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RESUMO

A resposta imune a acaros da poeira domiciliar como Dermatophagoides pteronyssinus.
Dermatophagoides farinae e Blomia tropicalis é predominantemente Th2 enquanto a resposta
a parasitos intracelulares como Toxoplasma gondii ¢ tipicamente Thl. Segundo a hipotese da
higiene. a menor exposi¢do a infeccdes esta associada com aumento na prevaléncia de
doencas alérgicas. O objetivo deste estudo foi investigar a relacio entre anticorpos IgE
especificos a alérgenos de acaros em pacientes soropositivos e soronegativos a 7. gondii. Um
total de 217 individuos foram selecionados e avaliados por teste cutdneo de puntura a
alérgenos de acaros e ELISA para detectar niveis de IgE sérica total. IgE sérica especifica aos
alérgenos e anticorpos IgG anti-7. gondii. Individuos soropositivos a 7. gondii (45%)
apresentaram menor sensibilizagdo alergénica a D. pleronyssinus (30%) e D. farinae (33%).
mas ndo a B. tropicalis (22%) em rela¢do aos individuos soronegativos (45%. 50% e 34%.
respectivamente: 7 < 0.05). A soropositividade para 7. gondii foi significantemente maior em
individuos ndo atopicos (54%) do que em atopicos (35%: P < 0.05). A resposta de IgE sérica
total. particularmente em individuos atépicos. ndo mostrou diferencas significantes entre 0s
individuos soropositivos e soronegativos a 7. gondii. Entre 0s individuos soropositivos a 7.
gondii houve uma maior propor¢do de ndo-atopicos. mas esta diferenca ndo foi observada
entre os individuos soronegativos. Em conclusdo. a associacdo negativa entre atopia e
infecgdo por 7. gondii foi evidenciada. demonstrando que a presenca da infec¢do pelo parasito
pode influenciar negativamente na indugdo de respostas alérgicas. reforcando o papel protetor

desta infeccdo no desenvolvimento de doengas alérgicas.

PALAVRAS-CHAVE: Dermatophagoides — pleronyssinus. Dermatophagoides  farinue,

Blomia tropicalis, Toxoplasma gondil, hipotese da higiene. anticorpos IgE



ABSTRACT

The immune response to house dust mites as Dermatophagoides pteronyssinus.
Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis is predominantly a Th2 profile while the
response to intracellular parasites as 7Toxoplasma gondii is typically a Thl response.
According to the hygiene hypothesis. a lower exposure to infections is associated with
increased prevalence of allergic diseases. The aim of this study was to investigate the
relationship between specific IgE antibodies to mite allergens in 7. gondii-seropositive and -
seronegative patients. A total of 217 subjects were selected and evaluated by skin prick test to
mite allergens and ELISA for the detection of total serum IgE. specific IgE to mite allergens
and lgG anti-T. gondii antibodies. T. gondii-seropositive subjects (45%) showed lower
allergen sensitization to D. pteronyssinus (30%) and D. farinae (33%). but not to B. rropicalis
(22%) allergens as compared to 7. gondii-seronegative subjects (45%. 50% and 34%.
respectively: P < 0.05). Seropositivity to T. gondii was significantly higher in non-atopic
(54%) than in atopic (35%) subjects (P < 0.05). Total serum IgE response, particularly in
atopic subjects. did not show any significant difference between 7. gondii-seropositive and -
seronegative subjects. Among 7. gondii-seropositive subjects there was a higher proportion of
non-atopics. but this difference was not observed in 7. gondii-seronegative subjects. In
conclusion. a negative association between atopy and 7. gondii infection was demonstrated.
indicating that the presence of parasite infection might negatively influence for inducing
allergic responses. reinforcing the protective role of this infection in the development of

allergic diseases.

KEY-WORDS: Dermatophagoides  pteronvssinus,  Dermatophagoides  farinae,  Blomia

tropicalis. Toxoplasma gondii, hygiene hypothesis. IgE antibody
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1. INTRODUCAO

1.1. Atopia e alergia

O termo atopia refere-se a tendéncia pessoal ou familiar de produzir anticorpos IgE em
resposta a baixas doses de alérgenos ambientais. tais como proteinas antigénicas de acaros.
fungos e poélens. e desenvolver doengas tipicas. como asma. rinite ou dermatite atopica
(JOHANSSON et al.. 2001).

A alergia ¢ definida como o resultado de reagdes associadas a anticorpos IgE induzidos
principalmente por alérgenos em individuos geneticamente predispostos e sdo evidenciadas
clinicamente como respostas de hipersensibilidade do tipo I ou imediata (PLATTS-MILLS:
SOLOMON. 1993: CRONWELL. 1997). Portanto. a alergia ou hipersensibilidade imediata ¢
caracteristica de individuos atopicos.

Ha varios fatores que podem influenciar no desenvolvimento da élopia. Dentre eles.
destacam-se os fatores genéticos. como evidenciado pela maior ocorréncia de atopia entre
gémeos univitelinos do que em gémeos bivitelinos. bem como a associa¢io entre atopia e
polimorfismos do receptor 1 de alta afinidade da Igk (FceR1) no cromossomo 11q e do gene
da interleucina-4 (IL-4) no cromossomo 5 humanos (COOKSON. 1999).

A rinite alérgica estd ganhando grande importéncia devido ao rapido aumento de sua
]51'ex'aléncia mundial (SETTIPANLE: HAGY: SETTIPANE. 1994). afetando 30% a 40% de
criangas e adolescentes (SKONER, 2001). No Brasil. a prevaléncia média de rinite foi de
26.6% e 34.2% em grupos de criangas e adolescentes com seis e sete anos e 13-14 anos,
respectivamente. com maior prevaléncia nos centros in‘banos (SOLE et al.. 2004). Embora a
rinite alérgica ndo seja uma doenca grave. modifica a vida social dos pacientes e afeta o
desempenho escolar ¢ a produtividade no trabalho (BOUSQUET: VAN CAUWENBERGE;
KHALTAEV, 2002).

1.2. Fisiopatologia da resposta imune alérgica

O desencadeamento da resposta alérgica depende da natureza do estimulo antigénico e de
varias etapas da resposta imune do hospedeiro. O processamento do alérgeno pela célula
apresentadora de antigeno (APC) resulta na formagio de peptideos que sdo apresentados a
célula T CD4" em associagdio com moléculas de classe 11 do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC) (MARONE. 1998).
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O reconhecimento de peptideos/MHC I pela célula T CD4" reforgado pela ligacdo de
moléculas co-estimulatorias (B7-1/B7-2 ¢ CD28) leva a ativagdo da célula Th (T helper ou T
auxiliadora). particularmente do fenotipo Th2. o qual esta associado com resposta imune a
alérgenos e helmintos. A célula Th2 ativada secreta citocinas. tais como IL-4. IL-5. IL-10 e
IL-13. que auxiliam as células B a produzirem anticorpos IgE e [gG4 bem como ativam
eosinofilos. basofilos e mastocitos. A IL-5 ¢ um importante fator de crescimento seletivo para
diferenciagdo terminal. ativagdo e manuten¢do dos eosindfilos nos tecidos. Entretanto. uma
variedade de citocinas tem sido implicadas na modulagido da sintese de IgE. A presenca de
IFN-y ¢ TNF-f produzidas por células do perfil Thl inibem a sintese de IgE pelas células B.
enquanto I1L-4. TL-5.1L-6. IL-9 e [L-13 estimulam sua sintese (WORM: HENZ. 1997).

