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Resumo

A mncidéncia da asma tem aumentado drasticamente na populacio de
diferentes regides do mundo. Os alérgenos dos dcaros da poeira sdo relatados
como os mais importantes agentes envolvidos no desenvolvimento da asma
alérgica. Para analisar o grau de sensibilizagdo por IgE e a correlagdo com a
presenga de IgG pan e subclasses [gG1-4 especificas a D. pteronyssinus (Dpt) e
B. tropicalis (Blo t), foram analisados 89 soros de pacientes asmaticos ¢ 34 de
individuos controles utilizando os testes cutdneos, punctura e intradérmico, e
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). A positividade encontrada pelo teste de
punctura para Dpt (50,6%) foi significativamente maior que para Blo t (33,7%).
Aproximadamente 60% dos pacientes asmaticos apresentaram resultados
positivos para Dpt pelo teste intradérmico ¢ cerca de 50% foram positivos a Blo t.
A positividade por ELISA (34,8% para Dpt e 13,5% para Blo t) foi menor do que
os testes cutaneos e correlacionou-se melhor com o teste de punctura para os dois
alérgenos. Os niveis de IgG pan e subclasses [gG1-4 especificas a Dpt e Blo t
foram significativamente maiores entre os pacientes asmaticos do que controles,
com exceedo de IgG2 para o alérgeno Blo t. Comparando-se os niveis de IgE com
IgG pan e IgG1-4 especificas a Dpt entre pacientes asmaticos atopicos (Igk
positivos por testes cutdneos ou ELISA), notou-se correlagdo positiva entre niveis
de IgE com IgG3 e IgG4. Nio houve correlagdo entre os niveis de IgE com
nenhuma das subclasses de IgG especificas a Blo t. Em contraste, pacientes
asmaticos ndo atépicos (IgE negativos por testes cutaneos ¢ ELISA) a Dpt ¢ Blo t
apresentaram niveis de IgG1 e IgG2 significativamente maiores do que IgG3 e

IgG4. Pode-se concluir que os niveis de todas subclasses IgG especificas
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apresentaram-se mais elevados entre os pacientes asmaticos que os individuos
controles. Além disso, foi possivel verificar uma correlagdo entre os niveis de
[gG3 e IgG4 especificas a Dpt com os niveis de IgE entre pacientes asmaticos
atopicos. Por outro lado, IgG1 e IgG2 especificas a Dpt e Blo t apresentaram-se
em niveis maiores que IgG3 e IgG4 entre os pacientes asmaticos ndo atopicos.
Assim, neste estudo, foi possivel verificar uma grande diversidade envolvendo a
resposta de subclasses de IgG entre pacientes asmaticos atopicos e ndo atopicos .
Maiores estudos serdo necessarios para elucidar o real papel exercido pelas

subclasses 1gG3 e IgG4 na imunopatogenia da asma.
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1. INTRODUCAO

Nos tltimos 30 anos, a morbidade, mortalidade ¢ prevaléncia da asma
tém aumentado drasticamente entre a populagdo mundial, sendo uma das
principais causas de admissdo hospitalar e auséncia escolar entre as criangas
(PLATTS-MILLS & SQUILACE, 1997). Este aumento tem sido observado
desde 1970 e continuado até 1990, de acordo com dados apresentados em um
estudo envolvendo varios paises de diferentes regides do mundo (SLY, 1994).

As causas consideradas responsaveis por este aumento Como:
predisposi¢do genética, infecgdo pulmonar, poluigdo ambiental, mudanca no
estilo de vida, cigarro e mudanga no diagnoéstico, por si sO ndo tém conseguido
explicar satisfatoriamente o aumento da asma (RING, 1997, TOGIAS et al.,
1997). Estudos genéticos tém mostrado que a predisposi¢do genética para atopia
¢ um fator considerado basico para o processo de sensibilizagdo e
consequentemente o desenvolvimento de doengas alérgicas (ROSENWASSER,

1997). O processo de urbanizagdo observado mais recentemente em alguns



paises da Africa e América, mudanga do ambiente doméstico e um maior tempo
permanecendo em repartigdes fechadas, possivelmente tenham contribuidos para
o aumento do desenvolvimento da asma alérgica (PLATTS-MILLS, 1996).

A presenga dos alérgenos externos e da poeira domiciliar,
principalmente os alérgenos dos acaros, tem sido demonstrada por varios autores
estar associado com a sensibilizagdo de individuos atopicos e o aumento da
prevaléncia da asma no homem (BAGGIO, 1989; PLATTS-MILLS et al., 1989;
KUERH, 1997).

A importancia dos alérgenos de acaros para o desenvolvimento da asma
alérgica iniciou em 1967, quando os holandeses Voorhorst e Speiksma (apud
SPORIK & PLATTS-MILLS, 1992), identificaram a espécie Dermatophagoides
pteronyssinus como sendo o principal acaro da poeira doméstica. Hoje,
evidéncias suficientes tém acumulado e sabe-se que a exposigdo aos alérgenos
dos acaros da poeira domiciliar influenciada por outros fatores ja citados, €
considerada como a mais importante causa para o desencadeamento da asma
(TUPKER, 1996, SPORIK et al., 1990, PLATTS-MILLS et al., 1995; KOREN,
1997). Aproximadamente 10% da populagéo ¢ 80 a 90% dos asmaticos alérgicos
possuem sensibilizagdo aos alérgenos dos acaros da poeira detectada pelo teste
cutaneo (FIREMAN & JELKS, 1996; ROSE e al., 1996).

Os acaros sio de vida livre na sua maioria, cosmopolitas ¢ considerados
de grande importancia para a economia humana. Estao envolvidos em problemas
de saude humana, animal ¢ na armazenagem de cereais. Sao também
importantes no processo de reciclagem do material organico em diferentes
ecossistemas (SPIEKSMA, 1997). As substéncias organicas acumuladas na
poeira doméstica, aliadas a uma umidade acima de 60% e uma temperatura de

25 a 30°C em regides de baixa altitude, constituem os principais fatores
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envolvidos na proliferagio de cada espécie de acaro em distintas regioes
(CARVALHO & RIOS, 1982; NELSON & FERNANDEZ-CALDAS, 1995;
PEAT et al., 1996). Estas variaveis tém possibilitado o encontro de um grande
numero de acaros no pé domiciliar, porém com variagdes da predominancia de
especies tanto entre regides diferentes como no proprio domicilio (AMBROSIO
et al., 1989).

Em regides de clima temperado, as espécies encontradas com maior
frequéncia pertencem a familia Pyriglyphidae como Dermatophagoides
pteronyssinus e Dermatophagoides farinae e sio consideradas como proprias do
ambiente domiciliar devido ao seu constante encontro neste ambiente (ROSE et
al., 1996; VEGA et al., 1999).

Os avangos da biologia molecular tém permitido a caracterizagdo ¢
clonagem de varios antigenos destas espécies, sendo os grupo I (Der p 1, Der f
1) e grupo II (Der p 2, Der f 2) os mais importantes (CHAPMAN er al.,1997).
Os alérgenos do grupo I sdo proteinas relacionadas com os restos fecais das
espécies D. pteronissinus e D. farinae e o grupo II, sdo proteinas que estdo
presentes em sua estrutura corporal (REIS, 1998). Atualmente, técnicas de
imunoensaios tém demonstrado que mais de 80% dos individuos alérgicos a
estes acaros possuem anticorpos IgE e IgG especificos a estes dois grupos de
alérgenos (PLATTS-MILLS et al., 1997).

Em regides de clima tropical e subtropical, a especie Blomia tropicalis
da familia Glycyfthagidae tem sido encontrada com muita frequéncia na poeira
domiciliar associada com o desenvolvimento de sensibilizagdo em individuos
atopicos (BAGGIO, 1989; GELLER, 1996; TSAI et al., 1997 CHEW er al.,
1999). Esta espécie ¢ considerada uma espécie de estocagem, uma vez que ¢

encontrada normalmente junto a alimentos estocados dos quais se alimentam



(MALHEIROS, 1990). Varios alérgenos foram sequenciados e clonados desta
espécie, sendo o Blo t 5 o0 mais reativo com IgE de individuos alérgicos a este
scaro. Além disso, esta espécie ndo tem mostrado reagdo cruzada com antigenos
de Dpt, possuindo antigenos espécie-especificos e, portanto, considerada de
grande importancia clinica para as doengas alérgicas (ARRUDA, 1997).

