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RESUMO

O acaro Dermatophagoides pteronyssinus tém sido considerado como uma
das principais fontes de alérgenos da poeira domiciliar causadores de alergias
respiratérias. Alguns de seus alérgenos sao glicosilados e podem apresentar alta
imunogenicidade. O objetivo deste trabaiho foi caracterizar as fragoes ligantes de
ConA, analisando sua reatividade a anticorpos da classe IgE de pacientes alérgicos.
O extrato bruto do acaro (Dpt) foi fracionado por cromatografia de afinidade de
ConA-Sepharose, constituindo a fragao ligante de ConA (ConA/Dpt). Noventa €
cinco individuos foram selecionados por teste cutaneo de puntura e divididos em trés
grupos distintos: Grupo | (n=35) - pacientes alérgicos reativos a Dpt pelo teste
cutaneo:; Grupo |l - pacientes alérgicos nao reativos a Dpt (n=30) e Grupo 1 -
individuos ndo alérgicos saudaveis (n=30). Por SDS-PAGE, foram visualizadas na
fragao ConA/Dpt bandas de peso molecular variado. Houve uma significativa
correlagdo positiva entre IgE especifica anti-Dpt e anti-ConA/Dpt para o Grupo |
(r=0,8367;p < 0,0001), determinados por ELISA, demonstrando ser a fragao ligante
de ConA uma importante ferramenta na determinagdo da sensibilizagdo ao acaro
Dermatophagoides pteronyssinus.

Palavras-chave: IgE; alérgeno glicosilado; rinite alérgica
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1. INTRODUGAO
1.1. Hipersensibilidade e atopia

O termo hipersensibilidade é aplicado para designar uma resposta imune
adaptativa que ocorre de forma exagerada ou inapropriada (ROITT et al., 1999). A
primeira classificagao da hipersensibilidade foi proposta por Gell e Coombs (1968),
dividindo-a em hipersensibilidade do tipo I, I, Il e IV, os quais possuem
caracteristicas semelhantes entre si. Apesar de esta ser uma nomenclatura que vem
sendo utilizada até os dias atuais, ha dois anos atras, Johansson et al. (2001)
propuseram uma nova classificacao, que caracterizam as hipersensibilidades como
sintomas ou sinais iniciados pela exposigao a um estimulo definido em uma dose
tolerada por individuos normais. Sendo subdividida em hipersensibilidade alérgica e
hipersensibilidade nao alérgica, onde na primeira, O mecanismo imunologico e
definido ou fortemente suspeito e, na segunda, ele é excluido.

Os individuos que sao predispostos a produzirem anticorpos IgE, em resposta
aos varios antigenos ambientais, e, que tém fortes respostas de hipersensibilidade
imediata sdo classificados como atopicos e sao considerados como tendo alergias
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).




No inicio dos anos 20, Coca e Cooke (1923) introduziram O termo “atopia”
para designar alguns fenémenos de hipersensibilidade no homem. Afirmaram estar
ligados & atopia a hereditariedade, a resposta qualitativa anormal, a febre do feno, a
asma bronquica e as reagdes cutaneas do tipo imediata. A definicdo proposta por
Johansson et al. (2001) indica que a atopia é uma tendéncia pessoal ou familiar de
produzir anticorpos IgE, em resposta a baixas doses de alérgenos, geralmente

proteinas, e desenvolver sintomas tipicos como asma, rinoconjuntivite ou eczema.

1.1.1. Alergia

A alergia é uma reagao de hipersensibilidade iniciada por mecanismos
imunolégicos, dentre eles, células e anticorpos. Esses ultimos podem ser do isotipo
IgE (alergia mediada por IgE) ou outros isotipos (alergia ndo mediada por IgE). As
células de papel principal nesta reagao sao os linfocitos (JOHANSSON, 2001).

Sabe-se hoje que ha uma forte alianca entre a genética e 0 desenvolvimento
de alergias. O aumento nos niveis de IgE sérica e a prevaléncia de asma e rinite
estao relacionados ao perfil hereditario do individuo. Além disso, seu
desenvolvimento depende efetivamente de fatores extrinsecos como o nivel de
exposi¢ao aos alérgenos, estado nutricional do individuo e a presenca de infecgao
crénica por doengas virais agudas (COOKSON, 1999, ROITT et al., 1999).

Os habitos de vida que a populagao atualmente possui, fazem com que haja a
necessidade de maiores explicacoes a respeito desta anomalia, sob os mais
diversos aspectos. Estes modos, onde grande parte da populagéo permanece
durante muito tempo em ambientes fechados, expostos a carpetes, sistemas de ar
condicionado e calefagao, induzem, segundo Takafuji e Nakagawa (2000), ao
aumento significativo da exposicao a muitos fatores de risco em potencial para
desencadear doengas alérgicas, Ccomo por exemplo, algumas micro €
macroparticulas presentes na poeira domiciliar, cOmMO pélens, éacaros e fungos
(PLATTS-MILLS et al., 1993).

Para Woolcock (2000), a alergia se tornou 0 principal problema de saude 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. Desta forma, um estudo




feito pelo comité International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC),
em 1998, adotando um questionario padronizado, revelou que 0s mais altos indices
de prevaléncia da doenga foram encontrados na Australia, Nova Zelandia, Reino
Unido, Estados Unidos e algumas cidades da América Latina. Ao contrario, 0s
indices mais baixos foram encontrados em paises Nnao industrializados e areas
tipicamente rurais.

Em estudo revisado por Ring et al. (2001), diversos autores apontam
hipéteses que revelam um crescimento acelerado da prevaléncia de alergia em
paises ocidentais, tidos como paises de sociedades modernas. Dentre elas,
destacam-se a influéncia de fatores quimicos, fisicos, biolégicos e psico-sociais,
como causadores e adjuvantes, além de fatores de predisposicao geneética
populacional e fisiologica.

No Brasil, os estudos de prevaléncia alergénica mostram dados relevantes.
Lugares publicos, como escolas e creches, sdo considerados locais de grande
fontes de acaros da poeira domiciliar e baratas (RULLO et al., 2002) e a exposicaoc a
estes constitui um importante fator de risco para desenvolvimento de asma
bréonquica (PLATTS-MILLS; CHAPMAN, 1987), especialmente em criancas de idade
escolar (SMITH; DISNEY; WILLIAMS, 1969; SEARS: HERVISON; HOLDAWAY,
1989). Percebe-se também, que areas urbanizadas apresentam maiores indices de
sensibilizacdo a &caros da poeira domiciliar e fungos, comparadas a areas
tipicamente rurais, reforcando ainda mais a hipétese da influéncia da polui¢ao
urbana no aumento de patologias respiratorias (GALVAOQ; KALIL; CASTRO, 2002).

Entretanto, um estudo realizado entre 1996 e 1999, por Camelo-Nunes et al.
(2001), mostrou que ndo houve aumento significativo da prevaléncia de asma em
criangas escolares de Sao Paulo neste periodo. Porém, notaram um aumento
consideravel na gravidade dos sintomas desta doenga na populagao analisada.

Estes dados demostram que a alergia é uma doenga que esta presente em
grande parte dos paises do mundo e que estudos epidemiolégicos estdo crescendo
a ponto de esclarecer diversos aspectos envolvendo a prevaléncia alergénica e sua

importancia na prevengao e no tratamento hipossensibilizante.




1.1.1.1. Fisiopatologia

A alergia é uma reagao do sistema imune mediada por anticorpos IgE. Estes
anticorpos ligam-se aos receptores Fce presente em mastocitos e basdfilos, e
cruzadamente nos antigenos, levando & liberagao de mediadores farmacoldgicos.

Dois perfis de células T auxiliar podem caracterizar o sistema imune mediado
por células CD4+: Th1 e Th2. O tipo de resposta da célula T efetora gerada in vivo &
determinada pela concentragao do antigeno, via de apresentacéo e presencga de
sinais inflamatérios, que influenciam a ativagdo da APC (Célula Apresentadora de
Antigeno) e maturagdo de celulas dentriticas, regulando de forma crescente, as
moléculas coestimulatérias - CD80 e CD86, proteinas do MHC (Complexo Principal
de Histocompatibilidade) de classe I, e producdo de citocinas, bem como Seus
receptores (CELLA et al., 1997, SALLUSTO et al., 1998). A interag@o entre APCs e
células T CD4+ durante a apresentag@o de antigeno envolve a ligagao do receptor
especifico de célula T (TCR) pelo MHC de classe Il. Na auséncia de sinal
coestimulatério, a ligacdo do TCR induz a uma inativagao funcional e anergia
(HOWLAND et al., 2000). Desta forma, as alergias podem ser consideradas como
doengas dependentes das celulas Th2, pois essas produzem IL-4, necessaria para a
produgao de IgE e IL-5, que induz a eosinofilia.

A ativacdo dos mastocitos e baséfilos resulta em trés tipos de respostas
biolégicas: secre¢ao dos contetdos pré-formados dos seus granulos por um
processo de exocitose regulada; sintese e secregao de mediadores lipidicos; e
secregdo de citocinas. Uma das hipéteses da ligagdo cruzada da IgE ao antigeno
para degranulagdo é a ativacao de proteinas tirosina-quinases, que por sua vez,
promovem a ativagao de uma cascata de proteinas quinases ativadas por mitégeno
e uma fosfolipase C especifica ao fosfatidilinositol (PI-PCLY). A PI-PCLy catalisa a
liberagdo do trifosfato de inositol (IP,) e do diacilglicerol (DAG) da mémbraﬁa. A IP3
causa a liberacao do calcio intracelular (Ca®*) do reticulo endoplasmatico. A
combinagdo desta molécula, associada ao DAG e fosfolipidios da membrana para
ativarem a proteina quinase C, induz a liberacdo dos mediadores pré-formados
(TNF-q, IL-4, histamina, heparina, serotonina e proteases). A combinacao de Ca** e

uma proteina quinase ativada por mitégeno (MAP-quinase) ativam a enzima



fosfolipase A. ciclica (cPLA), que por sua vez, inicia a sintese dos mediadores
lipidicos (leucotrieno Ca, prostaglandina D). Juntas estas moléculas apresentam
efeito importante na ativagao e recrutamento das células inflamatorias, além da
contracdo da musculatura lisa associada a doenga alérgica (ROBBIE-RYAN;
BROWN, 2002; ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

Um dos principais mediadores pré-formados sintetizados é a histamina. Os
efeitos farmacolégicos deste composto sao mediados por quatro tipos de receptores
de membrana — H1R, H2R, H3R e H4R. Estes receptores sao caracterizados por
apresentarem um sistema complexo, com fungoes e mecanismos de expressoes
distintos, que podem mudar de acordo com o estagio de diferenciagcao celular, bem
como o microambiente (JUTEL et al., 2002).

