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Tente Mais uma Vez

Eis aqui o bom conselho:
Tente mais uma vez;
Se no inicio algo é dificil conseguiir,
Tente mais uma vez,
E vera sua coragem aparecer:
Nunca trema, ndo ha nada que temer;
Persevere e vera que vai vencer?

Tente mais uma vez.

“0 livro das Virtudes para Criancas”.

William J. Bennett
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1. INTRODUGAO

1.1. Alérgenos

Qualquer substancia capaz de induzir uma resposta imune e causar
alergia € um alérgeno em potencial (TERR, 1997a). Um antigeno pode ser
definido como qualquer substancia capaz de interagir com anticorpos

especificos ou com células envolvidas na resposta imunologica.

Complexos orgénicos naturais, geralmente, sao causadores de
alergia mediada por anticorpos, enquanto que compostos organicos simples,
quimicos inorganicos e metais, mais frequentemente causam alergia
mediada por células T. Exposicdo a um alérgeno pode ser através de

inalagdo, ingestdo, injegdo ou contato com a pele ou mucosas (TERR,

1997a).

Sensibilizagdo a um determinado alérgeno ambiental & o resultado de
uma complexa inter-relacéo das propriedades fisicas e quimicas de um dado
alérgeno, do modo e da quantidade de exposi¢cdo, bem como dos fatores

genéticos proprios do individuo exposto (TERR, 1997b).

Muitos alérgenos, por si s6 sao fortes imunégenos, apresentando
peso molecular acima de 10 kDa. Outros porém, de peso molecular entre 1 e
6 kDa podem ser ou nao imundgenos e, os abaixo de 1kDa geralmente nao
sdo imunogénicos. Essas moléculas de baixo peso molecular séao
denominados de haptenos, 0S quais para tornarem-se imunogénicos

necessitam de se ligarem com uma molécula maior chamada carreadora

(BENJAMINI & LESKOWITZ, 1988).

Geralmente, de acordo com a natureza quimica, as proteinas s&o os
melhores imunégenos, porém, variavel conforme o peso molecular,
configuragao espacial da molécula, dose e via de entrada. Os polissacarides
sd0 bons imunogenos quando associados a moléculas mais complexas,
como proteinas. Ja os lipides, quando purificados, s&o incapazes de ativar

linfécitos, porém, podem atuar como haptenos (BENJAMINI & LESKOWITZ,
1988).
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Mais importante, contudo, é a substancia ser reconhecida como
estranha. O sistema imune normalmente discrimina entre préprio € nao
proprio, tanto que somente moléculas estranhas ao organismo s&o
imunogénicas (PARSLOW, 1997).

Alérgenos frequentemente s&o proteinas (geralmente glicoproteinas)
ou quimicos (haptenos) que podem ligar-se a proteinas. Essas substancias
sdao nomeadas de acordo com um guia publicado em 1994 pela “World
Health Organization / International Union of Immunologic Sciences / Allergen
Nomenclature Sub-committee” (KING et al., 1995). O nome incorpora as trés
primeiras letras do género e a primeira letra (ou as duas primeiras, para
evitar ambigiiidade) da espécie a partir da qual o alérgeno & derivado, mais
um numeral arabico (o qual pode ser usado para denotar alérgenos
homélogos estruturalmente, porem, de espécies diferentes). Por exemplo,
alérgenos estruturalmente similares (antigenos do grupo 1) oriundos de duas
espécies de acaros (Dermatophagoides pteronyssinus e D. farinae) s&o

designados Der p 1 e Der f 1, respectivamente.

Aeroalérgenos, alérgenos transportados pelo ar, frequentemente
estdo associados a particulas (gréos de pdlen, fezes de acaros, secregoes
animais), sendo que sao comumente subdivididos em “indoor” (domiciliares)
e “outdoor” (ao ar livre). Sao proteinas, relativamente pequenas, altamente
soltiveis em meio aquoso, o que permite se dispersarem no muco e outros
fluidos corporais. Geralmente, sao derivados ou estdo associados a
particulas cujas propriedades favorecem a sobrevivéncia ou dispersao dos
alérgenos mantendo-o0s intactos (GALLI & LANTZ, 1999).