O Brasil, por suas condigoes geograficas e climaticas, tem mostrado uma
prevaléncia maior das espécies Dermatophagoides pteronyssinus ¢ Blomia
tropicalis em diferentes regides (NETO, 1980; SARINHO et al., 1996;
SERRAVALE & MEDEIROS Ir, 1999). Em Recife, uma cidade litordnea de
temperatura e umidade elevadas, ALBUQUERQUE et al. (1998) demonstraram
uma maior prevaléncia das espécies Dermatophagoides pteronyssinus € Blomia
tropicalis presentes na poeira doméstica.

Estes achados justificam o envolvimento destas duas espécies nos
estudos de sensibilizagdo entre pacientes com asma alérgica em paises tropicais
como o Brasil.

Na escala evolutiva dos animais, estas duas espécies de acaros tém sua
classifica¢do taxondmica segundo BARNES & RUPPERT (1996), resumida da
seguinte forma:

Reino: Metazoa
Filo: Artropoda
Classe: Arachnida
Ordem: Acarinae
Familia: Pyriglyphidae Familia: Glycyphagidae
Género: Dermatophagoides Género: Blomia

Espécic: D. pteronyssinus Espécie: B. tropicalis



A palavra asma teve sua origem na Grécia e for utilizada pela primeira
vez na lingua inglesa para designar as doenc¢as que envolviam o sistema
respiratorio caracterizadas por respiragdo dificil (McFADDEN Jr & STEVENS,
1983).

A asma ¢ uma doenca Inflamatoria das vias aéreas inferiores que se
manifesta com obstru¢do dos brénquios, reversivel espontaneamente ou com
tratamento, sintomas de dispnéia, sibilos, tosse e recrutamento de leucocitos,
principalmente mastocitos e eosinofilos (ATS, 1987). E uma doenga de carater
imunoldgico com inter-relagdo de uma complexa cadeia de células efetoras,
citocinas, e outros mediadores interagindo no microambiente pulmonar
(KOREN, 1997).

Os avangos da medicina em relagdo a prevengdo e tratamento das
doengas, ndo tém conseguido diminuir o aumento drastico da incidéncia da asma
entre a populagdo mundial nas ultimas décadas. Os gastos com a asma bronquica
somam 3,6 bilhdes de délares anualmente nos Estados Unidos (SKONER,
1996). No Brasil, a incidéncia de novos casos de asma tem sido em média de
20%, observado no periodo de 1975 a 1995 em Sio Paulo e uma prevaléncia de
13,3% entre criangas de 6 a 14 anos e 10% entre a populagdo geral. Os gastos
com hospitaliza¢des e terapéutica chegam a 76 milhdes de reais por ano, o que
representa o terceiro maior gasto do SUS com uma doenga em todo pais (Il
CONSENSO BRASILEIRO NO MANEJO DA ASMA, 1998).

Quando iniciada por formagdo de anticorpos anafilaticos IgE e [gG
especificos, a asma ¢ classificada como asma extrinseca com caracteristicas
alérgicas (GREENBERGER et al., 1980). Pode se manifestar imediatamente,
cerca de 10 minutos apos a exposi¢do aos alérgenos, ou tardiamente, 2 a 4 horas

apos a exposigdo, atingindo 50 a 60% dos pacientes asmaticos (BOOY-NOORD
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etal., 1971).

Outra forma de manifestagdo da asma pode ocorrer com o envolvimento
de fatores inespecificos como: infec¢do viral, polui¢do ambiental, mudanc¢a
climatica e fumaca de cigarro. Nestes casos, sem a formagao de anticorpos IgE
especificos aos alérgenos, ¢ classificada como asma intrinseca (AARONSON,
1980: GAROFALO er al., 1992, PLATTS-MILLS et al., 1995).

O processo de sensibilizagdo em individuos atopicos pode ocorrer com a
formagdo de anticorpos das classes IgE e IgG, porém o tempo de ligagdo dos
anticorpos IgG a superficie dos mastocitos € pequeno, enquanto que 0s
anticorpos IgE permanecem por um tempo maior ligado aos mastocitos, sendo
assim considerados mais importantes para as doengas alérgicas (FRICK, 1980).

Durante o periodo de sensibilizagdo ou quando se desenvolve o quadro
asmatico do tipo imediato, um padrdo de interleucinas 2,3, 4 ¢ 5 tem sido
observado em lavado broncoalveolar de pacientes atopicos, correspondendo com
o padrio de citocinas da subpopulag¢do Th2 responsavel pelo direcionamento da
defesa humoral com produgdo de anticorpos principalmente da classe IgE
(ROBINSON, 1992).

Os riscos de sensibilizagdo aos alérgenos de acaros em individuos com
predisposi¢do genética para desenvolver alergia podem variar de acordo com o
nivel de exposi¢do a alérgenos do ambiente. Niveis de alérgenos de acaros = 2
ng/g de poeira sao considerados como limite para a sensibilizagdo, enquanto que
niveis > 10 pg/g de poeira sdo considerados como fator de risco para o
aparecimento de ataques agudos de asma (DUFF & PLATTS-MILLS, 1992;
CHAPMAN er al., 1995). SPORIK et al. (1990) observaram forte associagao
entre o nivel de exposi¢do aos alérgenos da poeira € 0 desenvolvimento da asma

em criangas de 5 a 11 anos de idade, ao encontrar sensibilizagdo aos acaros por



teste cutaneo em mais de 90% das criancas com asma severa. CALL er al.
(1992) detectaram, pela técnica RAST, niveis de anticorpos IgE especificos a
Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides farinae em 40% das
criangas com asma.

No Brasil, GELLER et al. (1993), demonstraram uma positividade pelo
teste cutaneo de 59% e 61%, respectivamente aos dcaros Dermatophagoides
pteronysssinus (Dpt) e Blomia tropicalis (Blo t) em 540 pacientes com asma ou
rinite alérgica no Rio de Janeiro. OLIVEIRA er al. (1998) encontraram, em
estudantes de medicina da UNICAMP, uma prevaléncia pelo teste cutaneo de
50% e 33,3% e, pelo RAST, 63,6% e 27%, respectivamente aos acaros Dpt e
Blo t. Comparando com um estudo realizado anteriormente entre pacientes
atendidos no ambulatério de alergia da UNICAMP, foi observado uma menor
sensibilizagdo ao acaro Blomia tropicalis. Em Salvador, MEDEIROS Jr et al.
(1997) encontraram 62,7% de positividade para ambas espécies de acaros Dpt e
Blo t pelo teste cutaneo entre pacientes com asma bronquica ou rinite cronica.

Estudos envolvendo a sensibilizagdo por anticorpos IgG tém sido
realizados por varios autores. No entanto, seu verdadeiro papel nas doencas
alérgicas permanece obscuro (GWYNN ef al., 1978; AAAAI 1995). A presenca
de sensibilizagdo por [gG e subclasses contra os alérgenos de acaros pode ser
detectada pela técnica de ELISA com bastante especificidade nas pesquisas
(RUIZ et al., 1994; NAHN et al., 1998; SMITH et al., 1998).

A IgG tem mostrado requerer um tempo superior ao da IgE para o
processo de sensibilizagdo e a duragdo do efeito dos anticorpos IgG tem
demonstrado ser pequeno pelo seu menor tempo de ligagdo a superficie dos
mastocitos (JAN, 1979). Estudos realizados por GWYNN er al. (1982),

utiizando teste de bronco-provocagdo com alérgenos de acaro e polens em



pacientes com asma, tém revelado que os pacientes com resposta do tipo tardia
apresentaram niveis de 1gG elevados, enquanto a resposta tipo imediata estava
relacionada com niveis de IgE.

