifugacao final, o precipitado foi
ressuspendido em 1mL de PBS.

Para remover o sulfato de aménio, as amostrasfdralisadas contra PBS, a 4°C, por
meio do sistema de filtracdo Amicon® (Millipore @oration, Billerica, MA, EUA) de

acordo com as instrugdes do fabricante.

3.9.29ot-blot para analise da presenca de imunoglobulinas IgGgA, IgE e IgM nas

fracOes sobrenadante e precipitado apds precipitaggor sulfato de amodnio 40%

Membranas de nitrocelulose (0.45 um; Bio-Rad) rforsensibilizadas em sistema
Mini Protean Il Multiscreen Apparatus (Bio-Rad)ntpool de soros, as fracbes sobrenadante
(S 40%) e precipitado (P 40%) apds precipitacdo salfato de amoénio 40% ou controle
negativo (BSA). As membranas sensibilizadas coutifagentes amostras foram cortadas em
tiras, as quais foram bloqueadas com PBS-T contleitgdoem p6 desnatado (Molico, Nestlé,
Sado Paulo, SP, Brasil) a 5% (PBS-T-M) por 2 horas &mperatura ambiente e
posteriormente lavadas com PBS-T-M 1% por 5 minstdisagitacao leve.

Adicionou-se os anticorpos de deteccdo anti-IgE dananmonoclonal (clone GE-1,
Sigma), anti-lgA humana biotinilado (Sigma), amfM humana peroxidase (Calbiochem®,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) ou anti-lgG humaeeoxidase (Calbiochem) diluidos
em PBS-T-M 1% nas respectivas propor¢des: 1:10000000, 1:5000 e 1:5000. As
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membranas foram incubadas por 2 horas em tempa@atubiente e posteriormente lavadas 3
vezes por 5 minutos com PBS-T 0,1%.

No caso das membranas incubadas com anti-IgM dggBitiseguiu-se a revelacao
com 3,3'-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DABgma). Ja para a membrana incubada
com anti-lgE adicionou-se o anticorpo anti-lgG dmmandongo peroxidase (Oncogene
Science, Cambridge, MA, EUA) na diluicdo 1:100(haga a membrana incubada com anti-
IgA, adicionou-se o complexo estreptavidina/peraged (Sigma) diluido 1:1000 em PBS-T-
M 1%, por 1 hora a temperatura ambiente. Apés kEwvagor 3 vezes por 5 minutos com
PBS-T 0,1%, as duas membranas restantes foranadegetom DAB.

Utilizou-se o fotodocumentador ImageQuant 300® (&&althcare, Waukesha, WI,
EUA) para obter as imagens das membranas, em ekralaza, apos finalizada a reacéo, e a
analise foi realizada com auxilio dmftwarelmage J 1.46 (National Institute of Mental
Health, Bethesda, MA, EUA).

3.10 Cromatografia de afinidade em coluna de Protea G

A purificagdo de IgG por cromatografia de afiniddde realizada de acordo com
protocolo fornecido pelo fabricante da resina @®rProtein G Agarose, Thermo Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL, EUA). A resina foi omtada na coluna (Econo-column 1.0 x
5cm, Bio-Rad) e equilibrada através de lavagem 26mL de tampéo de ligacdo constituido
de fosfato de sodio, 20mM, pH 8,0. As fracbes P 40fam diluidas na proporcao 1:1 em
tampdo de ligacdo, e centrifugadas a 10008 por 20 minutos a €. Cada fracédo foi
purificada separadamente, iniciando-se pela fraBa@l0% proveniente dgool Dpt-
inespecifico, seguindo-se pela fracdo P 40% prewdaidgpool Dpt-especifico.

Apos equilibrada a coluna, a amostra foi aplicadasina, sendo este conteudo inicial
reaplicado por trés vezes a fim de garantir a ¢éieicompleta dos anticorpos da classe 1gG.

Prosseguiu-se com a lavagem da coluna com tampdigad#io, acompanhada da
verificacdo parcial da presenca de proteinas r@drado-ligante por reacdo de Bradford
(colorimétrica), até o momento em que verificousseauséncia de proteinas (coloracao
semelhante aquela obtida na presenca somente gpédase ligacdo). Utilizou-se §fl do
Reagente de Bradford acrescidos del4d@e amostra para este teste.

Para eluir a IgG ligada a coluna, foi usado tamg&@luicéo glicina 0,1M, pH 2,6,

novamente acompanhando-se a presenca de proteiredsato por reacdo de Bradford, até
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que a coloragdo observada fosse semelhante a ampiigla na presenca somente do tampéo
de eluicao.

As fracdes eluidas contendo IgG foram coletadageeam seu pH neutralizado com
adicdo de tampéao Tris 1M, pH 9,0. Apos confirmagé@ajuais fracdes coletadas continham
IgG, por eletroforese SDS-PAGE, as mesmas forardasné prosseguiu-se com dialise e
concentragdo contra PBS através de sistema dacdiir Amicon®. As fragBes foram
armazenadas a -20°C até serem utilizadas nos pestiesiores.

Apos finalizada a lavagem com tampéao de eluicaGanioadicionados 5mL de azida
sodica a 0,02% a coluna e a mesma foi entédo armdaen4°C.

Durante todo o procedimento de cromatografia, ag#s ndo-ligante, da lavagem, e
do eluato foram coletadas em tubos de congelamema@liquotas de 1 mL, para a posterior

construcao do perfil cromatografico a partir daocaibdncia de cada amostra a 280 nm.

3.11 Eletroforese SDS-PAGE emmunoblot para confirmagéo da purificagéo de 1gG,

IgA, IgE e IgM total nas fracdes obtidas ap0s a croatografia

3.11.1 Eletroforese SDS-PAGE

Foi realizada eletroforese em gel de poliacrilam@® na presenca do agente
desnaturante dodecil sulfato de soédio (SDS) pasaalizacdo das fracdes obtidas apos a
cromatografia.

Primeiramente foi preparado o gel de separacao,a@¥tposto por Tris-HCI 0,373M
(pH 8,8), SDS a 0,1%, acrilamida-bis na proporgd0,8, N,N,N,N,-tetrametiletiienodiamina
(TEMED) a 0,125%, persulfato de aménia (APS) a ®%2diluidos em agua deionizada de
acordo com as concentracdes do gel. O gel de esnpdihto a 3% foi preparado utilizando
Tris-HCI 0,122 M (pH 6,8), SDS 0,1%, acrilaminda-ki 30:1,6, TEMED a 0,125% e APS a
0,125%. Todos os reagentes utilizados na prepadasigéis foram obtidos da Bio-Rad. O
processo de polimerizacao teve um tempo médio luerd para o gel de separacédo e 1 hora
para o gel de empilhamento.

Previamente a aplicacdo nos géis, as fracdes sbtigas a cromatografia foram
diluidas em tampédo de amostra contendo Tris-HCIND,{pH 6,8), SDS a 4%, azul de
bromofenol a 0,2% e glicerol 20%. As amostras foesatdio aquecidas a 95°C em banho seco
(Termobath ALB64 — Finemould Precision Ind., Cauls Coréia do Sul) por 5 minutos, para

desnaturacao proteica completa.
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A corrida foi realizada sob corrente de 20 mA pproaimadamente 1 hora e 15
minutos em sistema de eletroforese mini-PROTEANCell (Bio-Rad).

O gel foi corado por imersédo em solucédo corant8lde Silvercomo anteriormente
descrito (CANDIANO et al., 2004), efetuando-se &®do corante até a perfeita visualizacao
das bandas. Todo este processo foi realizado stdc@g lenta e constante a temperatura
ambiente.

ApoOs visualizacdo das bandas, as fracdes eluidasnf@grupadas, dialisadas e
concentradas contra PBS através de sistema degditirAmicon®, e tiveram seu conteudo
proteico determinado pelo método de Lowry. Foranideb as fracdes IgG especifica,
proveniente dpool Dpt-especifico, e IgG irrelevante, provenientepdol Dpt-inespecifico.

3.11.2I mmunobl ot

A pureza das fracbes IgG obtidas por cromatogfafi@onfirmada com a realizacao
de immunoblotpara deteccdo da presenca das classes de imumowasblgG, IgA, IgE e
IgM total nas amostras.