1.2. Atopia

Atopia refere-se @ predisposigao genética a responder
imunologicamente a varios alérgenos de ocorréncia natural, quando inalados
ou ingeridos, com uma continua produgao de imunoglobulina E (IgE) (TERR,
1997b). O estado atopico € reconhecido clinicamente por testes cuténeos,

podendo ainda serem reconhecidos pela presenga de IgE alergeno-
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especificas, pela elevagao da IgE sérica total e pela presenca de eosinofilos
no sangue (COOKSON, 1999).

O termo alergia foi introduzido por Clemens von Pirquet em 1906 para
descrever uma reatividade alterada do sistema imune. O seu mecanismo
fisiopatolégico compreende a presenga, principalmente de anticorpos

reaginicos, imunoglobulinas da classe E.

Mais tarde, o termo atopia foi empregado originalmente por Coca &
Cooke em 1923, em um grupo de doengas que apresentavam, em comum,
um mecanismo fisiopatolégico envolvendo reagées de hipersensibilidade do
tipo I, onde os individuos apresentavam testes cutaneos positivos para

aeroalérgenos e historia familiar de asma efou rinite e/ou dermatite atopica

(ROITT et al.,1998).

Rinite alérgica e asma alérgica sdo as manifestagées mais comuns de
doenca clinica apés exposicao a alérgenos do meio ambiente, enquanto
dermatite atopica € menos frequente. Duas ou mais formas clinicas de
atopia podem coexistir no mesmo paciente e a0 mesmo tempo, ou em

diferentes tempos no curso da doenga. A atopia pode ser também

assintomatica (TERR, 1997b).

1.3. Asma

Asma é uma palavra derivada do grego e significa “dificuldade para

respirar’ (KALINER & MCFADEN, 1988).

A primeira referéncia & asma como uma doenca & atribuida a Moses
Maimonides em seu Treatise on Asthma, do século XII (MAIMONIDES apud
KALINER & MCFADEN, 1988). Em 1662, Van Helmont reconheceu a
sensibilidade das vias aéreas dos asmaticos a estimulos ambientais, como
poeira e alimentos, a asma induzida emocionalmente e os efeitos do clima e
do tempo (VAN HELMONT apud KALINER & MCFADEN, 1988). Porém, a
asma como uma entidade clinica distinta, somente foi definida em 1868 por
Henry Hyde Salter que também classificou a asma como intrinseca e
extrinseca (SALTER apud KALINER & MCFADEN, 1988). Somente em
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1910, Meltzer sugeriu que a asma poderia ser um fenémeno alérgico
(MELTZER apud KALINER & MCFADEN, 1988).

Como uma sindrome clinica das vias aéreas, a asma é caracterizada
por (GRAUNDENZ et al., 1999):

e Obstrucao reversivel do fluxo aéreo (embora nao

completamente em alguns pacientes), espontaneamente ou com tratamento;

o Inflamagdo da mucosa, na qual muitas células tém um papel

importante, em particular mastécitos e eosindfilos;
¢ Hiperreatividade brénquica a uma variedade de estimulos;

e Episddios recorrentes de sibilancia, dispnéia, opresséo

toracica e tosse, particularmente a noite e pela manha ao acordar.

Como uma doenga multifatorial, a asma esta associada com fatores
familiares, infecciosos, alergénicos, soécio-econdmicos e ambientais
(MANNINO et al., 1998). Contudo, a maioria dos casos de asma alérgica
ocorre em individuos que exibem resposta de hipersensibilidade a alérgenos
ambientais definidos e, o desafio das vias respiratérias, mesmo com
pequenas quantidades destes alérgenos, pode produzir obstrucéo aerea
reversivel (EVANS, 1993; GOLDSTEIN et al., 1994).