O sistema complemento também exerce funcao primordial na imunopatologia
da alergia. Os peptideos cationicos C3a e C5a agem como anafilatoxinas, afetando
a contracio da musculatura lisa, aumentando a permeabilidade vascular, ativando a
produgéo de atividades oxidases em neutréfilos e eosindfilos, além de atuar como
fator quimiotatico para uma ampla variedade de leucdcitos. Recentemente, um
estudo feito por Kikuchi e Kaplan (2002) demostrou que a liberagao de histamina dos
basdfilos estimulados com IgG de pacientes com urticaria crénica foi aumentada
significativamente pelo Cba. Além disso, outra comprovagdo do papel do
complemento foi feita por Humbles et al. (2000), onde o receptor para C3a (C3aR)
foi deletado em camundongo para verificar sua fungao nos eosindfilos. Os resultados
mostraram uma protegao completa no desenvolvimento de hipersensibilidade a

metacolina nestes animais.

1.1.1.2. Asma

A asma é uma doenca caracterizada pela inflamacao do trato respiratério
inferior, induzindo um quadro de hiperreatividade bronquica. Pode ser, segundo
Johansson et al. (2001), de natureza alérgica ou ndo alérgica, sendo que a asma
alérgica é mediada por mecanismos imunoldgicos, 0 que ndo é notado no segundo
tipo.



Pode-se observar caracteristicas peculiares com relagao a patologia da asma,
como: enchimento dos pulmades, hipertrofia e hiperplasia da musculatura lisa dos
brédnquios e excessiva secregao de muco. Percebe-seé também, microscopicamente,
uma hiperplasia e hipertrofia de glandulas mucosas, além de descamacao epitelial e
presenca de infiltrado de células inflamatorias. Essas caracteristicas levam 0
individuo a apresentar os principais sintomas — 0 chiado e a dispnéia (TERR, 1997).

O mapeamento do genoma relacionado a asma em 11 populagoes revelou
pelo menos 18 regioes gendmicas onde provavelmente se localizam genes da asma
ou atopia. As regides replicadas mais consistentes estao nNos Cromossomos 5q, 29,
13q, 5p e 12g. Todas essas regides incluem genes candidatos que estao atualmente
sendo investigados em diversos estudos. Genes relacionados a via IL-4 e IL-13 s@o
particularmente intrigantes devido a variedade de fungoes na fisiopatologia da asma.
Além disso, variagdo em genes codificantes destas citocinas € suas regidoes
intergénicas, bem como O principal sinal de traducdo da molécula tem sido
associada aos sintomas de asma (HOFFJAN; OBER, 2002).

Segundo estudo recente realizado por Beasley (2002), a asma afeta quase
155 milhdes de individuos no mundo inteiro e bilhdes de dolares sdo gastos por ano,

nos diversos paises do mundo, para o seu tratamento.

1.1.1.3. Rinite

A rinite alérgica é definida como uma reagao de hipersensibilidade nasal
mediada imunologicamente, onde se observam sintomas caracteristicos Como:
rinorréia, obstrugao e prurido nasal, espirros e prurido palatino, além de conjuntivite,
acompanhada de lacrimejamento, prurido conjuntival e fotofobia (TERR, 1997;
JOHANSSON, 2001).

Nesta doenca, o alérgeno soluvel é inspirado, entrando em contato com a
mucosa nasal, onde ha resposta de IgE em mastécitos e basdfilos locais, levando a
liberagédo de mediadores farmacolégicos no local. Sua absorcéo através da mucosa
nasal ocorre principalmente por difusdo passiva pela barreira intercelular formada
pelas jungdes comunicantes. (TERR, 1997).



Para Abbas, Litchman e Pober (2003), a rinite é talvez a doenca alérgica mais
freqlente na populagao, sendo desencadeada por alérgenos comuns, como pélen

de plantas ou acaros da poeira domestica.

1.1.1.4. Imunoterapia

Uma das formas de tratamento de doencas alérgicas € a imunoterapia. Ela tem
sido utilizada como base para 0O tratamento da asma e rinite alérgica desde 0s
primeiros anos do século XX. Nesta técnica sao aplicadas doses crescentes de extrato
alergénico, aumentando assim, a tolerancia imunologica. Concomitantemente, existe
um aumento inicial nos niveis de lgG e IgE ao antigeno especifico, até que finalmente,
niveis de IgG atinjam uma fase de plateau, acima dos niveis do pré-tratamento, ao
passo que 0s niveis de IgE passam a decrescer lentamente (VAN METRE JR.;
ADKINSON JR., 1993).

1.2. Alérgenos

Antigenos que estimulam hipersensibilidade mediada por um mecanismo
imunolégico sdo nomeados alérgenos, segundo Johansson (2002). Muitas vezes,
estes sao proteinas que podem conter uma cadeia lateral de carboidrato, outras
vezes, esse sacaride pode ser O préprio alérgeno € em raros casos, compostos
inorganicos podem atuar como haptenos, sendo assim também considerados
alérgenos.

A atual nomenclatura oficial para 0s alérgenos foi proposta pela Organizagao
Mundial de Saide em 1994, segundo King et al. (1995). O nome & composto pelas
trés primeiras letras do género e a primeira letra (ou mesmo as duas primeiras, no
caso de ambigiidade) da espécie a partir da qual o alérgeno € derivado, acrescido
de um numero arabico, que denota o grupo ao qual pertence. O alérgeno do grupo 1
derivado de Dermatophagoides pteronyssinus € chamado, desta forma, de Der p 1.
Ja o termo Blo t 5 refere-se ao alérgeno do grupo 5 de Blomia tropicalis.

Muitos alérgenos podem apresentar sitios glicosilados, o que parece ser um

importante determinante para sua alergenicidade. Os oligossacarideos aderem as




proteinas, geralmente entre os aminodcidos asparagina e serina/treonina, antes ou
ap6s a sintese protéica. Desta forma, isto influencia em varias de suas propriedades,
como estabilidade, solubilidade, hidrofobicidade e até mesmo sua carga elétrica
(PETERSEN et al., 1998; WEBER et al., 1987). Entretanto, pouco se sabe sobre
estes alérgenos, o que reforga a necessidade de estudos verificando a influéncia
destas cadeias glicosiladas na sua apresentacé@o a células do sistema imune e no
desencadeamento da resposta alérgica.

1.3. Imunoglobulina E (IgE)

As imunoglobulinas, também chamadas de anticorpos, constituem um grupo
de glicoproteinas presentes no soro e fiuidos teciduais de todos os mamiferos. Sao
bifuncionais, onde uma regido da molécula é responsavel pela ligagéo ao antigeno,
enquanto a regido diferente promove as chamadas fungoes efetoras, que incluem a
fixacdo das imunoglobulinas ao tecido do hospedeiro, &s varias células do sistema
imune, a algumas células fagocitarias e ao C1g da via classica do sistema
complemento. A estrutura basica de todas as imunoglobulinas consiste de uma
unidade com duas cadeias polipeptidicas leves idénticas, e duas pesadas, unidas
por pontes dissulfeto. As classes e subclasses de uma molécula de imunoglobulina
sdo determinadas por suas cadeias pesadas (ROITT et al.,, 1999). As classes de
imunoglobulinas conhecidas nos mamiferos séo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM.

A IgE é o isotipo de anticorpo que contém a cadeia pesada ¢. Circula como
um anticorpo bivalente e estda normalmente presente no plasma em concentragao
inferior a 1 pg/ml. Em condigdes patoldgicas, tais como as infecgdes helminticas e
na atopia severa, esse nivel pode subir para mais de 1.000 ug/ml (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2003). Uma caracteristica importante da IgE é sua capacidade
de se ligar aos mastécitos e basdfilos com alta afinidade, através de sua porgao Fce,
como demonstrado por Ishizaka e Ishizaka (1966). Embora sua meia vida no soro
seja de alguns dias, os mastécitos podem permanecer sensibilizados pela IgE por
muitos meses como resultado da ligacéo de alta afinidade aos receptores FceRl,
com constante de ligacdo de aproximadamente 10'° M, protegendo a IgE da

destruicdo pelas proteinas séricas. O outro receptor para igE, FceRIl ou CD23,



possui uma menor afinidade pela imunoglobulina e se apresenta em duas formas,
FeeRlla e FeeRllb, diferindo-se apenas pela regido citoplasmatica N-terminal (ROITT
et al., 1999). Recentemente, Saini e McGlashan (2002) apresentaram quatro
aspectos da biologia do receptor de IgE que possuem influéncia significativa no
entendimento do sistema imune, séo elas a) abilidade da IgE em regular a
expressao de FceRl, b) capacidade da IgE monomérica de induzir a sobrevivéncia,
c) presenga de receptores de alta afinidade em outros tipo celulares, criando uma
reatividade com a imunoglobulina e, d) o papel que as subunidades do FceRl
desempenham na determinacéo do sinal da IgE nas células onde s&0 expressos.