Apés a realizacdo de SDS-PAGE representativo daatagrafia, excetuando-se o
passo para coloracdo do gel, foi realizada a wafstia para membranas de nitrocelulose
(0.45 um; Bio-Rad) sob voltagem constante de 2®¥1phora, em sistema de transferéncia
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad).

A seguir, as membranas foram submetidas aos mgsasess da reacao descritos para
o dot blot, item 3.9.12.

3.12 Determinagdo das concentracdes 6timas das fo@s IgG especifica e irrelevante

Um ELISA indireto foi realizado para determinar @ncentracdo oOtima das fracOes
IgG especifica e irrelevante através da deteccaly@a e 1gG4 anti-Dpt, bem como IgE
especifica residual, conforme previamente desceciboy modificacdes (MIRANDA, 2011;
QUEIROS, 2008).

Resumidamente, placas de alta afinidade (Costanirigp Laboratories Inc.) foram
sensibilizadas com Dpt |(@&/poco), bloqueadas com PBS-T-BSA 0,1% e postedoten

incubadas com as fracdes IgG especifica e irrelewdiuidas de 40 a 3)§/poco. Os passos
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subsequentes foram semelhantes ao ELISA para deteegIgE, IgG1 e IgG4 especificos a

Dpt como descritos acima, item 3.8.

3.13 ELISA inibicao

Para avaliar a atividade bloqueadora das frac@8sstipre a reatividade de IgE ao
extrato Dpt, foi realizado um ELISA inibicdo utdimdo tréspools de soros de pacientes
atopicos com diferentes positividades para as edade anticorpos especificas a Dpt, como
seguepool | (IgE+, IgG1+, IgG4—)pool Il (IgE+, IgG1—, IgG4+); angvool lll (IgE+, IgG1+,
IgG4+).

Placas de alta afinidade (Costar, Corning Labaesdnc.) foram sensibilizadas com
Dpt (2ug/poco), bloqueadas com PBS-T-BSA e incubadas cotonaentracdo oOtima da
fracdo IgG especifica ou 1gG irrelevante, por lan@37C. Ospoolsde soros de pacientes
atopicos foram diluidos 1:2, incubados por 1 hoBY°& e seguidos da incubagdo com anti-
IgE humana biotinilada (1:1000; KPL). Os passossqgbentes foram semelhantes ao ELISA
para deteccdo de IgE anti-Dpt conforme descritonac{item 3.8). Os resultados foram
expressos em valores de absorbancia a 405nm enfaayeen de inibigdo, em que: % inibicao
=1 — (D.O. inibido/D.O n&o inibido) x 100 (AHMADJOINUDDIN; ALI, 2012).

3.14 Andlise estatistica

A anadlise estatistica e confeccdo dos graficosnforaalizadas pelosoftware
GraphPad Prism, versdo 5®@raphPad Software IncSan Diego, CA, EUA).

A comparacéo entre 0s grupos em relacdo ao géngadas de positividade no TCP
no grupo atopico foram determinadas pelo testeal@fisher. A comparacao entre 0s niveis
de IgE, IgG1 e IgG4 especificos a Dpt, entre opasgufoi determinada pelo teste de Mann-
Whitney. Diferencas entre os grupos em relacd@deiee nos dados obtidos a partir slog-
blots foram determinadas pelo Testde Student. Diferencas entre os grupos (reatieiated
IgE e ELISA inibicdo) foram analisadas por meio @ste ANOVA com pos-teste de
comparacao multipla de Bonferroni. Valores de pG5@oram considerados estatisticamente

significantes.
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4.1 Dados clinicos e demograficos dos individuos dstudo

Os dados referentes a faixa etaria, género e quédroo dos individuos selecionados
para o estudo estdo apresentados na Tabela 1.

Dentre os 51 participantes do estudo, 36 (70,58@sentaram histdria clinica apenas
de rinite alérgica relacionada com exposi¢cdo aocdcda poeira domiciliar, sem qualquer
sintoma de asma, e TCP positivo a extratos de léegeaos, compondo assim o grupo
atopico. Foi observada maior sensibilizacdo contaote aos acaros da poeira domicilir,
pteronyssinu® D. farinae (97%), do que &8lomia tropicalis(64%) e a outros aeroalérgenos
(< 54%) (p < 0,0001).

Os 15 individuos (29,41%) que apresentaram resultaglgativo no TCP aos
aeroalérgenos testados compuseram o0 grupo naca@tépndo tinham historia clinica de
doenca alérgica respiratoria.

O numero de participantes do sexo feminino (70,598b)superior ao do sexo
masculino (29,41%) e a média de idade dos indiwdapnde 24,6 e 28 anos para 0S grupos

atopico e ndo atdpico, respectivamente, sem difarsignificativa entre eles.

Tabela 1 —Dados clinicos e demograficos dos pacientes paatite do estudo.

Caracteristica — GruD?S — Valor de p
Atopico Nao atopico

Numero de individuos 36 15 -
Idade (média * desvio-padrdo) 24,6+5,8 28+11,68 0,1725 (N.S.}
Género (Masculino / Feminino)  13/23 2/13  0,1770 (N.S.§
TCP positivo (n, %)
Dermatophagoides pteronyssinug6 (100%) - <0,0007
Dermatophagoides farinae 35 (97%) - <0,0007°
Blomia tropicalis 23 (64%) - <0,0007°
Blatella germanica 10 (28%) - 0,0009
Periplaneta americana 9 (25%) - 0,0022°
Alternaria alternata 2 (6%) - 0,4930 (N.S.y
Felis domesticus 19 (53%) - <0,0007°
Canis familiaris 14 (39%) - <0,0001°

a Testd de Student; b Teste exato de Fisher (p < 0,05),;: N&® significativo.

Isabella Lima Siman



42
RESULTADOS

4.2 Dosagem proteica total e quantificacdo de alégos no extrato deD. pteronyssinus

A concentracdo proteica total do extrato comerd@aD. pteronyssinugHollister-
Stier) correspondeu a 4.50@/mL. A concentracdo dos alérgenos principais DérepDer p
2 no extrato Dpt correspondeu a 28mL e 356ug/mL, respectivamente.

Estes valores foram considerados para postericragbio do extrato nas reacfes de
ELISA.

4.3 Avaliagdo dos anticorpos IgE, IgG1 e IgG4 espiéicos aD. pteronyssinus
Os indices de reatividade dos anticorpos IgE, Ig&s1gG4 especificos .

pteronyssinusieterminados por ELISA em amostras de soros doergas atopicos e nao
atopicos estdo demonstrados na Figura 1.

* * Atopico
.
’U_T.lo- s s Nao atépico
- 1 °
5 gl .
o 8 .
© ®e .
" . o
g’ 67 ) ° °
o o
.2 * 4 .:.
T 4 . e .
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3 5 : Sas Aﬁ
@29 el P U e
\g [ o.q.o.. ........ m ;ﬁ ....... : : .ié:..
= Y ° ApA (14
0- IgE IgG1 IgG4
Positividade (%) 87 O 64 40 73 47

Figura 1 — Niveis de IgE, 1gG1 e IgG4 especificosDeermatophagoides pteronyssinus

determinados por ELISA em soros de pacientes aiépicnéo atopicos, expressos em indice
ELISA (I.E.). As barras horizontais indicam a méeia linha pontilhada representa o limiar de
positividade (l.LE >1,2). Porcentagens de amostrasitipas também estdo indicadas.

Diferencas estatisticamente significantes foranerd@hadas pelo teste de Mann-Whitney (*p

< 0.05; ** p < 0.0001).
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Niveis de IgE ao extrato Dpt foram maiores nosgraes atopicos que nos individuos
nao atopicos (p < 0,0001), com 87% de positividaalgrupo atdpico e nenhuma positividade
no grupo nao atépico. Da mesma forma, os niveisgg@d anti-Dpt foram maiores nos
atopicos que nos nao atopicos (p < 0,05), comipmsitle de 64% e 40%, respectivamente.
Em contraste, os niveis de 1gG4 anti-Dpt ndo fonificantemente diferente entre os grupos
(positividade de 73%s47%).