1.3.1. Epidemiologia

Sendo a asma alérgica um problema mundial de consideravel
importancia clinica, inumeras investigagbes epidemioldgicas realizadas em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento relatam aumento na
prevaléncia e mortalidade da asma e em outras doencas alérgicas nas
dltimas 3 décadas, apesar dos numerosos avangos no diagnédstico e
tratamento da asma (MANNINO et al., 1998).

Os indices de prevaléncia da asma nos EUA aumentaram

aproximadamente 29% no periodo de 1980 a 1987, em todos os grupos



etarios estud'ados, porém, o mais afetado foi o de individuos menores de 18
anos de idade (SKONER, 1996).

No Brasil, estudos epidemioldgicos referentes a asma sdo poucos,
dificultando assim, a execuc¢ao de programas que visem sua preven¢ao. Em
estudo multicéntrico, abrangendo trés regides do pais, dentre 306 criangas
atopicas com idade entre 3 e 16 anos, encontrou-se 15% de prevaléncia de
asma brénquica (RIZZO et al., 1995).

Dentre o custo da asma, devem ser incluidos gastos diretos com a
doenga, como os advindos com cuidados com o paciente, pronto-socorro,
servicos médicos, drogas, exames laboratoriais e gastos com pesquisa e
educacdo, bem como os indiretos, como a auséncia escolar e no trabalho.
No Brasil, somente com internagbes no ano de 1996, o gasto foi,
aproximadamente, de 76 milhdes de reais, o correspondente a 2,8% do
gasto anual total, representando o terceiro maior valor de gastos do SUS em
todo o pais com uma doenca (PEREIRA & NASPITZ, 1998).

O aumento da prevaléncia da asma tem uma mensagem importante:

identificar os fatores responsaveis com o objetivo de prevenir a asma e a

atopia (COOKSON, 1999).

1.3.2. Classificagao

Para propositos didaticos, a asma pode ser classificada de acordo com
a presenga ou auséncia de atopia. Entretanto a asma atbpica esta
frequentemente associada com outras formas de atopia, como eczema e
rinite alérgica. Alternativamente, os termos extinseca e intrinseca tém sido
usados para referir-se a presencga ou auséncia da identificacao de alérgenos
especificos relacionados a doencga alérgica. Contudo, o uso destes termos
tende a ser abandonado por sugerirem que a asma € causada por fatores
externos (asma extrinseca) ou por fatores inerentes aos pacientes (asma
intrinseca) (DJUKANOVIC & HOLGATE, 1999).
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De forma convencional, a asma extrinseca e intrinseca apresentam as
seguintes caracteristicas que apesar de ser uma divisdo ampla, enquadram-
se razoavelmente na maioria dos casos, ainda que existam muitos pacientes
que apresentam formas intermediarias (COCHRANE & REES, 1995).

A asma extrinseca é também conhecida como asma alérgica, atdpica
ou imunoldgica. Geralmente, os pacientes com asma extrinseca apresentam
histéria familiar de doenca atépica e desenvolvem a doenga nos primeiros
anos de vida. Outras manifestactes de atopia podem coexistir, como rinite
alérgica ou eczema. Os ataques de asma ocorrem durante ou apds a
exposicédo a poélens, a presenca de animais, exposi¢éo a poeira ou a outros
alérgenos dependendo da sensibilidade alergénica particular de cada
paciente. Testes cutineos positivos s&o caracterizados pela presenca de
papula e eritema no local de introdugéo do alérgeno.vA concentragao de IgE
sérica total esta frequentemente elevada, mas em alguns casos apresenta-

se normal (TERR, 1997b).

A asma intrinseca também é conhecida como asma néo alérgica ou
idiopatica. Caracteristicamente, aparece ainda na infancia, podendo em

alguns casos ocorrer durante a vida adulta, usualmente apés uma infecgao

respiratéria (TERR, 1997b).

