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RESUMO

A rinite alérgica é uma doenca com padrao de resposta classico que apresenta sintomatologia
e IgE (S-IgE+), caracterizada por inflamagdo das vias aéreas superiores regulada pelo perfil
Th2. Contudo, existe outro quadro de rinite que também apresenta sintomatologia
desencadeada por exposicdo a poeira domiciliar, mas sem a presenca de IgE (S-IgE-)
sistétmica, demonstrando um mecanismo independente de IgE envolvido e ainda nao
compreendido. Os objetivos do presente trabalho foram investigar a resposta anticérpica ao
acaro da poeira domiciliar Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), os niveis de citocinas e a
expressao relativa do RNAm para citocinas e microRNAs (miRNAs) nos pacientes e
individuos controle (CT). Os individuos foram divididos em trés grupos S-IgE+ (n = 32), S-
IgE- (n =19) e CT (n = 31) por meio dos sintomas clinicos, teste cutaneo de puntura (TCP) e
niveis séricos de IgE especifica a Dp. Amostras de sangue foram coletadas e o soro utilizado
para mensurar IgGl1, IgG3, IgG4 e IgA especificas ao extrato alergénico bruto de Dp pelo
imunoensaio enzimético (ELISA). Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos
grupos (S-IgE+, 15; S-IgE-, 11; CT, 10) foram isoladas e estimuladas com mitégeno
(fitohemaglutinina - PHA), extrato bruto de Dp e somente com meio para controle. O
sobrenadante foi coletado depois de 4 dias para avaliar os niveis de citocinas, e as células
foram utilizadas para extragdo de RNA para a avaliagdo da expressdo relativa das citocinas e
miRNAs por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR). Os niveis de IgE e
IgG4 especificos a Dp apresentaram soropositividade significantemente maiores nos
pacientes do grupo S-IgE+ comparados aos grupos S-IgE- e CT. A dosagem de IgG3
especifica a Dp mostrou niveis significantemente maiores no grupo S-IgE+ somente quando
comparada ao grupo CT. Niveis de IgA e IgG1 ndo apresentaram diferenca significante entre
os grupos. Se por um lado os niveis de IL-5 no sobrenadante de cultura foram maiores no
grupo S-IgE+ e com diferenca estatistica quando comparados aos outros grupos, por outro
lado ndo foi observada diferenca significante nos niveis de IL-4, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y
entre os grupos, assim como os niveis das citocinas dosadas no soro incluindo a IL-5. A
expressao relativa de IL-5, IFN-y, TGF-f3 e miRNA em PBMCs estimuladas com alérgenos de
Dp mostrou valores significantes, com valores de IL-5 aumentados no grupo S-IgE+ quando
comparados aos valores dos grupos S-IgE- e CT; IFN-y apresentou valor maior e significante
no grupo S-IgE+ apenas quando comparado ao grupo CT e TGF-f foi mais expressivo no
grupo S-IgE-. A expressdo relativa dos miRNAs (miR-21 e miR-126) ndo mostrou diferenca
significante. Nossos dados sugerem que houve maior similaridade nos niveis de anticorpos e
citocinas no sobrenadante de cultura de células estimuladas com Dp e no soro entre os
pacientes S-IgE- e o grupo CT do que com o grupo S-IgE+, apesar dos sintomas nos pacientes
S-IgE- serem desencadeados depois da exposicdo a poeira domiciliar assim como nos
pacientes S-IgE+, demonstrando que o mecanismo da resposta por anticorpos e citocinas é
diferente entre os grupos S-IgE- e S-IgE+. Além disso, a expressdo relativa das citocinas
mostrou diferencas o que foi parcialmente visto na dosagem das citocinas, o que pode ser
explicado pela diferenca que ocorre entre a tradugdo e transcricao das proteinas. Nao foi
observada diferenga na expressao relativa dos miRNAs, sendo que uma possivel causa seria
devido ao reduzido ntiimero de amostras testadas. Desta forma, nossos dados mostraram que
os perfis de anticorpos, citocinas e miRNAs analisados neste estudo ndo foram capazes de
discriminar estes grupos, assim estudos adicionais serdo necessarios para elucidar o real
mecanismo imunopatogénico deste complexo grupo de pacientes do grupo S-IgE-.

Palavras chave: Anticorpos, citocinas, Dermatophagoides pteronyssinus, IgE, microRNA, rinite
nao alérgica.



ABSTRACT

Allergic rhinitis with symptomatology and IgE (S-IgE+) is a classical disease with a pattern
of inflammation of the upper airways well characterized by Th2 pathway regulation.
However, the rhinitis with symptomatology triggered by house dust exposure and no
systemic IgE (S-IgE-) is involved by an unknown IgE- independent mechanism, which is not
well understood yet. The aims of this study were to investigate antibody responses to house
dust mite (HDM) Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), cytokine levels, relative expression of
mRNA cytokines and microRNA (miRNA) in patients and control (CT) subjects. Three
groups of subjects divided in S-IgE+ (n = 32), S-IgE- (n = 19), and CT (n = 31) by clinical
symptoms, skin prick test (SPT) and levels of specific IgE to Dp were analyzed. Blood
samples were collected and sera were used to measure IgG1, IgG3, IgG4, and IgA specific to
crude Dp allergen extract by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from subjects (S-IgE+, 15; S-IgE-, 11; CT, 10) were isolated and
stimulated with mitogen (phytohemagglutinin-PHA), crude Dp allergens extract, and
medium alone for control. Supernatants were collected after 4 days to evaluate the cytokine
levels, and cells were harvested for RNA extraction to assess the relative expression of
cytokines and miRNA by reverse transcription PCR (RT-qPCR). Specific IgE and IgG4 anti-
Dp showed seropositivity rate significantly higher in S-IgE+ than S-IgE- or CT subjects.
Specific IgG3 to Dp showed significant higher levels in S-IgE+ than CT group. Levels of Dp-
specific IgA and IgG1 showed no significant difference among the groups. The cytokine IL-5
was significantly higher in cell culture supernatants after Dp stimulation from S-IgE+
patients than S-IgE- or CT subjects. However, levels of IL-4, IL-10, IL-13, IL-17 and IFN-y
were not significantly different among groups, as well as the cytokine levels in sera,
including IL-5. Relative expression of IL-5, IFN-y and TGF-f in PBMCs stimulated with Dp
allergens showed significant values, with higher levels of IL-5 in S-IgE+ compared to S-IgE-
and CT groups; IFN-y showed higher expression in S-IgE+ when compared to CT; and TGF-
presented higher expression in S-IgE- group. miRNAs relative expression was similar among
groups. In the overall, our data suggested that S-IgE- patients showed serum antibodies,
cytokines in the supernatant of the cell culture stimulated with Dp allergens and in sera
more similar to CT individuals than to S-IgE+, although the symptoms in S-IgE- patients
were triggered after house dust exposure like S-IgE+ patients, demonstrating that the
mechanism of the antibody and cytokine responses are quite different between S-IgE- and S-
IgE+ groups. In addition, the relative expression of IL-5, IFN-y and TGF-f was quite different
of seen in cytokine levels measure, explained by the difference between the relative
expression of gene and its protein. For miRNA in PBMCs stimulated with Dp allergens were
not significantly different among the three groups, and a reason could be the small sample
tested. Our findings showed that antibody, cytokine and miRNAs profiles analyzed in this
study were not able do discriminate these groups, additional studies will be needed for
elucidation of the real immunopathogenic mechanisms of this complex S-IgE- group of
patients.

Keywords: Antibodies, cytokines, Dermatophagoides pteronyssinus, IgE, microRNA, non-
allergic rhinitis.
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1.1 Doengas alérgicas

As diferentes respostas sintométicas exacerbadas a antigenos ambientais
normalmente inécuos podem ser manifestacdes clinicas de doengas alérgicas, como
por exemplo, a dermatite atépica, asma, rinite, dentre outras. As doencas alérgicas
diferem entre si tanto em relacdo ao mecanismo imunolégico envolvido bem como
em relacdo a fonte antigénica responsavel pelo desencadeamento dos sintomas.
Assim, muito se tem discutido a respeito das condi¢gdes de exposicdo aos alérgenos
para que haja o desencadeamento das respostas alérgicas, e como certos alérgenos
tém a capacidade de levar a estas respostas e ndo um padrdo de resposta
imunolégica tolerogénica, que se observa em individuos saudéaveis (TRAIDL-
HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009).

Pesquisadores no intuito de avaliar a exposicdo a alérgenos no
desencadeamento de doengas alérgicas, demonstraram que exposicdo a potenciais
alérgenos na primeira infancia ou mesmo durante a gravidez tem um papel central
no desenvolvimento de doencas alérgicas (HOLGATE; POLOSA, 2008). Contrério a
isto, uma acdo protetora foi identificada por diferentes estudos que sugerem que a
exposicdo a agentes microbianos durante a primeira infancia protege contra doencas
alérgicas (STRACHAN, 1989 ; BRAUN-FAHRLANDER et al., 2002), resultando na
conhecida hipétese da higiene. Diferentes pesquisas tém sido realizadas no sentido
de desvendar possiveis mecanismos que levam a protecao dos individuos de forma
que os mesmos ndo desenvolvam reagdes alérgicas, e revelaram que agentes
microbianos ativam receptores da imunidade inata tais como os receptores do tipo
Toll presentes nas células apresentadoras de antigenos durante a concomitante
exposicdo aos alérgenos, induzindo respostas alérgeno-especificas do perfil de
citocinas Th1l ou via respostas das células T reguladoras (Tregs) como fator adjuvante
para proteger o hospedeiro da sensibilizacdo alergénica e consequente
desenvolvimento de doengas alérgicas (KAISHO; AKIRA, 2002).

E sabido que o microambiente e o estilo de vida contemporaneo contribuem
significativamente para o desenvolvimento destas doengas, uma vez que a
permanéncia das pessoas durante varias horas em ambientes domésticos, escolares

ou ocupacionais, nos quais estd presente a maioria dos potenciais alérgenos, implica
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em maior sensibilizacdo dos individuos geneticamente predispostos (HESSELMAR
et al.,, 2005; PERFETTI et al.,, 2004; PLATTS-MILLS et al., 1997). Em adicdo, o uso
frequente de antibidticos e corticosterdides tem contribuido para o aumento da
prevaléncia das doengas alérgica (BLASER, 2011).

Diante disto, a alergia tem se tornado o principal problema de satide em
muitas sociedades modernas, onde sua prevaléncia aumentou em até 34% em
criangas e 16,3% em adultos entre as décadas de 60 e 90 (CROISANT, 2014) . Neste
sentido, as doengas alérgicas respiratérias, asma e rinite, tém assumindo papel de
destaque devido a alta e crescente prevaléncia em varios paises do mundo. Estudos
apontam que nos altimos 20-30 anos as taxas de prevaléncia atingiram valores entre
5% a 30% em paises industrializados (ASHER et al., 2006; HOLGATE; POLOSA,
2008; ISAAC, 1998; SLY, 1999), sendo que segundo o informe Global Initiative for
Asthma (GINA) existem atualmente 300 milhdes de pessoas com asma no mundo
todo (CLARK et al., 2002), sendo que em grande porcentagem da asma pode estar
associada a rinite. Outros estudos confirmaram estes dados e apontam que a
prevaléncia da asma varia de 1% a 30% entre a populacdo de diferentes paises e a da
rinite alérgica de 10% a 25% da populacdo geral (BEASLEY et al., 2000; VON
MUTIUS, 1998).

Estudos conduzidos no Brasil encontraram prevaléncia média de rinite entre
27% e 34% em grupos de criancas e adolescentes com 6-7 anos e 13-14 anos,
respectivamente, com maior prevaléncia nos centros urbanos (SOLE et al., 2004).
Corroborando estes dados, em outro trabalho que utilizou o questionario ISAAC -
International Study for Asthma and Allergy in Childhood - validado no Brasil mostrou
prevaléncia média de sintomas relacionados a rinite de 29,6% entre adolescentes e
25,7% entre escolares, estando o Pais no grupo daqueles com as maiores taxas
mundiais de prevaléncia, tanto de asma quanto de rinite (SOLE et al., 2006). Em
outra pesquisa, revelou-se que nos paises Latino Americanos a prevaléncia média de
rinite para esses dois grupos de individuos foi de 34,6% e 44,4% (SOLE et al., 2010).
Embora a rinite alérgica seja uma doenca de menor gravidade, estd entre as dez
razOes mais frequentes de atendimento em Atencdo Primdria em Satde, e além de

afetar a qualidade de vida das pessoas, interfere também no desempenho escolar e na
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produtividade no trabalho (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEYV, 2002;
SOLE et al., 2006).

Varios fatores tém contribuido para o aumento na prevaléncia das doencas
alérgicas, em especial as respiratérias. Podemos destacar um conjunto de fatores que
levam ao desenvolvimento e aumento da prevaléncia de doengas alérgicas, que
podem ser resultado da interacdo de predisposicdo genética (atopia) e exposigcao aos
alérgenos, e também a provavel associacdo de alguns cofatores como influéncia
psicossocial, diminuicdo da estimulacdo do sistema imune (hip6tese da higiene),
poluicdo ambiental, grande parte do tempo em ambientes fechados seja em casa ou
no trabalho, além do emprego frequente de antibioticoterapia e corticoterapia, os
quais podem contribuir de maneira relevante sensibilizacdo alergénica e no
desencadeamento dos sintomas alérgicos (BARNES; MARSH, 1998b; RING et al.,
2001).

1.2 Alergia e atopia

A palavra alergia foi empregada inicialmente por Clemens von Pirquet
juntamente com Béla Schick em 1906, os quais estudaram a doenca do soro. Von
Pirquet sugeriu o termo alergia de “allos” significando “outro” ou uma derivacao do
estado original e “ergon” que significa reacdo (SIMONS, 1994). O termo é empregado
como sindnimo de hipersensibilidade imediata, e utilizado para designar uma reacao
desencadeada por mecanismos imunolégicos mediados por anticorpos,
particularmente o isotipo IgE, induzidos por células do perfil Th2 com produgao de
citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, sendo assim responsaveis pelo desencadeamento
das manifestagdes clinicas apds a exposicdo a determinado estimulo alergénico
concentragao tolerada por individuos saudéaveis (JOHANSSON et al., 2004).

A atopia, termo este provindo da palavra “atopos” de origem grega
significando “estranho”, representa uma predisposicdo genética de certos individuos
para a sintese de IgE especifica a componentes protéicos de alérgenos ambientais
normalmente indcuos (HOLGATE; POLOSA, 2008). Os individuos que respondem

aos estimulos provocados pela exposicdo a diferentes alérgenos, por meio da
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producdo de altos niveis de IgE sao designados atépicos (JOHANSSON et al.,
2006).

1.3 Resposta alérgica

1.3.1 Alérgenos

Os alérgenos sdo designados como os antigenos que possuem a capacidade de
induzir e reagir com anticorpos IgE especificos, os quais sdo representados
principalmente por proteinas ou glicoproteinas (BOUSQUET et al., 2001; FOTISCH;
VIETHS, 2001). No ambiente, seja externo ou intradomiciliar ha a presenca de
muitos alérgenos transportados pelo ar, por isto é a eles atribuida a designacao de
aeroalérgenos. Diversas sdo as fontes dos quais os mesmos podem provir, contudo os
principais aeroalérgenos caracterizados originam-se principalmente de acaros da
poeira domiciliar, animais domésticos (caes e gatos), baratas, fungos do ar, polens
entre outros (SAVOLAINEN; VIANDER; KOIVIKKO, 1990).

A poeira domiciliar é constituida por diversas particulas em suspensao
oriundas de fibras vegetais, carpetes, particulas de moéveis estofados, areia, terra,
pecas do vestudrio, escamacdes humana e de animais domésticos, restos alimentares,
residuos quimicos, micro e macro-organismos. Dentre estes organismos, podem ser
encontrados bactérias, virus, algas, fungos, insetos e outros artrépodes como acaros
da poeira domiciliar (LEDFORD, 1994). Assim, tapetes, colchdes e méveis estofados
sdo os principais lugares de onde provém os acaros encontrados na poeira, devido a
disponibilidade de alimento dos quais estes organismos necessitam para sobreviver
(ARLIAN; MORGAN, 2003).