Outros autores tém atribuido a subclasses de [gG o papel protetor nas
doengas alérgicas por encontrar niveis elevados da subclasse IgG4 em pacientes
sob imunoterapia (OHASHI er al., 1987, AALBERSE er al., 1993).

SMITH er al. (1998), encontraram niveis elevados de IgGl e IgG4
especifica a Der p 2 (alérgeno do grupo 2 de D. pieronyssinus) em mais de 90%
das criangas expostas a alto nivel de alérgenos, enquanto a IgG1 apresentou
elevada em mais de 60% das criangas expostas a baixo nivel de alérgenos.
Entretanto, somente 25% das criangas do grupo de baixa exposigao
apresentaram niveis significativos de IgG4. Experimentos realizados por
KOBAYASHI ef al. (1996), comparando a reatividade de IgE e IgG4 ao
alérgeno Der p 2 de D. pteronyssinus e suas fragoes peptidicas, mostraram
diferengas na reatividade para IgE e IgG4, sendo os anticorpos [gE mais reativos
a fragdo completa de Der p 2 enquanto [gG4 mostrou-se reativa a varias fracoes
peptidicas do alérgeno Der p 2.

ROSE et al. (1996), pesquisaram anticorpos IgG especificos a D. farinae
em pacientes asmaticos € encontraram a presenga destes anticorpos em quase
todos pacientes com IgE especifica positiva. ~ TAME er al. (1996),
demonstraram que niveis séricos de IgE e, em menor grau, IgG4 especificos a
Der p 2 foram maiores em criangas alérgicas do que em controles ndo alérgicos,
porém ndo houve correlagdo entre Igk e [gG4 especificas. Além disso, 0s
autores concluiram que a produgdo de IgE ou outras subclasses de IgG sao
independentes. RIZZO et al. (1993), encontraram correlagdo significativa entre

os niveis de IgE e IgG especificos a D. farinae e D. pteronyssinus para 0s



grupos asmaticos € controles na cidade de Sao Paulo.

NAHM et al. (1998), observaram uma correlagdo entre os niveis das
subclasses IgG2 e IgG4 com os nivels de exposigdo aos alérgenos dos acaros,
enquanto que as subclasses [gG1 e IgG3 ndo mostraram variacdo significativa
com os niveis de exposi¢do.

Para compreender melhor a resposta de IgE, IgG e suas subclasses, este
estudo teve como objetivo detectar niveis de IgE, IgG pan e subclasses
especificas aos extratos brutos de Dermatophagoides pteronyssinus € Blomia
tropicalis no soro de pacientes asmaticos ¢ de individuos controles da regiao de
Uberlandia. Além disso, correlacionar os niveis séricos de IgG pan e suas
subclasses com a presenga ou ndo de IgE especifica a estes alérgenos, detectada

por ELISA ou testes cutaneos de hipersensibilidade imediata.
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. OBJETIVOS

. Determinar, por meio do teste ELISA, os niveis de IgE, I¢G pan, [gGl, [gG2,
[gG3 e IgG4 especificas aos extratos brutos de Dermatophagoides
pteronyssinus € Blomia tropicalis no soro de pacientes adultos portadores de

asma e pacientes controles.

. Correlacionar os niveis séricos de IgG pan, IgG1, 1gG2, [gG3 e IgG4 com a
presenca de IgE especifica a Dermatophagoides pteronyssinus ¢ Blomia
tropicalis detectada in vitro por ELISA ou in vivo por meio de testes

cutineos de hipersensibilidade imediata.

. Analisar a importancia da resposta de anticorpos IgG de subclasses [gG1-4
especificas a estes alérgenos em pacientes negativos para IgE, tanto pelo teste

cutianeo como pelo ELISA.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CASUISTICA

3.1.1. Pacientes asmaticos

Foram analisados 89 soros de pacientes com diagndstico clinico de asma
brénquica, na faixa etdria de 18 a 60 anos, sem distingdo de sexo, raga e classe
social. Estes pacientes foram selecionados pelo Servigo de Pesquisa em Alergia
e Doencas Infecciosas da Disciplina de Imunologia da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), junto a Divisdo de Arquivos Médicos (DIAME), do Hospital
de Clinicas desta Instituigao.

Apos esta selecdo, os pacientes foram convocados a comparecerem ao
Laboratério de Imunologia onde foram submetidos aos testes de punctura €
intradérmico para varios alérgenos, com termo de consentimento previamente

assinado pelos pacientes (anexo 1). Na seqiiéncia, os pacientes responderam a



um questionario clinico para confirmar a historia pessoal e familiar de aspectos
clinicos da asma (anexo 2).

Somente os individuos que apresentassem os critérios estabelecidos
conforme a Sociedade Toracica Americana (ATS) para presenca de asma foram

enquadrados no grupo de asmaticos.

3.1.2. Pacientes controles

De acordo com um questiondrio respondido pelos individuos, foram
selecionados 34 pacientes sem historia de asma, e testes cutdneos (punctura e
intradérmico) negativos para varios alérgenos. Estes pacientes foram avaliados
na Unidade de Alergia Clinica da Universidade Federal de Uberlandia, onde
foram submetidos aos mesmos procedimentos realizados com os pacientes

asmaticos.

3.2. Testes Cutineos

3.2.1. Teste de Punctura

Para a realizagdo do teste cutidneo de punctura foram utilizados os extratos
dos alérgenos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) (Bayer Corporation,
Spokane, Washington, USA) e Blomia tropicalis (Blo t) (University of South
Florida, USA). O teste foi aplicado na face interna do brago apos antissepsia,

depositando-se 10ul de cada alérgeno, distanciado 3 ¢m um do outro, ¢ sobre



este foi feito uma punctura com agulha descartavel 13 x 4 mm ou lanceta de
metal devidamente esterilizada. Apos um periodo de 15 minutos, a leitura do
teste foi realizada com régua especifica (Morrow Brown Disposable/Skin Test
Needle da Aller Guard®) graduada em mm, obedecendo como critério de
positividade, uma papula > 5.0 mm, obtida pela média de dois diametros
perpendiculares da reagdo. Em seguida, estes dados foram anotados em uma
ficha de controle dos testes (anexo 3).

O controle positivo foi realizado com cloridrato de histamina (1 mg/ml -
Bayer Corporation-USA) diluido em solugdo salina fisiologica com glicerol a
50% (Bayer Corporation- USA) e, para o controle negativo, foi usado somente
glicerol em solugdo fisiolégica.

As concentragdes dos extratos alergénicos dos acaros para a realizagdo
dos testes de punctura foram padronizadas pelo fabricante, segundo normas

internacionais.

3.2.2. Teste Intradérmico

O teste intradérmico foi realizado com os extratos dos alérgenos de Dpt e
Blo t. As aplicagdes foram feitas na regido interna do antebrago do individuo,
utilizando seringas de 1 ml com agulhas 13 x 4 mm, descartaveis e injetando,
por via intradérmica, 0,02 ml de cada extrato alergénico, distanciados 3 cm um
do outro. Os extratos foram utilizados numa diluigdo seqiiencial obedecida
conforme protocolo empregado na Universidade de Virginia, USA (anexo 4). A
leitura do teste foi realizada com régua especifica apos um periodo de 15

minutos. O critério utilizado para determinar a positividade ao teste foi a



presen¢a de papula com média > 8,0 mm, calculada tomando-se dois didmetros

perpendiculares da reagao.

3.3. Coleta de Sangue

As amostras de soros dos pacientes dos grupos de pesquisa ¢ controle
foram obtidas na ocasido da realizagdo dos respectivos testes cutaneos de
punctura ¢ intradérmico, utilizando tubos de 20 ml com agulha 25 x 8 mm ou 25
x 7 mm (VACUTAINER®- Precision Glide/Becton Dickinson Vacutainer
Systems europe) para pungdo venosa na regido do antebrago. O sangue foi
mantido a temperatura ambiente até a formag¢do do codgulo ¢ posteriormente
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O soro colhido foi aliquotado e

estocado a —20°C até a realizagdo dos testes in vitro.