Na asma intrinseca, a obstrugdo brénquica recorrente ou crénica nao
esta relacionada a exposigéo a pdlens ou a outros alérgenos mais comuns
(TERR, 1997b). Geralmente & desencadeada por exercicios, infeccoes e
outros fatores que néo estdo relacionados a presencga de IgE especifica a
um determinado antigeno. Testes cutédneos s&o negativos para os alérgenos
usuais. Nao ha historia pessoal ou familiar de doenca alergica (COCHRANE
& REES, 1995). A concentragdo serica de IgE total € normal, contudo,
eosinofilia sanguinea e no escarro pode ser encontrada (TERR, 1997b).

Os casos de asma intrinseca nao sdo numerosos, geralmente menos
que 2% dos asmaticos ou menos que 0,2% da populagdo em geral
pertencem a essa categoria, segundo PLATTS-MILLS et al. (1995b). Deve-

se resaltar que muitos casos classificados como de asma intrinseca podem
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ser devido a auséncia de uma completa investigacdo dos alérgenos

sensibilizantes e desencadeantes.

A asma pode ainda ser classificada de acordo com os estimulos
indutores e provocativos do desenvolvimento da asma. Como estimulos
indutores temos alérgenos, quimicos ocupacionais, infecgbes virais e
displasia broncopulmonar, entre outros. Nesta classificagdo, alérgenos,
exercicio, ar frio, fumacga, infecgbes virais, refluxo esofagico e fatores
emocianais s&o considerados estimulos provocativos (DJUKANOVIC &
HOLGATE, 1999).

A asma pode ser ainda classificada de acordo com as manifestagoes
clinicas. Desta forma, de acordo com a severidade da asma ela poderia ser
classificada, resumidamente em asma intermitente (sintomas geralmente
ocorrem menos de 1 vez por semana), moderada persisitente (sintomas
ocorrem mais de uma vez por semana, porém menos de 1 vez ao dia),
moderada persistente (sintomas diarios) e severa persistente (sintomas
continuos) (DJUKANOVIC & HOLGATE, 1999).

Neste estudo, os pacientes asmaticos foram classificados quanto

serem positivos (SPT*) ou ndo (SPT’) ao teste de punctura aos alérgenos

estudados.

1.3.3. Resposta imune alérgica

E bem conhecido o fato que processos alérgicos possam originar
varias doencas. Asma, rinite, dermatite, urticaria e anafilaxia sdo algumas
delas (HOWART, 1998). Os aspectos principais da inflamacgao alérgica que a
diferencia de outros tipos de inflamagéo, incluem sintese de IgE, ativagéo de
mastocitos dependente de IgE e infiltracdo da mucosa brénquica com

linfocitos e eosinofilos (VARNEY et al., 1992).

O desencadeamento de uma resposta alérgica depende da natureza
do estimulo antigénico e de varias etapas da resposta imunitaria do

hospedeiro. O processamento do alérgeno pela célula apresentadora de
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antigeno (APC) resulta na formagéo de peptideos que s&o apresentados ao
receptor da célula T (TCR) CD4" em associagcdo com moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I (MARONE,
1998). O reconhecimento do conjunto peptideo + MHC Il, por parte de uma
célula T (CD4") com receptor especifico (TCR) para o alérgeno, reforgado
pela ligagdo das moléculas co-estimulatérias B7-2 (CD86) e CD28, leva a
ativacao da célula Th (T helper ou T auxiliadora) primaria. No caso de
individuos atopicos, devido a uma prédisposicdo genética, essa ativacao se
da em um microambiente no qual provavelmente, ja existe interleucina-4 (IL-
4) presente. Dessa forma, a tendéncia sera de que ocorra diferenciacéo
preferencial de ThO para Th2. A célula Th2 ativada expressa ligante de
CD40 e produz citocinas indutoras da sintese de IgE pelas células B (IL.-4 e
IL-13), além de citocinas que ativam eosindfilos, basofilos e mastécitos (IL-5)
(GALLI & LANTZ, 1999). A IgE liga-se aos receptores de alta afinidade
(FceRI) nos mastocitos e basdfilos que degranulam, liberando mediadores
da inflamacéo alérgica (MARONE, 1998). A IL-5 produzida pelas células Th2
é importante na diferenciagéo e sobrevivéncia de eosindfilos, os quais sao
responsaveis pela resposta de fase tardia (principalmente na asma alérgica)
(VAN NEERVEN et al, 1996). Finalmente, as citocinas produzidas por
basofilos, mastdcitos e eosindfilos contribuem para a manutengdo da
resposta alérgica (GALLI & LANTZ, 1999).