Acaros da poeira domiciliar sido reconhecidos como uma das causas mais
comuns de alergia no mundo, aos quais mais de 50% dos pacientes alérgicos sao
sensibilizados (ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001; PLATT-MILLS; WECK, 1989;
TOVEY; CHAPMAN; PLATTS-MILLS, 1981). Dentre as familias destacam-se
Glycyphagidae, Acaridae, Pyroglyphidae e Echimyopodidae (ARLIAN;
MORGAN, 2003; ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001; FERNANDEZ-CALDAS, 1997).

Pesquisas anteriores revelam que a familia Pyroglyphidae engloba as espécies mais

Juliana Silva Miranda



INTRODUCAO 22

relevantes da poeira domiciliar, com destaque para as espécies Dermatophagoides
pteronyssinus e Dermatophagoides farinae (ARRUDA; CHAPMAN, 1992; PLATTS-
MILLS et al., 1992).

1.3.2 Resposta da célula T helper na alergia

A distingdo dos perfis de resposta desencadeados pelos diferentes tipos
celulares, especialmente T helper (Thl e Th2) se caracteriza pela producdo de
diferentes citocinas que sustentam a manutengdo da homeostase do sistema imune, e
assim quando ocorre desregulacdo do balanco destes perfis héd excessiva ativagao de
células Thl ou Th2 que pode culminar no desenvolvimento de doencas autoimunes
associadas com a exacerbacdao do desenvolvimento de células Thl ou inducdo de
doencas alérgicas devido a um desvio para o perfil Th2 (OBOKI et al., 2008).

A resposta alérgica com sintomatologia caracteristica ocorre pela
predominancia do desenvolvimento de células do perfil Th2. A entrada de alérgenos
por meio do tecido epitelial do trato respiratério como evento inicial da resposta é
sucedido pelo processamento dos mesmos pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs) profissionais, com destaque para as células dentriticas (DCs), as quais
apresentam os peptideos via MHC classe II para as células T naive, direcionando
assim para o desenvolvimento de células do perfil Th2, no qual o fator de
transcricdo GATA 3 medeia a producdo e a secrecdo de citocinas (HOLGATE;
POLOSA, 2008).

Além da apresentacdo dos  peptideos antigénicos, é necessario a
coestimulacdo das células T para que haja aumento na expressdao dos genes
codificados no cromossomo 5q31-33 ligados a codificagao de IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-
13 e fator estimulador de colonias de granulécitos e mondcitos (GM-CSF),
caracteristicos do perfil Th2 (COUSINS; LEE; STAYNOV, 2002). Citocinas estas
envolvidas diretamente na maturagao de eosinéfilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF), baséfilos
(IL-3 e IL-4) e na troca de classe de anticorpo em células B para a sintese de IgE (IL-4
e IL-13) com a consequente ligacdo aos FceR presente em mastocitos e basoéfilos, as

quais sao as principais células efetoras secretoras de mediadores da resposta alérgica

(HOLGATE; POLOSA, 2008).
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Recentemente um novo perfil de resposta da célula T helper tem sido
relacionado as doengas alérgicas, designado de Th17, sendo que o desenvolvimento
das células deste perfil esta diretamente ligado a presenca do fator de transcricdao
RORyt com consequente produgdo de um padrao de citocinas diferenciado (IL-17A,
IL-17F, IL-22 e IL-26), o que indica perfil de células T helper adicional aos ja existentes
e bem estudados Thl e Th2 (SORBELLO et al, 2015). Este processo pode ser
desencadeado pela interacdo da IL-1 mais IL-6 ou IL-1 mais IL-23 produzidas pelas
APCs, que leva a ativagdo de mecanismos intracelulares em células T naive e
producao das citocinas ligadas a este perfil (OBOKI et al., 2008). Estudos confirmam
o aumento da IL-17 nos pulmdes, escarro, lavado broncoalveolar e também no soro
de individuos asmaticos, de forma a correlacionar os niveis de IL-17 com a gravidade
da doenga, corroborando na patogénese da asma, especialmente a IL-17F (VOCCA et
al., 2015, WONG et al, 200la). Assim, as doencas alérgicas graves tém sido
associadas com o desenvolvimento de células do perfil Thl7 acompanhado de
neutrofilia induzida pela IL-8 e na auséncia de elevagao dos niveis de anticorpos IgE,
em contraposicdo aos casos mais leves e moderados, nos quais se observou a
associacdo do desenvolvimento de células do perfil Th2, com o consequente aumento
dos niveis de anticorpos IgE e eosinofilia (AMIN et al., 2000; CIPRANDI et al., 2008).

A citocina IL-17F tem a capacidade de induzir varias citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesdo nas células epiteliais bronquicas, células endoteliais das veias,
fibroblastos e eosindfilos. A IL-17F, derivada de varios tipos celulares como as células
Th17, mastécitos e basoéfilos mostra um amplo padrdao de expressdo, sendo que
estudos tém comprovado que a superexpressao do gene da IL-17F nas células das
vias aéreas de camundongos estd associada a neutrofilia nas vias aéreas, inducao de
citocinas, aumento na reatividade das vias aéreas e hipersecrecao de muco. Frente a
isto a IL-17F pode assumir papel crucial na inflamacdo alérgica das vias aéreas, e
pode ser alvo terapéutico na asma e na rinite ndo mediadas por anticorpos IgE

(KAWAGUCHI et al., 2009).

1.3.3 Resposta humoral na alergia
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Em 1967 uma nova classe de imuglobulina responsavel pela reacdo cutanea foi
identificada pelo casal Ishizaka, chamando-a de globulina gama E, denominacdo esta
oriunda da observagao da inducao de uma reagdo de eritema e portanto, conhecida
como anticorpo reaginico (SIMONS, 1994). Desta forma, as classes de
imunoglobulinas da espécie humana totalizaram cinco: IgA, IgG, IgM, IgD e IgE. A
molécula IgE possui a mesma estrutura molecular apresentada pelas outras classes
de anticorpos, com duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas também
idénticas, diferindo apenas em relagdo a presenca de um dominio a mais na cadeia
pesada comparada a cadeia pesada da molécula de IgG (GOULD; SUTTON, 2008).

Os niveis séricos de IgE especifica apresentam-se em baixas concentracdes em
individuos saudaveis, mas em individuos que apresentam alergia além dos
mastocitos e eosindfilos apresentarem maior nimero de receptores para IgE, ha
aumento da producdo de IgE pelas células B por meio da acdo das citocinas IL-4 e IL-
13 produzidas pelas células Th2. Com isto, mais moléculas de IgE se ligam aos
receptores de IgE (FceRI) presentes nos mastdcitos e baséfilos. Diante de novas
exposicdes aos mesmos antigenos ocorre a ligacdo cruzada destes pelas moléculas de
IgE previamente ligadas aos FceRI, desencadeando a liberacdao de mediadores pré-
formados como a histamina, triptase e de mediadores neoformados como
leucotrienos, citocinas dentre outros, os quais sdo responsdveis, respectivamente,
pelos sintomas da fase imediata e tardia caracteristicas da alergia (RAVETCH;
KINET, 1991).

A intensidade da resposta imune a alérgenos é decisiva no desenvolvimento
de uma condicdo alérgica sabidamente mediada por IgE, ou de uma condicdo
saudéavel. Outras classes de anticorpos tém sido analisadas frente a esta variagao de
resposta, como IgA e as subclasses de IgG (BATARD et al., 1993; BATARD et al.,
2006; JACKOLA et al., 2002). O isotipo IgG apresenta subclasses (IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4) estabelecidas e nomeadas de acordo com a cronologia do descobrimento,
sendo elas produto da duplicacdo do gene da imunoglobulina G, com destaque para
a IgG1 a mais abundante (>50%) comparada as outras subclasses (AALBERSE et al.,
2009; FLANAGAN; RABBITTS, 1982).

Em individuos saudaveis, a resposta de células B a alérgenos provenientes de
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acaros da poeira domiciliar varia entre auséncia de resposta, ou producdo
predominantemente de anticorpos IgG alérgeno-especificos, IgGl ou IgG4, na
auséncia ou na presenca de baixas concentracdes de IgE, ja em individuos alérgicos
além da deteccdo de altos niveis de IgE pode ser também detectados niveis de IgG,
particularmente a subclasse IgG4, sendo que os niveis de IgG1 tém sido encontrados
em niveis similares aos dos individuos saudaveis (AKDIS, 2006; KEMENY et al.,
1989).

Pesquisas ressaltam que a presenca de anticorpos da subclasse IgGl é
acentuada em respostas antimicrobianas geralmente resultantes do desenvolvimento
de células do perfil Thl. Também, tem sido demonstrado que a producao de
anticorpos IgGl a antigenos associados a respostas alérgicas é resultante da
estimulacdo de células B induzidas por um milieu de citocinas do perfil Thl, em
especial IFN-y (AALBERSE et al., 2009). Altas doses de alérgenos podem favorecer a
inducdo de resposta do tipo Thl, e alguns estudos com aeroalérgenos sugerem que
que a exposicdo ao alérgeno pode favorecer tolerancia imunolégica (PERZANOWSKI
et al., 2002; PLATTS-MILLS, T. A. E. et al., 2001; SECRIST; DEKRUYFF; UMETSU,
1995).

Dentre as fungdes desempenhadas pela subclasse IgG1 estd a potencialidade
de agir como anticorpo bloqueador via competicdo direta por compartilharem a
mesma especificidade a epitopos ligantes de IgE (BOLUDA; DE LA CUADRA;
BERRENS, 1996; DEVEY; WILSON; WHEELER, 1976).

1.4 Doenga respiratoria cronica

1.4.1 Rinite alérgica

A rinite alérgica é definida clinicamente como uma doenca cronica das vias
aéreas superiores induzida por inflamagdo mediada por IgE, posteriormente a
exposicdo da membrana da mucosa nasal ao alérgeno (BOUSQUET et al., 2001). E
caracterizada pela presenca de rinorréia, obstrucdo nasal, espirros em salva e prurido

nasal, sintomas estes reversiveis espontaneamente ou sob tratamento, e pode ser

subdividida em intermitente e persistente leve, moderada ou grave (BOUSQUET et
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al., 2001) A rinite é a doenca alérgica mais comum no mundo, definida como
inflamacdo da mucosa nasal e caracterizada por sintomas nasais, podendo também
ser acompanhada de lacrimejamento, prurido conjuntival e fotofobia,
caracteristicamente ocorrendo a rinoconjuntivite alérgica (BOUSQUET et al., 2008;
JOHANSSON et al., 2004; TERR, 1997).

A doenca possui fisiopatologia inflamatéria Th2 e é caracterizada por aumento
especifico dos niveis de IgE e infiltragdo da mucosa nasal por células de Langerhans,
eosindfilos, baséfilos e mastocitos (BOUSQUET et al, 2001). No entanto,
pesquisadores mostraram que a proporcao de casos de rinite que é atribuivel a atopia
é de 53%, o que indica que ndo é simples a conexdo entre atopia e os sintomas de
rinite (ZACHARASIEWICZ; DOUWES; PEARCE, 2003).

A maioria dos genes inicialmente encontrados e que estdo associados com o
desenvolvimento da asma e da rinite participam da sintese de IgE, inflamacado
alérgica e/ou hiper-reatividade das células e 6rgaos, o que evidencia a importancia
do fator genético no desenvolvimento de doencas alérgicas (OBER; HOFFJAN, 2006).
Neste sentido, foi demonstrado que a presenca de polimorfismos no gene RAD50,
encontrado no cromossomo 5q31 estd ligado a um risco aumentado para o
desenvolvimento da alergia, sendo que o locus génico FCER1A estaria relacionado

com os niveis totais de IgE (WEIDINGER et al., 2008)

1.4.2 Rinite nao alérgica

A rinite caracterizada como ndo alérgica acomete as vias aéreas superiores,
sendo que estudos tém mostrado cada vez mais a existéncia de pacientes que
apresentam quadro clinico compativel com a rinite alérgica (espirros em salva,
coriza, prurido nasal, obstrucdo nasal) ou da rinoconjuntivite alérgica, contudo nao
apresentam atopia sistémica e ndo tem etiologia IgE mediada (SALIB et al., 2008;
VAN RIJSWIJK; BLOM; FOKKENS, 2005). Embora apresente sintomas e hiper-
reatividade nasal semelhante a rinite atopica, este grupo de pacientes que tem sido
cada vez mais estudado, é caracterizado nao s6 pela similaridade dos sintomas com
os da rinite alérgica classica, mas também por apresentar teste cutdneo de puntura

(TCP) negativo a alérgenos inalatérios e por ndo produzirem niveis elevados de IgE
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quando expostos aos alérgenos que estimulam as respostas imunes. Isto sugere, que
o padrdo de resposta Th2 ndo é a tnica via para inducdo desse quadro clinico, e
portanto ha grande necessidade em estudar e analisar o perfil de resposta deste
grupo de pacientes, com o intuito de esclarecer os mecanismos de inducdo dessa
doenca nao mediada por anticorpos IgE, pelo menos sistemicamente (JOHANSSON
et al., 2001; POWE et al., 2003)

A este tipo de rinite tem sido atribuida diferentes nomenclaturas e
classificacdes, uma vez que é uma doenca que pode apresentar quadro clinico com
outros sintomas, além dos sintomas ja bem estabelecidos e similares aos da rinite
alérgica. Mas de forma geral, o termo rinite cronica nao alérgica é mais utilizado, e
sendo assim esta classificagio empregada para pacientes que exibem sintomas
cronicos de rinite quando expostos aos alérgenos da poeira domiciliar, porém na
auséncia de anticorpos IgE especificos a aeroalérgenos clinicamente relevante
(LIEBERMAN; PATTANAIK, 2014). E importante ressaltar que este grupo de
pacientes com rinite cronica ndo alérgica apresenta sintomas mediante a exposicdo da
poeira domiciliar, ndo devendo ser confundido com o grupo de pacientes com rinite
vasomotora, infecciosa ou medicamentosa (BERNSTEIN, 2009; LIEBERMAN;
PATTANAIK, 2014).

Diferentes mecanismos tém sido propostos no sentido de desvendar as
possiveis respostas envolvidas nessa doenga, sendo um deles baseado no
envolvimento da mucosa nasal e no switch de classe para o anticorpo IgE, ja que foi
identificada producdo local (PAYNE; CHEN; BORISH, 2011). Também, o
envolvimento de células inflamatdrias foi encontrado em alguns trabalhos, sugerindo
que pacientes que apresentavam rinite cronica nao alérgica (auséncia de anticorpos
IgE especificos a acaros da poeira domiciliar pelo TCP ou no soro), quando
submetidos a testes de provocagdo nasal com Dermatophagoides pteronyssinus
apresentaram niveis de IgE local aumentados (JOE, 2012; PAYNE; CHEN; BORISH,
2011). Neste mesmo sentido, diferentes pesquisas vem sendo realizadas com o intuito
de poder identificar possiveis mecanismos iniciadores e reguladores que poderiam
contribuir para elucidar os fatores relacionados a esta doenca de etiologia obscura e
de dificil comprovagao. Sendo assim, devido a dificuldade de estabelecer a relagao

causa-efeito nesta doenca e consequentemente refletindo na dificuldade de se
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instituir um tratamento adequado e especifico, este grupo de pacientes tem
apresentado respostas varidveis e muitas das vezes insatisfatoria e frustrante para

ambos, pacientes e médicos (JOE, 2012).

1.5 Mecanismos de regulacao da resposta alérgica

Os diferentes mecanismos de regulacao das respostas imunolégicas atuam por
vias diversas, mas com o tnico objetivo de normalizar as respostas imunoldgicas dos
individuos ao estado homeostatico. Varios estudos apontam que estes mecanismos
atuam seja por meio da supressdo de células Thl, Th2, da acdo de células como
basofilos, mastdcitos e eosindfilos, ou mesmo pela supressao da sintese de IgE e
inducdo de anticorpos IgG4 (AKDIS et al, 1998, JUTEL et al., 2003). Estes
mecanismos tém sido observados na resposta imune normal quando individuos sao
expostos a alérgenos e também sob imunoterapia especifica com alérgenos. Nestas
situagOes ja foi identificado que células T periféricas sao induzidas a um estado de
tolerdncia caracterizada pela indugao de células T reguladoras 1 (Treg 1) e aumento
da capacidade supressora das células Treg (CD4+CD25+) produtoras de IL-10, o que
culmina com a elevacdo da sintese de IgG4 e a diminuigao de IgE devido a inibicao
da ativagao das células B (PLATTS-MILLS, T. et al., 2001).