A ligagao da IgE, bem como qualquer anticorpo, com o antigeno se da pela
formagao de mdltiplas ligagdes nao-covalentes entre o0 antigeno e os aminoacidos
anticérpicos do local de uniao. Embora as forcas de atragao (especialmente, pontes
de hidrogénio, forgas eletrostaticas, Van der Waals e hidrofébicas) envolvidas nestas
unides sejam individualmente fracas em comparagao com as ligagcdes covalentes, a
multiplicidade das ligacdes resulta em uma energia de ligagao total suficientemente
forte (ROITT et. al, 1999).

1.4. Acaros da poeira domiciliar

Os acaros estdo entre 0s varios grupos que ocupam microambientes nao
comuns, como cavidade nasal de passaros e mamiferos, traquéia de insetos,
foliculos capilares de humanos e pele de répteis e mamiferos, além de algumas
plantas. Existem também espécies predadoras, comedoras de fungos e detritos
(ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001).

Um dos eventos mais importantes da histéria da alergia foi a descoberta de
que os acaros sdo as principais fontes de alérgenos na poeira domiciliar, por
Voorhorst et al (1967). Em areas umidas, estes animais podem ser responsaveis por
mais de 30% da positividade dos testes cutaneos para diagndstico de alergia,
constituindo uma forte associagao entre sua prevaléncia e 0 aumento significativo de
asma, rinite e dermatite atopica (PLATTLS-MILLS et al., 1997: ARRUDA et al,,
1991). Dentre as espécies que induzem reacbes alérgicas estdo Panonychus citri,
Tetranychus urticae, Hemisarcoptes cooremani, Sarcoptes scabiei, Glycypaghus
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domesticus, Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae, Acaus Siro,
Chortoglyphus anculatus e principaimente Blomia tropicalis, Euroglyphus maynei,
Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus (ARLIAN, 1996; VAN
HAGE-HAMSTEN, 1985; ARLIAN; MORGAN; HOUCK, 1999).

Arruda e colaboradores (1991) realizaram um importante estudo sobre a
sensibilizagdo e exposicao a alérgenos de dcaros entre as criangas asmaticas na
cidade de Sao Paulo-SP. De forma regular, foi verificado aumento dos niveis de IgE
especifica a Dermatophagoides pteronyssinus em quase todas as criangas estudadas
(95%). Além disso, os autores encontraram altos niveis de exposicao aos dois
principais alérgenos de D. pteronyssinus (Der p 1 e Der p 2) em 90% das residéncias
avaliadas. Seguindo a mesma linha de pesquisa, ha dois anos atras, um estudo
realizado por Sopelete et al. (2000) revelou que na cidade de Uberlandia-MG,
Dermatophagoides farinae foi a espécie mais prevalente nas residéncias analisadas,
apesar de também serem detectados niveis consideraveis de alérgenos de D.
pteronyssinus. Adicionalmente, esse estudo mostrou ser as camas 0S principais
locais de maior prevaléncia destes alérgenos dentro das residéncias, sem diferenca
significativa entre casas de pacientes asmaticos e nao asmaticos.

Esses dados comprovam a importancia dos acaros da familia Pyroglyphidae
na sensibilizagdo alergénica no Brasil e tendem a contribuir para estudos mais
detalhados sobre estes animais, com o objetivo de conhecer suas propriedades
alergénicas, como forma de diminuir ou controlar a incidéncia de doengas alérgicas
desencadeadas por acaros da poeira domiciliar.

1.4.1. Dermatophagoides pteronyssinus

Acaros da espécie Dermatophagoides pteronyssinus constituem uma das
principais fontes de alérgenos domiciliares (ARLIAN; MORGAN; NEAL, 2002). Foi
descrito por Trouessart, em 1897, e sua classificagdo taxonémica foi revisada por
Arlian e Platts-Mills (2001) onde, abreviadamente, se descreve, com complemento

de Taxonomy Browser (2003):
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Filo Arthropoda

Subfilo Chelicerata
Classe Arachnida
Ordem Acari

Subordem  Astigmata

Familia Pyroglyphidae

Género Dermatophagoides

Espécie Dermatophagoides pteronyssinus

Para Lebrun et al. (1991), a poeira domiciliar é considerada seu habitat
substituto, uma vez que seu habitat original provavelmente constitui de ninho de
passaros e pequenos mamiferos. O mecanismo de dispersdo deste animal, incluindo
a ocupagao de seus habitats € favorecido pela sua morfologia, sendo desta forma,
considerados como “planctons aéreos”. Além disso, adotando uma estratégia de vida
r. a reproducdo em massa € uma caracteristica marcante, pois assim consegue
ocupar um determinado ambiente em uma velocidade de tempo relativamente alta.

O ciclo de vida do D. pteronyssinus consiste de cinco estagios: ovo, larva,
protoninfa, tritoninfa e adulto e a duragao deste ciclo é fortemente influenciado pela
temperatura e umidade relativa do ambiente (ARLIAN, 1989; WALTZI, 1992; HART,
1998). O macho mede aproximadamente 350 um de comprimento, quase duas

vezes menor do que a fémea (590um) (WALZL, 1991).

1.4.1.1. Alérgenos de D. pteronyssinus

S30 conhecidas hoje vérias proteinas alergénicas de D.pteronyssinus, onde
alguns sé@o glicosilados. Esses peptideos s&o divididos em grupos, de acordo com
sua caracteristica enzimatica. Os principais alérgenos deste acaro séo 0s
pertencentes aos grupos 1 e 2 (Derp 1 e Der p 2). O primeiro possui um sitio de
glicosilaggo com atividade de cisteina-protease, apresentando homologia com
papaina, actinidina e catepsinas B e H (CHUA et al., 1988). O segundo nao POSSUI
fungao definida, porém, sabe-se que apresenta homologia com a proteina epididimal
putativa humana e né&o possui qualquer sitio glicosilado (CHUA et al., 1990).
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Além do Der p 1, outros alérgenos apresentam sitios glicosilados, como 0S
alérgenos do grupo 4, 7 € 8 (KAWAMOTO et al., 2002). Em estudo realizado por
Hales et al. (2000), foi demonstrado que a resposta de IL-5 a alérgenos do grupo 1 e
7 foram equivalentes, apesar de ser observada uma baixa frequéncia de ligantes de
IgE do grupo 7, além de uma baixa imunogenicidade.

Alguns alérgenos de acaros da poeira domiciliar, incluindo D. pteronyssinus
tém sido atualmente caracterizado em sua estrutura molecular, produzindo assim,
compostos recombinantes, que tendem a ser utilizados também na pratica clinica.
Recentemente, van Oort et al. (2002) produziram precursor de Der p 1 recombinante
(rpro-Der p 1), efetuando sua maturagao induzida por deglicosilagao e pela atividade
protease natural de Der p 1. Estes estudos séo de extrema importancia, uma vez
que o papel destes alérgenos na sensibilizacdo, diagnostico e imunoterapia poderao

ser mais esclarecidos.

1.5. Lectinas e concanavalina A

O termo lectina (do latim legere, escolher) foi variavelmente descrito desde a
sua primeira denominagao, por Boyd e Shapleigh (1954). Hoje, percebe-se que
grande parte dos autores as definem de diferentes formas, porém, com 0 Mesmo
conceito basico: “proteinas que se ligam a carboidratos de forma seletiva’, como
Goldstein et al. (1980), Dixon (1981), Kocourek e Horejski (1983), Pusztai (1991),
Weis e Dickamer (1996) e Cummings (1997). Desta forma, adotando as descrigbes
das diferentes propriedades das lectinas, pode-se defini-las, segundo Roque-
Barreira (1997), como: “proteinas ligantes de carboidratos, ndo anticorpicas e nao
enzimaticas, que ligam de modo reversivel e especifico a mono e oligossacarideos”.

A primeira descricdo de uma lectina foi feita ha 116 anos, por Stillmark,
através do estudo de semente de mamona (Ricinus communis), onde observou
aglutinagdo de eritrocitos de diferentes animais. O principio ativo isolado foi
denominado ricina. Quatro décadas mais tarde, Summer e Howell (1936),
purificaram pela primeira vez a concanavalina A, uma lectina ligante de manose e
glicose, do extrato da semente do feijao, Canavalia ensiformes, onde analisaram sua
atividade hemaglutinante, sugerindo que a aglutinagdo induzida pela lectina pode
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ocorrer por reacao com acglicares na superficie eritrocitaria. Além disso, foi a primeira
lectina da familia Leguminosae a ser sequenciada e ter sua estrutura determinada
por cristalografia de raio X (CUNNINGHAM et al., 1975; HARDMAN e AINSWORTH,
1972: BECKER et al., 1975).

O uso da concanavalina A em diversas propriedades glicobiolégicas, vem
sendo estudado por varios autores desde sua descoberta. Os primeiros
experimentos envolvendo seu uso em cromatografias de afinidade foram realizados
por Lloyd e Bitoon (1971) e Steinemann e Stryer (1973), com a utilizagao da lectina,
imobilizada em agarose ou fluoresceinada, para isolamento de polissacarides e
glicoproteinas para identificagédo de componentes glicosilados em tecidos animais.
Em &caros, proteinas de alto peso molecular de Dermatophagoides pteronyssinus e
Dermatophagoides farinae foram isoladas e caracterizadas imuno e fisico-
quimicamente por Baldo e Uhlenbruck (1977) e por Stewart e Turner (1980),
utilizando cromatografia de afinidade de concanavalina A, onde suas propriedades
alergénicas foram avaliadas. Além disso, recentemente, Almeida et al. (2002)
identificaram componentes glicosilados de Blomia tropicalis, através de fracionamento
cromatografico de afinidade a ConA-Sepharose, analisando a reatividade de anticorpos
IgE de pacientes alérgicos ao extrato bruto e ao extrato fracionado, observando-se
uma correlacdo positiva entre os niveis destes anticorpos e alérgenos fracionados do
écaro, através de ELISA e immunoblotting.