Para que células Th primarias convertam-se em um perfil Th2, existe
a necessidade da presenga ndo somente de IL-4, mas também de IL-13 que
direcionam o isotipo da célula B para a sintese de IgE (HOWARTH, 1998). A
A IL-4 estimula a expressao de VCAM-1 (molécula-1 de ades&o celular
vascular) nas células endoteliais, resultando em aumento da ligagéo dos
linfocitos, mondcitos e especialmente eosindfilos (ABBAS et al,, 1998).
Entretanto, a presenga de IFN-y, produzido por células Th1 inibe a sintese
de IgE pelas células B (HOWARTH, 1998). Uma variedade de outras
~ citocinas ou fatores tém sido implicados na modulagao da sintese de IgE.
INF-y, INF-a, TGF-B, IL-8, IL-10 tém sido mostrados inibir a sintese de IgE
em algumas circunstancias, enquanto que sua estimulagdo com IL-4, IL-5,
IL-6, IL-9, TNF-o. tém sido observada (WORM & HENZ, 1997). Estas
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citocinas podem atuar diretamente influenciando o switch para IgE ou
proliferacdo das ceélulas B ou indiretamente através de sua atuagcao nas
células T (GALLI & LANTZ, 1999).

Eotaxina & o fator quimiotatico mais estreitamente associado com a
inflamacéo alérgica (GALLI & LANTZ, 1999). Eotaxina € uma quimiocina
(citocina quimiotatica) consistindo de uma grande familia de citocinas,
estruturaimente homologas, que compartiiham a capacidade de estimular o
movimento leucocitario (quimiocinese) e dirigido (quimiotaxia) (ABBAS et al.,
1998). MCP-1 (monocyte chemoattractant protein - 1), -2 e —4, MIP-1a
(macrophage inflammatory protein - 1a) sao indutoras da liberagdo de
histamina de basofilos humanos. A eotaxina 2 induz a quimiotaxia de.
eosinofilos e basofilos e a liberagédo de histamina e leucotrieno C4 (LTC4) em
basofilos primados com IL3. CCR3 € o receptor para eotaxina e outras
quimiocinas do tipo CC (familia de quimiocinas com 2 residuos de cisteina
adjacentes), presente em linfocitos Th2, eosindfilos e baséfilos e esta
implicado na migragéo dessas células para o sitio inflamatério (MARONE,
1998). Atualmente, admite-se que parte das diferengas funcionais entre Th1
e Th2 decorra de diferentes receptores para quimiocinas, o que permite
diferentes rotas e padrées de migracdo. N&o se sabe ainda se CCR3 é o
principal receptor de fatores quimiotaticos para células Th2, mas sua

expressdo permite diferenciar as células Th2 das outras ceélulas T

(SALLUSTO et al., 1998).

Existe ainda um mecanismo hipotético envolvendo células Ty5 no
reconhecimento de alérgenos. Nesse caso, como consequéncia da grande
expansdo, macréfagos alveolares das vias aéreas de asmaticos, células
dentriticas, células T equipadas com estruturas de superficie particulares
(CD1, TCRy3 e talvez antigenos NK1.1) e moléculas coestimulatorias (B7 e
CD28), o sistema imune de individuos geneticamente predispostos
(atopicos) reconheceria alérgenos inalados nativos. Dessa forma, as células
Ty complementariam as células Taf promovendo uma rapida, porém mais
fraca resposta, antes das células Taf desenvolverem uma completa

resposta imune (SPINOZZ| et al., 1998).
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1.3.3.1. Fisiopatologia

Mastocitos e basofilos expressam receptor de alta afinidade para o
fragmento cristalizavel das moléculas de IgE (FceRI). Mais recentemente,
descobriu-se que outros tipos celulares como monécitos (MAURER et al.,
1994), células dendriticas circulantes (MAURER et al., 1996), células de
Langerhans (WANG et al, 1992) e eosinofilos (GOUNNI et al, 1994)

também expressam receptor FceRI.