4.4 Selecao dos soros para constituir geols e purificacdo das fracbes gama e beta

globulinas

Para selecionar as amostras de soros com as maomenores reatividades
concomitante a IgGl e IgG4 especificos a Dpt dedt® grupos atopico e ndo atopico,
respectivamente, os niveis de IgG1 e IgG4 forampewatos como mostra a figura 2.

Cinco soros dentro de cada grupo foram selecian@aoa constituir g@ool Dpt-
especifico e ool Dpt-inespecifico, respectivamente. O perfil deiveddde de IgE, 1gG1 e
IgG4 especificos a Dpt em cadaol de soros mostrou I.E médio acima de 4,2 paraéss tr
classes de anticorpos no grupo atopico e abaixd,deno grupo nao atdpico, como
representado na tabela 2. Os soros selecionadas feubmetidos ao teste para avaliar a

presenca de fator reumatoide, e obtiveram resuttagativo.

Atépico N&o atdpico
10 T 10 T
T w8
< | < |
8 6 : o 8 6 :
= » = :
54 o I R
< : < .
Q L] cioe O ] ®ee
o 2 '.:; o ©® o 2 ‘e
- # AR AR - .‘ .............. SR R RRRRRET
C ) ] ) ) ) C ) ) ) ) )
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
IlgG1 anti-Dpt (1.E.) IgG1 anti-Dpt (1.E.)

Figura 2 — Comparacédo entre os niveis de IgGl e IgG4 @npteronyssinusem soros de
pacientes atdpicos e ndo atopicos para sele¢dsados (n = 5) utilizados na constituicdo dos
pools Dpt-especifico e Dpt-inespecifico, respectivameAtdinha pontilhada representa o limiar
de positividade (I.E.>1,2). Os soros selecionadt@oeindicados por elipses vermelhas.
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Tabela 2 — Perfil de reatividade para IgE, 1gGl e 1gG4 edpmd a
Dermatophagoides pteronyssines pools de soros de individuos atopicos
(n=5) e ndo atopicos (n=5)

Grupos
Niveis de anticorpos Atopico N&o atopico
Dpt-especifico Pool Pool
Dpt-especifico Dpt-inespecifico
IgE (media I.E. + desvio-padréac 4,28 £ 1,73 1,06 = 0,54
lgG1 (media I.E. + desvio-padra 6,43 + 2,00 0,85+0,17
lgG4 (media I.E. + desvio-padra 4,51 +2,11 0,85+0,19

Dpt: Extrato alergénico dBermatophagoides pteronyssinl&.: indice ELISA.

4.4.1 Purificacdo parcial de imunoglobulinas por pecipitacdo com sulfato de aménio

O perfil eletroforético representativo apos a ymieacdo dospools de soros com
sulfato de amdnio a 40% esta representado na fBAwr&oi observado um enriguecimento de
proteinas de alto peso molecular na fracdo predai{P 40%), especialmente em torno de
150 kDa, provavelmente correspondendo a classg@aHoi verificado ainda a presenca de
uma forte banda na fragdo sobrenadante (S 40%)anmugr em torno de 66 kDa,
provavelmente correspondendo a soroalbumina, etmumnfracdo P 40% sua presenca foi
bastante discreta.

Para analisar o perfil de imunoglobulinas nas &ac¢® 40% e P 40% foi realizado um
slot-blot Todas as classes analisadas (IgG, IgA, IgE e kgddlyeram mais concentradas na

fracdo P 40% que na S 40% (p < 0,01), como mostradigura 3B-C.

Isabella Lima Siman



45

RESULTADOS
A
B IgG IgA IgE IgM
PM 1 2 3
140— 8
S40% = =+
100—
—— ——
70— P 40% - — e
.. G -
BSA -
C
IgG
IgA
0.6 —_— 0.67
) <
3 3
\m/ 0.41 ﬁ 0.4 — —
N
E 5
) 3
T 0.2 S 0.2
5 T g
g >
0.0 0.0
& 0°\° oo ©
2 & Qb@ !
IgE IgM
0.6 0.6
< <
3 0.41 ** 3 0.4
o o
() ()
_E 0.2 -E 0.2 B
o o
0.0 0.0 \ ,
O 6\0 G\o 0«0 QQB Qgc
P oF Q" S o <"

Figura 3 — Perfil da precipitacdo dopools de soros por sulfato de aménio a 40%) Eletroforese
representativa do processo em gel de poliacrila®idgSDS-PAGE) corado p&lue Silver 1 -pool de soros;

2 — fragdo sobrenadante (S 40%) e 3 — fragdo pt@dép(P 40%). Marcadores de peso molecular (Pltéoes
indicados na esquerda em kiloDaltons (kDB). $lot-blotsmostrando reatividade para IgG, IgA, IgE e IgM no
soro, fracdes sobrenadante (S 40%) e precipiRad®%) obtidas a partir da precipitacdo com sulfi@t@amonio
40%, e soroalbumina bovina (BSA) como controle tiega(C) Andlise dos dados dasot-blotspor meio da
intensidade das bandas em escala de cinza exgmassaidades arbitrarias (U.A.). Diferencas estasistente
significantes foram determinadas pelo Teste Student (** p < 0,01; *** p < 0,001).
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4.5 Cromatografia de afinidade em coluna de ProteanG-agarose

As fracbes P 40% de cagaol de soros fools Dpt-especifico e Dpt-inespecifico)
foram aplicadas na coluna de Proteina G-agarosecematograma representativo esta
ilustrado na figura 4A. O pico | (tubos 3 a 6) @fitido durante a lavagem com tampéo de
ligacdo, representando a fracdo nao ligante (FSLpico Il (tubos 29 a 34) foi obtido apds
aplicacéo do tampao de eluicdo, correspondendigadiigante (FL).

Para verificar a purificacdo dessas fracdes,dalizada uma eletroforese SDS-PAGE
a 8%. O perfil eletroforético representativo dantatografia esta apresentado na figura 4B.
Observa-se a presenca de bandas bem definidas @atteeis com a classe de

imunoglobulinas IgG, em torno de 160kDa, nas fragi@@ntes a proteina G.
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Figura 4 — Perfil da cromatografia de afinidade em Proteirag@rose.A) Cromatograma representativo
da purificacdo de IgG humana. | — pico de eluicddrdcdo nao-ligante apés lavagem com tampao éosfat
0,02M, pH 8,0 (seta preta); Il — pico de eluicddfrdgdo ligante apds lavagem com tampéao glicindMp,1
pH 2,6 (seta pontilhada). Dados estdo expressosabsorbancia a 280nm. Cada tubo eluido,
correspondente a 1mL, teve seu pH determindgloPérfil eletroforético em gel de poliacrilamidaDS-
PAGE) a 8% corado pdlue Silver FNL — fracdo né&o ligante, FL — fracdo ligantetfrespondente aos
tubos 29-34. Marcadores de peso molecular (PMpésthcados a esquerda em kiloDaltons (kDa).

4.5.1 Immunoblot

A imunoreatividade das fracdes ligantes a prot&iriai realizada por meio do ensaio
immunoblot no qual verificou-se uma forte marcacao para ligiée marcacao para IgA e

auséncia de marcacéao para IgE e IgM (Fig. 5).
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Figura 5 —Immunoblotpara deteccdo das diferentes classes de anticap@s purificagdo de IgG humana
total por cromatografia em Proteina G-agarose.%® 4Bracao precipitada gmwol de soros com sulfato de
amdnio a 40% aplicada na coluna; FNL- Fracdo rgante a proteina G-agarose; FL- Fracdes ligantes a
proteina G-agarose eluidas com tampéo glicina OpHVR,6 correspondentes aos tubos 29-32. Marcadores
de peso molecular (PM) estdo indicados a esquenddleDaltons (kDa).