3.4.Testes Sorologicos

3.4.1. ELISA para deteccio de IgE especifica aos alérgenos de D.

pteronyssinus e B. tropicalis

Anticorpos IgE  especificos aos alérgenos  Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt) e Blomia tropicalis (Blo t) foram detectados por meio do

teste ELISA de dupla camada. Microplacas de poliestireno de alta afinidade
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(CORNING®-  Laboratory  Sciences Company, N.Y., USA.) foram
sensibilizadas com 50ul./pogo dos extratos dos acaros diluidos em tampao
carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9.6 a uma concentragdo de 40 ug/ml,
incubando-se por 18 horas em camara imida a 4°C. Paralelamente, na mesma
placa, foram sensibilizados pogos com extratos de Dermatophagoides farinae

(Bayer Corporation, USA) a uma concentragio de 200 AU/mL, para a realizacdo

da curva padrio.

Apos a lavagem das placas em solugdo salina tamponada com fosfatos
0,0IM (PBS) pH 7.2 adicionada de Tween 20 (Polyoxyethylene-sorbitan
monolaurate - SIGMA®) a 0,05% (PBS-T), as placas foram bloqueadas
(200uL/pogo) com PBS-T adicionado de soroalbumina bovina (BSA -
SIGMA®) a 1% por 1 hora a temperatura ambiente. Como antertormente, as
placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T e as amostras de soro dos pacientes
asmaticos e controles adicionadas (50uL/pogo), em duplicata, na dilui¢do de 1/2
em PBS-T + BSA 1% por 2 horas a 37°C. A curva padrio foi realizada com um
pool de soros de pacientes alérgicos a acaros (UVA 87/01), subpadronizado de
acordo com um soro de referéncia internacional (National Institute for
Biological Standards and Control - NIBSC), como tendo 1000 Unidades RAST
(RU/ml) de IgE contra Dermatophagoides farinae. Este soro foi diluido para
250 RU/mL em PBS-T + BSA 1% para a obten¢do da curva em diluigdes duplas
seriadas. Na seqiiéncia, as placas foram lavadas 5 vezes em PBS-T e adicionou-
se (50ul/pogo) o anticorpo secundario anti-IgE humana biotinilado (Kirkegaard
& Perry Laboratories, Maryland - USA.) na dilui¢do de 1/1000 em PBS-T +
BSA 1% por 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas como
anteriormente descrito, e adicionou-se (50ul/pogo) estreptavidina-peroxidase

(SIGMA®- Sigma Chemical Co., USA) a 1/1000 em PBS-T + BSA 1% ,



incubando-se por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos novas lavagens a
revelagdo foi realizada com a adigdo do substrato enzimatico (50pl/pogo)
consistindo de ABTS (2,2-azino bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid-
SIGMA®) a 0,01M em tampdo citrato-fosfato 0,07M, pH 4,2 com 0,03% de
H,0,. Apos um tempo de 5 a 15 minutos, a leitura foi realizada em leitor de
ELISA (Titertek Multiskan Plus - Flow Laboratories, USA) em filtro de 405 nm,
em tempos variaveis, de acordo com os valores de absorbancia da curva padrao.

A média dos valores de absorbancia obtida das amostras de soros foi
convertida em Unidades ELISA (EU/mL), segundo a curva padrdo para cada
alérgeno, tendo como referéncia as unidades RAST (RU/mL) do respectivo soro
padrio, utilizando para isto o Software Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad
Laboratories, Inc.).

O limiar de positividade (“cut off”) da reagdo de ELISA foi determinado
pela média dos valores obtidas das absorbancias (EU/ml) dos pacientes

controles acrescido de 5 desvios padrdes (X+5DP), para cada alérgeno.

3.4.2. ELISA para IgG pan especifica aos dcaros D. pteronyssinus e B.

tropicalis

A pesquisa de anticorpos IgG pan especificos a Dermatophagoides
pleronyssinus e Blomia tropicalis foi realizada no soro de pacientes asmaticos ¢
individuos controles, utilizando a técnica de ELISA indireto, segundo SMITH ert
al. (1998), com algumas modificagoes. As microplacas de poliestireno de alta

afinidade (CORNING®), foram sensibilizadas (50uL/pogo) com os extrato de

alérgenos, na concentragio de 10ug/mL em tampao carbonato-bicarbonato
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0,06M, pH 9.6 por 18 horas 4°C. Apds a lavagem por 3 vezes com PBS-T as
placas foram bloqueadas (200ul/pogo) com solugdo de PBS-T + BSA a 5% por
| hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas em PBS-T e procedeu-se a
adicdo dos soros (50ul/pogo) nas diluigdes de 1/10, 1/100 ¢ 1/1000 em PBS-T +
BSA 1% e incubou-se por | hora a 37°C. Em todas as placas foram incluidos
dois soros de criancas, previamente determinados como controles negativos da
reagdo e controles da amostra (adigdo apenas do diluente das amostras, PBS-T +
BSA 1%). Apés a lavagem das placas por 5 vezes em PBS-T, foi adicionado
(50ul/pogo) o conjugado anti-IgG humana marcada com peroxidase (SIGMA®-
Chemical Company, St. Louis, USA.), na diluigao 1/1000 em PBS-T + BSA 1%
¢ incubado a 37°C por | hora. Como anteriormente descrito, as placas foram
novamente lavadas e, em seguida, a reagdo foi revelada com a adigdo
(50ul/pogo) do substrato, consistindo de 1,2-ortofenilenodiamina (OPD, MERK
- Schuchardt - Germany), 0,4g/mL diluido em tampdo citrato 0,01M, pH 5,0 e
0.03% de H,0,. Apos um periodo de 10 a 15 minutos, a reagdo foi interrompida
com H,SO; 2N (25ul/pogo) e a leitura realizada em leitor de ELISA
determinando-se os valores de absorbéncia a 492 nm.

Os resultados foram expressos em Indice ELISA (IE), conforme descrito
por NAHM et al., (1998), considerando-se a diluigdo 1/100 das amostras, de
acordo com a formula seguinte: IE =S — B /N - B, onde S = Absorbéncia da
amostra, B = Absorbancia somente do diluente da reagdo (branco), N =

Absorbancia do controle negativo.



3.4.3. ELISA para subclasses IgG1- 4 especificas aos acaros D. pteronyssinus

e B. tropicalis

As subclasses IgGl, 1gG2, IgG3 e IgG4 especificas aos acaros D).
pleronyssinus e B. tropicalis foram pesquisadas no soros de pacientes asmaticos
e individuos controles, por meio de ELISA segundo SMTH ¢/ al (1998), com
algumas modificagdes. Microplacas de poliestireno (CORNING®), foram
sensibilizadas com 50uL/pogo de cada alérgeno na concentracio de 10 ug/ml em
tampdo carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6 e incubadas por 18 horas a 4°C.
Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes em PBS-T, e subsequentemente
bloqueadas com 200ul/pogo de PBS-T + BSA a 5% por | hora a 37°C. Apos a
lavagem das placas em PBS-T, as amostras foram adicionadas (50ul./pogo) nas
diluigoes 1/10 (para IgG1 e 1gG2) e 1/2 (para IgG3 ¢ [gG4) em PBS-T + BSA
1% ¢ incubadas por 1 hora a 37°C. Em cada placa, foram incluidos dois soros de
individuos positivos previamente determinados para cada subclasse e dois soros
de individuos negativos como controles da reagao. Além disso, foram incluidos
controles da amostra (adi¢io apenas do diluente da amostra). Em seguida, as
placas foram lavadas por 5 vezes em tampao PBS-T e procedeu-se a adigdo
(50pL/pogo) dos anticorpos monoclonais anti-IgG1, anti-IG2, anti-IgG3 e anti-
[gG4 humanas (SIGMA) nas dilui¢des 1/1000 (1gG2 e IgG4), 1/500 (IgG3) e
1/800 (IgG1) em PBS-T + BSA 1% e incubou-se por 1 hora a 37°C. Como
anteriormente, as placas foram lavadas 5 vezes e adicionou-se o conjugado IgG
de cabra anti- [gG de camundongo marcada com peroxidase (preparada segundo
WILSON e NAKANE, 1978) nas diluigdes de 1/500 (IgG2 e IgG4), 1/250
(IgG3) e 1/1000 (IgG1) em PBS-T + BSA 1% por 1 hora a 37°C. Em seguida, as



placas foram lavadas e procedeu-se a adi¢ao do substrato consistindo de OPD e
H;O,. Apos um periodo de 10 a 15 minutos, a reagdo foi interrompida com
H,SO4 2N, (25ul/pogo) e a leitura realizada em leitor de ELISA a 492 nm.