Assim, tem sido demonstrado o papel que as células Treg alérgeno-especificas
tém assumido na supressdo dos efeitos proliferativos celulares, bem como das
respostas de citocinas contra os principais alérgenos desencadeantes da resposta
imunolégica exacerbada (AKDIS et al., 1996). A tolerancia apresentada por pacientes
sob imunoterapia e também por individuos saudaveis pode ser caracterizada pela
forma que as células Treg modulam a resposta alérgica. Desta forma, podemos
perceber a importancia de varios fatores, sejam eles celulares ou humorais, no
controle da resposta aos alérgenos, reforcando assim a significancia do conhecimento
mais aprofundado destes mecanismos reguladores ligados a resposta alérgica.

No sentido de desvendar mecanismos reguladores ligados direta e
indiretamente ao perfil de resposta associado a doengas alérgicas, estudos tém
apontado na regulacdo génica em diferentes niveis, mecanismos estes que

impediriam a transcricio de RNAm de fatores chaves na cascata da resposta
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imunolégica. Dentre estes mecanismos, o estudo do RNA de interferéncia tem tido
uma especial atengao nos tltimos anos, pois pesquisas tém demonstrado a associagao

dos mesmos em diversas patologias, incluindo as doengas alérgicas.

1.5.1 Pequenos RNAs

Pequenos RNAs sdo RNAs ndo codificantes que sao produzidos por diferentes
tipos de organismos, inclusive mamiferos. Dentro desta classe, existe pelos menos
trés tipos de RNAs que podem regular a expressao génica nos animais, sdo eles os
piwi-RNAs (piRNAs) e dois tipos de RNA de interferéncia, os pequenos RNAs de
interferéncia (siRNA) e os microRNAs (miRNAs) segundo Desvignes et al. (2015). Os
RNAI sdo pequenas sequéncias de nucleotideos de fita simples e agem por meio da
ligacdo de forma complementar ao RNAm e assim desencadeiam mecanismos que
impedem a tradugdao dos RNAm alvos (CHENG; HE, 2010). Existe diferenciacdo em
relacdo aos RNAi quanto a origem e aos tipos. Quanto a origem, os RNAi podem ser
de origem exdégena natural, exégena artificial ou mesmo de origem endoégena. A
ocorréncia de RNAi de origem exdégena por meio natural ocorre, por exemplo,
quando hé a infecgdo do organismo por determinado virus, o qual pode produzir
RNAIi com a finalidade de silenciar alguns genes que sdo de relevancia na resposta
imunolégica do hospedeiro, conseguindo assim escapar de alguns mecanismos de
defesa de forma a manter-se no hospedeiro, possibilitando entdo a sua replicagao
(PEDERSEN; DAVID, 2008).

Os de origem exdgena artificial, podem ser utilizados em experimentos
biolégicos por meio do uso de RNAi sintéticos, baseado no principio de agdo do
RNAI natural, com o objetivo de estudar a funcdo dos genes, o que se constitui em
poderosa ferramenta genética que pode ser utilizada de maneira reversivel para
analisar as funcdes dos genes ou mesmo de seus produtos tanto em cultura de
tecidos quanto in vivo (PERRIMON; NI; PERKINS, 2010). Estudos dos efeitos deste
silenciamento podem mostrar o papel fisiol6gico do produto do gene, e com o uso
deste mecanismo pode-se conseguir uma grande diminui¢do na producdo em cerca
de 80% a 90% nos niveis da proteina correspondente (NAIR et al, 2005;
VOORHOEVE; AGAMI, 2003). Os de origem endoégena podem ser siRNAs e
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miRNAs, e sdo uma classe de RNAi produzida pelo préprio organismo, e regula
negativamente a expressao dos genes, levando assim a repressao traducional e/ou a
degradacao do RNAm (AMBROS, 2004; LIM et al., 2003).

Desta forma, o estudo dos diferentes RNAi pode elucidar a importancia dos
mesmos na regulacdo da resposta imune, demonstrando assim a relevancia dos

diferentes tipos de RNAi no processo da regulagao da resposta imune de forma geral.

1.5.2 miRNA: biogénese e mecanismo de acao

Os miRNAs sdo moléculas de RNA de fita simples compostos por 19-25
nucleotideos, ndo codificadoras de proteinas, de origem enddgena e ocorréncia
natural e com papel relevante na regulacdo global da expressdo dos genes em plantas
e animais, incluindo humanos, via repressao da tradugdo e/ou degradacdo do
RNAm (WU et al., 2007). A regulacdo pos transcricional da expressao do gene foi
primeiramente identificada em Caenorhabditis elegans por Lee, Feinbaum e Ambros
(1993). Em humanos, aproximadamente 2588 miRNAs j4 foram listados na base de
dados <http://microrna.sanger.ac.uk> e predicdes utilizando ferramentas de
bioinformatica estimam que esse nimero seja bem maior, constituindo uma das
maiores classes de reguladores (ASIRVATHAM; MAGNER; TOMASI, 2009;
BEREZIKOV et al., 2005).

Os miRNAs exercem seu efeito regulador ligando-se a regido 3" nao traduzivel
(UTRs) de RNAm alvos. Este mecanismo de atuagdo permite a redugdo dos niveis
protéicos de seus genes alvos, raramente afetando o nivel de expressdo transcricional
(KIM, 2005). Apesar de ndo terem suas fungdes totalmente esclarecidas, a descoberta
dos miRNAs atraiu a comunidade cientifica pelas evidéncias sugestivas de que estas
moléculas apresentam papel fundamental em diversos processos biolégicos. Em
mamiferos, estes pequenos RNAs foram associados a regulacdo da proliferacdo,
diferenciacdo, hematopoiese, apoptose, entre outras func¢des sendo que diversos
estudos enfatizam a importancia destas moléculas ao relatar alteragdes na expressao
dos miRNAs em diferentes patologias humanas (BRENNECKE et al., 2003; ESAU et
al., 2004).
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A biogénese dos miRNAs ilustrada na Figura 1, inicia-se no ntcleo da célula
com a codificacdo e transcricdo pela RNA polimerase II, gerando um longo transcrito
de miRNA primadrio (pri-miRNA) contendo cap 5 e cauda poli A (LEE et al., 2003). O
pri-miRNA apresenta uma estrutura hairpin em seu arcabougo que é clivada ainda no
nucleo pela RNase III, Drosha, e seu cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region
8), gerando uma molécula precursora do miRNA maduro denominada pré-miRNA
com aproximadamente 70 nucleotideos (LEE et al., 2003). Em seguida o mesmo ¢é
exportado para o citoplasma pela exportina-5 (Exp5), proteina de exportagao nuclear
que utiliza Ran-GTP como cofator (LUND et al., 2004). No citoplasma, o pré-miRNA
é processado pela RNase III, Dicer, gerando um miRNA de fita dupla de
aproximadamente 22 nucleotideos (BERNSTEIN et al., 2001). Esta é incorporada a
um complexo multimérico denominado RISC (RNA-induced silence complex) que
inclui as proteinas Argonautas como principais componentes. Apenas uma das fitas
do miRNA de fita dupla permanece no complexo RISC para controlar a expressao
pOs-transcricional de genes alvos (SCHWARZ et al., 2003).

A regulagdo pos-transcricional exercida pelos miRNAs de mamiferos
geralmente ocorre apo6s ligacdo complementar com pelo menos 5 a 8 nucleotideos da
regido 5 da cadeia do miRNA conhecida como regido seed, a qual possui
complementaridade perfeita e define a especificidade do seu alvo, a regido 3" UTR da
cadeia do RNAm alvo, esta ligacdo leva a inibicio da tradugdo do RNAm.
Adicionalmente, a ligacdo da regido 5" do miRNA a regido 3" UTR do RNAm alvo
dependendo do grau de complementaridade, pode levar a inibicdo traducional ou
degradacdo do RNAm. Em funcdo dos miRNAs possuirem sequéncias pequenas e
agirem sem a necessidade de pareamento completo, um tnico miRNA pode regular
muitos RNAm alvos além de cooperarem no controle de um tnico RNAm (AMERES;

ZAMORE, 2013; BRENNECKE et al., 2005).
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Figura 1. llustragdo do processo de produgdo do miRNA. Fonte: AMERES, S. L.; ZAMORE, P.
D. Diversifying microRNA sequence and function. Nature reviews - Molecular Cell
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1.5.3 miRNA: regulacao da resposta imune

Estudos recentes tém revelado que os miRNAs possuem papel em orquestrar
a resposta imune por meio da sua regulacdo, incluindo acdo direta no
desenvolvimento e diferenciacdo das células T e B, proliferacdo de mondcitos e
neutrofilos, switch de classe de anticorpos, regulacdo da expressao dos genes das
citocinas, liberacio de mediadores inflamatérios dentre outras acdes
(ASIRVATHAM; MAGNER; TOMASI, 2009; LINDSAY, 2008). Estima-se que os
miRNAs transcritos representam mais de 1% de todos os genes humanos, sendo que
mais de 90% do genoma humano pode ser alvo dos miRNAs, o que sugere que
numerosas redes genéticas podem ser afetadas pelos miRNAs possibilitando assim
uma regulacdo global da expressao génica celular e associacdo a diferentes fungdes
(LEWIS; BURGE; BARTEL, 2005).

Com os recentes avangos nas pesquisas, varios miRNAs tém sido identificados
e listados em  bancos de dados  (<http://www.mir2disease.org>;
<http:/ /www.microrna.org>), bem como as suas func¢des no processo regulatorio.
Dessa forma, tem-se questionado o papel dos mesmos miRNAs em diferentes
patologias, como por exemplo nas doencas alérgicas, uma vez que a relacdo
especifica do papel dos miRNAs com a regulacdo das respostas Th2 induzidas por
alérgenos é pouco conhecida.

Em trabalho anterior, utilizando a tecnologia do microarray e PCR em tempo
real, pesquisadores avaliaram a expressdao de miRNAs em modelos murinos de asma
alérgica induzidos por IL-13, e revelaram a existéncia de um painel de 21 miRNAs.
Estes autores demonstraram que o miRNA mais induzido foi o miR-21, o qual
diminuiu a expressdo de mlIL-12p35, contribuindo assim provavelmente para uma
polarizagdo das células T helper para uma resposta do perfil Th2 (LU; MUNITZ;
ROTHENBERG, 2009).

Outro estudo verificou a relacdo dos receptores do tipo Toll like (TLR),
especialmente a ativacdo do TLR4 na resposta alérgica induzida por antigenos de
acaros da poeira domiciliar. Este processo foi associado com a expressdao do miR-126,
uma vez que o bloqueio seletivo do miR-126 suprimiu o fenétipo asmatico por meio

da diminuicdo da resposta Th2 (inflamagdo, hiper-reatividade das vias aéreas,
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recrutamento de eosindfilos e hipersecrecdo de muco) via regulacdo negativa da
expressao de GATA 3 (MATTES et al, 2009). Estes achados representam uma
conexdo funcional entre a expressao de miRNA e a patogénese da asma, sugerindo
que a existéncia de determinado miRNA alvo poderia permitir a elaboragdo de uma
estratégia terapéutica com efeitos anti-inflamatérios baseada em antagomiRs
(antagonistas da agdo dos miRNAs) para o manejo da asma alérgica.

O miR-146 é expresso em células do tipo Th1 e atua na regulacao de moléculas
de sinalizac¢do para produgao de citocinas importantes, tais como a quinase associada
ao receptor de IL-1 (IRAK1) e o fator associado ao receptor de TNF (TRAF6) em
células da imunidade inata, o que sugere que a manipulagdo da expressio do miR-
146 poderia afetar significantemente o balanco dos perfis de citocina Thl/Th2. Em
adicdo, estudos tém revelado a alta expressao do miR-146 em células Tregs de forma
induzida, bem como a expressdao constitutiva de CD25, ressaltando assim a
importancia do miR-146 no papel regulador (BALTIMORE et al.,, 2008; LOVE;
MOFFETT; NOVINA, 2008)

Em outro trabalho foi verificado que a regidao 3" UTR do HLA-G, molécula do
HLA da classe I ndo cléssica possui importantes propriedades imunomoduladoras,
servindo como sitio alvo para o miRNA-148a, miRNA-148b e miRNA-152. Os genes
desses trés miRNAs estdo localizados em regides que tém sido associadas com asma
ou com a produgao de IgE, o que aumentaria a possibilidade de que a variagdo nos
genes dos miRNAs podem contribuir para interferir com o risco de asma, talvez por
meio da interagao com o HLA-G (TAN et al., 2007).

Estudos sobre a acdo do miR-155 revelam que o mesmo é necessario para a
diferenciacao da resposta ao antigeno e formagao de anticorpos de alta afinidade. Em
relacdo aos efeitos nas células T helper, alguns estudos apontam que a diminuigao da
expressdo de miR-155 com antagomiRs pode levar ao desenvolvimento do perfil de
citocinas Th2 e inibicdo da resposta das células Thl. Estes efeitos foram verificados
em experimentos realizados em camundongos nocauteados para o miR-155, os quais
demonstraram fendétipos similares aos observados na asma, com aumento da
espessura das vias aéreas e invasao leucocitdria concomitantemente a producdo de
citocinas do perfil Th2 (RODRIGUEZ et al, 2007, THAI et al, 2007).

Interessantemente, o gene do miR-155 na espécie humana localiza-se dentro do locus
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cromossOmico associado a asma, corroborando assim na existéncia da relacao entre o
nivel de expressdao do miR-155 e o risco para o desenvolvimento da asma (LOVE;
MOFFETT; NOVINA, 2008).

Podemos observar os avangos nas pesquisas em relagdo aos RNAs de
interferéncia, em especial os miRNAs como demonstrado por alguns estudos.
Trabalhos pioneiros indicam que a manipulacdo da expressio do miRNA tem
potencial terapéutico (MATTES et al., 2009), contudo pesquisas que busquem revelar
o papel dos miRNAs nas respostas imunolégicas devem ser conduzidas para a
melhor compreensdo da fungdo dos mesmos na modulacdo da resposta imune
alérgica.

Desta forma, a relevancia do trabalho estd em buscar respostas relacionadas
aos mecanismos de regulacdo da resposta imunolégica em pacientes com rinite
cronica ndo alérgica, seja por meio de mudancas no perfil de citocinas, padrao de
expressao de diferentes RNAm de citocinas, anticorpos ou mesmo por diferengas em
potenciais formas de regulagdo como os miRNAs, uma vez que os mesmos tém sido
relacionados a diferentes doencas, inclusive rinite e asma. E com isto considerar que
um outro tipo de resposta imunolégica ndo relacionada ao perfil Th2 poderia
desencadear a resposta imunolégica de individuos alérgicos com auséncia de IgE.

Sendo assim, esta ampla andlise permitirad conhecer de forma mais abrangente
o comportamento dos pacientes com rinite croénica ndo alérgica comparado aos
pacientes com rinite alérgica e individuos controle, e assim indicar alternativas seja

no diagnoéstico ou tratamento destes pacientes.
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2.1 Objetivo geral

Investigar e comparar os niveis de anticorpos, citocinas e miRNAs de
pacientes com rinite ndo mediada por anticorpos IgE frente aos pacientes com rinite

mediada por IgE e individuos do grupo controle.