Varios estudos tém adotado a concanavalina A como ferramenta valiosa na
detecc@o e no isolamento de glicoproteinas. Desta forma, sua utilizagéo para a
andlise de alérgenos glicosilados, através de cromatografia, pode indicar um avango
para melhor conhecimento das propriedades bioquimicas e imunolégicas destes

antigenos, auxiliando assim no diagnéstico e tratamento de doengas alérgicas.
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2. OBJETIVOS

o Identificar as fracdes de Dermatophagoides pteronyssinus ligantes de

concanavalina A;

« Analisar a reatividade destes compostos frente a anticorpos IgE de pacientes

atopicos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Caracteres éticos

O projeto de pesquisa foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia (CEP / UFU), 6rgéo do Conselho Nacional de
Saude, e aprovado, sem restricdes, em 02 de maio de 2002, sob processo n°
039/2002 (Apéndice 1).

Os individuos que concordaram em participar do estudo assinaram um Termo
de Consentimento (Apéndice 2), onde foram informados sobre todos os
procedimentos adotados, esclarecendo eventuais duvidas. Responderam, em
seguida, a um questionario (Apéndice 3), segundo os critérios adotados pelo
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), para

avaliacdo de seu histérico clinico de alergia.



16

3.2. Casuistica

Um total de 95 individuos, oriundos de Uberlandia e outras cidades da regiao

do Triangulo Mineiro-MG, de ambos os sexos, com idade variando de 18 a 54 anos,

foram selecionados e atendidos no Ambulatério de Alergia do Hospital de Clinicas

da UFU, por meio de marcag@o de consulta, durante o periodo de maio de 2002 a
junho de 2003.

Os atendimentos foram realizados por membros da Unidade de Pesquisa em

Alergia e Imunologia Clinica e constaram de anamnese, realizag@o de Teste

Cutaneo de Puntura (TCP) a diferentes alérgenos inaldveis domiciliares e coleta de

sangue, sob acompanhamento médico do Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi.

Os individuos foram divididos em trés grupos, de acordo com o historico

clinico de asma e /ou rinite alérgica e reatividade ao teste cutaneo de puntura (TCP):

Grupo | (n=35) — Individuos com histérico clinico de asma e/ou rinite alérgica,
alérgicos a Dermatophagoides pteronyssinus;

Grupo Il (n=30) — Individuos com histdrico clinico de asma e/ou rinite alérgica,
néo alérgicos a Dermatophagoides pteronyssinus,

Grupo Il (n=30) — Individuos saudéveis, sem histérico clinico de asma e/ou
rinite alérgica e nao reativos a quaisquer alérgenos testados (individuos
controles).

Os critérios de exclusdo para a execugdo do estudo compreenderam

individuos:

Com idade inferior a 18 anos e superior a 60 anos;

Que apresentaram lesdes dermatolégicas na drea de realizagéo do teste
cutaneo;

Em tratamento com drogas antiinflamatérias esteroidais e/ou anti-histaminicos
de primeira ou segunda geragao;

Que nao apresentaram sintomas clinicos para rinite e/ou asma alérgica, mas
foram positivos ao teste cutaneo;

Que nao tiveram o sangue coletado por algum motivo;

Que nao assinaram o Termo de Consentimento;

Que se recusaram a participar do estudo por motivos pessoais.
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3.3. Teste cutaneo de puntura (TCP)

A hipersensibilidade imediata foi avaliada pelo método de puntura, de acordo
com a Academia Européia de Alergia e Imunologia Clinica - EAACI (1993), descrito
anteriormente por Ownby (1988). Para a realizagdo do teste, foram utilizados
extratos brutos dos &caros Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides
farinae e Blomia tropicalis, todos a 2 mg/mL, preparados no Laboratério de
Imunologia da UFU. Para o controle positivo, utilizou-se histamina a 10 mg/mL
(IPI/ASAC Brasil, S@o Paulo, Brasil) e para o controle negativo, solugao salina
(IPI/ASAC Brasil, Sao Paulo, Brasil).

Uma gota (aproximadamente 10 pL) de cada extrato alergénico foi
depositada, a uma distancia de 3 cm entre elas, na regiao anterior do antebrago
(DANGELO; FATTINI, 1998), apos anti-sepsia do local com alcool 70%. A puntura
cutanea foi feita com puntor apropriado (Aiko, Rio de Janeiro, Brasil) para tal
procedimento sobre a gota do extrato e apés 15 minutos foram medidos os
diametros das péapulas formadas, ortogonalmente, com regua milimetrada (Morrow
Disposable / Skin Test Needle Aller Guard®). As papulas que apresentaram meédia
aritmética dos diametros maiores do que 3 mm em relagéo aos do controle negativo
foram consideradas positivas ao teste.

3.4. Coleta de sangue

Foram obtidos 20 mL de amostras sangue de cada individuo, através de
pungdo venosa na regido anterior do cotovelo (DANGELO; FATTINI, 1998),
utilizando-se tubos de 5 mL e agulhas 21G1 (Vacutainer - Becton Dickinson, Franklin
Lakes, EUA), gentilmente cedidos pelo Laboratério de Analises Clinicas do Hospital
de Clinicas da UFU. As amostras de sangue foram mantidas em repouso por 15
minutos e entdo submetidas a centrifugagao durante 10 minutos a 2.000 g. Os soros
obtidos foram aliquotados em tubos de polipropileno tipo eppendorf (Eppendorf,
Hamburg, Alemanha) e armazenados a -20°C até a realizagdo dos testes
soroldgicos.
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3.5. Preparacdo do extrato alergénico (Dpt)
3.5.1. Para testes sorologicos

A extracdo de alérgenos do éacaro foi procedida de acordo com método
adotado por Kummar, Singh e Gandal (1998), com adaptacdes. Inicialmente, foram
pesados 200 g do acaro em material de cultura, gentiimente cedido pelo Prof.
Federico Montealegre (Immunochemistry Laboratory, Medical School of Ponce —
Porto Rico, EUA) e entdo peneirados (Granutest-Telastem Peneiras para Analise
LTDA.. ABNT 35, abertura em mm = 0,50 / TYLER 32) para separar corpos e fezes
dos acaros do restante do material de cultivo. Logo ap6s, 10 g do material
acarolégico peneirado foram diluidos em uma solucdo de 50 mL de tampé&o borato
(BBS) 5 mM, pH 8,0, contendo PMSF (ICN Biomedicals, Inc., Aurora, EUA) 1mM,
Benzamidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) 1mM, Aprotinina (Sigma) 0,2% e
Leupeptina (Sigma) 1uM como inibidores de protease. A mistura foi macerada em
nitrogénio liquido, posteriormente transferida para tubos conicos de 50 mL e
incubada durante 18 horas a 4°C em agitagao orbital.

Apés duas pré-centrifugagdes a 3.000 g por 15 minutos a 4°C, e uma
centrifugagdo a 30.000 g durante 45 minutos a 4°C, o sobrenadante final obtido foi
submetido a didlise em membrana porosa com cut-off 10-12 kDa (SPECTRA/POF{@
Spectrum Medical Industries, Inc., Houston, EUA) em solugao salina tamponada com
fosfatos (PBS) 0,01 M, pH 7,2, por 24 horas a 4°C com pelo menos quatro trocas da
solugdo de dialise.

O material retido na membrana de didlise foi definido como o extrato bruto
total de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), sendo aliquotado e armazenado a
-20°C até a realizacdo dos testes sorol6gicos.

3.5.2. Para testes cutaneos
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Para preparacao do extrato a ser utilizado nos testes cutaneos (TCP), o
extrato total de Dpt obtido de acordo com o procedimento descrito acima foi diluido
em PBS contendo Fenol 0,4% e Glicerina 50% (Bayer Corporation, Spokane, EUA) a
uma concentracio final de 2 pg/mL. Esta solugéo foi armazenada em frascos de
vidro do tipo ambar com conta-gotas a 4°C até a realizacao dos testes cutaneos.

Os extratos de D. farinae e B. tropicalis a serem utilizados no TCP foram
preparados como descrito para D. pteronyssinus.

3.6. Cromatografia de afinidade

A coluna de cromatografia de afinidade de ConA - Sepharose (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suécia) foi equilibrada para tampao de uso e
otimizada através de cross-linking.

Inicialmente, 5 mL de resina ConA - Sepharose foram lavados com 250 mL de
PBS contendo L-lisina (Sigma) 0,2 M, pH 8,3 e 100 mL de PBS acrescido de L-lisina
0.2 M e D-manose (D-mannopyranose — Sigma), pH 8,3. Em seguida, 1,5 pL de
Glutaraldeido 25% (Merck, Darmstaldt, Alemanha) foi adicionado e incubado por 1
hora a temperatura ambiente. O excesso deste foi removido utilizando 25 mL de
solugao tampao consistindo de Glicina (Quimibras Industrias Quimicas, S.A., Rio de
Janeiro, Brasil), Tris (Hydroxymethyl aminometan — Merck, Darmstadt, Alemanha)
0,1 M e HCI (Quimibras Industrias Quimicas, S.A., Rio de Janeiro, Brasil), 1 M, pH
9,2, adicionado de D-Manose 0,2 M. A coluna foi incubada mantida por 10 minutos
em agitacéo orbital e, finalmente, lavada com 50 mL de PBS.