4.6 Niveis de 1gG1, IgG4 e IgE especificoda pteronyssinus nas fragcdes purificadas

A concentracdo oOtima das fracdes IgG especificaetevante foi determinada por
ELISA indireto. Como mostrado pelos niveis de 1g&1gG4 anti-Dpt, a maior distincédo
entre as duas fracOes foi encontrada quan@g/pdco de cada uma delas foi utilizada (Fig.
6A-B). Vale ressaltar que a reatividade para IgEaembas as fracdes foi limitrofe ou abaixo
do cut off(Fig. 6C).
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Figura 6 — Niveis de IgGl A), 1gG4 B) e IgE ) especificos ao extrato alergénico de
Dermatophagoides pteronyssinBpt) nas fracdes IgG especifica (Espec.) e weale (Irrelev.)
purificadas obtidas a partir d®ols de soros de pacientes atépicos e ndo atdpicgseatbsamente,
determinados por ELISA. Fracdes IgG purificadasottituladas em diluicdo dupla seriada, de 40 até
2,5ug/poco, e dados estdo expressos em indice E(LIBA As linhas pontilhadas indicam o limiar de

positividade (I.E>1,2).
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4.7 ELISA Inibicdo

As fracbes IgG especifica e IgG irrelevante anti-Bpam avaliadas quanto a sua
capacidade blogueadora da reatividade de anticdgibsespecificos a Dpt em ensaios de
ELISA inibigéo.

A reatividade de IgE a Dpt, na presenca ou ausé@asafracdes IgG especifica ou
irrelevante, foi determinada através de péslsde soros (I, 1l e Ill) de pacientes atopicos,
selecionados com base na positividade para trésedade anticorpos, como segpeol |
(Ige+, 1gG1+, 1gG4-);pool 1l (IgE+, 1gG1-, IgG4+);pool Il (IgE+, IgG1+, IgG4+) (Tabela
3).

Tabela 3 - Perfil de reatividade de IgE, 1gGl1 e IgG4 especfi a
Dermatophagoides pteronyssinem tréspools de soros (I, Il e Ill) de pacientes
atopicos com diferentes positividades para asedads anticorpos.

Niveis de anticorpos Pools de soros

Dpt-especificos I Il 1]
IgE (media I.E.£ desvio-padrdo) 4,46 +3,63 1,80+0,70 4,20+2,55
lgG1 (media I.E.+ desvio-padrédo 1,87 +£0,60 0,90+0,06 3,23+2,06
lgG4 (media I.LE.+ desvio-padrédo 0,93 +0,22 2,81+2,17 4,35+2,24

Dpt: Extrato alergénico dBermatophagoides pteronyssinu&.: indice ELISA,
Valores positivos estdo em negrito.

Para os tréspools testados, a presenca da fracdo IgG especificazitedu
significantemente a reatividade de IgE a Dpt quartdoparado ao PBS (p < 0,0001) (Fig. 7A),
e efeito similar péde ser observado na presenc&agdo IgG irrelevante. Entretanto, a
reatividade de IgE foi significantemente menor nespnca da fracdo IgG especifica quando
comparada a fracdo IgG irrelevante (p < 0,0001).

Quando a porcentagem de inibicdo da reatividadégBefoi avaliada, a fracdo 1gG
especifica foi capaz de inibir50% da reatividade de IgE npeols| e Il, e acima de 35% no
pool lll (Fig. 7B).
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Figura 7 — Resultados do ELISA inibicdo mostrando a capa@datbqueadora dos anticorpos IgG
especifico e irrelevante sobre a reatividade de #gE extrato alergénico de Dermatophagoides
pteronyssinu¢Dpt) empoolsde soros de pacientes atépicos. é@aslsde soros (I, 1l e 1ll) com diferentes
positividades para as classes de anticorpos fosahos, como segupool | (IgE+, IgG1+, IgG4-);pool I
(Igg+, 1gG1-, 1gG4+);pool Il (IgE+, 1gGl+, IgG4+). A) Niveis de IgE anti-Dpt expressos em
absorbancia a 405nm. Diferengas estatisticamegtefisantes foram determinadas por ANOVA e pds-
teste de comparagéo mudltipla de Bonferroni (***®0001). B) Porcentagem de inibicdo da reatividade
de IgE, através do bloqueio de anticorpos IgG dBpec irrelevante purificados, em trpsolsde soros
de pacientes atopicos. As linhas pontilhadas imdica valor de inibicdo limiar de 35%. Diferencas
estatisticamente significantes foram determina@és peste de Student (** p < 0,01; *** p < 0,0001).
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Sabe-se que o objetivo final da imunoterapia atergespecifica € modular o perfil de
resposta imunolégica do paciente contra alérgengsiee os beneficios adquiridos sejam
duradouros, mesmo apos a descontinuacédo da imapetéBURKS et al., 2013). O aumento
nos niveis de IgG1l e IgG4 alérgeno-especificoscemumente associados a uma atividade
blogueadora, evitando a ligagdo de anticorpos gBlérgeno e, consequentemente, levando
a uma reducédo da resposta alérgica inflamatorial BERSE et al., 1993; GELHAR et al.,
1999; MOBS et al., 2012).

A caracterizacdo, quantificacdo e avaliacdo dacidpde bloqueadora de anticorpos
lgG frente a interacdo IgE-alérgeno utilizando d@esin vitro representa uma ferramenta
importante para elucidar o papel dos diferentesstige imunoglobulinas na resposta alérgica.
No presente trabalho, essa abordagem foi realizaidé&lmente, através da purificacdo de
fracOes IgG especificas a Dpt a partir gls de soros de pacientes atopicos a acaros e
subsequente avaliagdo da sua capacidade bloquemtivesa reatividade de IgE em ensaio de
ELISA inibigéo.

A selecéo dos individuos participantes do estudbdseada na historia clinica e TCP.
Com relacdo a estes dois parametros, todos o<iparties incluidos no grupo atopico
apresentaram TCP positivo a pelo menos extratgé&tero deD. pteronyssinug sintomas de
rinite alérgica. Um estudo prévio realizado porr8ea colaboradores (2007), em pacientes
da regido do Triangulo Mineiro atendidos pelo Htapidas Clinicas da UFU, mostrou altas
porcentagens de positividade a extratos de acarpseira domiciliar, destacando as espécies
D. pteronyssinue D. farinaecomo importantes agentes sensibilizantes dess@oregi

Os niveis de IgE e a soropositividade em pacieatitgsicos encontrados nesse estudo
se assemelham agueles encontrados em estudo préaizado por nosso grupo, cujo
objetivo foi avaliar os niveis de IgE, IgA e IgG4Da pteronyssinuse seus principais
alérgenos, Der p 1 e Der p 2, em amostras de ssabtiva de criancas alérgica e ndo alérgicas
(MIRANDA, 2011). Embora os niveis médios de Ig@htam sido maiores em individuos
atopicos que em ndo atopicos, esta diferenca ndesfatisticamente significante, como
encontrado por Miranda e colaboradores (2011) eifdez colaboradores (2005), em estudos
anteriores envolvendD. pteronyssinug Blomia tropicalis respectivamente, reforcando que
antigenos que induzem anticorpos IgE também sa®ihdaotores de anticorpos IgG4.

Em contrapartida, niveis de anticorpos IgG1l espesifa Dpt foram maiores em
individuos atépicos que em nao atopicos, condizeote os dados encontrados para IgG1
anti-B. tropicalis (PEREIRA et al., 2005), corroborando que anticompogipo IgG1l podem

estar mais relacionados a exposicao alergénicalaMa discussdes sobre o papel bloqueador
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ou anafilatico de anticorpos 1gG4, e se IgG1 ess@@ada com exposi¢cao e/ou papel protetor
(MERRETT et al., 1984; MORI et al., 2001).

Considerando a maior e menor reatividade concotritda IgG1l e IgG4 a Dpt em
pacientes atopicos e nao atopicos, respectivamasntamostras de soros foram selecionadas
para obter ospools Dpt-especifico e Dpt-inespecifico. Essagols foram parcialmente
purificados por precipitacdo com sulfato de amodmio40% e depois submetidos a
cromatografia de afinidade para a obtencdo da®dsatgG especifica e irrelevante. Essas
técnicas de purificacdo de imunoglobulinas tém sidplamente utilizadas, garantindo alta
gualidade e integridade dos anticorpos recuper@@IBROSA et al., 1990; ROQUE; SILVA,;
TAIPA, 2007).