Os valores de absorbancia obtidos foram expressos em Indice ELISA (IE)

2

conforme anteriormente descrito para detec¢do de IgG pan.

3.5. Normas de biosseguranca

Todas as atividades realizadas durante a pesquisa foram executadas
obedecendo-se as normas de biosseguranga, segundo BORGES & MINEOQ,
(1997).

3.6. Analise estatistica

Analise estatistica da diferenga entre duas proporgdes e das médias
aritméticas obtidas entre os grupos e entre as classes ou subclasses de anticorpos
foram realizadas utilizando o Software Bio Statistic for Windows, considerando
significativo todos resultados com p < 0,05. O teste de correlagdo linear foi feito

utilizando o software GraphPad Prism.
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4. RESULTADOS

4.1. Testes Cutdneos de Punctura e Intradérmico

Foram realizados testes cutdneos de leitura imediata, punctura e
intradérmico, em 89 pacientes asmaticos e 34 individuos controles, para avaliar o
grau de sensibilizagdo frente aos alérgenos de D. pteronyssinus (Dpt) e B.
tropicalis (Blo t). Todos os pacientes controles apresentaram teste cutaneo
negativo aos alérgenos.

Dentre os 89 pacientes asmaticos, 45 (50,6%) apresentaram teste de
punctura positivo a Dpt e 52 (58,4%) pacientes foram positivos pelo teste
intradérmico (p > 0,05). Em relagio a B. fropicalis, 30 (33,7%) foram reativos ao
extrato alergénico de Blo t pelo teste de punctura e 44 (49,4%) apresentaram
teste intradérmico positivo a Blo t (p <0,05) (Fig. 1). A positividade para Dpt foi
significativamente maior do que para Blo t somente pelo teste de punctura (p <

0,05).
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Fig.1. Frequéncia de positividade aos acaros D, pteronyssinus
(Dpt) e B. tropicalis (Blo t) determinadas por teste de
punctura e intradérmico (n= 89)

4.2. Niveis de IgE sérica especifica aos dcaros D, pteronyssinus e B. tropicalis

determinados por ELISA

Anticorpos IgE séricos especificos a Dpt e Blo t foram quantificados em
89 soros de pacientes asmaticos e 34 individuos controles (Fig. 2).

Os limiares de positividade, (“cutt uff”) obtidos para Dpt ¢ Blo t em
Unidades ELISA (EU/mL), foram de 3,4 EU/ml e 5,0 EU/ml, respectivamente.

Os niveis de IgE especifica a Dpt variaram desde abaixo do limiar de
positividade (3.4 EU/mL) a 277.8 EU/mL, com média geomeétrica de 33,5
EU/mL, sendo que 31 (34,8%) pacientes foram positivos a Dpt. Doze (13.5%)
pacientes apresentaram niveis de IgE especifica a Blo t > 5,0 EU/mL (limiar de
positividade), sendo o nivel mais elevado no valor de 51,8 EU/mL e a média
geometrica de 10,9 EU/mL. A positividade observada pelo ELISA a Dpt foi



significativamente maior do que para Blo t entre 0S pacientes asmaticos (p <

0,001).
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Fig.2. Niveis de 1gE especifica determinados por ELISA em pacientes asmaticos (n=89) e
controles (n=34). As barras horizontais representam o limiar de positividade: 3,4 EU/mL
(log 0,5) e 5,0 EU/mL (log 0,7) para D. pleronyssinis (Dpt) e B. tropicalis (Blo t)
respectivamente.

4.3. Niveis de IgG pan séricos especificos aos acaros D. pteronyssinus e B.

tropicalis determinados por ELISA

Foram realizados ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para detecgdo de

IgG pan especifica aos acaros D. pteronyssinus (Dpt) e B. tropicalis (Blo t) no



soro de 89 pacientes asmaticos e 34 controles. Os niveis de IgG pan especifica a
Dpt em Indice ELISA (IE) variaram de 0,5 a 28,1 (5,6 £ 4,6) entre os pacientes
asmaticos e, no grupo controle, os indices variaram de 0,8 a 8,7 29+ 14). Esta
diferenga foi estatisticamente significante entre estes grupos (p < 0,01 ). Os niveis
de IgG pan especifica a Blo t foram similares aos obtidos para Dpt (6,6 £ 4.7

para pacientes asmaticos e 3,4 + 2,8 para controles; p < 0,01) (Fig. 3).
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Fig. 3. Niveis de IgG pan em (IE) indice ELISA, especifica a [). pteronyssinus e B.
tropicalis detectados no soro de pacientes asmaticos (n = 89) e individuos controles (n
= 34). As barras representam as médias geométricas. *Medias geométricas.



4.4. Niveis de subclasses IgG 1 a 4 especificas a D. pteronyssinus e B.

tropicalis determinados por ELISA

Foram quantificados os niveis séricos das subclasses 1gGl, 1gG2, [gG3 ¢
[gG4 especificas aos alérgenos de Dpt € Blo t em 89 pacientes asmaticos ¢ 34
controles (Figs. 4 e 5). Os valores obtidos para a subclasse [gG1 especifica a Dpt
variaram de 0.4 a 29,8 (9.1 £ 7.5) entre os pacientes asmaticos ¢ de 0,1 a 204
(3,1 + 3,9) para o grupo controle, com diferenga significativa entre estes grupos
(p < 0,001). Os niveis de IgG2 especifica a Dpt apresentaram diferengas
significativas entre os dois grupos estudados, variando de 0,6 a 42,1 (8,1 £ 7.7)
para asmaticos ¢ de 0,8 a 16,4 (4,5 4,1) para controles (p < 0,01). Os valores
obtidos para [gG3 anti-Dpt apresentaram variagdes de 0,7 a 10,0 (3.4 £ 1,9) entre
asmaticos e de 0.8 a 3,8 (1,9 + 0,9) em controles, com diferenga significativa
entre os dois grupos (p < 0,001). A subclasse [gG4 apresentou niveis variando de
0,4a14,7(3,8+2,6)e0,4a5,9 (1,9 + 1,3) para os grupos asmaticos e controles,
respectivamente, com diferenga significativa (p < 0,001).

Os niveis de IgG1 ¢ IgG2 especificas a Dpt ndo apresentaram diferencas
significativas entre os pacientes asmaticos, 0 mesmo ocorrendo entre [gG3 e
[gG4 (p > 0,05). Porém, os niveis de IgGl e IgG2 foram significativamente
maiores do que os obtidos para IgG3 e IgG4 (p < 0,001) (Fig. 4).

Resultados obtidos para as subclasses 1gG1-4 especificas a Blo t (Figs. 5) foram

similares aos do alérgeno Dpt, com niveis significativamente maiores entre 0s
pacientes asmaticos em relagao aos controles (p < 0,001), exceto para 1gG2 (p >

0,05). A subclasse IgG1 demonstrou os niveis mais elevados (8,1 + 4,8) seguida

de IgG2 (4,9 £ 3,6), 1gG4 (3,9 + 2,1) e [gG3 (2,9 + 1,6). Entretanto,
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diferentemente ao encontrado para o alérgeno Dpt, todas as subclasses IgG1-4
especificas a Blo t apresentaram niveis significativamente diferentes entre si em

pacientes asmaticos (p < 0,05).
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Fig. 4. Niveis de 1gG1-4 especificas a D. pteronyssimus, determinados por ELISA no soro de
pacientes asmaticos (n=89) e controles (n=34), em IE (indice ELISA). As barras representam
as médias geométricas. * Médias geométricas.
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Fig. 5. Niveis de subclasses de IgG especificas a B. tropicalis em Indice ELISA determinados
no soro de pacientes asmaticos (n = 89) e controles (n = 34). As barras horizontais
representam as médias geométricas. * média geométrica.