2.1.1 Objetivos especificos

* Avaliar a soropositividade para IgE, IgG1, 1gG3, 1gG4 e IgA frente ao alérgeno

de Dp nos diferentes grupos estudados;

* Dosar as citocinas do perfil Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), Th17 (IL-17) e
Treg (IL-10) no sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) estimulada com fitohemaglutinina (PHA) e alérgenos de

Dp nos diferentes grupos;

* Dosar as citocinas do perfil Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5, IL-13), Th17 (IL-17) e

Treg (IL-10) nas amostras de soros dos trés grupos;

* Analisar os niveis de expressao génica relativa de citocinas do perfil Th1 (IFN-
Y), Th2 (IL-5) e Treg (TGF-f) e de miRNAs (miR-21 e miR-126) em PBMCs

estimuladas com alérgenos de Dp nos trés grupos.
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3.1 Critérios éticos e seletivos

Os critérios éticos foram cumpridos por meio da submissdo do projeto de
pesquisa ao Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), coordenado e subordinado & Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), de maneira a assegurar a regulamentacdo ética necessaria, sendo
aprovado sem restri¢des sob o namero de processo 178/11 (Anexo A).

Posteriormente a aprovagao do projeto, foi feita a selecdo dos pacientes que
foram atendidos no Ambulatério de Alergia e Imunologia Clinica do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), onde logo apés o
atendimento clinico foram questionados sobre a possibilidade de participarem do
estudo. Os pacientes concordantes foram previamente esclarecidos sobre os objetivos
da pesquisa e dos procedimentos que seriam realizados, sendo o aceite preenchido
sob a forma de Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo B) e a selecao
feita tanto por meio do questionario clinico (Anexo C) elaborado segundo
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), quanto pelo
resultado do teste cutaneo de puntura (TCP) aos extratos de aeroalérgenos. No
processo de selecdo dos pacientes com rinite foram adotados os critérios de inclusao

e exclusao listados na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios seletivos utilizados para a amostragem dos pacientes a serem incluidos no estudo.

Critérios seletivos

Inclusao
1 Aceite em participar do estudo (Termo de
Consentimento)

Exclusao

1 Recusa em participar do estudo

2 Teste cutineo de puntura (TCP) ao
alérgeno de Dermatophagoides pteronyssinus

2 Idade inferior a 18 anos e superior a 60
anos

3 Historia clinica de sintomas respiratérios
associados a exposicdo a alérgenos da
poeira domiciliar

3 Sob tratamento com anti-histaminicos ou
corticosteréides por via oral ou tépica na
semana anterior ao teste

A selecdo possibilitou o recrutamento de cinquenta e um pacientes (n = 51) de

ambos os géneros, faixa etaria entre 18 e 60 anos que apresentaram os critérios de
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inclusdo propostos no estudo. Os individuos controle (n=31) utilizados como
controle foram selecionados no Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica (LALIC)
do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da UFU, também pertenciam a faixa
etaria de 18-60 anos com individuos de ambos os géneros, e obedeciam aos critérios
de inclusdo 1 e 2. Todo o processo de selecdo compreendido por anamnese, TCP e
posteriormente coleta de sangue foi feito sob supervisdo do médico alergologista
responsavel. Os individuos triados foram distribuidos em trés grupos segundo o

histéria clinica, TCP e niveis de IgE especifica a Dp.
3.2 Desenho experimental
Posteriormente a selecao dos individuos foi entdo realizada a classificacdo e

distribuicdo dos mesmos em trés grupos conforme demonstrado na Figura 2, a qual

também ilustra toda a parte experimental realizada no trabalho.

Screening dos individuos

Sintomas clinicos /TCP +/ IgE +
Rinite com sintomatologia e
presenca de IgE (S-IgE +) n=32

Teste cutdneo de

\ puntura (TCP)

( Sintomatologia / ¥
| Teste sorolégico (ISE)

Sintomas clinicos /TCP -/ IgE -

Rinite com sintomatologia e
auséncia de IgE (S-IgE -) n=19

TCP-/IgE -

\lndividuo saudavel (CT) n=31

& = -

Amostra de sangue

PBMCs
(Cultura de células)
( couns )("sobrenadante ) Anticorpos (n-s2) | | Ctocinas (=36)
7 7 (1gGA, IgG1, IgG3, IgGa) T

1FN-y)
RNA (n=21) Citocinas (n=36)
(QRT-PCR citocinas e miRNA] B L )

4 . 4

IEN-y)
Figura 2. Fluxograma com os critérios discriminatérios dos grupos e sequéncia metodolégica do
trabalho.

3.3 Teste Cutaneo de Puntura (TCP)
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A avaliacdo da reacdo de hipersensibilidade imediata foi feita por meio do
TCP, no qual foram utilizados além dos controles os seguintes extratos alergénicos

inaldveis, separadamente conforme a espécie:

* Controle negativo: solucdo salina fisiologica em fenol 0,4% e glicerina
diluida a 50% (FDA Allergenic, Rio de Janeiro, R], Brasil);

e Acaros: D. pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Blomia tropicalis (FDA
Allergenic);

* Baratas: Blattella germanica, Periplaneta americana (FDA Allergenic);

* Epitélio de animais domésticos: Canis familiaris, Felis domesticus (FDA
Allergenic);

* Fungo: Alternaria alternata (FDA Allergenic);

* Controle positivo: cloridrato de histamina a 10 mg/mL (FDA
Allergenic).

Com o auxilio da lanceta (Puntores ALK-Abello, Horsholm, Frederiksborg,
Dinamarca) foram feitas punturas na regiao anterior do antebraco, posteriormente a
antissepsia com dalcool 70%, onde foram depositadas as microgotas
(aproximadamente 10 pL) de cada extrato alergénico. Apds 15 min da realizacdo da
puntura, o tamanho das papulas foi medido em milimetros nos seus dois didmetros
ortogonais. O resultado foi considerado positivo quando as papulas apresentaram

didmetro médio maior ou igual a 3 mm em relagdo ao controle negativo.

3.4 Coleta de sangue

Em paralelo ao TCP, foram coletados 30 mL de sangue em tubos a vacuo
(Becton Dickinson-BD, Franklin Lakes, NJ, EUA) por meio de puncdo venosa na
regido do antebraco. Do total de 30 mL, 20 mL foram coletados em tubos
heparinizados (BD) e os outros 10 mL em tubos sem anticoagulante (BD). Os tubos

com anticoagulante heparina foram submetidos aos procedimentos necessarios para
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a separacdao de PBMCs e o tubo com sangue total foi centrifugado por 10 min a 3.000
X § para a obtencdo das amostras de soro, as quais foram aliquotadas e armazenadas

a -80°C para posterior analise sorologica.

3.5 Obtencao do extrato do acaro Dermatophagoides pteronyssinus

A extragao das proteinas do &caro D. pteronyssinus (Dp) foi realizada com 15 g
do material peneirado do cultivo do &caro (cedido pelo professor Federico
Montealegre, Laboratério de Imunoquimica, Escola de Medicina de Ponce - Porto
Rico, EUA), diluidos em salina tamponada com borato a 5 mM (pH 8,0) na presenca
de inibidor de proteases (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche,
Indianapolis, IN, EUA). Posteriormente a diluicdo, foi feita a maceracdo em
nitrogénio liquido, e entdo a mistura foi incubada sob agitagao orbital durante 18 h a
4°C. Ap6s este procedimento, foi realizada pré-centrifugacdo a 3.000 x g por 15 min a
4°C e o sobrenadante obtido foi coletado e novamente centrifugado por duas vezes a
30.000 x g por 30 min. O sobrenadante final foi coletado, concentrado e dialisado
contra solugdo salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS) pH 7,2 em sistema
Amicon (EMD Millipore Headquarters, Billerica, MA, EUA) e membrana com cut off
de 10 kDa (YM-10, EMD Millipore), esta mistura foi designada de extrato protéico
solavel. O extrato de acaro foi distribuido em aliquotas e armazenados a -80°C

(PEREIRA et al., 2005).

3.6 Dosagem protéica

O valor da concentracdo protéica do extrato de Dp foi determinado de acordo
com método anteriormente descrito por Lowry et al. (1951). A obtencao do valor da
concentragao protéica do extrato soltivel de Dp foi feita por meio da comparacao do
valor de densidade 6ptica (D.O.) do extrato a 650 nm, frente aos valores de D.O. dos
valores obtidos para a curva padrao, constituida por diluicdo dupla seriada (500 a
15,6 ug/mL) de soroalbumina bovina (BSA, Sigma). O valor foi determinado por
meio do programa Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad).
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3.7 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

3.7.1 Dosagem dos alérgenos Der p 1 e Der p 2

A quantificagdo dos alérgenos do grupo 1 e 2 no extrato total de Dp foi
realizada pelo imunoensaio ELISA. Previamente, placas de alta afinidade (Costar
Corning Inc., Corning, NewYork, NY, EUA) foram sensibilizadas com volume de 50
uL de anticorpo monoclonal anti-Der p 1 (clone 5H8 - Indoor Biotechnologies Inc.,
Charlottesville, VA, EUA) ou anti grupo 2 (clone 1D8 - Indoor Biotechnologies)
diluido (1:1000) em tampao carbonato-bicarbonato 60 mM (pH 9,6) por 18 h a 4°C.
Passos de lavagem entra cada etapa foram realizados com tampao fosfato salino
(PBS) adicionado de 0,05% de Tween (PBS-T) em lavadora de placa ELISA (Aquamax
3000 Microplate Washer, Molecular Devices LLC, Sunnyvale, CA, EUA). Entdo, foi
feito o bloqueio com PBS-T contendo 1% de BSA constituindo o PBS-T-BSA por 1 h a
temperatura ambiente (T.A), com posterior adi¢do das amostras e curva padrao. A
adicao dos anticorpos secundérios biotinilados anti-grupo 1 (clone 4C1 - Indoor
Biotechnologies) ou anti-grupo 2 (clone 7A1 - Indoor Biotechnologies) foi feita com
posterior incubacao por 1 h a T.A, seguido pela adicao de estreptavidina-peroxidase
(1:1000, Sigma) por 30 min a T.A. A revelacdo da reacao foi feita com o kit ABTS
Microwell Peroxidase Substrate (Kierkegaard and Perry Laboratories In., KPL,
Gaithersburg, MD, EUA), com posterior leitura da absorbancia em espectrofotometro
a 405 nm (Epoch, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA). Os valores foram
determinados por meio do programa Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad) e expressos
em nanogramas por mililitro (ng/mL) com base na curva padrao realizada com Der
p 1 ou grupo 2 (Indoor Biotechnologies), em diluicdo dupla seriada a partir de 500
ng/mlL.

3.7.2 Dosagem de IgE, IgG1, IgG3, IgG4 e IgA especifica a D. pteronyssinus

Para a quantificacdo de IgE, IgGl, IgG3, IgG4 e IgA especifica a D.

pteronyssinus foi realizado o ensaio imunoenzimatico ELISA conforme estudo

anterior (ALVES et al., 2008). Primeiramente, o extrato de Dp foi diluido em tampao
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carbonato-bicarbonato 60 mM (pH 9,6) em concentracdo protéica de 30 ug/mL para a
sensibilizacdo das placas de microtitulacdo de alta afinidade (Costar Corning) em
volume de 50 uL por poco a 4°C durante 18 h. Posteriormente, as placas foram
lavadas com PBS-T, sendo este ciclo de lavagem repetido entre as etapas
subsequentes.

Em seguida, foi realizado o bloqueio dos sitios ativos das placas com PBS-T
contendo BSA (Sigma) a 1% (PBS-T-BSA 1%) para IgE e IgG4 por 1 h a 37°C; PBS-T
adicionado de 0,1% de BSA (PBS-T-BSA 0,1%) para IgG1 por 1 h a T.A; PBS com 5%
de leite desnatado em p6 (PBS-M) para IgA durante 2 h a 37°C; PBS-T com 2% de
leite desnatado em p6 (PBS-T-M) para IgG3 por 1 h a T.A. Apds este periodo de
bloqueio, as amostras de soro foram adicionadas em duplicata em volume de 50
uL/poco diluidas a 1:2 (IgE), 1:5 (IgG4, IgA) e 1:10 (IgG1, IgG3) por periodo de 2 h a
37°C para os anticorpos IgE, IgG1, 1gG3, IgG4 e por 1 h a 37°C para o anticorpo IgA.
Trés soros controle positivo e trés soros controle negativo foram incluidos em cada
placa, soros estes padrdes pertencentes a soroteca. Ap0s o ciclo de lavagem as placas
foram incubadas com anticorpo secundario anti-IgE humana biotinilado diluido a
1:1000 (KPL), anti-IgA, -IgG1, -1gG3, -IgG4 diluido a 1:1000 (Sigma) em volume de 50
uL/poco a 37°C por 1 h. Ao final foi adicionado o conjugado estreptavidina-
peroxidase (Sigma) em volume de 50 uL/poco diluido a 1:500 para IgE, IgG3, 1gG4
(Sigma) ou 1:1000 para IgA e IgG1 (Sigma) por 30 min a T.A. A revelacdo da reagao,
bem como a leitura da absorbancia foi realizada da mesma forma citada no Item
3.7.1. Os niveis de anticorpos foram expressos por meio do Indice ELISA (IE),

segundo a férmula:

DOi

IE = DO controle + 3.6

em que:

DOi = média da densidade 6ptica da amostra testada;
DO controle = média das densidades Opticas de trés amostras de soros controles
negativos;

8 = desvio-padrao das densidades 6pticas das amostras de soros controles negativos.
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Com os valores obtidos por meio desta férmula, os IE foram designados como

positivos para valores de IE > 1,2.

3.8 Cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos grupos com S-
IgE+ (n=12), S-IgE- (n=9) e CT (n=11) foram isoladas por centrifugacdo em gradiente
Ficoll-Hypaque (d=1,077 g/mL; Histopaque-1077, Sigma). Os 20 mL de sangue total
heparinizado coletado foram diluidos (v/v) em PBS estéril a T.A, com posterior
homogeneizacdo. Cuidadosamente, o sangue diluido foi dispensado sobre Ficoll-
Hypaque e submetido a centrifugacdo de 1000 x g a 21°C por 20 min. Apds a
centrifugacado, o plasma foi descartado e a nuvem celular de PBMCs foi coletada com
pipeta Pasteur e transferida para tubo de 15 mL, de forma que o volume final fosse
completado para 12 mL com PBS estéril gelado. A suspensao celular foi centrifugada
a 300 x g por 10 minutos a 4°C, e o pellet de células obtido foi novamente submetido a
este processo de lavagem por mais duas vezes com PBS estéril gelado. Ao final, o
sedimento celular foi ressuspenso em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) contendo
gentamicina a 40 ug/mL (Sigma) e soro fetal bovino a 5% (Gibco - Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, EUA). A suspensao celular foi mantida em banho de
gelo até a contagem das células viaveis, a qual foi realizada utilizando-se o corante
azul de Tripan 0,4% (Gibco) em camara hemocitométrica de Neubauer, e assim ao
final a suspensao celular foi diluida em meio completo na concentracdo de 2x10°
células/mL.

A suspensao celular obtida foi plaqueada em volume de 500 uL por pogo em
placas de 24 pogos, aos quais foram também adicionados 400 uL. de meio completo e
100 uL do mitégeno fitohemaglutinina (PHA, Sigma) a 50 ug/mL, ou extrato
alergénico de Dp a 100 ug/mL de forma que no volume final as concentracdes nos
pocos ficassem 5 ug/mL (PHA) e 10 ug/mL (Dp), ou somente meio completo como
controle da cultura. As células foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de COz
durante 4 dias. Ao final do periodo de incubagao o volume dos pogos foi transferido

em sua totalidade (sobrenadante e células) para tubos de polipropileno livres de
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DNAse e RNAse e centrifugados, de forma que obtivéssemos o sobrenadante e o
pellet de células. O sobrenadante da cultura foi coletado cuidadosamente e
armazenado a -80°C, ja os pellets de células foram submetidos ao processo de

extracao de RNA.