Subpopulagdes de células T CD4+CD25+ denominadas de células T reguladoras
produtoras de TGF-f e IL-10 tém sido reconhecidas com propriedades imunomoduladoras do
perfil Th1 bem como estimulo para a produgdo de anticorpos da classe [gA (WEINER, 1997).
Recentes estudos tém mostrado que o mecanismo de supressido das respostas em diferentes
condi¢des patologicas (autoimunidade. respostas alérgicas e infecciosas. entre outras) é
dependentc da produgdo e secre¢do de mediadores como TGF-p ¢/ou IL-10 (PICCIRILLO et
al.. 2002).

Desta forma. no desenvolvimento da hipersensibilidade imediata. as principais etapas
consistem de: (1) exposicdo ao alérgeno que estimula respostas imunes com padrdo Th2 com
consequiente produgdo de IgE: (2) ligagdo do anticorpo IgE a receptores Fce nos mastocitos:
(3) ligacdo cruzada de IgE e receptores Fce pelo alérgeno: (4) ativagdo de mastocitos e
liberagdo de mediadores pré-formados. como histamina e derivados de lipideos. como os
leucotrienos e prostaglandinas. As manifestagdes clinicas ¢ patoldgicas da hipersensibilidade
imediata consistem na reagdo vascular e da musculatura lisa. que se desenvolve rapidamente
apos a re-exposicdo ao alérgeno (reagdo imediata) ou como uma reagdo tardia representada
principalmente por um processo inflamatorio (ABBAS: LICHTMAN. 2005).

Poucos minutos apds o contato com o alérgeno. os mediadores pré-formados e os recém
sintetizados iniciam sintomas caracteristicos da rinite alérgica. incluindo espirro. coceira,
coriza ¢ congestdo. Estas respostas da fase imediata sdo também atribuidas a libera¢do de
leucotrienos. prostaglandinas. histamina ¢ citocinas (WHITE: KALINER. 1992: TOGIAS.
2000). Os principais mediadores da resposta tardia sdo as citocinas. sobretudo as interleucinas

do tipo Th2. os quimiotaticos celulares e as moléculas de adesdo (GALLIL: LANTZ. 1999).
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Recentemente. Devos e colaboradores (2000) apontaram a IL-9 como outra citocina do perfil

Th2 que apresenta correlagdo existente entre indugido da producao de IgE e asma.
1.3. Acaros da poeira domiciliar

A poeira domiciliar consiste de particulas em suspensao de fontes organicas e inorganicas
e é constituida por um aglomerado de fibras vegetais e de carpetes. particulas de moveis
estofados. areia, terra. pegas do vestudrio. escamagio humana. restos alimentares, residuos
quimicos e produtos de varios microrganismos (bactérias. virus e fungos) e macroorganismos
(animais domésticos. insetos e acaros) (SELTZER. 1994).

Dentre os acaros da poeira domiciliar. destacam-se duas espécies da familia
Pyroglyphidae (Dermatophagoides pteronvssinus e Dermatophagoides farinae) e uma da
familia Echimyopodidae (Blomia tropicalis) que sao considerados importantes fontes de
alérgenos para sensibilizagdo em pacientes geneticamente predispostos (HART et al.. 2007:
MIRANDA: QUINTERO: ALMANZA. 2002).

D. pteronvssinus e D. farinae sdo os dcaros mais encontrados na poeira domiciliar. sendo
representados por 80 a 90% do total ¢ sdo importantes fontes de alérgenos em areas
geograficas imidas (HALLAS. 1991: ARLIAN: BERNSTEIN: FRIEDMAN., 1992). Eles
estdo entre os maiores causadores de doengas alérgicas respiratorias. incluindo asma
(COLLOFF et al., 1992; SOLARZ. 2001a: 2001b).

A espécie D. preronvssinus foi caracterizada em 1897 pelo zoologista francés Trouessart e
¢ popularmente conhecida como dacaro europeu. Além de paises europeus. € encontrado em
paises americanos e ¢ considerado uma das principais fontes de alérgenos presentes na poeira
domiciliar (VOORHORST. 1977. ARLIAN: BERNSTEIN: FRIEDMAN. 1992). Assim como
D. farinae. esta espécie necessita de altas temperaturas ¢ umidades para a sua sobrevivéncia e
proliferacdo (BOQUETE et al. 2006).

O 4caro D. farinae também ¢é reconhecido como importante fonte de alérgenos em todo o
mundo. exercendo um relevante papel nas doengas alérgicas. particularmente asma e rinite
alérgica, em individuos geneticamente predispostos. A proliferagio do dacaro e sua
sobrevivéncia sdo dependentes de diversas condi¢des. principalmente da temperatura ¢
umidade. os quais parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu desenvolvimento
(DUFF: PLATTS-MILLS. 1992).

No Brasil. diversos estudos relatam a prevaléncia de D. pteronvssinus ¢ D. farinae. Na

cidade de Uberaba-MG. em trabalho realizado por nossa equipe. Terra e colaboradores (2004)



encontraram que D. preronyssinus foi a espéeie de maior freqiiéncia (15.3%). seguida por D.
farinae (12.3%). por meio de identifica¢do morfoldgica. Em um estudo realizado em Sao
Paulo-SP por Arruda e colaboradores (1991), foi verificada alta freqiiéncia nos niveis de IgE
especifica a D. preronyvssinus na maioria das criangas estudadas (95%).

Blomia tropicalis foi primeiramente descrito por Van Bronswijk. De Cock e Oshima
(1973). sendo inicialmente registrado como dcaro de estocagem. E muito encontrado em
paises tropicais e sub-tropicais (ARRUDA: CHAPMAN. 1992). Segundo um recente estudo
realizado pelo nosso grupo de pesquisa na cidade de Uberlandia-MG. a maioria dos pacientes
sensibilizados a B. rropicalis também estdo sensibilizados a D. pteronyssinus (89%).
indicando uma alta reatividade cruzada entre essas duas espécies (ALMEIDA et al.. 2006).
Em outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa. os niveis de sensibiliza¢do aos
acaros D. pteronyssinus. D. farinae e B. tropicalis na populacdo de Uberlandia-MG foram,
respectivamente, 61.7%. 59.9% e 54.7%. confirmando sua importancia como fonte de

alérgenos em pacientes desta regido (SOARES et al., 2007).
1.4. Toxoplasmose e Toxoplasma gondii

Toxoplasmose ¢ uma das mais comuns zoonoses parasitarias. causada pelo protozoario
Toxoplasma gondii. que acomete uma ampla faixa de hospedeiros. incluindo humanos.
animais domésticos e aves. E um dos parasitos mais intensamente estudados entre os
coccideos. ndo so por ser agente causal de uma zoonose como também pela sua importancia
meédica e veterinaria. ja que pode causar abortos ou infec¢des congénitas em seus hospedeiros
intermediarios (TENTER: HECKEROTH: WEISS. 2000).

T. gondii é um protozoario intracelular obrigatorio pertencente ao Filo Apicomplexa
(FARHAT et al.. 1998;: MONTOYA: LIESENFELD. 2004), que pode infectar todas células
nucleadas. causando ruptura celular devido a proliferacdo dos taquizoitas (KIM et al.. 2006).
As principais vias de infec¢do para o homem compreendem: (1) a ingestdo de oocistos
maduros contendo esporozoitas encontrados em dgua ¢ alimentos contaminados; (2) a
ingestdo de cistos contendo bradizoitas encontrados na carne crua: (3) a transferéncia de
taquizoitas através da placenta ou secre¢des como saliva. urina. esperma e leite; e (4)
transferéncia de taquizoitas por Orgdos transplantados e acidentes laboratoriais (DUBEY.
1998: NEVES. 2005).