O uso da precipitacdo com sulfato de amoénio permaiteobtencdo de altas
concentracdes de imunoglobulinas com considerawvel nle pureza e sem prejuizo a sua
atividade funcional. O perfil eletroforético apospeecipitacdo com solucdo de sulfato de
amoénio a 40% dospools de soros Dpt-especifico e Dpt-inespecifico mostion
enriguecimento de proteinas de alto peso moleoaldracéo precipitada e a deplecao quase
completa da soroalbumina humana, consistente codp dencontrado na literatura
(BERGMANN-LEITNER et al., 2008).

Além disso, todas as classes de anticorpos anasissgtavam mais concentradas nas
fracOes precipitadas. O uso dessa técnica possibiliesse estudo, otimizar a cromatografia
de afinidade em Proteina G-agarose, evitando aremfes provenientes de outras proteinas
séricas, especialmente a soroalbumina, no processo.

Os resultados obtidos a partir do perfil eletrafioré apdés a cromatografia de
afinidade, mostraram bandas de alto peso molefarl@mente coradas nas fracdes ligantes a
Proteina G, compativeis com o peso molecular dahig@ana. Embora outras bandas sejam
visiveis, as mesmas podem ser consideradas prddulegradacao, ja que foram reativas no
ensaio demmunoblotpara detecgéo de 1gG total.

A confirmacé&o da deplecao de outras classes deoghlulinas nas fragdes ligantes,
por meio dammunoblof aponta para a obtencdo de um enriquecimentoriv@significativo
de IgG total. Ainda que se observe uma leve rektde para IgA, sua marcacdo quando
comparada a obtida na fragdo ndo ligante ou a fodecacdo obtida para IgG total &
consideravelmente menor. Por isto, as fracOes tbganbtidas foram denominadas como
fracOes IgG purificadas e estas foram utilizadasamsaios seguintes.

Embora estudos recentes tém procurado por noviasesmentos a respeito do papel
da IgD na regulacao do sistema imune (CHEN e2@09; CHEN, K.; CERUTTI, A., 2010),
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nesse estudo ndo foi realizadumunoblotpara IgD, ja que sua concentracdo sérica é infima
guando comparada as demais imunoglobulinas (PREOMME et al., 2000).

E bem conhecido que a imunoterapia alérgeno-esmed#va a um aumento da
producdo de IgG alérgeno-especifica (MOTHES et 24103; WACHHOLZ et al., 2003;
CHEN et al., 2012), com capacidade de bloqueartexaigdo IgE-alérgeno, bem como a
interacdo desses complexos com as células B,ieagd@t de basdfilos (JAMES et al., 2012).
Vérios estudos tém correlacionado o aumento nassndle 1gG sérica, principalmente IgG1 e
IgG4, com respostas clinicas de pacientes aposoi@rapia especifica (CEUPPENS et al.,
2009; JAMES et al., 2012; MOBS et al., 2012).

No presente estudo, foi obtida uma fracdo contég@oespecifica a Dpt, purificada a
partir de pool de soros de pacientes atdpicos que ndo foram s$ulmsiea nenhuma
imunoterapia prévia. Além disso, os niveis de Iggd§G4 especificos a Dpt foram medidos
nessa fracdo, com o intuito de garantir a presatgaaltos niveis desses anticorpos
blogueadores especificos. Um baixo nivel de Igklues foi detectado na maior concentracéo
da fracdo IgG especifica, sugerindo uma provawalvidade cruzada com o anticorpo anti-
IgE humana biotinilado utilizado no ELISA, visto ggqino ensaio demmunoblot outro
anticorpo secundario foi utilizado, e nenhuma végdide para IgE foi detectada nessa fracéo
de IgG purificada.

A atividade bloqueadora da fracdo IgG especificdres a reatividade de IgE ao
extrato alergénico Dpt, foi avaliada atravées doaen<£ELISA inibicdo. A fracdo I1gG
especifica foi capaz de reduzir significantemestaiveis de IgE anti-Dpt, resultando em 35-
51% de inibicdo da reatividade de IgE a Dpt naspgo®dlsde soros testados.

Esse papel bloqueador de anticorpos IgG alérggmecdiEos foi recentemente
investigado em camundongos, através de imunizagsgivia com anticorpos IgG especificos
para prevencao e tratamento de alergia a alérgdaobétula e gramineas. Os autores
mostraram que camundongos tratados com IgG anfp-Rhlapds a sensibilizagdo com Phl p
1 recombinante, tiveram reducdo nos niveis de gpedfica a Phl p 1 em todos os tempos
testados. Além disso, porcentagens de inibicaaedeado da IgE ao alérgeno Bet v 1 (23,8% a
57,4%) e ao alérgeno Phl p 1 (30,8% a 63,3%) faracontradas nos grupos tratados com o0s
respectivos anticorpos IgG especificos (FLICKERIgt2013).

Neste trabalho, quando a fracdo IgG irrelevante uiizada, observou-se uma
diminuicdo nos niveis de IgE especifica a Dpt, elmbmom uma inibicdo menor, o que
poderia estar associado com a heterogeneidade mposido alergénica dos extratos de
acaros (FLICKER; VALENTA, 2003; CASSET et al., 201Rlesse contexto, anticorpos do
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tipo IgG poderiam reagir com ambos componentegé@técos e ndo alergénicos presentes no
extrato bruto, mas apenas aqueles anticorpos I¢fBpepespecificos seriam os verdadeiros
anticorpos IgG bloqueadores (FLICKER; VALENTA, 2003

De modo geral, os resultados deste estudo mostrapaen os anticorpos IgG
especificos purificados a partir de soros de pé&esemtOpicos a acaros, utilizando uma
metodologia disponivel e padronizada, sdo capageanribir a reatividade de IgE frente ao
extrato Dpt. Além da melhoria da sintomatologiaick, o qual seria um parametro subjetivo,
essa abordagem reforca que a avaliacdo intermitennticorpos IgG alérgeno-especificos
pode ser uma ferramenta laboratorial de grande ridapca, ajudando especialistas a
seguirem seus pacientes que estdo em imunoterapia.

Portanto, a continuidade de estudos nesta linhgedguisa € fundamental para
confirmar as diferentes hipoteses formuladas. Nowesdelos e reacgfes, incluindo
immunoblotde inibicdo, modelos de experimentacdo em anineaensaios de ativacao de
basofilos humanos por citometria de fluxo, devendssenvolvidos, no futuro proximo, para
elucidar o papel bloqueador funcional de anticorfg§S, e suas subclasses, no processo

imunopatoldgico das alergias respiratorias.
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s A precipitacdo dogoolsde soro com sulfato de amoénio 40% permitiu umévefe
purificacdo parcial das imunoglobulinas, contriliigirpara a eficacia e rendimento da

cromatografia realizada na sequéncia;

%+ A cromatografia em coluna de Proteina G covalentéeniéggada a agarose permitiu a

purificacédo de fracdes contendo a classe de imahatjhas IgG de forma satisfatoria;

% O ensaio ELISA inibicdo proposto neste trabalhampin a avaliacaadn vitro da
capacidade bloqueadora da classe de imunoglobulgtasfrente a interacédo IgE-
alérgeno, e novos experimentos futuros sdo netesgdara melhor elucidar tal

efeito.
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A caracterizacdo e quantificacdo da capacidadentéeacdo de anticorpos IgG com
alérgenos, e sua atividade bloqueadora, frentetefiagfo da IgE, sdo necessarios para
elucidar e conhecer de maneira mais detalhadal@éntia dessas imunoglobulinas nos
processos alérgicos, além de possibilitar novasppetivas no tratamento das alergias, de
maneira a ampliar os conhecimentos de tratamerdodem estabelecidos, como a
imunoterapia. Portanto, a combinacdo de ensaiadégicos e celulares podem ser a chave
para solucionar os problemas relacionados a sintdogga clinica de pacientes.

Como perspectivas futuras desse estudo estdo bBseandvivo dos anticorpos IgG
purificados, seja em ensaios de cultura celuladedegranulacdo de basofilos. Abaixo estédo
relacionados alguns experimentos ja realizados, sens resultados preliminares, além de

metodologias a serem testadas.