3.9 Dosagem de citocinas

Os niveis de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y) foram dosados no
sobrenadante da cultura de células e também nas amostras de soro pelo imunoensaio
ELISA sanduiche de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante (BD; R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA). Em resumo, placas de alta afinidade (Costar
Corning) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IL-4 e IL-10 a 1:250 a
4°C por 18 h e anti-IL-5, -IL-10, -IL-13, -IL-17 e -IFN-y diluidos a 1:180 a T.A por 18 h
em volume de 50 uL. Apés a incubagdo, foi realizado o processo de lavagem das
placas com PBS-T, sendo este procedimento realizado entre cada etapa.
Posteriormente, foi realizado o bloqueio dos sitios ativos da placa com PBS-T
adicionado de 10% de soro fetal bovino (PBS-T-SFB) para IL-4 e IL-10, ja para IL-5,
IL-13 e IL-17 foi utilizado PBS-BSA 1%, acrescido de NaNsa 0,05% para IFN-y em
volume de 150 uL por 1 h a T.A. Em seguida, as amostras de sobrenadante de cultura
ou soro, em paralelo com as diluicdes das curvas padrao foram adicionadas em
volume de 50 uLL durante 2 h a T.A. No passo posterior, para as citocinas IL-4 e IL-10
foi adicionado o anticorpo de deteccao a 1:1000 e 1:250, respectivamente. Sendo esta
diluicdo acrescida de estreptavidina-peroxidase a 1:250 sob incubagdo de 1 h a T.A
em volume de 50 uL por pogo. Anticorpos de deteccdo para as citocinas IL-5, IL-13,
IL-17 e IFN-y foram diluidos a 1:180 e entdo adicionados em volume de 50 uL por 2 h
a T.A. Ao final, foi colocada a estreptavidina-peroxidase diluida a 1:200 durante o
periodo de 20 min a T.A. Apés o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladas
com o kit TMB Substrate Reagent Set (BD), sendo a D.O. determinada em
espectrofotdmetro a 450 nm e 570 nm (filtro referéncia). Os valores obtidos foram
convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrdo por meio do software

Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad).
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3.10 Processo de extracao e quantificacao do RNA

3.10.1 Extracao do RNA

A extracdo de RNA (n=21, sendo 7 amostras de cada grupo) com
enriquecimento de miRNA foi feita com o miRNeasy Mini kit (Qiagen Ltd.,
Manchester, UK, Inglaterra). O pellet de células obtido da cultura de PBMC foi
submetido ao protocolo de extracdo de acordo com o proposto pelo fabricante.
Resumidamente, foi adicionado ao pellet 600 pL de tampao de lise contendo 0,01% de
B-Mercaptoetanol (Bio-Rad), mistura esta vortexada para auxiliar na lise celular.
Seguidamente, foi colocado 600 uL de etanol 70% com homogeneizacdo por
pipetagem, e entdo esta mistura foi aplicada na coluna conectada ao tubo de coleta,
para entdo ser submetida a centrifugacdo. O volume que passou pela coluna foi
descartado, e foi adicionado a mesma 700 pL do tampao de lavagem 1, com posterior
centrifugacdo. O volume eluido foi descartado e o processo de lavagem foi repetido
com o tampao de lavagem 2 por duas vezes.

Ao final do processo a coluna foi transferida para novo tubo de coleta e entdo
foi acrescentado 40 pL de 4gua livre de RNAse (fornecida pelo kit) diretamente na

membrana da coluna, a qual foi centrifugada para a eluigao do RNA.

3.10.2 Quantificacao e avaliacao da qualidade do RNA

A quantificacdo e avaliacdo da qualidade do RNA extraido foram realizadas
por meio da espectrofotometria e eletroforese em gel de agarose, respectivamente.
Primeiramente, amostras de RNA foram utilizadas em volume de 1 uL no aparelho
Nanodrop™ 1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, EUA) com leitura
a 260 nm e 280 nm. O grau de pureza das amostras foi verificado pela razao destas
duas absorbancias a qual indica a pureza do RNA quando se encontra entre 1,8 e 2,0,

valor este fornecido pelo equipamento, bem como o valor da concentracdo em

ng/uL.
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A integridade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 1% com adicdo da solucdo de formamida composta por &acido 4-
morfolinopropanosulfénico (MOPS; Sigma), formamida (Sigma) e 4gua. As amostras
foram misturadas ao tampao de amostra, o qual tem em sua composicao formamida
(Sigma), formaldeido (Vetec-Sigma), MOPS (Sigma) e azul de bromofenol (Bio-Rad),
posteriormente foram aquecidas em banho seco a 60°C para aplicacdo no gel. O gel
foi submetido a corrente elétrica de 100 V por 50 min, e ao final foi observado no
fotodocumentador (ImageQuant 300, GE Life Sciences Healthcare, Buckinghamshire,
UK, Inglaterra) de forma a visualizar e digitalizar a imagem do gel apresentando as

bandas 18S e 28S, as quais definem a qualidade do RNA extraido.

3.11 PCR em tempo real para citocinas

3.11.1 Transcricao reversa (RT)

A reacdo de RT foi realizada em dois passos, primeiramente foi feito o mix
composto por Random Hexamer Primer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, EUA), dNTPs a 10 mM (Thermo Fisher), RNA a 10 ng e d4gua, mistura esta que
foi colocada no termociclador (GenePro, Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd.,
Binjiang, Zhejiang, China) por 5 min a 65°C, conforme especificacdo do fabricante.
Retirados os tubos do termociclador, foi entdo acrescentado o mix composto por
MgCl, a 25 mM, transcriptase reversa (50U), tampao da transcriptase reversa 5x,
inibidor de RNase (1U) e 4gua livre de nuclease. Os tubos foram novamente
colocados no termociclador (Bioer) sob programacao de 10 min a 25°C, 1 h a 42°C e 10
min a 70°C. Finalizado este processo as amostras de cDNA foram estocadas a -20°C
para serem utilizadas nas reagdes de qPCR (reagdo quantitativa em tempo real em

cadeia da polimerase).

3.11.2 gPCR

As reacdes de qPCR tendo como alvos as citocinas foram realizadas com os

primers (Gene ID listados abaixo) e sondas 6-carboxifluoresceina - FAM (MGB,
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minor groove binder) do sistema inventoriado Tagman Gene Expression Assay

(Applied Biosystems - Life Technologies Co., Carlsbad, CA, EUA):

- IL-5 (Hs00174200_m1): Gene ID - 3567, amplicon 87 pb
- IFN-y (Hs00989291_m1): Gene ID - 3458, amplicon 73 pb
- TGF-p (Hs00610319_m1): Gene ID - 7046, amplicon 126 pb

- Actina (Hs03023943_g1): Gene ID - 60, amplicon 96 pb

Previamente, foram feitas curvas de eficiéncia para os alvos citados acima de
maneira que obtivéssemos slope, R? e porcentagem de eficiéncia similar entre o alvos
e o controle endégeno actina, bem como a definicio da melhor concentracdo de
cDNA a ser utilizada. Para tanto, foi adicionado ao eppendorff a mistura composta por
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), primer e sonda Tagman
Gene Expression Assay (Applied Biosystems), amostra de cDNA em diferentes
concentragdes (20 ng a 0,3 ng) e 4gua em volumes determinados pelo fabricante. As
curvas foram compostas por 7 pontos de dilui¢do e foram adicionadas em triplicata
em placas de PCR de 96 pocos (Applied Biosytems). A reagao foi por fim realizada no
equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) sob condicdes
padrao.

Desta forma, por meio das curvas de eficiéncia que apresentaram valores de
slope, R? e porcentagem de eficiéncia dentro dos intervalos desejaveis, definimos que
a melhor concentracdio de c¢cDNA para utilizarmos foi o 4° ponto de diluicao
correspondente a 2,5 ng de cDNA. Assim, as amostras obtidas da cultura celular sob
estimulo de Dp pertencentes aos grupos S-IgE+ (n=4), S-IgE- (n=4) e CT (n=4) foram
submetidas a qPCR em triplicata, tendo como amostra referéncia o cONA obtido das
células ndo estimuladas, e como controle endégeno a actina, para que a quantificacdo

relativa fosse calculada de acordo com o método 2 -24Ct (BUSTIN et al., 2009).

3.12 Predicao de alvos dos miRNAs
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A literatura tem reportado o ntiimero crescente dos miRNAs descobertos, e o
envolvimento dos mesmos em diferentes doencas. Assim, foi feito levantamento
bibliogréfico dos principais miRNAs envolvidos em doencas alérgicas tipicas do
perfil Th2, sendo levado em conta a metodologia que estes estudos realizaram, uma
vez que queriamos um amplo screening de miRNAs para que pudéssemos escolher os
que apresentassem expressao relativa alterada. Desta forma, os miRNAs mais citados

no envolvimento com doengas alérgicas estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2. miRNAs com seus respectivos papéis funcionais na resposta imune alérgica.

miR - 21 Aumento da expressdo contribui com a polarizacao (LU; MUNITZ;
para o perfil Th2 ROTHENBERG, 2009)
miR -21  Aumento da expressao es.ta a§§0c1ado positivamente a (LU et al., 2013)
eosinofilia
miR - 21 Regulacdo da producao de IgE via aumento do

1., 201
receptor para TGF-f (CHEN et al,, 2010)

. Acao antagonica suprime a funcdo efetora de células
miR-126  Th) e o desenvolvimento de doenca alérgica das vias (MATTES et al., 2009)
aéreas via supressdo do fator de transcrigido GATA 3

miR -126 Expressdo alterada em pacientes com asma ou rinite ~ (SUOJALEHTO et al., 2014)

Diante disto, fizemos a predi¢do dos possiveis alvos dos miRNAs listados na
Tabela 2 baseada no reconhecimento da sequéncia do miRNA com a sequéncia do
RNA mensageiro dos possiveis alvos por meio do site <www.microrna.org> com o
objetivo de certificar os potenciais alvos do miR-21 e do miR-126 que podem estar

envolvidos na modulacdo da resposta alérgica.

3.13 PCR em tempo real para miRNAs

3.13.1 RT por stem-loop primer

Os miRNAs possuem pequeno tamanho, e desta forma precisam de algumas
alteracdes na reacdo de RT para serem transcritos em cDNA, por isto os primers
utilizados nesta reacdo possuem uma modificagdo chamada stem-loop, ilustrada na

Figura 3.
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miRNA RT primer

Step 1:
Stem-loop RT

LILRRERR Rt il ’
cDNA

Figura 3. Esquema da forma e agdo do stem-loop primer. Fonte: CHEN et al. Real-time
quantification of microRNAs by stem-loop RT-PCR. Nucleic acids research, v. 33, 2005.

A reacdo RT foi realizada com o TagMan MicroRNA Assay (Applied
Biosystems), kit este composto por mix de dNTPs, transcriptase reversa e inibidor de
RNase. Estes reagentes foram combinados e ao fim foi adicionado dgua, RNA a 10 ng
e o RT primer (stem-loop RT) especifico para cada alvo, contido no kit TagMan Small

RNA assay (Applied Biosystems), como demonstrado abaixo:

- Sequéncia do miR-21 stem-loop:
UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGG
CAACACCAGUCGAUGGGCUGUCUGACA

- Sequéncia do miR-126 stem-loop:
CGCUGGCGACGGGACAUUAUUACUUUUGGUACGCGCUGUGACACU
UCAAACUCGUACCGUGAGUAAUAAUGCGCCGUCCACGGCA

- Sequéncia do small nuclear U6 stem-loop (RNU6B):
CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

Todos os constituintes da reacdo citados anteriormente foram adicionados em
volumes e concentracdes pré-determinados pelo fabricante. Foram entao levados ao
termociclador (Bioer) de acordo com a seguinte programacdo: 30 min a 16°C, 30 min
a 42°C e 5 min a 85°C. Retirados os tubos do termociclador, as amostras foram entao

estocadas a -20°C para serem utilizadas nas reacdes de qPCR.
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3.13.2 qPCR

Assim como na qPCR para citocinas, foram feitas curvas de eficiéncia para os
miRNAs de forma que os valores de slope, R? e porcentagem de eficiéncia fossem
proximos entre os miRNAs e o controle endégeno RNU6B. As curvas de eficiéncia
foram relevantes também para determinarmos a concentracio de cDNA a ser
utilizada nas rea¢des de qPCR das amostras alvo.

Logo que as curvas de eficiéncia foram padronizadas, procedemos as reacoes
de gPCR, a qual foi realizada com TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems), dgua, amostra de cDNA, primer e sonda Tagman Small RNA Assay
(Applied Biosystems) especifica para cada alvo em volumes e concentracoes

indicados pelo fabricante. Abaixo as sequéncias dos alvos e controle endégeno:

- hsa-miR-21-5p
miRBase Accession Number: MIMAT0000076
Sequéncia (Mature miRNA): UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

- hsa-miR-126-5p
miRBase Accession Number: MIMAT0000444
Sequéncia (Mature miRNA): CAUUAUUACUUUUGGUACGCG

- RNU6B
Accession Number: NR_002752
Sequéncia: CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTIT

O mix e as amostras foram entdo plaqueados em triplicata e a reacdo foi
realizada sob condicdes de tempo e temperatura padrao (7500 Real-Time PCR System
- Applied Biosystems). Os valores de quantificagdo relativa foram calculados da
mesma forma citada anteriormente (Item 3.11.2), a qual considerou as amostras
referéncia (cDNA obtido de células ndo estimuladas) e o controle endégeno RNU6B

na férmula 2 -2A4Ct (BUSTIN et al., 2009).
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3.14 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism
versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). As diferengas observadas
em geénero, sintomas e positividade ao TCP foram avaliadas por meio do teste Chi-
quadrado (x?). Ja as diferencas na idade, tamanho médio de papula e IgE especifica
foram avaliadas com o Teste Kruskal-Wallis com pos-teste de comparacdo multipla
de Dunn, o qual foi utilizado também para examinar todas as possiveis diferengas
entre os grupos S-IgE+, S-IgE- e CT.

Para o grafico da assinatura de citocinas identificamos o maior valor dentro
dos grupos em relacado a citocina, e entdo normalizamos os outros valores baseados
neste valor. Desta forma a frequéncia (%) foi calculada baseada nestes dados

normalizados. Valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.

3.15 Procedimentos de biosseguranca

A conduta pessoal adequada dentro de ambientes laboratoriais, foi posta em
pratica de forma a realizar todos os procedimentos de acordo com as normas
exigidas para o manuseio de amostras biolégicas fazendo o uso dos equipamentos de

seguranca individual e coletivo compativeis (MINEO et al., 2005).
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4.1 Caracterizacao demografica e clinica dos pacientes

Os oitenta e dois individuos selecionados para comporem o estudo que se
enquadraram nos critérios éticos e seletivos definidos em Material e Métodos (Item
3.1), foram distribuidos nos grupos rinite com sintomatologia e presenca de (S-IgE+),
rinite com sintomatologia e auséncia de IgE (S-IgE-) e individuos controle (CT)
segundo historico clinico de sintomas quando expostos a dcaros da poeira domiciliar,
TCP e IgE sérica especifica. As caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos

incluidos no estudo estio demonstradas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos incluidos no estudo.
Caracteristicas demograficas

Parametro S-IgE+ S-IgE- CT Valor de P
N 32 19 31
Género (%) <0.00012
Homem 41 16 39
Mulher 59 84 61
Todos <0.05b
. ) ) ) S-IgE+ X S-IgE- <0.05P
Idade (intervalo) 24 (21-34) 41 (18-56) 25 (18-58) S-IgE+ X CT ns
S-IgE- X CT <0.05P
Parametro S-IgE+ S-IgE- CT Valor de P
Sintomas¢ (%) 100 100 0 <0.00012
TCP (%) 100 0 0 <0.00012
Todos <0.0001b
Papula 6 0 0 S-IgE+ X S-IgE- <0.0001"
(mediana, mm) S-IgE+ X CT <0.0001"
S-IgE- XCT nsb
Todos <0.0001b
gy S-IgE+ X S-IgE- <0.0001P
IgE especifica (IE) 2.8 0.7 0.9 S-IgE+ X CT <0.0001b
S-IgE- XCT nsb

aTeste Chi-quadrado;

bKruskal-Wallis com Teste de Comparac¢do multipla de Dunn;

<Sintomas definido como qualquer manifestagdo clinica classica de rinite quando exposto a dcaros da
poeira domiciliar tais como espirros em salva, coriza, prurido nasal, obstrugdo nasal;

TCP, teste cutaneo de puntura; Dp, Dermatophagoides pteronyssinus; S-IgE+, rinite com sintomatologia e
presenca de IgE; S-IgE-, rinite com sintomatologia e auséncia de IgE; CT, individuo saudavel; ns, nao
significativo.