A infec¢o por 1. gondii tem sido alvo de crescente interesse em humanos pelo fato de

causar a encefalite toxoplasmica. um dos mais sérios problemas dc infec¢des oportunistas que



]

ocorre em aproximadamente 30% de pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) e em pacientes com cancer ou transplantados sob terapia imunodepressora.
principalmente devido a reativacdo de cistos teciduais (AMBROISE-THOMAS: PELLOUX,
1093).

Estima-se que mais de um tergo da populagdo adulta no mundo tenha sido exposta ao
parasito. embora a maioria das infec¢des seja assintomdtica em individuos adultos
imunocompetentes. Ocasionalmente. sintomas moderados podem ser observados. sendo a
linfadenopatia a manifestagao clinica predominante. Entretanto, as infec¢des congénitas que
geralmente ocorrem devido a infec¢do aguda durante a gravidez. resultando em graves
problemas ao feto (aborto. encefalite. retardo mental). constituem as mais sérias formas da
doenca. Além disso. 7. gondii é também reconhecido como uma importante causa de
retinocoroidite. ndo so como seqiiela de infecgao congénita (ROTHOVA. 1993), mas também
como resultado de uma infec¢io adquirida (SILVEIRA et al.. 1988).

A resposta imune a 7. gondii envolve mecanismos da imunidade mediada por células. mas
a resposta imune humoral também destroi muitos taquizoitas. Anticorpos IgM especificos
podem ser detectados aos 7 dias apos a infecgdo. alcangam titulos maximos em poucas
semanas e gradualmente declinam. Anticorpos IgG especificos aparecem dentro de 1 a 2
semanas apés a infecgo. atingem titulos maximos em aproximadamente 6 semanas e
declinam gradualmente até a persisténcia de baixos titulos durante toda a vida (CAMARGO et
al.. 1978). Os taquizoitas que escapam da destrui¢do se transformam em bradizoitas e ficam
dentro de cistos. Desta forma. observa-se que a imunidade nio determina o fim da infecgéo.
mas impede a multiplicagdo de taquizoitas e a destruigdo da célula hospedeira. Assim. 0s
anticorpos ndo sio importantes para estabelecer a imunidade. mas podem prevenir a
disseminacio dos parasitos durante a infec¢@o cronica.

A toxoplasmose aguda pode ser caracterizada sorologicamente pela presenga de
anticorpos 1gM e/ou IgA especificos. Por outro lado. altos titulos de IgG nem sempre indicam
infeccdo recente e sdo caracteristicos da fase de transic@o entre as fases aguda e cronica. Em
infecgdes recentes. anticorpos IgG estdo presentes mas apresentam baixa avidez para o0s
antigenos correspondentes. Com o transcorrer da infec¢do e a maturagao da resposta imune,
anticorpos 1gG vao apresentando avidez crescente de modo que nas infeccdes de longa
duracfio encontra-se um predominio marcante de anticorpos I1gG de alta avidez (CAMARGO
et al.. 1991).

O mais importante mecanismo de controle da infecgdo por T. gondii ¢ a imunidade

mediada por células. com a participag¢@o de células T CD4" e T CD8". macrofagos ¢ células



natural killer (NK) (KASPER: BOOTHROYD. 1993). Durante a infecg¢do aguda por T.
gondii. 1L-12 ¢ produzida por macrofagos infectados e estimula células NK a produzirem
IFN-y induzindo a diferenciag@o de células T CD4" na subpopulagio Thl produtora de IL-2 e
IFN-y. que so criticos para a sobrevivéncia do hospedeiro. Células T CD8” contribuem para
controlar as infec¢des agudas e cronicas por 7. gondii devido a produgio de IFN-y em
associagdo com macrofagos ativados. Desta forma. células infectadas seriam lisadas por
células T CD8" liberando taquizoitas livres no microambiente extracelular que seriam
destruidos por macrofagos ativados por IFN-y (DENKERS: GAZZINELLI: MARTIN. 1993).

Outra citocina importante na regulacio da resposta imune celular a 7. gondii & a 1L-10. que
¢ detectada em niveis aumentados na fase aguda da infeccio (KHAN: MATSURRA:
KASPER. 1995). Esta citocina tem efeitos inibitérios sobre a atividade microbicida de
macrofagos ativados por IFN-y. a diferenciacdo de clones Thl. a produgio de IFN-y por
células NK e células T CD4" ¢ CD8" ¢ a produgio de I1L-12 por células acessorias. Em
experimentos com camundongos infectados na auséncia de IL-10 enddgena. foi observado
que estes animais apresentaram lesdes hepaticas exacerbadas e mortalidade acelerada em
conseqiiéncia de excessivas produgdes de IL-12 e [FN-y resultando em imunopatologia
(GAZZINELLI et al.. 1996). Assim. a regula¢do negativa induzida por IL-10 na fase aguda da

infecgo por 7. gondii mostrou ser importante para a sobrevivéncia do hospedeiro.
1.5. Associacio entre atopia e marcadores de infec¢iio

A prevaléncia de doengas alérgicas. tais como asma, rinite alérgica e dermatite atopica
aumentou consideravelmente nos ultimos 30 a 40 anos (ISAAC. 1998: SLY. 1999). Entre os
fatores responsaveis por esta crescente prevaléncia. destaca-se a ocorréncia de alteracdes
significativas nos diferentes microambientes, como aumento da temperatura ambiental. baixa
ventilagdo. utilizacdo de carpetes e tapetes. uso de objetos decorativos que retém poeira e a
utilizacdo de condicionadores de ar. Estas alteragdes ambientais podem contribuir para um
aumento na quantidade de substancias transportadas pelo ar nos ambientes fechados e que
podem ser inaladas pelos individuos. refletindo assim em maior prevaléncia da sensibilizagio
alergénica ¢ doencas respiratérias. como asma e rinite alérgicas (POLLART: WARD:
PLATTS-MILLS. 1987: PLATTS-MILLS. 1994).

As doengas alérgicas sdo causadas por respostas imunes especificas a alérgenos comuns

presentes no ambiente. Estas respostas sdo iniciadas por células T CD4+ tipo Th2 que



produzem citocinas apos o contato com peptideos derivados dos alérgenos. Estas citocinas
induzem o desenvolvimento e recrutamento de eosinéfilos. contragio de musculo liso das vias
acreas. produgdo de anticorpos IgE especificos por células B. desgranulacio de mastocitos e
produgdo de muco. levando a hiperreatividade das vias aéreas (HERZ et al.. 2000).

De acordo com a hipotese da higiene, uma menor exposi¢io a certas infecgdes esta
associada a uma tendéncia crescente de doengas alérgicas. Tal hipotese arcumenta sobre a
prevaléncia de doengas atdpicas. dominadas por um perfil de resposta imune Th2. ser
reduzida como resultado de uma polarizacdo para a resposta Th1 associada com tais infeccoes
(STRACHAN. 2000).