7.1 Cultura de sangue total para dosagem de cito@s no sobrenadante por citometria

de fluxo

A modulacdo do perfil de citocinas secretadas @sméa, na presenca das fragoes
contendo 1gG especifica ou irrelevante, foi avaiadpartir da cultura de sangue total de 9
pacientes, sendo 3 pertencentes a cada urpatdsanteriormente descritos (ver item 3.12,
secao Material e Métodos).

O sangue de cada paciente foi obtido por puncaosaena regido do antebraco,
utilizando-se tubos de 10 mL contendo heparinacso@racutainer® - Becton Dickson
Vacutainer Systems&ranklin Lakes, EUA), sendo processado imediataenapos a coleta.

Placas de 96 pocos (JET BIOFIL®, Jet Bio-Filtratroducts, Co., Ltd, Guangzhou,
China) foram cultivadas com pD de sangue total, em triplicata, seguido da addE60uL
dos estimulos, previamente diluidos em meio RPMibd& Laboratories, Paisley, Escécia)
suplementado com soro fetal bovino a 5% (LGC Bimdémgia LTDA, Sao Paulo, Brasil), e
L-glutamina a 1% (Sigma). Os estimulos consistiral@ 5 pg/mL de mitdégeno
Fitohemaglutinina — PHA (Sigma); 1@/mL de extrato alergénico d@& pteronyssinus Dpt
(Hollister-Stier); 40ug/poco da fracdo IgG especifica ou irrelevante;&oalgG especifica
previamente adsorvida com extrato Dpt (2 horas,) €°@acéo IgG irrelevante previamente
adsorvida com extrato Dpt. Sangue ndo estimuladdendo somente meio completo foi
incluido como controle. As placas foram incubadas48 horas em estufa com 5% de,GO

37°C, e o plasma foi coletado e armazenado “C-p@ara posterior analise.
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As citocinas humanas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IF|- TNF e IL-17A) foram
mensuradas pelo método de captura, utilizando-$é &€ytometric Bead Array(CBA)
HumanTh1/Th2/Th17, (BD Pharmingen, San Diego, CA, EUd9,acordo com as instru¢des
do fabricante. Brevemente, amostras de plasmamdgmde citocinas foram incubados com
microesferas de captura de tamanho e fluoresc&ocibecidas, recobertas com anticorpos
especificos para a captura das respectivas cigocikaicorpo de deteccao conjugado com
ficoeritrina (PE) foi adicionado subsequentemeAs as incubac¢des, foi acrescentado 1mL
da solugéo de lavagem e centrifugado a 20(@ar 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado
e o0 sedimento ressuspenso emu®08a solucdo de lavagem. Os complexos formadosnfora
mensurados utilizando o citbmetro de fluxo BD FACG&AIl ™ (BD Bioscience, San Diego,
CA, USA). Os dados obtidos foram analisados [geltiwareFCAP Array (BD Pharmingen,
San Diego, CA, EUA versao 1.0.1). Os limites deedgdio de cada citocina foram: 2,6 pg/mL
para IL-2; 4,9 pg/mL para IL-4; 2,4 pg/mL para 145 pg/mL para IL-10; 3,8 pg/mL para
TNF; 3,7 pg/mL para IFN-e 18,9 pg/mL para IL-17A . A analise estatistioaréalizada
utilizando osoftwareGraphPad Prism, versao 5.0 (GraphPad Softwarg $an Diego, CA,
EUA).

7.2 Analise da detecc¢do de histamina intracelulargy citometria de fluxo

Para avaliar a capacidade funcional dos anticotpoqueadores purificados sera
realizada a deteccdo de histamina intracelular asoflios, associada com a expressao de
marcadores de ativacao por meio de citometriaw® fEBO, 2012).

Serao utilizados 2QQ. de sangue total de pacientes que apresentaremiattices de
IgE especifica @. pteronyssinusOs anticorpos blogueadores serdo pré-incubadmsaco
extrato deD. pteronyssinugm concentracdes e tempos a serem padronizadomdege a
incubacdo com amostra de sangue total dos paci€uagoles da reacao seréo realizados na
auséncia de anticorpos blogueadores ou extratgéalieo. A reacao sera parada pela adicédo
dos tubos em gelo, e as amostras submetidas #wge¢iio por 200 g por 5Sminutos, 4°C.

Para a imunofenotipagem, as amostras serdo inculzata anti-lgE humana, anti-
CD203c e anti-CD63 marcados com diferentes fluamoas, por 20 minutos, 4°C. Os
basofilos serdo identificados como células antigED203c positivos, enquanto basofilos
ativados/degranulados serdo identificados comdaselDD63 positivas. Para a quantificacao
de histamina intracelular, as células serao fixadpsrmeabilizadas com tampéao especifico e
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posteriormente sera adicionado o anticorpo antmidia oxidase (DAO) marcado com
fluorocromo. As analises serdo feitas por citbmeteo fluxo BD FACSAria™ IIl (BD
Bioscience, San Diego, CA, EUA).

7.3 Resultados preliminares

Dentre as citocinas analisadas por CBA, as citscida maior interesse nesta
investigacdo foram IL-4 (citocina do perfil Th2FN-y (citocina do perfil Thl) e IL-10
(citocina do perfil regulatério). Os resultados lipnemares ndo mostraram alteracdo
significativa no perfil de IL-4, apos estimulag&ant Dpt+lgG especifica, comparado a Dpt
somente, nos trés grupos de pacientes analisadpsgBA). Vale ressaltar que o estimulo
mitogénico (PHA) foi capaz de induzir producao detlpelas células dos trés grupos de
pacientes, indicando que a cultura celular foi @iav

O perfil de IFNy mostrou aumento nos niveis desta citocina, aptismds de
Dpt+lgG especifica em relacdo a Dpt, em todos agpay de pacientes, embora sem
diferencas significativas (Figura 8B). Entretanéste efeito foi também observado com
estimulo de Dpt+lgG irrelevante. De modo similai, dbservado um aumento nos niveis de
IL-10 apo6s estimulo com Dpt+lgG especifica ou @vahte, comparado a Dpt, nos trés
grupos de pacientes, embora sem diferencas s@gnbs (Figura 8C).

Assim, experimentos adicionais deverdo ser condszighara determinar a
concentracdo 6tima de anticorpos IgG especificesioguza estes aumentos de citocinas e
minimizar os efeitos da IgG irrelevante. Vale réssajue estes resultados n&o foram devido
a um possivel efeito estimulador da por¢cdo Fc dtisapos IgG, uma vez que os controles
somente com IgG especifica ou irrelevante induzitzaixos niveis destas citocinas. E
interessante notar que o aumento nos niveis dey|FpoOs estimulagdo com o alérgeno
previamente incubado com anticorpos IgG especifipode indicar uma modulacdo para o
perfil inflamatério Thl. Por outro lado, o aumemins niveis de IL-10 com estes estimulos
pode indicar uma modulagdo para o perfil anti-m##drio ou regulatério. Estas duas
situacdes podem ser desejaveis para a acao blayaaabstes anticorpos IgG especificos.