Podemos observar que pacientes do sexo feminino foram mais frequentes nos

trés grupos (P < 0,0001), com média de idade maior no grupo S-IgE- quando
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comparado aos dois outros grupos (P < 0,05). A positividade do TCP, bem como a
média de pédpula foi maior e estatisticamente significante (P < 0,0001) no grupo S-
IgE+ quando comparados aos grupos S-IgE- e CT, da mesma forma para a
soropositividade de IgE especifica para Dp, que apresentou valores significantes
(mediana 2,8; P < 0,0001) comparado aos valores do grupo S-IgE- (mediana 0,7) e CT
(mediana 0,9).

Em relacdo aos sintomas, houve diferenca estatisticamente significante entre
os grupos S-Igé+ e CT (P < 0,0001), bem como entre os grupos S-IgE- e CT (P <
0,0001), sendo esta andlise baseada na presenca de sintomas de rinite alérgica como
espirros em salva, coriza, prurido nasal, obstrucdo nasal quando expostos a acaros da

poeira domiciliar ou na auséncia dos mesmos.

4.2 Quantificacao dos alérgenos

O extrato bruto de Dp foi analisado quanto a dosagem protéica, e também foi
feita a quantificacdo dos dois principais grupos (Der p 1 e Der p 2) de alérgenos
presentes no 4caro responsaveis pela sensibilizacdo dos individuos. A dosagem
protéica do extrato foi de 3 mg/mL. Ja os alérgenos Der p 1, uma cisteina protease
com peso molecular de 24 kDa (www.allergen.org) foi de 152 ng/mlL, e Der p 2 da
familia da NPC2 (Niemann-Pick C2) que apresenta peso molecular de 15 kDa
(www.allergen.org) foi de 127 ng/mL.

4.3 Niveis de IgE, IgG1, IgG3, IgG4 e IgA ao extrato de Dp

No presente estudo foi investigado os niveis de IgE, 1gG1, 1gG3, IgG4 e IgA
especificos a Dp pelo imunoensaio ELISA nos grupos S-IgE+, S-IgE- e CT (Fig. 4 e 5).
Os niveis e a soropositividade de IgE ao extrato de Dp foram significativamente
maiores (P < 0,0001) no grupo S-IgE+ (mediana IE = 2,8; 100%) do que nos grupos S-
IgE- (mediana IE = 0,7; 0%) e CT (mediana IE = 0,9; 0%) como mostrado na Figura
4A. Resultados similares foram encontrados para IgG4, para esta subclasse de IgG
tanto os niveis do anticorpo quanto a soropositividade também foram maiores (P <

0,0001) nos individuos do grupo S-IgE+ (mediana IE =1,3; 53%), quando comparados
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aos outros grupos (S-IgE- mediana IE= 0,4; 16%; CT mediana IE = 0,6; 6%) ilustrado
na Figura 4B. A dosagem do anticorpo IgG3 (Fig. 4C) demonstrou niveis
significantemente maiores (P < 0,05) somente entre os grupos S-IgE+ (mediana IE =
1,8, 69%) e CT (mediana IE = 1,2; 52%). Ja os niveis de IgG1 e IgA especificos a Dp
nao mostraram diferencas significantes entre os grupos. O anticorpo da subclasse I
da IgG apresentou niveis medianos maiores que o valor estabelecido para o cut off,
com soropositividade alta para todos os grupos (S-IgE+ mediana IE = 1,8; 72%, S-IgE-
mediana IE = 1,9; 74%, CT mediana IE = 2,2; 68%) como mostrado na Figura 5A. A
mensuracdo dos niveis de IgA revelou niveis médios bem elevados em todos os
grupos assim como a soropositividade (S-IgE+ mediana IE = 54; 97%, S-IgE-
mediana IE = 5,3; 100%, CT mediana IE = 5,1; 94%) ilustrado na Figura 5B.

As correlagdes entre os niveis de anticorpos especificos a Dp dentro dos
grupos foram realizadas com o teste de correlacdo de Spearman. Nesta andlise
encontramos valores de correlagdo com significancia (P< 0,05) nos trés grupos (Fig.
6). No grupo S-IgE+ foi encontrada correlagao (r = 0,489; P< 0,05) entre os indices de
IgE e IgG4 (Fig. 6A). No grupo de individuos S-IgE- foram encontradas correlagdes
entre os niveis de IgE e IgA (r = 0,613 ; P< 0,05) como mostrado na Figura 6B, e IgG1
e IgG4 (r = 0,651; P< 0,05 ) representados na Figura 6C. Nos individuos controle (CT),
demonstramos correlagao negativa entre IgE e IgG3 (r = -0,501; P< 0,05; Fig. 6D).
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Figura 4. Niveis de anticorpos IgE, IgG4 e IgG3 especificos a Dermatophagoides pteronyssinus (Dp)
expressos em indice ELISA (IE) em soros dos pacientes do grupo S-IgE+ (n = 32), pacientes do
grupo S-IgE- (n = 19) e individuos controle (n = 31). (A) IgE; (B) IgG4; (C) IgG3. As medianas
sdo indicadas por barras horizontais e o limiar de positividade (cut off ) esta representado
pela linha tracejada (IE = 1,2). ***P < 0,0001, **P < 0,05 determinado pelo teste Kruskall-Wallis
com poés-teste de comparacgdao maltipla de Dunn.
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Figura 5. Niveis de anticorpos IgGl e IgA especificos a Dermatophagoides pteronyssinus (Dp)
expressos em indice ELISA (IE) em soros dos pacientes do grupo S-IgE+ (n = 32), pacientes do
grupo S-IgE- (n = 19) e individuos controle (n = 31). (A) IgG1 e (B) IgA. As medianas sédo
indicadas por barras horizontais e o limiar de positividade (cut off ) esta representado pela
linha tracejada (IE = 1,2). ***P < 0,0001, **P < 0,05 determinado pelo teste Kruskall-Wallis com
pOs-teste de comparagdo multipla de Dunn.
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Figura 6. Correlagdo entre os niveis de IgE, IgGl, IgG3, IgG4 e IgA especificos a Dp

mensurados por ELISA no soro dos pacientes do grupo S-IgE+ (n=32), S-IgE- (n=19) e
individuos controle CT (n=31). (A) IgE X IgG4 (S-IgE+); (B) IgE X IgA (S-IgE-); (C) IgG1 X
IgG4 (S-IgE-) e (D) IgE x IgG3 (CT). As linhas tracejadas indicam os valores de cut off (IE =
1,2) determinantes da positividade no ELISA. As porcentagens (%) de duplo-positivo, duplo-
negativo ou positivo a apenas um dos anticorpos estdo indicadas nos respectivos quadrantes
dos graficos. O coeficiente de correlacao (r) foi calculado por meio do teste de correlagdo de
Spearman; P < 0,05.
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4.4 Perfil de citocinas no sobrenadante de cultura e soro

Para melhor compreendermos os mecanismos envolvidos na sintomatologia
dos pacientes do grupo S-IgE- mensuramos citocinas do perfil Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4,
IL-5, IL-13), Th17 (IL-17) e Treg (IL-10) tanto no sobrenadante de cultura de PBMCs
sob diferentes estimulos (PHA e Dp) e meio (baseline) como ilustrado na Figura 7,
quanto em amostras de soro dos mesmos individuos testados na cultura de células
(Fig. 9). Nossos resultados para as dosagens no sobrenadante de cultura
demonstraram ndo haver diferenca entre os grupos para IL-4, mesmo sob o estimulo
PHA (Fig. 7A). Entretanto, foi encontrado niveis significantemente maiores para IL-5
sob o estimulo Dp no grupo S-IgE+ (mediana 31, P < 0,05) quando comparado aos
grupos S-IgE- (mediana 17) e CT (mediana 17), assim como em relacdo ao baseline
(Fig. 7B). Baixos niveis de IL-10 foram observados sob o estimulo Dp em todos os
grupos quando comparados ao meio, sendo que ndo foi observada significancia
nestes niveis, ja sob o estimulo do mitégeno foram encontrados indices elevados para
IL-10 (P < 0,0001) em todos os grupos quando comparados ao controle (Fig. 7C). A
citocina IL-13 apresentou valores aumentados nos grupos somente quando as
PBMCs foram estimuladas com PHA, particularmente os grupos S-IgE+ e CT,
contudo quando o estimulo utilizado foi o Dp, nao foi observada nenhuma diferenca
quando os valores foram comparados ao meio (Fig. 7D). Na dosagem de IL-17, foi
notado valores estatisticamente significantes apenas quando utilizamos o mitégeno
nos grupos S-IgE+ e S-IgE- (P < 0,05), mas ndo foi encontrada diferenga no grupo CT
quando estimulado com PHA e nem entre os grupos sob o estimulo Dp (Fig. 7E). Por
fim, na dosagem de IFN-y, os niveis foram mais elevados sob o estimulo PHA (P <
0,0001), diferente do estimulo Dp que apresentou niveis similares ao baseline (Fig. 7F).

As assinaturas das citocinas foram comparadas para caracterizar o padrao das
citocinas secretadas para cada grupo (PINHEIRO et al., 2013). Brevemente, a anélise
comparativa da assinatura das citocinas secretadas por PBMCs foi feita com o valor
da mediana global para cada citocina levando em consideragao os dados de todos os

grupos. A frequéncia ascendente das citocinas secretadas pelos individuos dos
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grupos S-IgE+, S-IgE- e CT foi determinada, e valores acima de 50% foram

considerados relevantes (Fig. 8).
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Figura 7. Niveis de citocinas no sobrenadante de cultura de PBMCs de 36 individuos distribuidos em

trés grupos (S-IgE+ = 15, S-IgE- = 11 e CT = 10). Células foram estimuladas com PHA (5
pg/mL), Dp (10 pg/mL) e somente meio (baseline) por 4 dias. (A) IL-4; (B) IL-5; (C) IL-10; (D)
IL-13; (E) IL-17; (F) IFN-y. Os dados estdo expressos em picogramas/mL obtidos para cada
paciente e representados como mediana (barras representam mediana com intervalo
interquartil). Letras diferentes (a, b) indicam diferenga significante entre os grupos para cada
estimulo e valores de *** P < 0,0001; ** P < 0,05 indicam niveis de significdncia em relagdo ao
meio (baseline) para cada grupo de pacientes, dados estes determinados pelo teste Kruskall-
Wallis com pds-teste de comparagdo multipla de Dunn.
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Figura 8. Frequéncia (%) das citocinas no sobrenadante de cultura de PBMCs sob estimulo de Dp de
36 individuos distribuidos em trés grupos (S-IgE+ = 15; S-IgE- = 11; CT = 10). Os valores
medianos das frequéncias foram plotados em ordem crescente de forma a demostram a
predominancia das citocinas nos diferentes grupos.
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Figura 9. Niveis de citocinas no soro de 36 individuos distribuidos em trés grupos (S-IgE+ =15, S-IgE-

=11 e CT = 10). Os dados das citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y estdo expressos
em picogramas/mL obtidos para cada paciente e representados como mediana (barras
representam mediana com intervalo interquartil). Os dados foram determinados pelo teste
Kruskall-Wallis com p6s-teste de comparacdo multipla de Dunn.
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Os niveis de citocinas presentes no soro foram dosados de forma pareada as
amostras da cultura celular. Foi demonstrado niveis baixos e similares entre os
grupos, sendo que estes valores ndo demonstraram diferenca estatisticamente
significante para nenhuma citocina mensurada (Fig. 9).

A andlise comparativa foi realizada entre os valores medianos dos niveis de
citocinas no sobrenadante de cultura de PBMCs (sem estimulo) e soro dos individuos
dos trés grupos (Fig. 10). Foi possivel constatar que os niveis das citocinas presentes
no soro tiveram tendéncia a serem mais elevados do que os niveis presentes no
sobrenadante de cultura de PBMCs nos grupos S-IgE+ (Fig. 10A), S-IgE- (Fig. 10B) e
CT (Fig. 10C), com excecao da citocina IL-13 que apresentou tendéncia a ter o nivel
mais elevado no meio (S-IgE+ mediana = 113; S-IgE- mediana = 96 e CT mediana =

110 ) do que no soro (S-IgE+ mediana = 60; S-IgE- mediana = 60 e CT mediana = 69).
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Figura 10. Niveis de citocinas no soro e no sobrenadante de cultura (SC) de 36 individuos
distribuidos em trés grupos (A) S-IgE+ = 15, (B) S-IgE- = 11 e (C) CT = 10. Os dados das
citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-Y estdo expressos em picogramas/mL obtidos
para cada paciente e representados como mediana. Os valores medianos dos niveis de
citocinas no soro e meio foram interpolados para comparacao da secregdo das citocinas pelas
células e dos niveis presentes no soro.

4.5 Analise quantitativa e qualitativa do RNA

O RNA extraido foi avaliado quantitativamente em relacdo a concentragao, a
qual apresentou valores entre 50 e 231 ng/uL, e também por meio da razdo (260/280
nm), com valores entre 1,8 e 2,0 o que indica RNA de qualidade (Tabela 4).

Ap6s a dosagem quantitativa do RNA, avaliamos também a qualidade do
mesmo por meio da eletroforese em gel de agarose 1%, e desta forma validamos de
maneira qualitativa os dados quantitativos obtidos. Na Figura 11 estd presente as
amostras representativas dos grupos S-IgE+ (Fig. 11A), S-IgE- (Fig. 11B) e CT (Fig.
11C) com a marcacdo das duas subunidades ribossomais, bandas mais intensas sao
observadas na coluna A uma vez que foi carregado no gel volume de 2 uL, sendo que
as concentracdes sdo varidveis entre as amostras, e as mesmas nao foram

normalizadas previamente.
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Tabela 4. Concentragdo de RNA extraido das amostras dos grupos S-IgE+ (n =7), S-IgE- (n=7) e CT
(n = 7) obtidas de cultura de PBMCs sob estimulo Dp; e de amostras obtidas de cultura sem

estimulo (controle) dos grupos S-IgE+ (n = 7), S-IgE- (n = 7) e CT (n = 7) por 4 dias a 37°C e 5%

de COZ.
‘ Grupos Amostras [ ]1ng/uL ‘ Razao 260/280 nm
1 54 1,9
= 2 61 1,9
a 3 150 2,0
* 4 203 2,0
Cy 5 155 2,0
W 6 123 2,0
7 180 2,0
8 50 1,9
S 9 88 1,9
= 10 100 2,0
g 11 155 2,0
= 12 122 1,9
; 13 147 2,0
14 118 2,0
15 231 2,0
= 16 91 2,0
=) 17 112 2,0
& 18 99 2,0
2P 19 92 2,0
n 20 143 2,0
21 171 2,0
22 173 1,9
° 23 157 2,0
§ 24 103 1,9
= 25 89 2,0
C) 26 73 1,9
B 27 113 2,0
28 99 1,9
29 57 1,9
30 61 1,8
= 31 73 1,8
e 32 126 2,0
3 33 123 1,9
34 135 2,0
35 109 1,9
36 50 1,9
- 37 45 1,9
2 38 52 2,0
2 39 93 2,0
- 40 9% 1,9
© 41 70 1,9
42 89 2,0
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Figura

11. Avaliacdo da integridade das amostras de RNA por eletroforese em gel de agarose a 1%.
As amostras representativas de cada grupo (A) S-IgE+, (B) S-IgE- e (C) CT obtidas de células
de cultura sob estimulo Dp, foram carregadas no gel e submetidas a corrida eletroforética a
100 V por 50 min, ao final a imagem do gel foi digitalizada e demonstrou a presenca das
subunidades ribossomais 185 e 28S.