Observagdes epidemiologicas tém evidenciado que (1) asma e atopia sdo maiores entre
individuos que vivem em ambientes muito limpos (hipotese da higiene): (2) criancas que
estdo em contato com animais de fazenda geralmente nio desenvolvem asma e atopia: e (3) a
ocorréncia de atopia e asma € menor em casas que apresentam cies e gatos. Além disso, a
natureza, a dose do alérgeno ¢ infecgdes por virus. helmintos e a constituicdo da flora
intestinal de um individuo sdo fatores determinantes para a progressido da doenga alérgica
(BABU:; ARSHAD. 2003).

Infec¢des por 7. gondii. Helicobacter pylori e virus da hepatite A podem proteger de
doencas alérgicas. Estes dados se baseiam no fato que tais infecgdes induzem forte resposta
Thl com produ¢do de IFN-y que exerce efeitos inibitorios sobre as respostas Th2
predominantes em alergias (MATRICARDI et al.. 2000: 2002. LINNEBERG et al.. 2003).
Por outro lado. em um estudo realizado pelo nosso grupo. foi observado que a infeccdo por
Myocoptes musculinus. um éacaro da sarna de camundongos que induz resposta Th2.
influenciou no desenvolvimento de resposta imune protetora em camundongos infectados por
I. gondii. Além disso. as lesdes intestinais causadas pela resposta imune Thl excessiva em
camundongos susceptiveis ao protozodrio apresentaram menor gravidade naqueles co-
infectados com M. musculinus e T. gondii em comparagdo com animais infectados apenas
pelo protozoario (WELTER et al.. 2006).

Alguns fatores inversamente relacionados as alergias respiratérias sdo aqueles
relacionados a exposi¢do a animais de fazenda e ao consumo de leite nfio pasteurizado
(RIEDLER et al.. 2001: WICKENS et al.. 2002). Recentemente. Radon e colaboradores
(2004) demonstraram que os principais fatores de risco para a infec¢do por 7. gondii foram a
moradia em fazenda durante os primeiros trés anos de vida. o contato regular com estabulos
de animais € o consumo de leite ndo pasteurizado durante a infincia. Assim. exposicdo a

ambientes rurais na infancia pode predizer a soropositividade a 7. gondii e o contato regular



com animais de fazenda pode ser considerado um preditor negativo para atopia em individuos
que residem em fazendas.

De acordo com a hipotese da higiene. doengas alérgicas podem ser prevenidas por
exposicdo a agentes infecciosos. particularmente durante a infancia (HOLT. 1995).
Entretanto. tem sido especulado se a remogéo desta protegio durante a vida adulta. por uma
exposi¢do reduzida a microrganismos. poderia favorecer o aparecimento de alergia em
individuos geneticamente predispostos (MATRICARDIL. 1997). Neste contexto. um recente
estudo envolvendo imigrantes da Albania para Italia mostrou que. apesar da baixa prevaléncia
de doengas alérgicas e sensibilizagdo em seu pais de origem. houve uma prevaléncia crescente
de sensibilizacdo a alérgenos locais e sintomas respiratorios nos individuos apds a imigrago.
sugerindo um papel permanente da exposi¢do alergénica e fatores ambientais. como diferentes
estilos de vida e conseqiiente exposi¢do reduzida a infecgdes. em influenciar o aparecimento

de doencas alérgicas (VENTURA et al.. 2004).



2. OBJETIVOS

2.1. Investigar a associagdo entre atopia e infec¢do por 7. gondii em humanos.

2.2. Analisar a relagdo entre a resposta de anticorpos IgE especificos aos alérgenos de D.
preronyssinus, D. farinae ¢ B. tropicalis ¢ resposta de anticorpos 1gG anti-7. gondii em

pacientes atopicos e individuos ndo atopicos.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Pacientes

Foram selecionados 102 pacientes de ambos os sexos e idade entre 18 e 60 anos. que
foram atendidos no Ambulatorio de Alergia e Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). Os critérios de inclusdo para a sele¢ao dos
pacientes foram: (1) histéria clinica de sintomas respiratérios relacionados com exposigdo a
poeira domiciliar e (2) teste cutdneo de puntura (TCP) positivo a pelo menos um de trés
alérgenos inalaveis de acaros da poeira domiciliar: D. pteronyssinus (Dp). D. farinae (Df) e B.
tropicalis (Bt). Os critérios de exclusio para o estudo foram: (1) uso de anti-histaminicos ou
corticosterdides. por via oral ou topica. na semana anterior ao teste: (2) uso de
corticosteroides sistémicos por periodo de tempo prolongado: (3) presenca de lesdes
dermatologicas na area de realizagéo do teste cutaneo.

Foram também selecionados 1135 individuos saudaveis. de ambos os sexos e idade entre
18 ¢ 60 anos. sem sintomas ou historico clinico de doencas alérgicas ¢ com TCP negativo a
alérgenos inalaveis (ndo-atopicos). Estes individuos foram selecionados entre os alunos dos
cursos de graduacg@io e pos-graduacdo. professores e tuncionarios da UFU e de membros da
populacio de Uberlandia. O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Instituicao (Anexos 1A e 1B). Todos os individuos do estudo assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) e responderam um questiondrio
clinico, segundo os critérios adotados pelo ISAAC — International Study of Asthma and

Allergies in Childhood (1998) (Anexo 3).
3.2. Teste cutanco de puntura

Todos os individuos foram submetidos ao TCP rcalizado de acordo com Ownby (1988),
utilizando extratos brutos de D. preronvssinus. D. farinae e B. tropicalis que foram
preparados a uma concentragao protéica final de 2mg/mL em PBS contendo 0.4% de fenol e
50% de glicerina como anteriormente descrito (PEREIRA et al.. 2005). Para o controle
positivo. foi utilizado cloridrato de histamina a 10mg/mL (Hollister-Stier Laboratories LLC.
Spokane. EUA) e, para o controle negativo. diluente da preparagdo alergénica tamponado com

glicerol a 50%. Foram considerados positivos os testes cutdneos que apresentaram papulas



1

com didmetro médio maior ou igual a 3mm que aquelas do controle negativo (Anexo 4).

(McKAY et al.. 20006)
3.3. Amostras de sangue

Foram coletadas amostras de sangue de cada individuo por pungdo venosa na regio do
antebrago no momento da realizagdo do TCP. As amostras de sangue (aproximadamente
10mL) foram centrifugadas a 700 x ¢ por 10 minutos e 0s soros obtidos foram distribuidos em

aliquotas e armazenados a -20°C até a realiza¢do dos teste soroldgicos.

3.4. Extratos alergénicos

A extragdo dos alérgenos de D. preronyssinus. D. farinae ¢ B. tropicalis foi realizada de
acordo com o protocolo anteriormente descrito (PEREIRA et al.. 2005). Em resumo.
aproximadamente 200g de material seco de cultivo dos 4caros (gentilmente cedido pelo Dr.
Federico Montealegre. Medical School of Ponce. Porto Rico. EUA) foram peneirados
(Granutest-Telastem Peneiras para Analise Ltda. ABNT 335. abertura em mm = 0.50/TYLER
32. Sdo Paulo. SP. Brasil) para separar corpos e fezes dos acaros do restante do material de
cultivo. Em seguida. 5¢ do material peneirado foram misturados a SOmL de solucdo salina
tamponada com borato a SmM (pH 8.0) contendo inibidores de proteases (leupeptina a
50ug/mL: fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF] a 1.6mM: benzamidina a ImM: aprotinina a
I0pug/mL: Sigma Chemical Co.. St. Louis. EUA). macerados em nitrogénio liquido para
ruptura do acaro e. posteriormente. incubados durante 18 horas a 4°C sob agitacio orbital
continua. Em seguida. o material foi centrifugado a 30.000 x ¢ durante 45 minutos a 4°C. O
sobrenadante (extrato total) foi concentrado e dialisado em Amicon (W.R. Grace & Co..
Beverly, EUA) utilizando membrana YM-10 (10kDa. Whatman International Ltda.
Maidstane, Inglaterra) contra solu¢@o salina tamponada com fosfatos 0.01M, pH 7.2 (PBS).
sob agitagdo suave. Os extratos alergénicos foram distribuidos em aliquotas e sua
concentragdo protéica determinada (LOWRY et al.. 1951).