4.5. Analise da sensibilizacio aos alérgenos de D. pteronyssinus e B.

tropicalis em pacientes asmaticos pelos testes cutineos e ELISA

As frequéncias dos resultados dos testes cutdneos de punctura (P),
intradérmico (ID) e ELISA estdo representados na Tabela 1 para analise da
sensibilizacdo aos acaros D. pteronyssinus (Dpt) e B. tropicalis (Blo t).

Entre os 89 pacientes asmaticos, 29 (32,6%) apresentaram testes
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concordantes positivos (P+/ID+/ELISA+) a Dpt e 35 (39,3%) apresentaram
resultados concordantes negativos (P-/ID-/ELISA-). Resultados discordantes
entre os trés testes para Dpt foram encontrados em 25 (28,1%) pacientes.
Concordancia positiva aos trés testes para Blo t foi observada em 10 (11,2%) e
concordancia negativa em 44 (49,4%) pacientes asmaticos. Trinta ¢ cinco
(39,3%) pacientes apresentaram resultados discordantes aos trés testes para Blo t.

Os resultados concordantes positivos e negativos (71,9%) para Dpt foram
significativamente maiores do que os resultados discordantes (28,1%) (p <
0.0001). Resultados similares foram obtidos para Blo t (60,7% versus 39,3%; p <
0,01).

Tab. 1. Frequéncia dos resultados concordantes positivos e negativos €
discordantes entre os testes punctura, intradérmico ¢ ELISA para IgE

especifica aos acaros D. pieronyssinus e B. tropicalis, em 89 pacientes

asmaticos.
Alérgenos
Resultados Testes Dpt Blot
Concordantes P-/1D-/ELISA - 35 44
P+/ID+/ELISA + 29 10
P+/ID+/ELISA - 15 19
P-/ID+/ELISA - 7 13
Discordantes P+ /1D -/ELISA - | |
P-/ID-/ELISA + 1 0
P-/ID +/ELISA + I 2
P+/ID-/ELISA + 0 0
Total 89 89

P = Teste Punctura ID = Teste Intradérmico ELISA = Teste ELISA
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4.6. Correlacio entre os niveis de Igk, IgG pan e subclasses IgG1-4
especificas a D. pteronyssinus e B. tropicalis entre pacientes asmaticos

atopicos

Foi analisada a correlagdo entre os niveis de IgE com IgG pan. lgGl,

[gG2, 1gG3 e 1gG4 especificas a Dpt entre 47 pacientes asmaticos atopicos, ou
seja, que apresentaram IgE positiva detectada por teste de punctura ou ELISA.
Observou-se maior correlacdo positiva entre os niveis de IgE ¢ [gG3 (r=10,54;p
<0,001) e IgG4 (r = 0,46, p<0,01) quando comparado com [gG1 (r = 0,24;p>
0,05) e IgG2 (r = 0,26, p > 0,05) ou mesmo [gG pan (r=0,03;p > 0,05) (Fig. 6).

A comparagio entre os niveis de IgE com IgG pan, IgGl, 1gG2, [gG3 ¢
1¢G4 especificas a Blo t foi realizada em 32 pacientes atopicos, isto €, positivos
para IgE por teste de punctura ou ELISA. Nio houve correlagdo significativa

entre os niveis de IgE com IgG pan e subclasses de 1gG especificas a Blo t.
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4.7. Anilise da resposta de IgG pan e subclasses de IgG1-4 especificas D.
pteronyssinus (Dpt) e B. tropicalis (Blo t) em pacientes asmaticos nio

atopicos

Foi analisada a resposta de anticorpos IgG pan e subclasses IgG
especificas a Dpt e Blo t em pacientes asmaticos ndo atdpicos, ou seja, negativos
para IgE tanto pelo teste cutaneo como pelo ELISA. Um total de 42 pacientes
apresentaram resultados concordantes negativos para IgE aos trés testes
realizados, considerando os 7 pacientes que apresentaramm somente teste
intradérmico positivo a Dpt, uma vez que esta positividade foi observada apenas
quando foi utilizado uma concentragdo do extrato de Dpt > 10 AU/mL. Entre
estes pacientes, os niveis de IgG pan, [gGl, 1gG2, 1gG3 e IgG4 foram
semelhantes aos obtidos no grupo total de asmaticos (n = 89). As médias
aritméticas obtidas entre estes pacientes foram: IgG pan (5,0 + 4,7), IgG1 (8,1 +
7,6), 1gG2 (5,6 + 3,7), [gG3 (3.0 + 1,8) e [gG4 (2,9 + 1,8). As subclasses IgG1 e
G2 ndo apresentaram diferengas significativas (p > 0,05), o mesmo ocorrendo
entre as subclasses IgG3 e IgG4 (p > 0,05). Semelhantemente ao que ocorreu
com o grupo total de pacientes asmaticos, os niveis de IgGl e IgG2 foram
significativamente maiores do que IgG3 e IgG4 nestes pacientes (p < 0,001)
(Fig. 7).

Da mesma forma, considerando os 13 pacientes que apresentaram
positividade a Blo t somente pelo teste intradérmico quando foi utilizado
concentragdo do extrato de Blo t > 0,2ug/mL, 2 apresentaram positividade a este
alérgeno em concentragdes inferiores a 0,2ug/mL. Assim, 11 foram considerados

como negativos, perfazendo um total de 55 pacientes com IgE negativa aos trés



testes realizados. Entre estes pacientes, as médias aritméticas encontradas foram:
IgG pan (5,9 + 3,9), IgG1 (7,7 + 4,7),1gG2 (4,1 £ 2,6),1gG3 (2,6 £ 1,6) e 1gG4
(3,3 + 2,0). Ao contrario dos resultados obtidos para Dpt entre estes pacientes
ndo atopicos, os niveis de todas as subclasses IgG1-4 especificas a Blo t
apresentaram diferencas significativas entre s (p < 0,05), similarmente ao

observado para o grupo total dos pacientes asmaticos (Fig. 8).

301

indice ELISA (IE)

IgG pan IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
gm * 3,5 5.1 43 2,5 23
Fig. 7. Niveis de IgG pan e subclassses IgG1-4 especificas a D. pfreronyssinus

determinados em Indice ELISA em pacientes asmaticos IgE negativos pelos testes
cutaneos e ELISA (n = 42). * Médias geométricas.
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Fig. 8. Niveis de IgG pan e subclasses IgG1-4 especificas a B. tropicalis determinados
em Indice ELISA em pacientes asmaticos (n = 55) IgE negativos pelos testes cutaneos
e ELISA. * Médias geométricas.
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5. DISCUSSAO

A presenga dos alérgenos de acaros na poeira domiciliar constitui um dos
mais importantes fatores de risco para a sensibilizagdo de individuos atopicos €
desenvolvimento de asma alérgica entre a populagdo mundial (BAGGIO, 1989;
PLATTS-MILLS et al., 1989).

Neste estudo, foi avaliada a sensibilizagdo aos acaros L. pteronyssinus
(Dpt) e B. tropicalis (Blo t) pela deteccdo de IgE por testes cutaneos, punctura €
intradérmico, e ELISA, bem como a resposta de IgG e subclasses IgGl1-4
especificas. Estas duas espécies de acaros foram escolhidas para o trabalho por
serem as mais prevalentes na poeira domiciliar de paises tropicais como o Brasil
(SARINHO er al., 1996; GELLER er al., 1993).