4.6 RT-qPCR para citocinas

Com a finalidade de analisarmos a quantificagdo relativa (RQ) das citocinas do
perfil Th2 (IL-5), Th1 (IFN-y) e Treg (TGF-f), realizamos a RT-qPCR com o intuito de
detectarmos diferencas entre os grupos (Fig. 12). Assim, demonstramos que os niveis
de expressao relativa da citocina IL-5 apresentou valores significativamente maiores
(P <0,05) no grupo S-IgE+ (mediana 14,7) tanto em relagdo ao grupo S-IgE- (mediana
3,0) quanto em relacdo ao grupo CT (mediana 1,6) representados na Figura 12A. Em
relacdo a expressdao da citocina IFN-y, notamos que a significAncia na expressao
ocorreu somente entre os grupos S-IgE+ e CT (Fig. 12B). J4 a quantificacdo relativa

de TGF-f representada na Figura 12C, nos mostra a significancia (P < 0,05) no valor

do grupo S-IgE- quando comparado aos grupos S-IgE+ e CT.
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Figura 12. Niveis de expressdo relativa das citocinas Th2 (IL-5), Th1l (IFN-y) e Treg (TGF-f) em
amostras extraidas de células da cultura de PBMCs sob estimulo de Dp dos trés grupos (S-
IgE+ n = 3, S-IgE- n = 3 e CT n = 3). Os dados foram determinados pelo método 2 -44Ct usando
como amostra referéncia o cDNA de células ndo estimuladas, e como controle endégeno
actina. Os dados foram determinados pelo teste Mann-Whitney One-tailed, ** P < 0,05.
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4.7 RT-qPCR para miRNAs

Observado a predicao de vérios possiveis alvos dos miRNAs (21 e 126) ligados
a resposta imune alérgica, analisamos a expressao relativas dos miRNAs com
objetivo de detectar possiveis diferencas na RQ dos grupos. Com a utilizagdo da
metodologia PCR em tempo real, foi possivel analisar a quantificagdo relativa dos
miRNAs 21 e 126, de forma que obtivéssemos os valores dos diferentes grupos. Nas
amostras analisadas, nao foi possivel encontrarmos diferenca significativa nos niveis

de expressao do miR-21 e do miR-126 entre os grupos.

g. IM SigE+ [ s-ge- [ CT

RQ (miR-21)
+

RQ (miR-126)
Iy

Figura 13. Quantificagdo relativa do miRNA-21 e miRNA-126 por RT-qPCR. Amostras dos grupos (S-
IgE+ (n=4), S-IgE- (n=4) e CT (n=4) obtidas de células de cultura de PBMCs sob estimulo Dp,
foram normalizadas (com as respectivas amostras referéncia que foram células obtidas de
cultura sem estimulo), e o gene endégeno RNU6B . Os dados foram determinados pelo teste
Mann-Whitney One-tailed.
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No presente estudo, investigamos as respostas imunolégicas de pacientes dos
grupos S-IgE+, S-IgE- e CT por meio da quantificacdo de anticorpos especificos (IgE,
IgGl1, IgG3, 1gG4 e IgA), dos niveis de citocinas do perfil Thl (IFN-y), Th2 (IL-4, IL-5,
IL-13), Th17 (IL-17) e Treg (IL-10), da expressao relativa do RNAm de citocinas (IFN-
Y, IL-5 e TGF-B) e de miRNAs (21 e 126) em PBMCs estimulados com extrato bruto de
D. pteronyssinus.

Os dados demogréficos demonstraram diferenca na média de idade dos
grupos de pacientes S-IgE+ e CT, sendo os valores de ambos significativamente
menores em relacdo aos pacientes S-IgE- (24 vs 41; 25 vs 41) com predominancia do
género feminino nos trés grupos, o que foi também encontrado em trabalhos
similares (DI LORENZO et al., 2011). Estudos demonstram que os sintomas da rinite
podem ser agravados em resposta ao esfor¢o das mulheres na realizacdo de multiplas
tarefas, diante disto as queixas sométicas relatadas podem ser compativeis com o seu
papel multifuncional. Outro fator relevante é a maior suscetibilidade das mulheres a
aspectos sociais dos sintomas da rinite, que interferem na rotina e assim a maior
rapidez na tomada de ac¢des no sentido de prevenir ou aliviar os sintomas (RYDEN;
ANDERSSON; ANDERSSON, 2004).

A prevaléncia dos sintomas no trato respiratério superior apresentou valores
significativamente maiores em pacientes do grupos S-IgE+ e S-IgE- comparados ao
grupo CT, isto pode ser explicado pois a resposta classica Th2 ja bem caracterizada
em pacientes S-IgE+ acarreta a indugao da produgao do anticorpo IgE por meio da
exposicdo a alérgenos de acaros da poeira domiciliar, tornando-se um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas respiratérias em
individuos com predisposicdo genética, particularmente rinite e asma (BARNES;
MARSH, 1998a). Entretanto, apesar dos pacientes S-IgE- exibirem sintomas
respiratorios cronicos particularmente classicos da rinite como espirros em salva,
coriza, prurido nasal e obstrucdo nasal similares aos individuos do grupo S-IgE+, ha
ainda o questionamento do agente causal e da auséncia de IgE especifica com
relevancia clinica a aeroalérgenos, valores estes mensurados por meio de métodos de

diagnostico convencionais como TCP e testes sorologicos (LIEBERMAN;

PATTANAIK, 2014, RONDON et al.,, 2007). Portanto, é de grande importancia

Juliana Silva Miranda



DISCUSSAO 72

investigarmos outros mecanismos envolvidos na patogénese dos pacientes S-IgE-,
além do mecanismos classicos que estdo presentes na resposta do perfil Th2.

Os dados obtidos do TCP em relacdo aos grupos S-IgE+, S-IgE- e CT
indicaram medianas significativamente maiores das papulas em pacientes
pertencentes ao grupo S-IgE+ quando comparadas as dos grupos S-IgE- ou CT,
contudo ndo houve diferenca entre os grupos S-IgE- e CT. Estudos prévios
mostraram que apesar de pacientes S-IgE- apresentarem testes cutaneos negativos e
niveis de IgE total e especifica baixos ou ndo detectaveis, eles podem desenvolver
sintomas nasais em testes de provocacao nasal utilizando varios alérgenos, incluindo
acaros da poeira domiciliar (CARNEY et al, 2002, RONDON et al., 2007; SIN;
TOGIAS, 2011). No entanto, a relevancia dos alérgenos de Dp no desencadeamento
destas respostas imunolégicas, do possivel envolvimento na producdo de outras
classes de anticorpos além de IgE, na producdo e liberacao de citocinas e regulacao
da expressdao de miRNAs, ainda ndo estd bem estabelecida nos pacientes S-IgE-.

Adicionalmente, foi realizada a avaliagdo da soropositividade a alérgenos de
Dp pelo imunoensaio ELISA, o qual revelou niveis significantemente maiores de
anticorpos IgE e IgG4 Dp-especificos em pacientes S-IgE+ comparados aos pacientes
S-IgE- ou CT. Isto pode ser corroborado pela bem caracterizada resposta do tipo Th2
que desencadeia a producao tanto de anticorpos IgE quanto de anticorpos IgG
especialmente IgG4, sendo que estudos ja@ mencionaram a associacdo na producao de
IgE e IgG na resposta imune atépica, especialmente no caso de alérgenos de acaros e
polens (AALBERSE, 2000). A andlise do anticorpo da subclasse IgG3 demonstrou
indices maiores com significdncia estatistica no grupo S-IgE+ apenas quando
comparado ao grupo CT, ja a subclasse IgG1 apresentou alta soropositividade nos
trés grupos, com altos niveis de anticorpos. Estudo prévio realizado com o objetivo
de elucidar o papel diferencial da IgG1 e IgG3 por meio dos receptores FcyR (FcyRI,
FcyRII e FcyRII), demonstrou que estas subclasses sem ligam com maior avidez a
estes receptores, e esta ligacdo promove diferentes respostas imunolégicas, uma vez
que estdo presentes principalmente em células como macréfagos, granulécitos,
mondcitos, células B e NK e em algumas células T, desencadeando assim respostas

como citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e o clearence,
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contribuindo assim para elaborar a resposta imune e neutralizar os diferentes
antigenos (ROZSNYAY et al., 1989).

Os anticorpos IgA foram também dosados nos trés grupos e os niveis
encontrados foram altos em todos eles, ndao demonstrando diferenca estatistica
significante. A imunoglobulina IgA, principalmente a secretora tem mostrado papel
na mediacdo da desgranulacdo de eosinéfilos in vitro, além disto o aumento da
expressdo dos receptores de IgA nos eosinéfilos em individuos alérgicos tem sido
relatado, sendo corroborado por estudos que apontam o papel da IgG ou IgA na
inflamacdo das vias aéreas de asmaticos via eosinéfilos (MONTEIRO et al., 1993).
Contrério a isto, estudos demonstram que a presenca de IgA especifica a Dp no soro
de pacientes com rinite alérgica pode estar relacionada a mecanismos
imunoreguladores que agem na ativagao de células T reguladoras (Treg) produtoras
de TGF-B de forma a reduzir as reacdes alérgicas (JUTEL et al., 2003), o que vai ao
encontro com nossos achados, que demonstraram altos niveis de IgA em todos os
grupos estudados, revelando a importancia da resposta imune de mucosa aos
aeroalérgenos, a qual leva a produgdo de IgA secretéria mesmo em individuos
saudaveis, assim como em pacientes do grupo S-IgE-. Assim, esses dados reforcam
que alérgenos de acaros da poeira domiciliar inalados estimulam respostas imunes
mediadas por IgE em pacientes alérgicos, mas podem também induzir a proliferacao
de células T e citocinas Th1l/Th2 mesmo na auséncia de sintomas, uma vez que
individuos saudaveis sao capazes de produzir anticorpos IgG alérgeno-especificos,
mas ndo anticorpos IgE (HALES et al., 2006).

Estudos tém mostrado que a inflamagdo da mucosa nasal com um fenétipo
leucécito-linfécito em pacientes com rinite alérgica persistente apresentou
similaridades com pacientes com rinite ndo alérgica persistente, que demonstraram
presenca de IgE nasal especifica e teste de provocacdo nasal positivo utilizando
alérgenos de Dp. Este fato levanta a hip6tese de uma nova forma de manifestagao
alérgica localizada na auséncia de atopia sistémica (RONDON et al., 2007), ja que é
bem conhecido que IgE especifica é uma importante classe de imunoglobulina na
mucosa nasal para induzir inflamacao alérgica e aparenta também ser produzida
localmente (NAKAJIMA; GILLESPIE; GLEICH, 1975).

A comparacdo realizada entre todas as classes de anticorpos dentro dos
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grupos, revelou quatro correlagdes com valores significativos. No grupo S-IgE+ foi
observada a correlagdo positiva entre IgE e IgG4, a qual pode ser explicada pela
resposta via Th2 que regula a producao de ambos os anticorpos via producao de IL-
4, IL-13 e IL-10 (BLOEMEN et al., 2007), sendo que tem sido demonstrado para a
IgG4 um papel anti-inflamatério importante, com a capacidade de neutralizar as
atividades biolégicas do anticorpo IgE (DE BOER; KRUIZE; YAZDANBAKHSH,
1998). No grupo S-IgE- foi demonstrada correlagao entre os niveis de IgE e IgA, além
de IgG1l com IgG4. Isto sugere que anticorpos como IgA e IgG1l, que apresentam
maiores indices podem estar envolvidos na resposta neste grupo, pois apesar da
correlacdo positiva em ambas as analises 0 aumento de uma classe de anticorpo nao
representa aumento com a mesma relevancia na outra classe, apesar de ambos
aumentarem juntos por apresentarem correlacdo positiva, e desta forma foi
encontrado baixos indices de anticorpos desencadeados pelo perfil Th2, como IgE e
IgG4 no grupo S-IgE-. Para o grupo de individuos do grupo CT foi encontrada
correlacdo negativa entre IgE e IgG3, tendo a imunoglobulina IgG3 papel importante
em normalizar a resposta imune (ROZSNYAY et al., 1989).

A resposta alérgica é caracterizada pelo envolvimento de anticorpos, citocinas,
quimiocinas dentre outros fatores necessarios no intrincado arranjo da resposta
imune com envolvimento também do componente celular. Desta forma, além do
envolvimento de anticorpos na resposta alérgica também temos as citocinas com
destaque para as pertencentes ao perfil Th2 como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-25, IL-33 e
linfopoietina estromal timica (WYNN, 2015). Contudo, outros tipos de resposta como
Th1, caracterizada principalmente pela producdo de IL-1, IFN-y e IL-12; Th17, perfil
este promovido especialmente pela producao de IL-17 e IL-22 e Treg (TGF-f e IL-10)
podem também estar envolvidos na modulacdo da resposta imune alérgica seja para
estimular ou inibir a resposta do perfil Th2 (BHAKTA; ERLE, 2014; MAGGI, 1998;
MANTEL et al., 2007). Neste contexto, avaliamos os niveis de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13,
IL-17 e IFN-y no sobrenadante de cultura de PBMCs estimuladas com alérgenos de
Dp e encontramos nivel estatisticamente significante de IL-5 no grupo S-IgE+ quando
comparado aos grupos S-IgE- e CT. Estes dados podem ser explicados, ja que

sabemos da relevancia da IL-5 no perfil de resposta Th2, e o papel dela em promover
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o desenvolvimento e migracdo de eosinéfilos e baséfilos, além do envolvimento das
outras citocinas caracteristicas deste perfil como IL-4, IL-9 e IL-13. Desta forma, a
acao destas citocinas acarretam os sintomas caracteristicos da reagao alérgica, e em
especial a IL-5 que age no eosindfilo e estimula a liberacdo de leucotrienos (LT),
proteina basica principal (MBP) e fator ativador de plaquetas (PAF) responséveis
pela sintomatologia cronica da alergia (KAY, 2001).

Em relacdo as citocinas IL-4, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y dosadas no
sobrenadante de cultura sob estimulo de alérgenos de Dp nos trés grupos, nao
detectamos diferenca estatistica. Estes achados podem ser parcialmente explicados
pelo trabalho proposto por Mchugh et al. (1996), no qual foi avaliada a cinética de
diferentes citocinas sob estimulos da proteina purificada derivada (PPD), mitégeno
(PHA) e acaro da poeira domiciliar. Neste estudo, foi detectado que das citocinas
dosadas em nosso estudo em comum com as testadas por eles, tais como IL-4, IL-5,
IFN-y e IL-10, foi demonstrado que os picos das curvas de secrecao sob estimulo do
alérgeno de acaro da poeira domiciliar ficaram entre 72-96 h para 1L-4, 132-144 h para
IL-5, 192-216 h para IL-10 e 144-180 h para IFN-y diferente do observado para o
mitdgeno, que apresentou intervalos bem menores (24-84 h) para o pico de liberacao
das citocinas. Sendo assim, essa cinética diferenciada da producéo de citocinas pode
ser explicada, pois a sintese de cada citocina segue um padrao determinado pela sua
propriedade funcional. Desta forma, como estabelecemos intervalo de 96 h (4 dias)
para a coleta do sobrenadante da cultura de PBMCs sob estimulo de Dp, ja que
visdivamos obter além do sobrenadante, células vidveis para a extragdo de RNA.
Nesse sentido, podemos presumir que citocinas como IL-4 j& tinham alcancado a
concentracdo maxima e assim ja estavam diminuidas no sobrenadante devido a sua
ligacdo com os receptores e utilizagdo (consumo) pelas células, além do fato da
concentragao desta citocina em cultura primaria ser muito menor quando comparada
a IL-5 (TILL et al., 1997). Ja IFN-y e IL-10 com picos de liberacdo em intervalos de
tempo maiores, podem ndo ter sido detectadas devido a caracteristica das mesmas de
possuirem papel de contrabalancear a resposta Th2, sendo assim produzidas e
secretadas mais tardiamente (MCHUGH et al., 1996). Associado a este fator,

especialmente para a IL-10, h4 ainda estudos que apontam que a frequéncia de
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células T reguladoras 1 (Trl) que secretam IL-10 esteja diminuida em pacientes com
rinite alérgica a dcaros da poeira domiciliar. Neste contexto, a deteccdo do aumento
da producdo de IL-10 secretada em cultura de PBMCs s6 foi possivel quando
pacientes passaram por 1 ano de imunoterapia especifica com alérgenos de Dp,
quando comparado ao pré-tratamento (HAN et al., 2010). Dados similares ao nosso
para o niveis de IFN-y foi encontrado em trabalho anterior, o qual dosou IFN-y no
sobrenadante de PBMCs de pacientes alérgicos e individuos controle, e indicou
baixos niveis de IFN-y tanto para os pacientes alérgicos, quanto para os individuos
controle (LOU et al., 2012), denotando que nao houve desenvolvimento importante
de células Th1, apesar de que ndo haja também formacao das células do perfil Th2 no
grupo de pacientes S-IgE-.