Uma parte dos extratos alergénicos de D. preronvssinus. D. farinae e B. tropicalis foi
utilizada no TCP. preparados a uma concentragdo protéica final de 2mg/mL em PBS contendo
0.4% de fenol e 50% de glicerina como acima descrito e o restante foi posteriormente
armazenado a -20°C at¢ a sua utilizacdo nos ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para

deteccdo de anticorpos IgE anti-alérgenos.



3.5. Manutencio e obtencio de 7. gondii

Parasitos da cepa RH de 7. gondii foram mantidos por meio de inoculagdo intraperitoneal
em camundongos Swiss através de passagens seriadas a intervalos de 48 a 72 horas de um
inoculo de aproximadamente 10° taquizoitas obtidos do exsudato peritoneal de camundongos
previamente infectados (MINEO et al.. 1980). O exsudato peritoneal foi obtido por lavagem
da cavidade abdominal com PBS estéril e apos centrifugagdo a 720 x g por 10 minutos a 4°C.
o sedimento resultante foi lavado duas vezes com PBS e o sedimento final armazenado a —

70°C para posterior preparagao de antigenos soluveis de 7. gondil.

3.6. Obtencio do antigeno solivel de 7. gondii

Os sedimentos de taquizoitas de 7. gondii foram ressuspendidos em PBS contendo
inibidores de proteases (PMSF a 1.6mM. leupeptina a 50pg/mL e aprotinina a 10pg/mlL:
Sigma Chemical Co.) e. entdo. submetidos a seis ciclos rapidos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C seguidos por seis ciclos de
ultra-som (Thorton — INPEC Eletronica S/A. Santo Amaro. SP. Brasil) durante um minuto a
60Hz em banho de gelo. Apos centrifugagao a 5.000 x g por 30 minutos a 4°C. o sobrenadante
foi coletado e analisado quanto a concentragio protéica (LOWRY et al.. 1951) e.
posteriormente. armazenado em aliquotas a — 20°C. até ser utilizado como antigeno soluvel

nos testes sorologicos para detec¢do de anticorpos IgG anti-T. gondii
3.7. ELISA para detec¢io de anticorpos IgE contra alérgenos de acaros

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para a detecgdo de anticorpos IgE
contra alérgenos de D. pieronyssinus. D. farinae e B. tropicalis em amostras de soros dos
pacientes como anteriormente descrito (PEREIRA et al.. 2005). com algumas modificagdes.
Placas de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®. Corning Laboratories Inc.. New
York. EUA) foram sensibilizadas com os extratos alergénicos de Dp. Df e Bt na concentragdo
protéica de 20pg/mL em tampdo carbonato-bicarbonato 0.06M (pH 9.6) ¢ incubadas por 18
horas a 4 °C.

As placas foram lavadas trés vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) ¢ os

sitios ativos foram bloqueados com PBS-T contendo soroalbumina bovina (BSA. Sigma
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Chemical Co.) a 1% por uma hora a temperatura ambiente. Apds um novo ciclo de lavagens.
as amostras de soros foram adicionadas na diluigao 1:2 em PBS-T-BSA 1% ¢ incubadas por 2
horas a 37°C. Em paralelo. soros controles negativos foram incluidos em cada placa.

Apos um ciclo de seis lavagens. as placas foram incubadas com o anticorpo secundario
anti-IgE humana biotinilado (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.. Gaithersburg, EUA)
diluido a 1:1000 em PBS-T-BSA 1% por 1 hora a 37°C. Apds novas lavagens. foi adicionado
0 conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.) na diluigdo de 1:500 em PBS-
T-BSA 1%. Apo6s 30 minutos de incubagdo em temperatura ambiente e novas lavagens. as
placas foram reveladas por meio da adi¢do do substrato enzimatico (2.2'-diazino-bis-3-ethyl-
benzothiazoline sulfonic acid [ABTS] a 0.01M em tampio citrato-fosfato a 0.07M. pH 4.2
contendo 0.03% de H-0-)

Os valores de densidade dptica (D.O.) foram determinados em leitor de ELISA (Titertek
Multiskan Plus MKII. Flow Laboratories. McLean. EUA) a 405nm. Os niveis de anticorpos
IgE foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE). segundo a formula: 1IE = D.O.
amostra/cut off. onde cut off foi calculado como a média da DO de soros controles negativos
acrescida de trés desvios padrdes. Valores de IE > 1.2 foram considerados positivos para

excluir valores de reatividade limitrofes proximos valores de [E = 1.0.

3.8. ELISA para deteccio de IgE sérica total

ELISA para detec¢do de IgE sérica total foi realizada segundo a técnica descrita
anteriormente (SILVA et al.. 2001 ). Placas de alta afinidade (Immulon 2. Dynatech
Laboratories Inc.. Chantilly. EUA) foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IgE
humana (clone GE-1: Sigma Chemical Co.) na diluicao de 1:5.000 em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06M (pH 9.6) e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com
PBS-T e bloqueadas com PBS-T-BSA 1% por 1 hora a temperatura ambiente.

As amostras de soro foram diluidas a 1:5. 1:50 e 1:500 em PBS-T-BSA 1% e incubadas
por 2 horas a 37°C. Apds novas lavagens. foi adicionado o anticorpo secundério biotinilado
anti-IgE humana (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.) na diluicio de 1:4.000 e incubado
por 1 hora a temperatura ambiente. Etapas subseqtientes (conjugado estreptavidina-peroxidase
¢ substrato enzimatico) foram similares ao ELISA para detec¢do de IgE especifica aos
alérgenos.

Resultados foram expressos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL) de acordo

com uma curva controle obtida por diluigdes duplas seriadas de um soro humano (LHY)



subpadronizado que continha 500UI/mL de IgE sérica total. Valores de IgE sérica total > 100

Ul/mL foram considerados positivos.

3.9. ELISA para detec¢iio de anticorpos 1gG anti-T. gondii

ELISA para a deteccio de anticorpos lgG anti-7.gondii em soros humanos foi realizado
conforme descrito anteriormente (MINEO et al.. 1980). Placas de microtitulagdo de
poliestireno de baixa afinidade (Kartell SPA. Milao. Italia) foram sensibilizadas com antigeno
soluvel de 7. gondii a 10ug/mL em tampdo carbonato-bicarbonato 0.06M (pH 9.6) durante 18
horas a 4°C.

As placas foram incubadas com amostras de soros, em duplicata. na dilui¢do de 1:64 em
PBS-T contendo 3% de leite em p6 desnatado (PBS-T-M) durante 1 hora a 37°C. Soros
controles positivos e negativos foram incluidos em cada placa. Apos um ciclo de seis lavagens
com PBS-T foi adicionado'o conjugado anti-IgG humana marcada com peroxidase (Sigma
Chemical Co.) na diluicdo de 1:2000 e incubado por 1 hora a 37°C.