Os indices de positividade obtidos pelos testes cutaneos para Dpt e Blo t
demonstraram uma consideravel sensibilizagdo a estes acaros na populagdo
estudada. A positividade encontrada para Dpt de 58,4% ao teste intradérmico €

punctura de 50,6% demonstra uma maior sensibilizagdo a este acaro entre a



populagdo estudada. Estes resultados podem ser considerados bastantes
satisfatorios uma vez que foi utilizado como critério de positividade papula = 5,0
mm para o teste de punctura € papula > 8,0 mm para o teste intradérmico.
Prevaléncia ligeiramente superior (62,7%) foi encontrada por MEDEIROS Jr ef
al. (1997) utilizando teste punctura entre pacientes com asma bronquica e/ou
rinite crénica em Salvador-BA, porém, utilizando como critério de positividade
papula > 3,0 mm. No entanto estes resultados foram concordantes com
OLIVEIRA et al. (1998) ao encontrar positividade de 50% para Dpt utilizando
teste punctura em estudantes de medicina da Unicamp.. Assim, a prevaléncia
pode variar conforme a procedéncia do extrato, selecdo de pacientes em Servigos
gerais ou especializados, tipo de teste cutaneo empregado, critérios de
positividade, entre outros.

A prevaléncia ligeiramente inferior obtida para Blo t utilizando-se os testes
intradérmico de 49.4% e punctura 33,7% evidencia uma menor sensibilizagdo a
este acaro em nosso grupo estudado do que Dpt. No entanto, —estes indices
podem ser considerados elevados em fungdo dos critérios utilizados. Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos por OLIVEIRA er al. (1998) de 33,3%
utilizando o teste de punctura. Prevaléncia superior de 61,0% foi encontrada por
GELLER et al. (1993) em pacientes asmaticos do Rio de Janeiro, utilizando teste
de punctura, porém, utilizando critério de positividade papula > 3,0 mm.

Apesar de termos encontrado uma maior positividade para Dpt do que Blo
t aos testes de punctura ¢ intradérmico, somente 0s resultados obtidos com teste
de punctura demonstraram positividade significativamente maior para Dpt. A
ndo ocorréncia de diferenca obtida para Dpt e Blo t utilizando-se o teste
intradérmico ¢é controverso e sugere resultados falso positivos para Blo t. Uma

vez que estudos realizados em varias cidades brasileiras demonstraram uma



maior prevaléncia dos alérgenos de Dpt do que Blot envolvidos na sensibilizacao
de individuos atopicos. (ALBUQUERQUE ef al., 1998; SERRAVALE &
MEDEIROS Jr, 1999). Vale ressaltar que, entre 0s pacientes que apresentaram
positividade a Dpt e Blo t somente pelo teste intradérmico, o resultado positivo
ocorreu apenas em altas concentragdes do extrato, ou seja, > 10 AU/mL e 2 0,2
ng/mL, respectivamente para Dpt e Blo t, o que pode ter contribuido para os
resultados mais elevados para o teste intradérmico.

A positividade de IgE especifica encontrada para Dpt por ELISA foi de
34,8%, discordantes dos resultados obtidos por OLIVEIRA et al. (1998) que
encontrou 63.6% de positividade entre estudantes de medicina da UNICAMP,
utilizando a técnica de RAST. Os resultados obtidos por ELISA a Dpt foram
significativamente menores em relagdo aos testes cutdneos, punctura €
intradérmicos, A positividade ao Blo t de 13,5% pelo ELISA foi
significativamente menor do que aos testes cutaneos de punctura e intradérmico.
Resultados estes inferiores ao obtido por OLIVEIRA er al. (1998) ao encontrar
27.3% de positividade utilizando a técnica de RAST. O baixo indice de
positividade encontrado a Dpt e Blo t pelo ELISA em relagdo aos testes
cutineos, possivelmente esta ligado ao valor do limiar de positividade obtido
neste estudo de 3.4 EU/mL e 5,0 EU/ml para Dpt e Blo t respectivamente,
resultados falsos positivos obtidos nos testes cutdneos ou uma maior
especificidade do ELISA.

A resposta de IgG pan e [gGl-4 especificas a Dpt, mostrou-se niveis
significativamente mais elevados entre os pacientes asmaticos do que controles.
Estes resultados foram concordantes aos encontrados por OSHIKA er al. (1992)
e RIZZO et al. (1993), que encontraram niveis de IgG pan e subclasses

especificas aos alérgenos de acaros mais elevados em criangas com asma



bronquica do que controles. Estes resultados sugerem uma exposi¢ao por tempo
prolongado aos alérgenos deste acaro no grupo de pacientes asmaticos, uma vez
que a resposta [gG geralmente ocorre secundariamente ¢ exige um mator tempo
de exposigio frente ao alérgeno.

As subclasses IgGl e IgG2 especificas a Dpt apresentaram niveis
semelhantes entre os pacientes asmaticos, 0 mesmo ocorrendo com as subclasses
[¢gG3 e [gG4. No entanto os niveis de [gG1 e [gG2 foram maiores do que [gG3 ¢
[gG4. Resultados semelhantes foram obtidos por SMITH et al. (1998), quando
encontraram niveis mais elevados de IgG1 especifica a Der p 2 em mais de 60%
das criancas expostas a baixo nivel de alérgeno de Dpt. No entanto, estes
mesmos autores encontraram niveis mais elevados de IgGl e IgG4 entre as
criangas expostas a niveis elevados deste alérgeno. A mudanga no nivel de Igd
encontrada por este autor também foi observado por AALBERSE er al. (1993),
a0 encontrado maior nivel de subclasse IgG1 especifica ao veneno de abelhas em
apicultores amadores, enquanto que entre apicultores profissionais foi
encontrado niveis elevados de IgG1 e IgG4. Diante destes resultados a subclasse
[gG4 parece ser mais sensivel as mudangas dos nivels de exposi¢do aos
alérgenos dos acaros. NAHM et al. (1998), observaram tambeém uma mudanga
dos niveis de 1gG2 e 1gG4 especificas a D, pteronyssinus proporcional aos niveis
deste alérgeno na poeira domiciliar de pacientes asmaticos. Sendo assim 0s
niveis mais elevados de IgG1 encontrados nestes pacientes pode estar ligado a
uma exposi¢do a niveis menos elevados do alérgeno.

Analisando a correlacio entre os niveis de [gG1-4 especificas e niveis de
IgE entre os pacientes asmaticos atopicos, isto €, com teste de punctura ou
ELISA positivo a Dpt, foi encontrado uma boa correlagao entre [gG3 e IgG4.

Semelhantes resultados foram obtidos por ROSE er al. (1998), ao encontrar uma
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correlacdo entre os niveis de Igk com niveis de IgG entre pacientes asmaticos
recebendo imunoterapia ao extrato de Dermatophagoides. Resultados  estes
discordantes aos encontrados por SMITH er al. (1998), quando ndo encontraram
correlagdo entre niveis de Igk e subclasses de IgG1-4 especificas a Der p 2 em
criangas asmaticas €xpostas niveis altos e baixos de Dpt. A correlagao
encontrada por nos neste estudo, evidencia uma ligagdo da resposta entre estes
anticorpos,  provavelmente estimuladas  pelos  mesmos mecanismos
imunologicos.

A ndo correlagdo entre as subclasses [gG1 e IgG2 com niveis de [gE entre
os pacientes asmaticos atopicos, sugere que estas subclasses de IgG sdo
produzidas por mecanismos independes da IgE.

A 1gG pan e subclasses de IgG especificas a B. tropicalis também foram
significativamente maiores entre os pacientes asmaticos do que 0s individuos
controles exceto para 1gG2 (p > 0,05). Diferente ao encontrado para Dpt,
nenhuma das subclasses de IgG especificas a Blo t apresentaram correlagdo com
niveis de IgE entre os pacientes asmaticos atopicos. Resultados estes
semelhantes aos encontrados por RIZZO et al. (1993) e SMITH et al. (1998) ao
nido encontrarem correlagdo entre 0s niveis de IgE e IgG pan e subclasses de IgG
entre pacientes com asma alérgica.