Experimentos adicionais deverao incluir maior nlova® pacientes por grupo para se

atingir tamanho amostral para significancia edte#is
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Figura 8 — Niveis de citocinas IL-4X), IFN-y (B) e IL-10 (C) determinados por CBA (BD Pharmingen) em
sobrenadante de cultura de sangue total apos 48 klerincubacao em trés grupos de pacientes a$0[@s0
estimulos foram mitégeno fitohemaglutinina (PHA)gim (controle), alérgeno Dpt, Dpt+lgG especifica,
Dpt+lgG irrelevante, 1gG especifica ou irreleva(tentroles). Todos os pacientes sdo positivos [ggteanti-
Dpt com a presenga de somente IgG1, somente |Ig@&nbios IgG1 e IgG4. As barras representam a neédia
desvio padrao.
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de IgE em pacientes alérgicos a Dermatophagoides pteronyssinus

Area Tematica:

Pesquisador: Ernesto Akio Taketomi Versdo: 3
Instituigao: Universidade Federal de Uberlandia/ UFU/ MG CAAE:00688912.6.0000.5152

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Numero do Parecer: 47894
Data da Relatoria: 01/06/2012

Apresentagdo do Projeto:

Doengas alérgicas sé@o consideradas como resultado de um rompimento na tolerancia imune que os individuos
normalmente possuem & exposigao natural aos antigenos ambientais (CALDERON et al., 2010). Alergia é
definida como sindnimo de hipersensibilidade imediata, isto €, reagdo mediada por anticorpos, particularmente
a

imunoglobulina E (IgE), e por células responsaveis pelas manifestagdes clinicas devido a exposigdo a um
determinado estimulo em dose tolerada por individuos saudaveis (JOHANSSON et al., 2004).Individuos
predispostos geneticamente que respondem aos estimulos provocados pela exposigéo a diferentes tipos de
alérgenos com alta produgéo de IgE sao designados atopicos (JOHANSSON et al.,2004), sendo asma e rinite
alérgica as manifestagdes clinicas mais comuns da atopia mediante exposigao a alérgenos ambientais,
seguidas

pela dermatite atépica (TERR, 1997). Apesar dos progressos na compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos

envolvidos e do maior e melhor arsenal terapéutico disponivel, acredita-se que a mudanga no estilo de vida das
populagdes justifique o aumento progressivo na incidéncia dessas doengas (BACHERT et al., 2008).0s
antigenos causadores de doengas alérgicas sdo denominados de alérgenos. De origem protéica, glicoprotéica
ou até mesmo carboidratos isolados, apresentam baixo peso molecular e podem ser provenientes de diversas
fontes (JOHANSSON et al., 2004; MEYER; CO MINH; DEMOLY, 2004). Os aeroalérgenos, designagao esta
por

serem transportados pelo ar, sdo os mais importantes agentes etiologicos da atopia (SMITH et al., 1998).A
poeira domiciliar constitui-se de particulas em suspenséo de fontes organicas e inorganicas. Segundo Seltzer
(1994), a poeira doméstica € uma mistura de fibras vegetais, fibras de carpetes, particulas de moveis,
estofados,

areia, terra, pecas do vestuario, escamagao humana, restos alimentares, residuos quimicos e produtos de
varios

microorganismos (bactérias, virus e fungos) e macroorganismos (animais domésticos, insetos e
aracnideos).Dentre os grupos de acaros da poeira domiciliar, uma importancia consideravel é dada aqueles
pertencentes a familia Pyroglyphidae, sobretudo as espécies Dermatophagoides pteronyssinus e
Dermatophagoides farinae, principais causadores da sensibilizagdo em pacientes alérgicos (PLATTS-MILLS et
al.1997).A unica terapia empregada para o tratamento das alergias é a imunoterapia alérgeno-especifica
(BOUSQUET,; LOCKEY; MALLING, 1998). De forma geral, os mecanismos envolvidos na imunoterapia
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Th1 e a indugéo de tolerancia. (DURHAM, 1998; VALENTA, 2002). O contato do alérgeno com o organismo e a
resposta inflamatéria ocorre na maioria das vezes nas regides de mucosas, onde caracteristicamente estao
presentes imunoglobulinas do tipo IgA. Por isso, tém-se discutido o papel desta imunoglobulina como fator de
protegéo no contato com alérgeno (FAGARASAN, 2003).Varios pesquisadores tém atribuido uma atividade
protetora as subclasses de IgG, principalmente, IgG4,que é produzida como resultado de uma longa exposigéo
antigénica e atuaria neutralizando o antigeno ou bloqueando o anticorpo IgE, melhorando, deste modo, o
quadro

da reagéo alérgica (AALBERSE et al., 1993; MOBS et al., 2008).Trabalhos sugerem ainda que as
imunoglobulinas bloqueadoras séo capazes de inibir a liberagéo de histamina por basoéfilos e impedir a ligagao
do complexo alérgeno-IgE as células B, e consequentemente a apresentagdo do alérgeno as células T
(MOTHES et al., 2003; WACHHOLZ et al., 2003).Por muitos anos, os basdfilos foram considerados como
coadjuvantes na fisiopatologia de doengas alérgicas. Hoje, sabe-se que essas células desempenham papel
fundamental na inflamag&o alérgica, através da produgé@o de aminas vasoativas (histamina), metabélitos do
acido aracdénico (LTC4), e citocinas pré-inflamatérias, como IL-4 e IL-13 (SCHROEDER, 2011).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario

Analisar a capacidade bloqueadora de anticorpos das classes IgG e IgA sobre a reatividade de IgE em
pacientes

alérgicos a Dermatophagoides pteronyssinus.

Objetivo Secundario

- Caracterizar o perfil de reatividade das imunoglobulinas séricas (IgE, IgG1, IgG4, IgA) a partir de amostras de
sangue coletadas de pacientes;

alérgicos e nao-alérgicos a D. pteronyssinus por meio de teste imunoenzimatico; - Isolar e purificar as fragoes
séricas contendo cada imunoglobulina;

de interesse através de cromatografias de afinidade;

- Confirmar a purificagdo das imunoglobulinas por meio de eletroforese (SDS-PAGE) e

Immunoblot;

- Padronizar testes ELISA de inibigao para verificar a capacidade bloqueadora das imunoglobulinas IgA, IgG1 e
IgG4 sobre a interagdo IgE-alérgenos; - Verificar a capacidade funcional das imunoglobulinas IgA, 1gG1 e IgG4
na inibigdo da degranulagéo de basoéfilos de pacientes alérgicos a D. pteronyssinus por meio da detecgéo de
histamina intracelular em baséfilos ativados por citometria de fluxo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos
Por tratar de uma pesquisa com seres humanos, sabe-se que existem certos riscos envolvidos na sua
execugao.

Desta forma, todos os procedimentos de coleta, manuseio e transporte de materiais biologicos serao realizados
de acordo com as normas de biosseguranga. Os riscos envolvidos no desenvolvimento deste estudo proposto
sd@o minimos, e estéo relacionados a realizagéo do teste cutaneo de punctura com alérgenos respiratérios nos
individuos que aceitarem participar do estudo, podendo acarretar em crises alérgicas. Caso isso venha a
ocorrer, o individuo sera prontamente atendido e examinado por médicos e recebera tratamento adequado
junto

ao Ambulatério de Alergia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU).

Beneficios

A pesquisa também proporcionara beneficios aos sujeitos envolvidos, uma vez que o paciente atépico podera
se )
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informar melhor a quais alérgenos ele possui alergia, e de que forma o tratamento especifico mediante
imunoterapia podera diminuir a sintomatologia e o uso de medicamentos através do aumento de anticorpos
bloqueadores especificos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

N&o ha comentarios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Na&o ha consideragdes.

Recomendagdes:

Nao recomendacgdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Pendéncias Atendidas.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

ita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Data de entrega de relatorio parcial para o CEP: agosto/ 2013.
Data de entrega de relatério final para o CEP: fev/ 2014

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Orientagdes ao pesquisador

¢ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagé@o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item
1IvV.2.d).

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que requeiram agao
imediata.

¢ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ; ANVISA ¢ junto com seu posicionamento.

¢, Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso d do.Grupo | ou Il
esma, junto
f .2.e). O prazo
para entrega de relatério é de 120 dias apds o térmifo da execugao previsfa.no cro graza do projeto,
conforme norma. oA~ 3 o Y &
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Data de entrega de relatorio parcial para o CEP: agosto/ 2013.
Data de entrega de relatério final para o CEP: fev/ 2014

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAO DA MESMA.

Orientagdes ao pesquisador

¢ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem
IvV.2.d).

¢ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds analise das razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito participante ou quando
constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que requeiram agao
imediata.

¢ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ; ANVISA ; junto com seu posicionamento.

¢ Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo | ou Il
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto
com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97, item Ill.2.e). O prazo
para entrega de relatério é de 120 dias apds o término da execugéo prevista no cronograma do projeto,
conforme norma.

J
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ANEXO B

kﬁ $j UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia - MG - Brais - 38.400-902 Telefone: 034-3218-2394

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesqitsada “Anélise da capacidade bloqueadora
de anticorpos das classes IgG e IgA sobre a rdatlei de IgE em pacientes alérgicos a Dermatophesyoid
pteronyssinus”, sob a responsabilidade dos pestprss Dr. Ernesto Akio Taketomi, BSc. Isabella Lima
Siman, Dr. Jair Pereira da Cunha Junior, Dra. DAigarecida de Oliveira Silva, Dr. Leandro Hideki
Ynoue, Dra. Karine Cristine de Almeida, MSc. JuligBilva Miranda, MSc. Helena Maria Caleiro Acerbi
Penha e Lais Martins de Aquino.