A amostra de Dpt foi aplicada & coluna previamente preparada e equilibrada
em um volume de 3 mL, com 18,6 mg de proteinas. Apés incubagao do material na
coluna por 2 horas a 4°C, o material que ndo se ligou a coluna (Void) foi eluido com
PBS e coletado em volumes de 2 mL, monitorando quanto & densidade ébtica em
espectrofotdémetro (Micronal, Séo Paulo, Brasil), com filtro de 280 nm, até atingir
valores de absorbancia préximos de zero. A fragao que se ligou a coluna (ConA/Dpt)
foi eluida da mesma utilizando metil-a-D-manopiranosideo (Ferro Pfanstiehl
Laboratories, Inc., Waukegan) 0,2 M, pH 7,4, diluido em PBS e coletada em volumes
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de 2 mL, com intervalo de 2 minutos entre cada coleta, até que as leituras de
absorbancia atingissem valores proximos de zero.

As amostras eluidas da coluna (Void e ConA/Dpt) que apresentaram maiores
valores de absorbancia foram concentradas e dialisadas em Amicon (W.R. Grace &
Co., Bervely, EUA), utiizando membrana YM10 (cut-off 10kDa), sendo
posteriormente aliquotadas a -20° C, até a condugao dos demais experimentos.

3.7. Dosagem protéica

As concentracbes protéicas do extrato total (Dpt) e das fragdes alergénicas
(ConA/Dpt e Void) foram determinadas pelo método de Lowry et al. (1951).

Para a curva de calibragdo foi utilizada soroalbumina bovina (BSA) em
diluicdes seriadas de 500 ug/mL a 15,6 ug/mL. A concentragéo de proteinas foi
determinada em mg/mL e calculada com o auxilio do software Microplate Manager
4.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, EUA).

3.8. SDS-PAGE

O perfil protéico das amostras de Dpt e ConA/Dpt foi analisado em Gel de
Eletroforese de Poliacrilamida em Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE), de acordo
com Laemmli (1970), a 12%, em condi¢des desnaturantes e ndo redutoras.

O gel de separagao foi preparado utilizando-se Tris-HCI (Sigma) 0,375 M, pH
8,8, SDS (Sigma) 1%, EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético, Quimibras) 2mM,
solucéo de acrilamida a 30% e bis-acrilamida a 0,8% (Pharmacia-LKB, AB, Bromma,
Suécia), TEMED (N,N,N,N-Tetrametil-etilenodiamino, Pharmacia-LKB) 0,125 % e
APS (Persulfato de amonio, Pharmacia-LKB, AB) 0,125%.

Para preparagao do gel de empilhamento, foram utilizados Tris-HCI 0,125 M,
pH 6,8, SDS 0,1%, EDTA 2mM, solug&o de acrilamida / bis-acrilamida a 5%, TEMED
0,125 % e APS 0,125%.

O Tampdo de Corrida (pH 8,3) consistiu de glicina (Sigma) 0,19M, Tris
(Sigma) 0,025 M, SDS (Sigma) 0,075% e EDTA (Quimibras) a2 1,9 M.
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As amostras foram diluidas em Tamp&o de Amostra contendo Tris-HCI 0,1M,
pH 6,8; SDS a 4%; azul de bromofenol a 0,2% e glicerol a 20% e submetidas a um
aquecimento de 95° C (Termobath ALB64 - Finemould Precision Ind., Co., Seul,
Coréia) durante 3 minutos, sendo posteriormente aplicadas aos pogos na
concentracdo de 13 ug/pogo. Paralelamente as amostras, foram aplicados 0s
padroes de peso molecular Wide Range (Sigma) e Rainbow (Amersham Life
Science, Little Chalfont, Inglaterra).

O sistema foi preparado em aparelho apropriado para mini-gel (SE 215 Mighty
Small Multiple Caster, Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA) e
conectado a um gerador (Electroforesis Power Suply EPS 301 - Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) e submetido a uma corrente constante de 20
mA para a migracdo das proteinas por aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

A coloracdo do gel foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Friedman (1982), onde o gel foi inicialmente imerso em um recipiente contendo
solugao fixadora (metanol 50%, acido aceético 12% e formaldeido 0,05%) por 2 horas
a temperatura ambiente, e posteriormente incubado em etanol 50% durante vinte
minutos por 3 vezes e pré-tratado com tiossulfato de sodio (Quimibras) 0,02% por 1
minuto. Em seguida o gel foi incubado em 50 mL de solucéo de nitrato de prata
(Labsinth, Diadema, Brasil) a 0,2% acrescido de formaldeido 0,003% em camara
escura por 20 minutos. Para revelar as bandas protéicas, foi utilizado 50 mL de
solugdo contendo carbonato de soédio (Ecibra Ind. Brasileira, Sao Paulo, Brasil) 6%,
formaldeido 0,0005% e tiossulfato de sodio 0,02% e para interromper a reagdo, uma
solucdo contendo metanol 50% e &cido acético 12% foi utilizada.

O gel foi finalmente digitalizado em Scanner HP PrecisionScan LTX, versao
1.2. (Hewlett Packard, Co.), fixado entre duas folhas de papel celofane e seco a
temperatura ambiente por 18 horas.

3.9. ELISA

3.9.1. Quantificacdo de anticorpos IgE
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Para deteccdo e quantificagao de anticorpos IgE especificos a Dpt e
ConA/Dpt, foi utilizado o ensaio imunoenzimatico cELISA (ELISA convencional), de
acordo com Silva et al. (2001), com modificagoes.

Placas de alta afinidade (Costar, Coming Inc., Corning, EUA) contendo 96
pocos foram sensibilizadas com 50 uL por pogo de Dpt e ConA/Dpt, diluidos em
tampao carbonato 0,06 M, pH 9,6, na concentragdo protéica de 20 pg/mL, por 18
horas, a 4° C. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS
contendo Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate — Sigma) a 0,05% (PBS-
T). Os sitios ativos dos pogos foram entao blogqueados com solugéo PBS-T contendo
BSA (Soroalbumina bovina - Sigma) a 1% (PBS-T/BSA), por 1 hora a temperatura
ambiente.

Os soros diluidos na propor¢ao de 1:2,5 em PBS-T foram adicionados, em
duplicata, em volumes de 50 uL/pogo, apés trés lavagens previas com PBS-T.
Como controles da reagao, foram utilizados PBS-T/BEA e soros controles negativos
n&o-atépicos. Apos incubagéo a 37° C por 2 horas, as placas foram lavadas por seis
vezes com PBS-T e incubadas com 50 uL por pogo de anticorpo secundario de
cabra anti-lgE humana biotinilada (Kirkegaard e Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, EUA) diluido a 1:1000 em PBS-T/BSA durante 1 hora a 37° C.

Apés novo ciclo de seis lavagens com PBS-T, adicionou-se o conjugado
Estreptavidina-peroxidase (Sigma), diluido a 1:500 em PBS-T/BSA, em volume de
50 pl/pogo e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. A revelagcao da
reacao foi feita com substrato enzimatico H»O, (Hidrogen Peroxide - Sigma) a 0,03%,
acrescido de ABTS (2,2-diazino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid - Sigma),
diluidos em tampéo citrato-fosfato 0,07 M, pH 4,2.

As densidades opticas foram determinadas em leitor de placas ELISA
(Titertek Multiskan Plus MKII - Flow Laboratories, McLean, EUA) utilizando filtro de
405 nm.

3.9.2. Determinacéo dos niveis de anticorpos
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Os niveis de anticorpos IgE especifica foram expressos em indice ELISA (IE).
calculados através da formula abaixo, utilizada por Silva et al. (2002), com

IE = DOam teste
Cut off
Onde:

DO.m teste = densidade optica média da amostra teste;

modificacdes:

Cut off = limiar de positividade, obtido através da férmula:

LCUI off = DOcontrneg + (3 x dp)

Onde:
DOcontr neg = Média aritmética das densidades opticas de trés amostras de
soros do controle negativo;

dp = desvio-padréo das densidades épticas das amostras do grupo controle.

3.10. Andlise estatistica

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar o nivel de significancia (p)
entre os valores de IgE especifica a Dpt e ConA/Dpt nos diferentes grupos. A
correlagao entre estes niveis dentro de cada grupo foi determinada através da reta
de regressao linear e 08 coeficientes de correlagéo (r) foram calculados através do
teste de Spearman.

O intervalo de confianga adotado foi de 95%.

Todos os cdlculos e graficos foram realizados utilizando os softwares
GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software, Inc.) e Microsoft Excel 2000 (Microsoft
Co.).

3.11. Normas de biosseguranca
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Todos os procedimentos citados, incluindo coleta e manuseio de materiais
bioldgicos e reagentes, bem como a utilizagao dos equipamentos citados acima
foram realizadas de acordo com as normas de biosseguranga descritas por Chaves-
Borges e Mineo (1997).

4. RESULTADOS
4.1. Dados clinicos e demograficos

Noventa e cinco individuos foram selecionados para o estudo. Um
questionario clinico foi utilizado para identificac@o da suspeita de doenga alérgica
entre os sujeitos deste estudo. As perguntas foram elaboradas para que o individuo
pudesse responder de forma concisa, segundo ISAAC (1998) com modificagdes,
sendo aplicadas com o auxilio do médico alergologista, anotando todas as respostas
e demais dados relevantes. Nenhum individuo se recusou a responder O

questionario.
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Dentre os individuos do estudo, 65 (68,4%) apresentaram sintomas
caracteristicos de asma e/ou rinite alérgica. Deste numero, somente 8 (12,3%)
foram caracterizados como asmaticos, apresentando quadro de sibilos, dificuldade
respiratéria ou tosse seca de origem nao gripal. Os demais pacientes sintomaticos
(87,7%) relataram sintomas sugestivos de rinite alérgica, COMo espirros, coriza e/ou
lacrimejamentos nos olhos.

Suas idades variaram entre 18 e 54 anos (média: 28 1 anos; desvio-padrao:
9.9 anos), sendo que as idades médias foram de 24,4 anos (desvio-padrao: 6,4)
para o grupo |; 31,8 anos (desvio-padrao: 10,6) para 0 grupo Il e 28,8 anos (desvio-
padrao: 11,1) para o grupo 1.