Apbs novo ciclo de lavagens. a reagdo foi revelada pela adigdo do substrato enzimatico
(ortofenilenodiamina [OPD] em tampao citrato-fosfato 0.1M. pH 5.0 contendo H-O- a
0.03%). Apos incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente. a reacdo foi interrompida
pela adicdo de acido sulfirico 2N e a leitura determinada a 492nm. Titulos de anticorpos
foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE) como acima descrito ¢ 0s soros com

IE > 1.2 foram considerados positivos.

3.10. Analise estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad Prism versio 4.0 (GraphPad Software. Inc.. San
Diego. EUA) para os célculos estatisticos e confecgdo dos graficos. Inicialmente, foi realizado
o teste de normalidade para avaliar o comportamento das varidveis analisadas utilizando o
teste de Kolmogorov-Smirmov. Como os dados ndo apresentaram distribui¢do normal ou
Gaussiana foram utilizados testes ndo-paramétricos. Os niveis de anticorpos IgE sérica total,
IoE sérica especifica aos alérgenos (Dp. Df e Bt) e 1gG anti-T.gondii foram analisados pelo
teste dc Mann-Whitney. Diferencas entre proporgdes foram analisadas pelo teste do qui-

quadrado. Todos os resultados foram considerados significativos para um nivel de 77 < 0.05.



4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas dos pacientes

As caracteristicas demograficas e imunoldgicas dos individuos do estudo estdo
demonstradas na Tabela 1. Os individuos foram divididos em dois grupos de acordo com os
resultados sorologicos para 7. gondii: TG+ (98 pacientes soropositivos) e TG— (119 pacientes
soronegativos) e a porcentagem de individuos soropositivos (45%) foi menor que os
soronegativos (35%) (£ = 0.0438). Por outro lado. os pacientes soropositivos TG+
apresentaram idade (mediana: 25%-75% = 30: 21.5 — 42.0 anos) significantemente maior que
aquela do grupo TG- (22: 20 — 27 anos) (£ = 0.0001). Ndo houve diferenca significativa
quanto ao sexo entre os dois grupos de pacientes. Os resultados do TCP aos alérgenos de
acaros revelaram taxas de positividade ligeiramente maiores no grupo de pacientes TG— (55%
a 60%) quando comparado ao grupo TG+ (42% a 50%), mas estas diferencas nio foram
estatisticamente significantes. De forma similar. houve uma tendéncia para maiores niveis de
IgE sérica total no grupo de pacientes TG— (mediana: 25%-73% = 65.2: 14.3 — 241.6 Ul/mL)

em relagdo aos pacientes TG+ (43.0: 13.6 — 140.6 U/mL) (P = 0.3570).

4.2. IgE especifica a alérgenos de acaros em pacientes soropositivos e soronegativos a T.

gondii

Na figura 1 estdo demonstrados os niveis de anticorpos IgE anti-D. preronyssinus (Fig.
1A). anti-D.farinae (Fig. 1B) e anti-B.1ropicalis (Fig. 1C) em rela¢do aos grupos de pacientes
soropositivos (TG+) e soronegativos (1G—) a 7. gondii. Os niveis de IgE anti-D.pteronyssinus
¢ anti-D. farinae foram significantemente maiores no grupo TG- (mediana = 0,99 ¢ 1.27.
respectivamente) do que no grupo TG+ (mediana = 0.79: P = 0.0290 e mediana = 0.87: P =
0.0046. respectivamente).Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos para os niveis de

IgE anti-Blomia tropicalis (P = 0.1026).



Tabela 1. Caracteristicas demograficas e imunolégicas dos individuos do estudo.

Grupos
Caracteristicas
TG+ TG Valor de P
Numero de individuos (n.%) 98 (45%) 119 (55%) 0.0438*
Idade (anos)
*
Mediana (23%-75%) 30 (21.5 - 42.0) 22 (20 - 27) 0.0001
Sexo (Masculino/Feminino) 34/64 46/73 0.5472
TCP positivo a acaros (n. %)}
49 (50%) 70 (59%) 0.1937
Dermatophagoides
pleronyssinus
47 (48%) 72 (60%) 0.0646
Dermatophagoides farinae '
41 (42%) 65 (55%) 0.0608
Blomia tropicalis
IgE sérica total (1 /ml.) 43.0 (13.6 — 140.6)  63.2(14.3 -241.6) 0.3570

TG+: pacientes soropositivos a Toxoplasma gondit:

TG-: pacicntes soronegativos a Toxoplasma gondii:

§ Positividade ao teste cutaneo de puntura (TCP) foi determinada a partir do didmetro médio
da papula e estabelecida como = 3 mm em relacdo ao controle negativo da reagdo.

* Niveis de IgE sérica total expressos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL) e
valores representam a mediana (25%-75%).

* Valores estatisticamente significativos (P < 0.05) determinados pelo teste qui-quadrado ou

Mann-Whitney. quando apropriado.

A positividade para IgE especifica contra os alérgenos foi determinada como a
porcentagem de amostras de soros com IE > 1.2 para cada alérgeno. O grupo TG— apresentou
maior positividade de 1gE anti-D. preronyssinus  (45%) do que o grupo TG+ (30%) (P =
0.0238). O mesmo foi verificado para IgE anti-D. farinae. com 50% de positividade no grupo
TG- comparado a 33% no grupo TG+ (P = 0.0084). A positividade de IgE anti-B. tropicalis
foi ligeiramente maior no grupo TG— (34%) do que no grupo TG+ (22%). mas esta diferenca

niio foi estatisticamente significante (P = 0.0700).



Figura 1. Niveis de anticorpos
(A). D. farinae (B) e B. tropicalis
soronegativos (TG—. n=119) a T. gondii.
linha pontilhada indica o cut off da reagao (1E >
para IgE contra cada alérgeno também estdo indicada
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IgE expressos em indice ELISA (IE) especificos a alérgenos de D. preronyssinus
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As barras horizontais representam a mediana obtida para cada grupo € a
1.2). A freqiiéncia absoluta (n) e relativa (%) de amostras positivas
. * P <005 ** P<0.0l.



4.3. 1gG anti-T. gondii em pacientes atopicos e nao atopicos

Os niveis de anticorpos 1gG anti-I. gondii entre os 102 pacientes atopicos e 115
individuos ndo atopicos estao demonstrados na figura 2. Os niveis de 1gG anti-T. gondii nos
pacientes atopicos (mediana = 0.76) foram significantemente menores que NOS individuos nao

) (P =0.0007). Entre 0s pacientes atopicos. a soropositividade para

atépicos (mediana = 1.32
T. gondii (35%) foi significantemente menor que aquela encontrada nos individuos nao-

atopicos (54%) (P = 0.0059).
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IgG anti-Toxoplasma gondii (IE)

Atopicos Nao atopicos

*k

Positividade (n,%) 36 (35%) 62 (54%)

Figura 2. Niveis de anticorpos TG anti-7. gondii. expressos em indice ELISA (IE). em amostras de soros de
pacientes atopicos (n=102) e nao-atopicos (n=113). As barras horizontais representam a mediana obtida para
cada grupo e a linha pontilhada indica o cur off da reagdo (IE > 1.2). A fregiiéncia absoluta (n) e relativa (%0) de
amostras positivas para 126G anti-T. gondii também estao indicadas.** P < 0.01; #** P < 0,001.