Os niveis de IL-13 no sobrenadante da cultura de células quando submetida
ao estimulo Dp ndo mostraram significancia estatistica. E sabido o papel da IL-13 na
resposta do tipo Th2 em induzir a hiperreatividade das vias aéreas e inflamacado
(WONG et al., 2001b). Contudo, em trabalhos anteriores que dosaram IL-13 em
pacientes com rinite alérgica e nao alérgica, ndo foi detectada diferenca nos niveis de
IL-13, mesmo sendo a amostra analisada oriunda da secrecao nasal (CIPRANDI et al.,
2005; SCAVUZZO et al, 2003). As células Thl7 podem ser importantes na
patogénese de vérias doencas, incluindo doencas alérgicas. Neste estudo, nés
avaliamos os niveis de IL-17 no sobrenadante de cultura, e ndo detectamos diferenca
nestes niveis nos trés grupos analisados, quando utilizado o estimulo Dp. Neste
contexto, alguns pesquisadores tém demonstrado que a IL-17 é produzida por células
T do sangue periférico depois da estimulacdo do TCR, mas a quantidade de IL-17
produzida nao foi significante entre pacientes alérgicos e individuos controle (YAO
et al., 1995). Entretanto, outro estudo encontrou niveis significantes de IL-17 em
PBMCs estimuladas com extrato de Dermatophagoides farinae em pacientes asmaticos
atopicos e asmaticos ndo atépicos, indicando que células T sdo capazes de produzir
IL-17 em pacientes atopicos (HASHIMOTO et al., 2005).

As dosagens de citocinas 1L-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y no soro nao
revelou diferencas significantes. Neste sentido, ja foi descrito na literatura que a

mensuracdo das citocinas produzidas naturalmente, por exemplo no soro ou plasma
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pode indicar resultados ndo fidedignos, ndo revelando assim os niveis reais das
respectivas citocinas. Isto porque, devido as intrincadas vias regulatdrias e ao
pleiotropismo de vérios fatores relacionados a regulacdo das citocinas, a dosagem
das mesmas com o intuito de evidenciar alguma diferenca em determinada doenca,
como por exemplo rinite alérgica e rinite nao alérgica, pode ndo ser a maneira mais
eficiente de detectarmos diferencas entre nossos grupos S-IgE+, S-IgE- e CT, pois a
diferenca na producao de determinadas citocinas relacionadas a alguma doenga pode
nao se tornar aparente no soro (TILL et al., 1997).

Os dados da quantificacdo relativa do RNAm da IL-5 extraido das células sob
esttmulo de Dp mostraram niveis aumentados nos pacientes do grupo S-IgE+
quando comparados aos grupos S-IgE- e CT, corroborando os dados da dosagem de
IL-5 no sobrenadante de cultura sob estimulo de alérgenos de Dp. Os valores obtidos
para a RQ do RNAm da citocina IFN-y revelou diferenca entre o grupo S-IgE+ e o
grupo CT, contrdrio ao que foi encontrado nos niveis dosados no soro e no
sobrenadante de cultura de células, isto porque a deteccdo do RNAm de
determinado alvo nem sempre se correlaciona com o produto secretado, por isto a
quantificacdo relativa pode ter apresentado niveis maiores e com significancia (TILL
et al, 1997). A andlise da expressio de RNAm para TGF-B mostrou niveis
aumentados no grupo S-IgE- quando comparados aos grupos S-IgE+ e CT, o que
pode ser justificado pelo papel imunoregulador das células T produtoras de TGF-$
na tentativa de reduzir a reagdo alérgica, explicando assim os niveis mais elevados
encontrados neste grupo (JUTEL et al., 2003).

Assim, as andlises das citocinas nos possibilitou conhecer a assinatura de
citocinas do grupo de pacientes S-IgE- comparada aos grupos S-IgE+ e CT, uma vez
que o mecanismo de resposta imune envolvido na rinite do grupo S-IgE- ainda ndo é
bem estabelecido. E também, nés nado identificamos um padrao diferente de citocinas
no grupo S-IgE- quando comparado ao grupo S-IgE+, uma vez que os niveis das
citocinas (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y) foram similares entre os grupos, diferindo
somente em relacdo a IL-5 que apresentou niveis mais elevados no grupo S-IgE+

quando a cultura de PBMCs foi estimulada com extrato de Dp.
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A busca por outros mecanismos que podem estar envolvidos na regulacao da
resposta imune ¢é de extrema importancia para melhor compreendermos a
tisiopatologia das doencas alérgicas. Neste sentido, nés investigamos a expressao
relativa de uma classe de RNA de interferéncia, chamado de miRNA que tem tido
papel importante na alergia (TOMANKOVA et al., 2011). A expressao relativa do
miR-21 e miR-126 foi avaliada, ja& que varios estudos tem destacado a relevancia
destes miRNAs na rinite alérgica. Em estudo realizado previamente, foi mostrado
que a expressio do miR-21 estava ligada a indices elevados de IgE e
desenvolvimento de rinite alérgica (CHEN et al., 2010). Outro miRNA que tem sido
ressaltado no contexto da alergia é o miR-126, sendo que tem sido proposto que este
miRNA age como potente e especifico ativador da resposta inflamatéria alérgica
regulada via Th2, e assim té-lo como alvo no epitélio respiratério pode representar
uma importante estratégia anti-inflamatéria no tratamento da doenca (MATTES et
al., 2009). Diante disto, ndés esperavamos encontrar expressdes aumentadas do miR-
21 e miR-126 no grupo S-IgE+ quando comparadas aos grupos S-IgE- e CT. Contudo,
obtivemos dados que ndo apresentaram diferenca estatistica para ambos os miRNAs
testados, apesar do miR-126 apresentar uma tendéncia a ter valores aumentados no
grupo S-IgE+ frente aos grupo S-IgE- e CT, o que vem ao encontro dos dados de
predicao de alvos obtidos, uma vez que GATA 3 é um fator de transcricdo alvo
importante do miR-126 e esta estritamente relacionado ao desenvolvimento do perfil
Th2.

A resposta humoral e sistémica representada pelos anticorpos e citocinas,
dosadas tanto no soro quanto no sobrenadante de PBMCs foi muito similar entre os
grupos S-IgE- e S-IgE+. Uma possivel interpretacdo pode ser o envolvimento de
mecanismos de resposta imune local, o qual pode desencadear sintomas nos
pacientes S-IgE- quando expostos a 4caros da poeira domiciliar com consequente
producéo de IgE local, ou mesmo o envolvimento de outro mecanismo independente
de IgE e ainda nao elucidado. Neste contexto, outros estudos no sentido de
caracterizar os mecanismos humorais, celulares e moleculares deste complexo grupo

serdo necessarios para compreendermos melhor a resposta imune destes pacientes.

Juliana Silva Miranda
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Pacientes do grupo S-IgE- mostraram niveis de anticorpos IgG1, IgG3, 1gG4 e
IgA similares aos individuos saudaveis (grupo CT), diferindo dos pacientes do

grupo S-IgE+;

Os niveis de citocinas no sobrenadante de PBMCs estimuladas com Dp foram
similares entre os grupos em praticamente todas as citocinas testadas (IL-4, IL-
10, IL-13, IL-17 e IFN-y), com excecdo de IL-5 que apresentou indice mais
elevado no grupo S-IgE+;

A dosagem das citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 e IFN-y) no soro dos

grupos S-IgE+, S-IgE- e CT ndo revelou nenhuma diferenca expressiva;

A quantificacdo relativa das citocinas revelou diferencas no grupo S-IgE+ para
IL-5 em relacao aos outros dois grupos, ja IFN-y somente apresentou diferenca
em relacdo ao grupo CT e a expressao relativa da citocina TGF-f3 apresentou

diferencas quando comparada ao dois outros grupos;

A expressdo relativa dos miRNAs (21 e 126) ndo indicou diferenca entre os

grupos S-IgE+, S-IgE- e CT.

Juliana Silva Miranda
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Lniversidade Federa oo Lberiinda
Pré-Retoda ce Pesouisa ¢
COMITE OE £TICA EM PESQUISA - C29
Av. Jolo Nirves de Avia, n® 2960 - Bioc0 A - sala 22¢ - Cameus Sama Minica - Ubeninda MG -
CEP 35308144 . FONSFAX (34) 32304131

ANALISE FINAL N°. 50411 DO COMITE DE ETICA BJ;ESOURSA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEPUFU
1am

Projeto Pesquisa: “Papel dos microRNAs na medulagao da resposta imuncldgica de
pacientes com rinita”.

Pesquisador Responsavel; Emasto Aklo Taketom|

De acordo com as atrbuigtes defindas na Resolugio CNS 19696, o CEP mantesta-se pela
aprovagio do pretocelo de pesquisa proposio.

O prolecok ndo apresena peeblemas de élica nas condulas de pasgusa com seres humanes,
nos imites da redagdo e da melodolega apresentadas.

QO CEP/UFU lembra que:

a- segundo a RAesolugdo 19595, o pesquisador gevera arquivar por 5 anos o relatdno da
pesquisa e o3 Termos ge Consemtmento Lwre e Esclarecido, assinagos pelo suleito de
pesquisa

o- pogerd, por escolha alealfria, wvisitar o pesquisador para conferéncia go relatdno e
documentagao perinenie ad proglo

¢- & aprovagiio do prolocals de pesquisa pelo CEP/UFU dé-se em decorénca do atendimentio
a Resolugdio 198/98/CNS, nio impicando na gualidade Gentifca do mesma.

Data de emrega dos realtnios Parcals: agoesto de 2012; agosto de 2013
Data de emrega do relatdeio Final: agosto de 2014

SITUAGAD: PROTOCOLO APROVADO

0S5 O CEP/UFU LENESA QUE QUALOUER MUDANGA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDATAMENTE AD CE® PARA FINS DE ANALISE E APHOVAGAD DA MESMA

Uberlindia, 12 de agosto de 2011,

,{( ;
" [en. d PR SN T oA ol
'

Prefa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEPJUFU
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ANEXO B

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Papel dos microRNAs
na modulacio da resposta imunolégica de pacientes com rinite”, sob a responsabilidade
dos pesquisadores Dr. Ernesto Akio Taketomi, MSc. Juliana Silva Miranda, Dr. Carlos Ueira-
Vieira, BSc. Isabella Lima Siman, Dra. Karine Cristine de Almeida, Dr. Fernando Lourengo
Pereira, MSc. Niibia da Silva Aratjo, BSc. Barbara Godoi Melo Avila.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender qual o papel dos microRNAs
(pequenas estruturas presentes nas células) na regulacdo da resposta imunologica em
pacientes com rinite alérgica e rinite ndo mediada por IgE.

O termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pela pesquisadora MSc.
Juliana Silva Miranda.

Na sua participagdo como voluntario(a), vocé responderd a algumas perguntas para
sabermos se vocé tem alguns sintomas tipicos de alergia, passara por um Teste Cutineo de
Puntura, isto ¢; serd aplicado em um dos seus bracos , 09 (nove) pequenas gotas de
substancias tiradas de 4caros (animais microscOpicos presentes geralmente na poeira
doméstica), baratas, cdo, gato e fungos para sabermos se vocé ¢ alérgico a estas substancias
ou ndo. Para passar por este teste, vocé ndo podera ter usado medicamentos antialérgicos nos
ultimos 7 dias. Este teste demora no maximo 20 minutos e a resposta ¢ obtida de acordo com
a presenga ou ndo de uma papula (carocinho) e um eritema (vermelhiddo no local). Para ser
considerado positivo tanto a papula quanto o eritema deverdo ser maiores que 3 mm (trés
milimetros) de didmetro. Sera coletado também 30 mL de seu sangue (veia do brago) que
passard por uma série de centrifugacdes (movimentos de rotagdes muito rapidos) para
isolarmos os miRNAs (estruturas muito pequenas que sdo o objeto de estudo deste projeto de
pesquisa).

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa.

Vocé ndo corre risco ao participar deste projeto. O maximo que pode acontecer ¢ uma
resposta local mais exagerada, isto ¢; presenca de coceira mais intensa, com vermelhiddo no
local do teste cutaneo. Estes sintomas melhoram ap6s algumas horas. S3o rarissimos os casos
de resposta exagerada aos testes, como aumento da coriza (nariz escorrendo), coceira no nariz
e olhos. Nestes casos usamos medicamentos antialérgicos e acompanhamos a melhora no
quadro clinico. Este teste cutaneo ¢ feito sob a orientacdo do médico alergologista,
coordenador deste projeto de pesquisa, Dr. Ernesto Akio Taketomi. Quanto a coleta de
sangue, voc€ nao corre nenhum risco, todo o material usado ¢ descartavel.

MSc. Juliana Silva Miranda

Orientador: Dr. Ernesto Akio Taketomi

Assinatura do Participante
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Quanto aos beneficios, vocé participa de um projeto de pesquisa que podera contribuir
para a melhora da qualidade de vida dos pacientes alérgicos.

Vocé ¢ livre para parar de participar a qualquer momento sem nenhum prejuizo para
o(a) senhor(a).

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o(a)
senhor(a).

Qualquer duvida a respeito da pesquisa o senhor poderd entrar em contato com:
Pesquisadores: Dr. Ernesto Akio Taketomi

MSec. Juliana Silva Miranda

Endereco 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 Monica, Uberlandia-MG, CEP: 38.408.100
Fone: 34 3239 4131

Uberlandia, de de 2014000.

MSec. Juliana Silva Miranda

Orientador: Dr. Ernesto Akio Taketomi

Eu, aceito participar do projeto

citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente esclarecido.

Uberlandia, de de 2013.

Assinatura do Participante
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ANEXO C

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

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

QUESTIONARIO CLINICO

Nome:

Data:  / /

Idade: Data de nascimento:  /  /
Sexo: () Masculino ( ) Feminino

Grau de escolaridade:
() Primeiro grau () Segundo grau ( ) Faculdade ( ) Pos-Graduagao

Nivel socio-econdmico (renda familiar):

() até 1 salario minimo () de 5 a0 salarios minimos
() de 1 a2 salarios minimos () mais de 10 salarios minimos
() de 2 a5 salarios minimos

Questionario 1 (Moédulo Asma)

1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?
() Sim ( ) Nao
Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo numero 6.

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

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado 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 freqiiéncia vocé teve seu sono perturbado por
chiado no peito?

Nunca acordou com chiado

Menos de uma noite por semana

Uma ou mais noites por semana

—_ A~
_ — —

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

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

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

8) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com
infecgdo respiratoria?
() Sim ( ) Nao
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Questionario 2 (Moédulo Rinite)

Todas as perguntas sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé ndo estava gripado ou
resfriado.

1) Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza (corrimento nasal), ou
obstrucao nasal, quando ndo estava gripado ou resfriado?
() Sim ( ) Nao

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza (corrimento
nasal), ou obstru¢do nasal, quando ndo estava gripado ou resfriado?
() Sim ( ) Nao

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou
coceira nos olhos?
() Sim ( ) Nao

4) Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema nasal ocorreu? (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 suas atividades diarias foram atrapalhadas por
este problema nasal?

Nada ()
Pouco ()
Moderado ()
Muito ()

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



100

Questionario 3 (Modulo Eczema)

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

() Sim ( ) Nao

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo niimero 6

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

3) Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) afetaram algum dos seguintes
locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das

nadegas ou em volta do pescoco, orelhas ou olhos?
() Sim ( ) Nao

4) Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) desapareceram completamente
nos ultimos doze meses?
() Sim ( ) Nao

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé€ ficou acordado a
noite por causa dessa coceira na pele?
Nunca nos ultimos 12 (doze)meses
Menos de uma noite por semana
Uma ou mais noites por semana

~ N AN
~

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