A quantidade de individuos do sexo feminino totalizou 69, sendo que 19 delas
pertenceram ao grupo |, 27 ao grupo Il e 23 ao grupo IIl. Vinte e seis individuos
foram do sexo masculino, sendo 16 do grupo |, 3 do grupo Il e 7 pertencentes ao
grupo .

Os quadros com a idade, sexo e diagnéstico clinico de cada individuo nos
diferentes grupos estdo apresentadas no Apéndice 4.

4.2. Teste cutaneo de puntura (TCP)

Os individuos foram submetidos ao Teste Cutaneo de Puntura (TCP) para
avaliagio da hipersensibilidade imediata utilizando extratos de Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis. Nenhuma reagao
sistémica adversa foi observada durante ou apds a realizacao do teste.

A Tabela 1 mostra o resultado do TCP nos 65 individuos alérgicos a
D. pteronyssinus recrutados para o estudo.

Dentre os pacientes do grupo |, todos que apresentaram positividade ao TCP
para o acaro D. pteronyssinus também foram positivos para D. farinae. Enti.etanto,
do total de pacientes deste grupo, 31 (88,6%) apresentaram positividade a B.
tropicalis e somente 4 (11,4%) nao foram positivos. O diametro médio das papulas
para o extrato de D. pteronyssinus neste grupo foi de 10,5 mm (desvio-padrao: 2,7).

Nao houve casos de positividade para 0s gcaros do género
Dermatophagoides nos trinta pacientes do grupo II, porém, dois deles (6,6%) foram
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reativos a extrato de Blomia tropicalis, apresentando tamanhos médios das papulas
de 3.5mm e 4,5 mm para este extrato.

Todos os individuos do grupo Il apresentaram TCP negativo para os extratos
de acaros testados.

Os dados que reportam o tamanho da papula de cada individuo nos
diferentes grupos deste estudo estao incluidos no Apéndice 4.

Tabela 1. Resultados do Teste Cutaneo de Puntura (TCP) aos
alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) com ou
sem reatividade aos alérgenos de Dermatophagoides farinae
(Df) elou Blomia tropicalis (Bt) em 65 pacientes sintomaticos.

Pacientes sintomaticos

Resultados do TCP Grupo | Grupo ll
(n = 35) (n = 30)
Dpt + 35 -
Dpt +/ Df + 35 (100%) .
Dpt + / Df - 0 -
Dpt +/Bt+ 31 (88,6%) -
Dpt +/ Bt - 4 (11,4%) ’
Dpt - - 30
Dpt -/ Df + - 0
Dpt - / Df - . 30 (100%)
Dpt -/ Bt + - 2 (6,6%)
Dpt -/ Bt - - 28 (93,4%)
Tamanho da papula (mm) 10,5+ 2.7 40+07°

a = média aritmética + desvio-padrao (Dpt)
b = média aritmética + desvio-padrao (Bt)
(+) Positivo; (-) Negativo

4.3. Fracionamento cromatografico

Dois ensaios de cromatografias foram realizados utilizando extrato total de
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) em coluna de afinidade de ConA-Sepharose,
otimizada através de “cross-linking".

A Figura 1 apresenta o cromatograma representativo de um dos ensaios
realizados. Cada tubo coletor conteve 2 mL de amostra fracionada pela coluna,

sendo estes monitorados a 280 nm.



O primeiro pico representa o Void, fragdo protéica que nao apresentou
interacdo com a coluna. Este foi eluido da coluna utilizando PBS 0,01 M e
apresentou densidade optica (D.O.) maxima de 0,939. As amostras contidas nos
tubos de numero 1 e 2 nao apresentaram valores de absorbancia legiveis pelo
espectrofotdmetro, portanto foram excluidas dos valores do grafico. As amostras dos
tubos de 1 a 9 foram reunidas, sendo posteriormente dialisadas e concentradas em
Amicon.

O segundo pico representa a fragéo ligante de ConA (ConA/Dpt), eluida com
tampao PBS contendo Metil-a-D-manopiranosideo 0,2 M. As amostras contidas nos
tubos de 42 a 55 foram reunidas, dialisadas e concentradas em Amicon.

As amostras de Void obtidas nos dois ensaios cromatograficos foram
reunidas em uma amostra unica, apdés confirmagado da semelhanga das bandas
protéicas pela andlise do perfil eletroforético. O processo foi semelhantemente
realizado para a ConA/Dpt.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus
em coluna de afinidade de ConA-Sepharose. O Void foi obtido pela eluigao com
PBS. Obteve-se o eluato ConA/Dpt pela adicao de metil-a-D-manopiranosideo 0,2 M
(linha pontilhada). Volume da coluna: 5,0 mL; amostra aplicada: 18,6 mg em um
volume de 3,0 mL.

4.4. Dosagem protéica
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As concentracdes protéicas dos extratos e fracbes obtidos foram:
Dpt = 6,25 mg/mL, Void = 1,12 mg/mL e ConA/Dpt = 0,21 mg/mL.

4.5. Perfil eletroforético

Os perfis protéicos de Dpt e ConA/Dpt foram determinados por SDS-PAGE a
12%. A coloragao deste gel foi realizada por nitrato de prata.

A Figura 2 mostra o perfil das bandas nestas amostras com as respectivas
massas moleculares de referéncia (Mr). No extrato total (Dpt), foram detectadas
principalmente bandas de 106, 90, 48, 17 e 11 kDa.

Mr
(kDa)

126
83

48

28

22

A h o

Figura 2. Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12%) de (a) Dpt, (b) Void e
(c) ConA/Dpt. Coloragéo por nitrato de prata. Mr: massa molecular de
referéncia, em kDa.

O Void apresentou bandas protéicas em menor intensidade que o extrato
total, sendo algumas bandas fortemente coradas (17-20 kDa). A ConA/Dpt
apresentou um perfil eletroforético com seis bandas principais, sendo elas de 104,
87, 48, 31, 25 e 26 kDa.
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Em todas as amostras, foi observado um aglomerado de bandas de baixo

peso molecular, de dificil identificagao, com menor intensidade em ConA/Dpt.

4.6. Niveis de IgE especifica

A determinagao dos niveis de IgE sérica especifica ao extrato bruto (anti-Dpt)
e a fragao ligante de ConA (ConA/Dpt) foi procedida pelo ensaio imunoenzimatico
convencional (ELISA).

A Figura 3 representa a distribuicao dos niveis de IgE especifica anti-Dpt e
anti-ConA/Dpt, medidos em indice ELISA (IE), nos trés grupos analisados.

Todos os individuos do grupo | apresentaram niveis de IgE especifica ao Dpt
maiores que 1,0 (IE > 1,0). Entretanto, 4 (11,4%) individuos apresentaram valores
inferiores a este (IE < 1,0) para ConA/Dpt.

Nenhum individuo do grupo Il apresentou IgE especifica anti-ConA/Dpt
Entretanto, somente um individuo mostrou valores limitrofes do cut-off (IE = 1,07)
para o extrato total de Dpt.

No grupo Il néo houve valores de |E maiores ou iguais a 1 para ambas as
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Figura 3. Niveis de IgE especifica a alérgenos de D. pteronyssinus em extrato bruto (Dpt) e em
fracao ligante de concanavalina A (ConA/Dpt), expressos em indice ELISA (IE), determinados nos
soros de 35 pacientes do Grupo |, 30 pacientes do Grupo !l e 30 individuos do Grupo . As barras

horizontais indics ~ 2 média geométrica de cada grupo. m.g.. média geométrica. A linha pontilhada
representa o lirni positividade da reagao (IE = 1). * p< 0,001
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reatividades dos anticorpos IgE.

As médias geométricas (m.g.) dos niveis de IgE especifica frente ao Dpt e
ConA/Dpt foram significativamente maiores (p < 0,0001) no grupo | (IE = 4,4 para
Dpt e |E = 1,7 para ConA/Dpt), comparadas as médias do grupo Il e lll (IE = 0,7 para
os demais valores). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre niveis medios
nos grupos Il e Ill, em relagéo aos niveis de IgE especifica ao extrato total bem como
a fracao ligante de ConA.

Todos os individuos do grupo lll apresentaram niveis de IgE especifica a Dpt
e ConA/Dpt abaixo de 1,0 (IE < 1,0).

4.6.1. Tamanho das papulas e niveis de IgE especifica

O tamanho das papulas frente ao extrato de D. pteronyssinus determinados
pelo TCP foi comparado aos niveis de IgE especifica nos individuos do Grupo |.

A Figura 4 mostra a distribuicdo das médias aritméticas das papulas, em
milimetros (mm), em relagéo aos niveis de IgE especifica, em indice ELISA (IE),
anti-Dpt e anti-ConA/Dpt.

Nao houve diferencas significativas entre o tamanho da papula nas classes
distintas e os niveis de IgE especifica anti-Dpt e anti-ConA/Dpt.

B anti-Dpt
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Figura 4. Niveis de IgE especifica (IE) ao extrato bruto de D.pteronyssinus (Dpt) e fragao ligante
de ConA (ConA/Dpt) em relagio ao tamanho da pépula (mm) em pacientes do Grupo |. As barras
indicam a média aritmética das medidas de papula e das linhas verticais posteriores indicam ©
desvio-padrao.
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Nzo houve pacientes com tamanho de papula menores que 3mm, uma vez
que esse foi adotado como critério de positividade ao TCP. Desta forma, nao ha
dados de niveis de IgE especifica em pacientes com tamanho de papula inferior a
este. Além disso, somente um individuo apresentou tamanho de péapula que se
encaixasse na classe representativa de 3 a 6mm, o que impossibilitou o célculo do
desvio-padrao nesta classe, COMO observado na figura.