4.4. IgE sérica total em pacientes soropositivos e soronegativos a T. gondii

Como demonstrado na figura 3. no grupo soropositivo a 7. gondii. 0s niveis e a
positividade para IgE sérica total foram significantemente maiores entre os individuos
atopicos (mediana = 184.3 Ul/mL: 61%) em relagio aos ndo atopicos (mediana = 26.7 Ul/mL:

16%) (P <0.001). O mesmo fol observado no grupo TG-. onde os pacientes atopicos
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apresentaram maiores niveis e positividade para IgE sérica total (mediana = 146.0 Ul/mL:
56%) que 0s nao-atdopicos (mediana = 18.4 Ul/mL: 21%) (P < 0.001). Nao houve diferenca
significativa nos niveis de IgE sérica total entre os individuos atopicos soropositivos ¢

soronegativos a 7. gondii. bem como entre 0s nio atopicos soropositivos e soronegativos.
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Figura 3. Niveis de IgE sérica total. expressos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL). em amostras de
soros de pacientes soropositivos (TG+. n=98) e soronegativos (TG—. n=119) a 1. gondii. As barras horizontais
representam a mediana obtida para cada grupo € a linha pontithada indica o cut off da reagdo (> 100 Ul/mL). A
freqiiéncia absoluta (n) € relativa (%) de amostras positivas para IgE sérica total também estdo indicadas. *** P

< 0.001.

4.5. Associacdo entre atopia e infeccao por T. gondii

Entre os pacienies SoOropositivos a T. gondii foi observada uma propor¢do
significantemente maior de individuos nio-atopicos (63%) em relagao aos atopicos (37%) (P
~ 0.0002) (Fig. 4A). Entre os pacientes atopicos. houve uma maior proporgao de
soronegativos a T. gondii (55%) em relagao aos soropositivos (37%) (P = 0.0086). O oposto
foi verificado em relagdo aos individuos ndo atépicos. onde a propor¢ao de pacientes

soropositivos (63%) foi significantemente maior que a dos soronegativos a T. gondii (45%) (P
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= (.0086). Nenhuma diferenga significante foi encontrada entre atdpicos e nao-atopicos em
individuos soronegativos a I. gondii (P = 0.4369) (Fig. 4A).

Analisando todos os grupos de pacientes (Fig. 4B). a proporgdo global das amostras de
soros de pacientes soropositivos/atopicos (TG+IgE+: 17%) foi significantemente menor que a
dos soropositivos/néo-atépicos (TG+IgE—: 29%) (P = 0.0030) como também em relacdo aos
soronegativos/atopicos (TG-IgE+: 30%) (P = 0.0015). Nenhuma diferenca significante foi
observada na propor¢do de pacientes soronegativos a T. gondii atopicos e nao-atopicos (P =

0.1596).
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Figura 4. Associagdo entre atopia e infecgao por 7. gondii. (A) Propor¢@o (%o) de individuos atopicos € nao
atépicos entre 0s grupos soropositivos (TG*) e soronegativos (TG-) a T. gondil. (B) Proporgao (%) global de
pacientes soropositivos/atopicos (TG+IgE+). soropositivos/nao atopicos (TG+IgE-), soronegativos/atopicos
(TG-IgE+) e soronegativos/nao atopicos (TG-/IgE-).



5. DISCUSSAO

Uma crescente prevaléncia de doencas alérgicas como asma. rinite alérgica ¢ dermatite
atopica, vem sendo demonstrada em todo o mundo (WOOLCOCK: PEAT: TREVILLON.
1995). Como alteragdes nesta prevaléncia tém ocorrido em um curto periodo de tempo.
fatores ambientais tém sido relacionados a estas epidemias. embora a predisposi¢ao genética
seja um pré-requisito para o desenvolvimento da alergia (ISAAC. 1998).

Inquéritos epidemiologicos tém relatado que a prevaléncia de doencas alérgicas ¢ maior
em paises ocidentais desenvolvidos que em paises em desenvolvimento ou na populagao rural
(ISAAC. 1998: BRAUN-FAHRLANDER et al.. 1999). Em um estudo realizado na cidade de
S30 Paulo. foi observado que areas urbanizadas apresentam maiores indices de sensibilizagdo
a acaros da poeira domiciliar € fungos. comparadas a 4reas tipicamente rurais, refor¢ando
ainda mais a hipotese da influéncia da poluigao urbana no aumento de patologias respiratorias
(GALVAO. 2002). Portanto. fatores relacionados aos diferentes estilos de vida estdo
associados com a prevaléncia crescente de alergias.

Outro fator que tem merecido especial atengdo enfoca o aumento do uso indiscriminado' de
antibioticos. A coloniza¢ao do trato gastrointestinal por bactérias ¢ pré-requisito para o
desenvolvimento normal da resposta imune local e sistemica. Diminui¢o da flora bacteriana
esta associada com resposta imune modificada e predominancia de respostas anti-
inflamatorias do tipo Th2 (GORE: CUSTOVIC. 2004: VERCELLIL. 2006). Em
camundongos. foi verificado que a flora gastrointestinal possui papel protetor no
desenvolvimento de doengas alérgicas (SUDO et al..1997).

Ha uma crescente evidéncia. embora ndo conclusiva. a favor da hipotese da higiene. Os
mais fortes areumentos relacionam a intensiva higiene ¢ cuidados diarios com um risco
aumentado de alergia. E bem conhecido que doencas atopicas sao dominadas por respostas
Th2 enquanto a resposta imune a certos agentes infecciosos. particularmente 7. gondii. €
polarizada para um perfil Thl (STRACHAN. 2000. LINNEBERG et al.. 2003). Uma
associacdo negativa entrc a infecgdo por T. gondii ¢ doengas atopicas tem sido encontrada em
estudos epidemiologicos. sugerindo um papel para a infeccdo ou a falta de higiene como
inibidores do desenvolvimento de respostas imunes alérgicas. Assim. estudos realizados nos
Estados Unidos (MATRICARDI et al.. 2002). Italia (MATRICARDI et al.. 2000) ¢

Dinamarca (LINNEBERG et al.. 2003) tém indicado que infecgdes de origem alimentar ou
transmitidas pela via orofecal. especialmente aquelas causadas por 7. gondii, Helicobacier

pylori e virus da hepatite A, pOde proteger de doencas alérgicas em seres humanos. Desta



forma. estes microorganismos tém sido considerados marcadores de “pobre” higiene ¢
associados com uma menor prevaléncia de alergia.

No presente estudo. nos analisamos a resposta de anticorpos 1gE especificos a alérgenos
de Acaros em pacientes SOropositivos ¢ soronegativos a 7. gondii. A soropositividade a T.
gondii de 45% na populagdo estudada. particularmente em ¢grupos com maior faixa etaria ¢
independente do sexo. estd em concordancia com relatos anteriores SILVEIRA-LACERDA
et al.. 2003). refletindo maior exposi¢ao ao parasito com o decorrer do tempo.