A discordancia encontradas entre oS niveis de IgE ¢ subclasses de 1gG
especificas a Blo t, entre pacientes asmaticos atopicos, foram também obtidas
por GWYNN ef al. (1982) ¢ SMITH e al. (1998), quando encontraram niveis
clevados de subclasses de IgG tanto em pacientes RAST positivos € RAST
negativos. O fato de ndo ter ocorrido uma correlagdo da resposta 1gG para Blo t
sugere uma menor exposigdo a este alérgeno, diante dos resultados de Igk

obtidos por ELISA.



Os niveis elevados de subclasses de IgG entre os pacientes asmaticos pode
indicar um papel protetor nas doencés alérgicas, como foi observado por
OHASHI er al. (1987) e ROSE et al. (1996), ao encontrarem niveis elevados de
subclasses de IgG e principalmente [gG4, entre pacientes asmaticos recebendo
imunoterapia ao alérgeno de Dermatophagoides

Desta forma, a resposta de subclasses de [gG especificas aos acaros Dpt €
Blo t entre pacientes asmaticos atopicos € nao atopicos, demonstra uma dinamica
muito grande e estudos futuros sao necessarios para melhor elucidar o papel das

subclasses de IgG nas doengas alérgicas.



6. CONCLUSAO

A utilizagdo de concentragdes > AU/mL e > 0,2ug/ml para Dpt e Blo t
respectivamente, podem causar resultados falsos positivos no teste intradérmico.

Os niveis de IgG pan e subclasses de IgG especificas a Dpt ¢ Blo t foram
mais elevados entre os pacientes asmaticos do que os controles.

A correlagdo encontrada entre IgE com IgG3 e IgG4 especificas a Dpt
sugere que estas subclasses de IgG podem ser produzidas por mecanismos
semelhantes ao da IgE.

Os niveis mais elevados de IgG pan e subclasses [gGl-4 a Dpt ¢ Blo t
foram encontradas tanto em pacientes asmaticos atopicos como tambem entre 0s
ndio atopicos. Isto mostrou que a resposta IgG especifica aos acaros da poeira em
pacientes asmaticos € dindmica e complexa ¢ futuros estudos serdo necessarios

para melhor compreender a fisiopatologia da resposta IgG entre estes pacientes.
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IDENTIFICACAO:

NOME:
IDADE:
SEXO:
PROFISSAO:

QUESTIONARIO

A- ASMA

1)Ja teve chiado no peito ou crise de bronquite ou asma?
0 SIM TINAO (pule para o item B)

2)Quando foi a primeira vez?
<1 ano 1 1-5 anos 1 6-12 anos [0 >12 anos

3)Quantas vezes por ano tem crise?
~1-3 4-12 0>12

4)Nos ultimos 12 meses quantas crises teve?
_ nenhuma o1-3 4-12 L>12

5)Qual a pior época do ano?
1 ano todo [ verdo 0 inverno

6)Qual o periodo do dia que mais aparece?
Cdurante o dia _la noite Uambos

7) Acorda a noite com tosse ou falta de ar?
CSIM INAO

8)Tem crise quando toma aspirina ou AAS?
OSIM ONAO

ANEXO 2



9)Tem crise quando corre ou faz exercicio?
~SIM TNAO

10)Quais os sintomas que tem durante a crise?
_ichiado no peito  TJfalta de ar Cltosse Jjoutros

11)Tem crise apds contato com:

_poeirade casa  TJmofo _cdo [gato

_bebida gelada  TIcheiro forte Cfumaga de cigarro

_igripe ou resfriado Jfrio Ccalor

_Alimentos(qual? )
_joutros

12)Vocé fuma?
“SIM NAO(pular para item 15)

13)Quantos cigarros por dia?
o<10 210-20 7>20

14)Tem alguém proximo a vocé que fuma (em casa ou no trabalho)?
“SIM ONAO

15)Ja precisou de pronto-socorro para melhorar da crise?
= SIM (s6 inalagdo) — SIM (inalagdo + “soro” na veia) ~ NAO

16)Quantas vezes ao ano foi ao pronto-socorro?
~1-3 4-12 >12

17)Ja ficou internado pelo chiado ou por falta de ar?
CSIM CNAO

18)Quantas vezes?
~1-3 0 4-12 Z>12

19)Qual o tempo maximo de internagdo que ja teve?
_ 1 dia _até 3 dias Laté 1 semana > 7 dias

ANEXO 2



C - RINITE

1)Ja teve problema de rinite (espirros ou corrimento ou obstru¢do ou coceira
no nariz) sem estar gripado ou resfriado?

~SIM CNAO (pule para o item C)
2)Qual o sintoma que mais lhe afeta?

_lespirros “coceira  “Icoriza _obstrugdo “todos
3)Desde que idade?

~ <1 ano _1-4 anos _5-12 anos _>12 anos

4)Quantas vezes no tltimo ano?
~1-3 4-12 —>12

5)Em que época do ano ocorreu?
_ano todo Cjverdo Jinverno

6)Qual o pior periodo do dia?
_idia todo “manha “noite

7)Esse problema nasal ja foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira nos
olhos? _SIM CNAO

8)Quantas vezes no ultimo ano suas atividades dirias foram atrapalhadas
pela rinite e/ou asma?

_ nenhuma . poucas moderadamente L muitas

9)Faz uso de medicacdo continua?
“NAO COSIM. Quais
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20)Ja necessitou de UTI para tratar a crise?
~ SIM ~ NAO

21)Quantas vezes?
1 72-5 >3

22)Faz uso de medicag¢do continua?
“NAO ISIM(QUaiS)...o

B- DERMATITE

1)Ja teve manchas vermelhas com coceira na pele (eczema) em regido de
cotovelos, joelhos, tornozelos, abaixo das nadegas, pescogo, orelhas ou perto
dos olhos ?

~SIM DNAO(pule para o item C)

2)Desde que idade?
“<lano _11-4 anos 25-12 anos >12 anos

3)Alguma vez no ultimo ano as lesdes desapareceram completamente?

SIM INAO
4)A coceira prejudicou seu sono?
“SIM TNAO
5)As lesdes aparecem ou pioram com:
Upoeira Jperfume  Tltalco Cldesinfetante Ogiz
Dalimentos(quais? )
_medicamentos(quais? )
_outros
Tnada

6)Ja teve que tomar corticoide (oral ou topico) para melhorar a pele?
2SIM NAO
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D- INFECCOES
1)Ja teve sinusite?
~SIM “NAO(pule para a questio 4)

2)Quantas vezes?
—1 —2-5 —5-12 >12

3)Tratou com antibiotico?
_SIM “NAO

4)Ja teve otite(infecgdo de ouvido)?
~SIM “NAO(pule para a questio 7)

5)Quantas vezes?
iy 2-5 ~5-12 >12

6)Tratou com antibiotico?
~SIM “NAO
7)Ja teve pneumonia?
_SIM “NAO(pule para a questdo 10)

8)Quantas vezes?
~1 —2-5 Z5-12 >12

9)Tratou com antibiotico?
SIM “NAO

10)Teve outros tipos de infec¢do? Quais?

ANEXO 2



Nome:

Endere¢o:

Skin Prick Test _ Asma Controle
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rBlo t 5 and rDer p 5 - SKIN TESTING

Name Age
Address Phone No.
History number Date
Diagnosis

PRICK SKIN TESTS:

Histamine
HSA diluent
D. pteronyssinus
B. tropicalis
rDer p §
rBlot 5
GST

INTRADERMAL TESTS:

D. pteronyssinus B. tropicalis
0.001 AU/mI ‘ 2x104
0.01 AU/ml ' 2x10°
0.1 AU/ml 2x10*

1  AU/ml 2x107!

10 AU/ml 2x10°
100 AU/mi 20pg/ml
rDer p § , rBlo t 5
10° 10°

10 » ‘ 10°

10° 10°

10 10

10 10"

10°u g/ml 10’ g/ml

Please record wheal size and erythema (in parenthesis) for each skin test performed.