4.6.2. Correlacéo entre os niveis de IgE especifica anti-Dpt e anti-ConA/Dpt
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Figura 5. Correlagao entre 0S niveis de IgE especifica a alérgenos de extrato
bruto (Dpt) e de fragao ligante de concanavalina A (ConA/Dpt), expressos em
indice ELISA (IE), determinados nos soros de 35 pacientes do Grupo |.

A correlagao entre os niveis de IgE especifica a Dpt e ConA/Dpt foi analisada
através dos valores de indices ELISA obtidos dos individuos analisados.

A Figura 5 mostra a reta de regressao linear para os valores de IgE especifica
do Grupo |. Houve significante correlagdo positiva entre  estes niveis
(r=0,8367, p < 0,0001).
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DISCUSSAO

O Teste Cutaneo de Puntura (TCP) tem sido utilizado como método de
diagnéstico para andlise do quadro de hipersensibilidade imediata, onde o critério de
positividade é baseado no tamanho das papulas (Maiores que 3 mm) obtidos para
os diferentes alérgenos, comparando-se com a do controle negativo (solucéo salina).
Neste estudo, os individuos foram avaliados quanto a reatividade cutdnea aos
extratos de Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae e Blomia
tropicalis.

Do total de individuos, a grande maioria (68,4%) apresentou quadro cl inico de
asma e/ou rinite alérgica, sendo que destes pacientes, 53,8% apresentaram TCP
positivo a D. pteronyssinus e D. farinae. Esses dados sugerem que a exposigéo a
estes acaros pode ser considerada um importante fator para desencadeamento da
resposta alérgica em individuos predispostos, como ja relatado por Arlian (1996).
Considerando este fato, Sopelete et al. (2000) detectaram niveis maiores ou iguais a
2 ug de alérgenos dos grupos 1 e 2 de D. farinae por grama de poeira nas
residéncias de Uberlandia-MG, constituido este a principal acarofauna nesta cidade.

Dentre 0s pacientes sintomaticos, oito foram asmaticos e 57 apresentaram
sintomas de rinite alérgica, indicando que esta ultima pode ser a doenga alérgica
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mais freqiiente dentre a populacao do Triangulo Mineiro, como também observado
por Berger (2003).

Dentre os pacientes alérgicos a D. pteronyssinus, diagnosticados pelo quadro
clinico e TCP (Grupo 1), vale ressaltar que todos (100%) também foram positivos a
D. farinae e 31 (88,6%) foram positivos concomitantemente a alérgenos de B.
tropicalis. De acordo com estudos comparativos, alguns alérgenos destas duas
espécies (D. pteronyssinus e B. tropicalis) podem apresentar até 33% de reatividade
cruzada, devido & homologia observada entre alguns destes compostos (ARRUDA et
al., 1997; CARABALLO et al, 1998). Esta sensibilizacdo concorrente tem
complicado a avaliagéo do papel de B. tropicalis nestes pacientes, particularmente
em regides onde ha predominancia de ambos os acaros. De acordo com nossos
estudos prévios (MEDEIROS JR et al., 2002), detectamos um numero elevado deste
acaro em amostras de poeira domiciliar de nossa regiao, em contrastes com 0s
niveis baixos ou indetectaveis do alérgeno Blo t 5 por ELISA de duplo anticorpo, em
estudo realizado por Luczynska et al. (1989).

Desta forma, estudos posteriores utilizando ensaios de inibicdo competitiva
deverdo ser conduzidos com a finalidade de verificar de ha evidéncias desta
reatividade cruzada entre alérgenos de D. pteronyssinus € B. tropicalis, o que
esclareceria a alta prevaléncia de individuos reativos a ambos os alérgenos neste
estudo.

Extratos alergénicos constituem uma mistura heterogénea de proteinas,
glicoproteinas e componentes nao alergénicos. Segundo Roque-Barreira (1998), as
lectinas sdo proteinas que possuem alta afinidade e especificidade por carboidratos.
Desta forma, a concanavalina A pode apresentar um mecanismo de interacdo com
alérgenos glicosilados. Estudos utilizando a ConA em isolamento de alérgenos de
4caros nao tem sido muito evidenciados e um dos primeiros estudos envolvendo
fracionamento cromatografico com esta lectina foi realizado por Stewart e Turner
(1980), através da caracterizagao das diferentes isoformas do alérgeno Der p 4.

Utilizando a cromatografia de afinidade de ConA-Sepharose para fracionar o
extrato de Dpt e metil-a-D-manopiranosideo como eluente, 0s componentes que

apresentaram maior afinidade com essa lectina foram detectados por SDS-PAGE
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como proteinas de peso molecular variavel, com predominio de bandas de alto peso
molecular, sugerindo que esses alérgenos podem apresentar sitios de glicosilagao.

Segundo Kamamoto et al. (2002), alguns dos alérgenos de D. pteronyssinus
que apresentam sitios de glicosilagao potenciais sao Der p 1 (25 kDa), Der p 4 (57
kDa), Der p 7 (22 kDa) e Der p 8 (26 kDa). No presente estudo, algumas destas
proteinas foram encontradas na fracao ConA/Dpt, sugerindo que estes alérgenos
apresentam afinidade com a lectina em estudo.

O fato de alérgenos glicosilados serem até cem vezes mais imunogenicos que
os nao glicosilados, como relatado por Agnes, Tan e Jordens (1998), pode sugerir
que a fragdo ConA/Dpt constitui uma das porcdes alergénicas mais importantes do
extrato total de Dpt. Seguindo esta suposi¢do, estudos futuros deverdo ser
conduzidos para confirmar a presenca de sitios glicosilados nesta fragao,
esclarecendo aspectos importantes sobre sua composicdo bioguimica e
imunogenicidade.

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) tem sido utilizado como uma das
principais técnicas in vitro de diagnéstico de alergias, de forma complementar ao
TCP. Assim é largamente aplicado devido a certas inconveniéncias demonstradas
pelo diagndstico in vivo, como em pacientes com lesoes dermatoldgicas no local do
teste, em uso de medicagao anti-histaminica ou corticoterapia e risco iminente de
racoes sistémicas. O fato de ter sido excluido deste estudo os pacientes que se
enguadram nestes parametros fez com que 0 TPC se tornasse uma ferramenta mais
confiavel na determinagdo da presenga ou auséncia de anticorpos IgE nos
individuos analisados. Entretanto, a quantificagdo destes anticorpos s foi possivel
através de ELISA.

Considerando a importancia deste imunoensaio na avaliacao da
sensibilizacdo a D. pteronyssinus em pacientes com alergia respiratéria, um estudo
realizado por Silva et al. (2001) reportou adaptagoes desta técnica na detécc;éo de
anticorpos IgE especificos aos alérgenos principais Der p 1 e Der p 2 deste acaro,
denominado ELISA reverso. Dentre as adaptagoes, a sensibilizacado da placa de
poliestireno com anticorpos monoclonais ao invés do alérgeno (ELISA convencional)
foi crucial para uma maior sensibilidade e especificidade na detecc@o de anticorpos
IgE especificos. Em outro estudo, Trombone et al. (2002), relatando o uso de um
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ensaio designado de ELISA quimérico, no qual se utiliza um anticorpo quimerico
apresentando a por¢do Fce humana € a porgao Fab murina, demonstrou ser
altamente especifico na detecgao destas imunoglobulinas. No presente estudo,
optamos inicialmente pela utilizagao de um método mais simples e rapido (ELISA
convencional). Entretanto, estudos utilizando ELISA reverso para detecgao de
anticorpos IgE aos alergenos principais (Derp 1 e Der p 2) poderao ser futuramente
conduzidos para melhor caracterizar estas fragcoes glicosiladas.

A andlise dos resultados deste imunoensaio permitiu verificar qué 0S niveis
séricos de IgE detectados em pacientes caracterizados cOmo alérgicos a
D. pteronyssinus (Grupo 1) foram significativamente maiores que aqueles
encontrados em pacientes do Grupo il e Il (nao alérgicos a este acaro). Além disso,
através da comparagdo dos dados do TCP e ELISA para detecgéo de IgE nos
pacientes do Grupo |, observou-se que individuos que apresentaram alta reatividade
cutanea (tamanho de papulas maiores que 12 mm) apresentaram elevados niveis de
IgE especifica anti-Dpt e anti-ConA/Dpt. Esses resultados comprovam que O ELISA
pode ser uma ferramenta adicional no diagnéstico de alergia a D. pteronyssinus.

Uma forte correlag@o positiva foi encontrada entre os niveis de IgE especifca
a Dpt e ConA/Dpt, sugerindo que esta fragao € também reconhecida por soros
pacientes alérgicos a Dpt. Esta significativa correlagdo mostra 0 papel da fragao
ligante de ConA como uma importante por¢ao dentre os alérgenos de
D. pteronyssinus. Desta forma, estudos futuros utilizando Immunoblotting serao
necessarios para melhor caracterizar os componentes alergénicos desta fracao,
permitindo que €sses dados possam ser Gteis fundamentalmente no tratamento

hipossensibilizante de pacientes com alergia respiratoria causada por este acaro.
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6. CONCLUSOES

Os niveis séricos de IgE especifica ao extrato bruto de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt) e sua fragao ligante de Concanavalina A (ConA/Dpt),
determinados por ELISA, em pacientes alérgicos demonstraram ser este um

importante acaro envolvido na sensibilizagao alergénica destes pacientes.

Anticorpos IgE dos pacientes com rinite e/ou asma alérgicos ao referido
acaro reconheceram de forma significativa a fragao ligante de Concanavalina

A (ConA/Dpt), por testes ELISA.
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Processo n°® 039/2002

PROJETO DE PESQUISA: “Identificagio de Fracoes Alergénicas e Avaliagio da
Resposta Imune Humoral a Dermatophagoides Pteronyssinus”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ernesto Akio Taketomi

PARECER:

O projeto acima identificado, foi aprovado para ser realizado conforme os autores se
comprometem.