Analisando os resultados do TCP a acaros ¢ niveis séricos de 1gE total entre os pacientes
soropositivos e soronegativos a 7. gondii. foi observada uma tendéncia para menor
positividade destes parametros no  grupo de pacientes SOropositivos. sugerindo uma
associacdo negativa entre atopia e infecgdo por T. gondii na populagao em estudo.
Adicionalmente. considerando os resultados de IgE sérica especifica a alérgenos derivados de
Acaros. uma evidente e significativa menor sensibiliza¢io para D. pteronyssinus € D. farinae
foi encontrada no grupo de pacientes soropositivos a T. gondii. reforcando a associag@o
negativa entre a infec¢do por este microrganismo e sensibilizacao alergénica. Esses dados
indicam que a resposta imune de um perfil Th1 induzida por parasitos intracelulares como T
gondii possa estar influenciando na inducdo de uma resposta alérgica do tipo Th2. Além
disso. nota-se claramente que 0s acaros D. pteronyssinus € D. farinae mais do que B.
fropicalis exercem papel relevante na sensibilizacio alergénica em individuos desta regio.
como anteriormente demonstrados em NOSSOs estudos anteriores (SOPELETE et al.. 2000:
TERRA et al.. 2004).

Analisando a resposta imune humoral contra T. gondii entre os individuos atopicos € nao
atopicos. foram verificados maiores niveis de anticorpos 1gG anti-T. gondii bem como maior
soropositividade ao parasito entre 0s individuos nao-atopicos. reforgando o fato de que a
resposta imunologica a T. gondii possa exercer efeitos inibitorios na indugdo da resposta
alérgica. Por outro lado. a resposta de 1gE sérica total ndo mostrou diferencas significativas
entre os individuos soropositivos e soronegativos a T. gondii. indicando que a infec¢do pelo
parasito parece ndo exercer influéneia sobre os niveis de IgE sérica total. ao contrario do que
foi observado com IgE sérica especifica aos alérgenos de acaros. Por outro lado. estudos tém
demonstrado que individuos infectados por T. gondii podem tambem produzir anticorpos Igk
especificos a0 parasito. sem provocar alteracdes significativas nos niveis de IgE sérica total
(VILLENA et al.. 1999: FOUDRINIER et al.. 2003).

Analisando a associagdo entre a resposta alérgica a dcaros ¢ a resposta imune humoral a 7.

gondii, NOSSOS resultados demonstraram que hd uma maior propor¢do de individuos néo-
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atépicos entre 0s soropositivos para 7. gondii. mas entre 0s soronegativos esta diferenca nao
foi evidenciada. sugerindo que a infecgao pelo parasito parece influenciar negativamente na
sensibiliza¢@o alergénica a acaros.

No nosso estudo. a associacdo entre atopia € infecg¢ao por T. gondii foi investigada pela
primeira vez na populagao de Uberlandia. MG. Brasil. demonstrando que a maioria dos
pacientes soropositivos a 7. gondii eram nao-atopicos. reforcando assim o papel protetor desta

infeccao no desenvolvimento de doengas alérgicas.



6. CONCLUSOES

Individuos soropositivos a 7. gondii apresentam menores niveis de anticorpos ¢ taxas
de soropositividade de TgE especificos a alérgenos de D. pteronyssinus ¢ D. farinae do

que os individuos soronegativos.

Pacientes atopicos —apresentam  menores niveis de anticorpos ¢ taxas de

soropositividade de IgG anti-7. gondii do que os individuos nAo-atopicos.

A presenga da infecgao por T. gondii parece exercer efeito inibitdrio na sensibilizacao

alergénica aos acaros D. preronyssinus D. farinae.
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ANEXO 2

@ UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciénceias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Pard. 1720 - Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2193 - Fax: (34) 3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu. . concordo em participar do projeto de

pesquisa intitulado “Identificacdo das fracdes alergénicas e avaliacao da resposta imune humoral
a Dermatophagoides pteronyssinus™. cujo principal objetivo ¢ fracionar proteinas alergénicas do
acaro D. preronyssinus ¢ avaliar a sua reatividade com os anticorpos de individuos alérgicos.

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

- realizacio de exames complementares tais como teste cutaneo 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 divida a
cerca dos procedimentos. riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a investigacao. Terei a
liberdade de me retirar da pesquisa a qualquer momento em que desejar. sem a necessidade prévia de
explicagdes.

Sera respeitado o carater confidencial das informagdes fornecidas. ndo sendo permitida a

minha identificacéo.
Uberlandia, de de 200__.

ASSINATURA TESTEMUNHA



ANEXO 3

Universidade Federal de Uberlandia

Ub Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia ¢ Imunologia Clinica

Av. Para. 1720. Campus Umuarama - Bloco 4C
Uberlandia. MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: (34) 3218-2195 - TELEFAX: (34) 3218-2333

Nome:
Data: /[
Idade: Data de nascimento: /[
Sexo: () Masculino () Feminino
Grau de escolaridade: () Primeiro grau () Segundo grau ( ) Faculdade
Nivel socio-econdmico (renda familiar):
() até 1 salario minimo ( )de 3 a 10 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 voc¢ teve sibilos (chiado no peito)?
( ) Sim ( )Nao
Se vocé respondeu ndo. passe para a questdo numero 6.

2) Nos ultimos 12 (doze) meses. voce 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 ()

5) Nos ultimos 12 (doze) meses. seu chiado foi tio 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 tltimos 12 (doze) meses. vocé teve chiado no peito apos exercicios fisicos?



8)

( ) Sim ( )Nao
Nos ultimos 12 (doze) meses. vocé teve tosse seca a noite. sem estar gripado ou com

infeccio respiratéria?
( ) Sim ( )Nao

Questionario 2 (Modulo Rinite)

Todas as perguntas sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé nao estava gripado ou

5]

4)

0)

restriado

Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza (corrimento nasal). ou
obstru¢@o nasal. quando nio estava gripado ou resfriado?
( )Sim ( ) Nao

Nos ultimos 12 (doze) meses. vocé teve algum problema com espirros. coriza (corrimento
nasal). ou obstrug¢do nasal. quando nio estava gripado ou 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 ultimos 12 (doze) meses. quantas vezes suas atividades didrias foram atrapalhadas por
este problema nasal?

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

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

Questionario 3 (Modulo Eczema)
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 questio numero 6

2)

Nos altimos 12 (doze) mescs. vocé teve e¢ssas manchas na pele (eczema)?



|US]
~

4)

0)

( ) Sim ( )Nao

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 pescogo. orelhas ou olhos?

( ) Sim ( )Nao

Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) desapareceram completamente

nos altimos 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 Gltimos 12 (doze)meses ()
Menos de uma noite por semana { )
Uma ou mais noites por semana ()

Alguma vez na vida vocé teve eczema?

( )Sim ( ) Naido
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Universidade Federal de Uberlandia

L) Instituto de Ciéncias Biomédicas
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40

Av. Para. 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia - MG

Telefone: (34) 3218-2193 — Fax: (34) 3218-2333

TESTE CUTANEO DE PUNTURA

(Acaros de poeira domiciliar)

Tamanho da papula

Tamanho do eritema

N Extrato
(mm) (mm)
1 Dermatophagoides pteronyssinus
2 Dermatophagoides farinae
3 Blomia tropicalis
4 Controle positivo
5 Controle negativo

Valores de referéncia:

Positivo — didmetros ortogonais maiores ou iguais a 3 mm. em rela¢do ao controle negativo.

medidos a partir do maior didmetro.

Negativo — didmetros ortogonais menores do que 3 mm. em relagdo ao controle negativo.

medidos a partir do maior didmetro.

Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi
Responsavel 1écnico