Nesta pesquisa nos estamos buscando entender gpabe dos anticorpos blogueadores
(pequenas estruturas presentes no corpo que rzsrajua defesa contra doencgas) na resposta imuclogi
em pacientes com rinite alérgica.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e esfonario Clinico serdo obtidos pela
pesquisadora BSc. Isabella Lima Siman. A coletandéerial biolégico sera realizada por um técnico
especializado em coleta de sangue no Ambulatérietgia, Hospital das Clinicas — UFU.

Na sua participacdo como voluntario(a), vocé rededna algumas perguntas para sabermos se
vocé tem alguns sintomas tipicos de alergia, pagsarum Teste Cutdneo de Puntura, isto é, secadpl
em um dos seus bracgos, 11 (onze) pequenas gosabst@ncias tiradas de acaros (animais microspico
presentes geralmente na poeira doméstica), bacdiasgato e fungos para sabermos se vocé é alérgic
estas substancias ou ndo. Para passar por estevie® ndo podera ter usado medicamentos ani@grg
nos ultimos 7 dias. Este teste demora no maximeniitos e a resposta € obtida de acordo com a
presenca ou ndo de uma papula (carocinho) e uemari{fvermelhidao no local). Para ser considerado
positivo tanto a papula quanto o eritema deverfima@res que 3 mm (trés milimetros) de diametera S
coletado também 10 mL de seu sangue (veia do bg®)passara por uma série de centrifugacdes
(movimentos de rotagBes muito rapidos) para sepasaio soro e estudarmos 0s anticorpos (pequenas
estruturas presentes no corpo que nos ajudam asadedntra doencas que sdo o objetivo de estude des
projeto de pesquisa). Talvez vocé seja chamadaomenia para coletarmos 5mL de sangue fresco (veia do
braco) para estudarmos os baséfilos (células dmague liberam substancias que causam os sintoanas d
alergia). Em nenhum momento vocé serd identific@doresultados da pesquisa serdo publicados a aind
assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo tera nenhum gasto e ganho financeiroguticipar na pesquisa.

Vocé nao corre risco ao participar deste projetm&Ximo que pode acontecer € vocé sentir um
leve desconforto no momento da introducdo da aguthbraco e/ou uma resposta local mais exagerada,
isto é, presenca de coceira mais intensa, com W@d@e no local do teste cutdneo. Estes sintomas
melhoram apés algumas horas. S&o rarissimos os dagesposta exagerada aos testes, como aumento da
coriza (nariz escorrendo), coceira no nariz e olinistes casos usamos medicamentos antialérgicos e
acompanhamos a melhora no quadro clinico. Este tdfineo é feito sob a orientacdo do médico
alergologista, coordenador deste projeto de pesglis. Ernesto Akio Taketomi. Quanto a coleta de
sangue, vocé nao corre nenhum risco, todo o matisaalo € descartavel.

Bsc. Isabella Siman Lima

Orientador: Dr. Ernesto Akio Taketomi

Assinatura do Participante
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Quanto aos beneficios, vocé participa de um prajetpesquisa que podera contribuir para a

melhora da qualidade de vida dos pacientes aléxrgico

Vocé é livre para parar de participar a qualquemerto sem dar qualquer explicacdo e sem

nenhum prejuizo para o(a) senhor(a).

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre eaEssgitlo ficard com o(a) senhor(a).
Qualquer duvida a respeito da pesquisa o (a) s@)hqoderd entrar em contato com:

Pesquisadores: Dr. Ernesto Akio Taketomi
BSc. Isabella Lima Siman

Enderego para contato:

Av. Para 1720 - Bloco 4C - Campus Umuarama,

Caixa Postal: 593 - Bairro: Jardim Umuarama,
38.400.902 - Uberlandia, MG

Fone: 34 3218-2394

Fax: 34 3232-8620

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/UFU

Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco A sala 224
Campus Santa Ménica, Uberlandia-MG, CEP: 38.408.100
Fone: 34 3239 4131

Uberlandia, de de 2012.

BSc. Isabella Lima Siman

Orientador: Brnesto Akio Taketomi

Eu,

participar do projeto citado acima, voluntariameafes ter sido devidamente esclarecido.

Uberlandia, de de 2012.

Assinatulo Participante

, aceito
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ANEXO C

k I§$l UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
> Instituto de Ciéncias Biomédicas

Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia - MG - Brait - 38.400-902 Telefone: 034-3218-2394

QUESTIONARIO CLINICO

Caddigo Paciente: Datd: /

Idade: Data de masoto: __ / /|

Sexo: ( ) Masculino () Feminino

Grau de escolaridade: () Primeiro grau completo( ) Segundo grau completo
( ) Ensinopgdor completo ( ) Pés-graduacéo

Nivel socioeconémico (renda familiar):

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

( ) de 1 a2 salarios minimos ) (hais de 10 salarios minimos

( ) de 2 a5 salarios minimos

Questionario 1 (Modulo Asma)

1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado nag)@i
( )Sim () Néo
Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo riimero

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilosafhino peito)?
() Sim ( ) Néo

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises dessi{lchiado no peito) vocé teve?
Nenhuma crise ()
1 a 3 crises ()
4 a 12 crises ()
mais de 12 crises ()

4) Nos ultimos 12 (doze) meses, com que frequéncia@ imae seu sono perturbado por chiado no
peito?

Nunca acordou com chiado ()

Menos de uma noite por semana ()

Uma ou mais noites por semana ()

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi t&e foponto de impedir que vocé conseguisse
dizer mais de 2 palavras entre cada respiracdo?
( )Sim () Néo

6) Alguma vez na vida vocé teve asma?
( )Sim ( ) Néo

7) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado ito @pos exercicios fisicos?
() Sim ( ) Néo

8) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seaideq sem estar gripado ou com infecgéo
respiratoria?
( )Sim () Néo
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Questionario 2 (M6dulo Rinite)
Todas as perguntas séo sobre problemas que ocomieendo vocé ndo estava gripado ou resfriado:

1) Alguma vez na vida vocé teve problemas com espiiosoriza (corrimento nasal), ou obstrucéo
nasal, quando néo estava gripado ou resfriado?
( )Sim ( ) Nao

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum pmablsom espirros, coriza (corrimento nasal),
ou obstrucéo nasal, quando néo estava gripadsbiade?
() Sim () Néo

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, este problema nasatdonpanhado de lacrimejamento ou coceira
nos olhos?
() Sim () Néo

4) Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problasa ncorreu? (Por favor, marque em qual ou
quais meses isto ocorreu).

() Janeiro ( ) Maio () Setembro
() Fevereiro () Junho () Outubro

( ) Marco (' ) Julho () Novembro
() Abril () Agosto ( ) Dezembro

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

Nada

Pouco

Moderado

Muito ()

—_ e~
N N

6) Alguma vez na vida voceé teve rinite?
( )Sim () Néao

Questionario 3 (Médulo Eczema)

1) Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceipgelea(eczema), que apareciam e
desapareciam por pelo menos 6 meses?

( )Sim () Néao

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo riimero

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve essas nmnahzele (eczema)?
( )Sim ( ) Nao

3) Alguma vez essas manchas com coceira na pele (araéetaram algum dos seguintes locais:
dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na fadogdornozelos, abaixo das nadegas ou em volta
do pescogo, orelhas ou olhos?

() Sim () Néo

4) Alguma vez essas manchas com coceira na pele (erzdesapareceram completamente nos
altimos doze meses?
( )Sim () Néao
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5) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes, apadgimente, vocé ficou acordado a noite por
causa dessa coceira ha pele?
Nunca nos ultimos 12 (doze)meses
Menos de uma noite por semana
Uma ou mais noites por semana

A~~~
N

6) Alguma vez na vida vocé teve eczema?
( )Sim ( ) Nao