&

Prof. Migugl-Tanus Jorge
CEP/URU



APENDICE 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Laboratorio de Imunologia
Av, Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia - MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , concordo em participar do

projeto de pesquisa intitulado “Reatividade de anticorpos IgE de pacientes atdpicos
a antigenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Acari: Pyroglyphidae) ligantes
de Concanavalina A”, cujo principal objetivo é fracionar proteinas alergénicas e avaliar
suas reacdes com os anticorpos de individuos alérgicos.

Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei
submetido (a) e que seréo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia
Clinica do Laboratério de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Campus
Umuarama, Bloco 4C, a saber:

- realizacdo de exames complementares tais como teste cutdneo com

alérgenos inalaveis

- necessidade de coleta de sangue para dosagem de anticorpos especificos a

aeroalérgenos

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a investigacdo. Terei a liberdade de me retirar da pesquisa a
qualguer momento em que desejar, sem a necessidade prévia de explicacoes.

Sera respeitado o carater confidencial das informagbes fornecidas, néo sendo
permitida a minha identificagao.

Uberlandia, de de 200__.

ASSINATURA TESTEMUNHA



APENDICE 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomedicas
Laboratdrio de Imunologia
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia - MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

Nome: Prontudrio HC:

Data do questionario: / /

Idade: Data de nascimento: /[ _____
Sexo: () masculino ( ) feminino

Grau de escolaridade: ( ) Ensino fundamental () Ensino Médio

() Ensino Superior e/ou pos-graduagao
Nivel sécio-econdmico (renda familiar total):
() até 1 salario minimo ( ) de 5 a 10 salérios minimos
(

( ) de 1 a2 salarios minimos ) mais de 10 salérios minimos

() de 2 a5 salarios minimos

Questionério 1 (Médulo Asma)

1) Alguma vez na vida voce teve sibilos (chiado no peito)?
()Sim ( ) Nao

Se vocé respondeu ndo, passe para a questao numero 7.

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

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) voceé teve?
Nenhuma crise ()
1 a 3 crises ()
4 a 12 crises ()
mais de 12 crises ()

4) Nos ultimos 12 (doze) meses, com que frequéncia vocé teve seu sono perturbado
por chiado no peito?
Nunca acordou com chiado { 1
Menos de uma noite por semana( )
Uma ou mais noites por semana ()



8)

1)

3)

4)

Nos tltimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tao forte a ponto de impedir que vOCcé
conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada respiracao?
() Sim () Nao

Nos Ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apés exercicios fisicos?
() Sim ( ) Nao

Nés ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca & noite, sem estar gripado ou
com infecgao respiratoria?
( )Sim () Nao

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

Questionario 2 (Médulo Rinite)

Todas as perguntas deste médulo sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé

néo estava gripado ou resfriado.

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

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza
(corrimento nasal) ou obstrugdo nasal, quando nao estava gripado ou com
resfriado?

() Sim ( ) Nao

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

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

() Margo ( ) Julho () Novembro
() Abril ( ) Agosto ( ) Dezembro

Nos Uultimos 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?

1)

2)

( ) Sim ( ) Nao

Questionério 3 (Médulo Eczema)

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

Se a resposta foi ndo, passe para a questao 6.

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

Se a resposta foi ndo, passe para a questao 6.

Alguma vez essas manchas com coceira afetaram algum dos seguintes locais:
dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das
nédegas ou em volta do pescogo, orelhas ou olhos?

()Sim ( ) Nao

Alguma vez essas manchas com coceira desapareceram completamente nos
ultimos 12 (doze) meses?
() Sim () Nao

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 1 noite por semana ()

Uma ou mais noites por semana (. )

6) Alguma vez na vida vocé teve eczema?

() Sim ( ) Nao



APENDICE 4

Quadro 1. Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes do grupo | (com
rinite e/ou asma, reativos a D. pteronyssinus pelo TCP).

[ Grupo | ) ]
Pacienie Sexo ldade TCP Diagndstico IgE anti-Dpt’ IgE anti-ConA/Dpt

(anos) (mm) clinico (IE) (IE)

1 M 23 13 |rinite / asma 8,23 5,11
2 F 27 9 |rinite / asma 7,06 1,78
3 F 29 75 rinite 11,38 9,45
4 M 23 14,5 asma 6,78 2,04
5 M 21 10,5 rinite 423 1,16
6 M 22 T.h rinite 4,55 1,25
7 F 19 1835 rinite 6,20 1,58
8 M 23 15,5 |rinite / asma 7,48 2,14
9 | 37 8,5 tinite 426 1,26
10 F 33 5,5 rinite 4.43 1,29
11 F 22 11,56 rinite 6,71 1,22
12 F 38 7.5 rinite 1,83 1,00
13 M 26 10,5 rinite 4,55 1,40
14 M 23 1D rinite 2,48 2,13
15 M 21 14 rinite 12,29 10,98
16 F 24 1.5 rinite 1,93 0,98
17 M 42 7.9 rinite 2,26 1,07
18 3 20 10,5 rinite 3,09 1,14
19 F 23 17,5 rinite 12,76 8,15
20 M 28 10,5 rinite 1,58 1.3
21 F 21 10,5 rinite 10,43 5,93
22 F 27 8 rinite 321 1,07
23 F 21 9 rinite 1,85 1,21
24 F 18 9 rinite 8,55 2,65
25 E 20 10 rinite 6,33 1,56
26 M 21 125 rinite 13,28 8,20
27 F 41 g rinite 2,24 1,44
28 F 20 11,5 rinite 2,61 132
29 M 18 10 rinite 7,26 1,37
30 M 20 9 |rinite / asma 5,01 1,44
21 F 22 10,5 rinite 6,38 2,64
32 M 20 18,5 rinite 2,89 0,49
33 M 24 12 rinite 1,26 0,67
34 M 20 12,5 asma 0,99 0,64
35 F 18 12 rinite 3,03 0,76

a = Tamanho médio das papulas (mm) obtido no teste cutaneo para D.pteronyssinus (TCP)
b = Niveis de IgE especifica anti-Dpt, obtido por ELISA (IE = Indice de reatividade ELISA)
¢ = Niveis de IgE especifica anti-ConA/Dpt, obtido por ELISA



' Quadro 2. Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes do grupo Il (com
rinite e/ou asma, nao reativos a D. pteronyssinus pelo TCP).

Grupo Il
Paciente Sexo ldade Diagndstico IgE anti-Dpt  IgE anti-ConA/Dpf’
. (anos) clinico (IE) (IE)
1 F 22 rinite 0,82 0,80
2 M 36 | rinite / asma 0,90 0,77
. > E 34 rinite 0,77 0,88
= 4 F 24 rinite 0,72 0,78
5 F 32 rinite 0,83 0,78
\ 6 F [ 4 rinite 0,76 077 |
™ z F 26 rinite 0,86 0,82
9 8 F 26 rinite 0,86 0,82
9 P 21 rinite 0,80 0,78
Y 10 F 44 rinite 1,07 0,76
~ 11 E 53 rinite 0,84 0,77
_‘ 12 M 28 rinite 0,71 0,73
13 7 27 rinite 0,80 0,77
™ 14 F 19 rinite 0,82 0,77
~ 15 F 38 rinite 0,71 0,80
. 16 | M | 20 rinite 0,76 0,76
17 F 36 rinite 0,77 0,79
™ 18 F 29 rinite 0,84 0,68
- 19 e 44 rinite 0,73 0,83
20 F 18 rinite 0,75 0,77
™ 21 F | 48 rinite 0,68 0,97
. 22 F 22 rinite 0,69 0,78
= 23 F 28 rinite 0,69 0,42
24 E 50 rinite 0,73 0,44
™ 25 F 18 rinite 0,64 0,41
- 26 F 46 rinite 0,57 0,42
- 27 F 30 rinite 0,58 0,41
28 E 23 rinite 0,58 0,42
2 29 F 24 rinite 0,63 0,42
~ 30 F 47 rinite / asma 0,66 0,37

- a = Niveis de IgE especifica anti-Dpt, obtido por ELISA (IE = indice de reatividade ELISA)
s b = Niveis de IgE especifica anti-ConA/Dpt, obtido por ELISA



Quadro 3. Dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes do grupo I
(controle).

Grupo Il
Paciente Sexo Idade IgE anti-Dpf IgE anti-
(anos) (IE) ConA/Dpt’ (IE)
il F 39 0,76 0,72
2 M 20 0,80 0,84
3 M 32 0,71 0,83
4 M 21 0,80 0,72
5 F 54 0,61 0,69
6 E 22 0,74 0,66
7 F 27 0,67 0,78
8 I 26 0,67 0,78
9 M 32 0,81 0,79
10 i 33 0,70 0,74
g E 18 0,68 0,79
12 E 35 0,68 0,70
13 F 18 0,69 0,76
14 F 21 0,65 0,82
15 F 20 0,68 0,79
16 = 44 0,69 0,82
1% M 19 0,75 0,78
18 B 30 0,68 0,76
18 E 21 0,64 0,74
20 M 18 0,66 0,75
21 F 45 0,73 0,83
22 B 51 0,69 0,78
23 F 22 0,71 0,76
24 F 24 0,73 0,74
25 F 22 0,82 0,87
26 F 35 0,71 0,73
27 F ity 0,71 0,71
28 E 22 0,54 0,54
29 M 53 0,60 0,43
30 E 18 0,56 0,42

a = Niveis de IgE especifica anti-Dpt, obtido por ELISA (IE = indice de reatividade ELISA)
b = Niveis de IgE especifica anti-ConA/Dpt, obtido por ELISA