A ligagdo de um antigeno com moléculas de IgE acopladas a
superficie de mastdcitos/basofilos leva a despolarizagdo da membrana
celular, influxo de Ca** extracelular e posterior liberagao de Ca™ intracelular,
culminando com a ativacdo de enzimas como a miosina quinase e a

fosfolipase A2, além da queda nos niveis intracelulares de AMP ciclico

(ROITT et al., 1998).

Nos mastocitos, d resultado da ativagdo é a geracdo de mediadores
lipidicos, como as prostaglandinas D2 (PGD,) ou leucotrienos (LTC4, LTDs e
LTBs) e a exocitose de granulos secretores (ABBAS et al, 1998). A
exocitose de histamina e outros mediadores pré-formados promove aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, edema e contragéo de musculos
lisos, fendémenos esses responsaveis pelas manifestagées clinicas
preliminares das reagoes de hipersensibilidade do tipo | ou imediata,

ocorrendo nos primeiros 30 minutos seguidos a exposicdo alergénica

(TERR, 1997a).

Nas 12 (doze) horas que se sucedem, ocorre uma progressiva
infiltracéo tecidual de células inflamatorias, desde neutrofilos a eosindfilos e
células mononucleares em resposta a mediadores quimicos (TERR, 1997a).
Os principais mediadores da resposta tardia sdo as citocinas, as
interleucinas do tipo Th2 (IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13), os quimiotaticos celulares
e as moléculas de adesdo (GALLI & LANTZ, 1999).
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1.3.3.2. Regulacao da sintese de IgE

Ao entrar em contato com um determinado antigeno/alérgeno,
individuos normais geralmente sintetizam IgM, IgG e apenas pequenas

quantidades de IgE especifica. Entretanto, individuos atépicos produzem

altos niveis de IgE especifica em resposta ao antigeno estranho

(ROMAGNANI, 1990). Quanto a IgE total, ela encontra-se normaimente
elevada em individuos com asma alérgica e normal em individuos com asma
intrinseca. Contudo, muitos pacientes alérgicos apresentam niveis de IgE
sérica total que ndo sao significativamente diferentes daqueles da populacgéo

normal (SIRAGANIAN, 1992).

Alguns fatores contribuem para a regulagdo da sintese de IgE
especifica em atopicos e nao atdpicos: a hereditariedade, a histéria natural

de exposicdo alergénica, a natureza do antigeno e celulas T auxiliadoras e

suas citocinas.

Consequentemente, a compreenséo dos fatores que controlam os

niveis séricos de IgE tornam-se essenciais para dissecar a patogenese das
doenga atopicas (CORRY & KHERADMAND, 1999).

1.3.3.2.1. Fatores genéticos

Varios estudos tém relatado que a historia familiar de alergia € um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento da asma. Admite-se
atualmente, que varios genes ou conjunto de genes poderiam exercer
influéncia em diferentes pacientes. (BARNES & MARSH, 1998).

Como a produgéo de IgE resulta da combinagao entre mecanismos

cognitivos (antigeno-especificos) e néo cognitivos, tanto genes relacionados

a moléculas que atuam no reconhecimento e na apresentagéo de antigenos
(HLA = Human Leucocyte Antigens, TCR - T Cell Receptor), como os genes

que codificam moléculas que participam da regulacéo da sintese de IgE, sédo

candidatos a influenciarem na producao de IgE (BARNES & MARSH, 1998).
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Genes que predispdem a asma influenciariam: (1) a alta producgao de
citocinas relacionadas ao desenvolvimento da resposta imune alérgica
(padrao Th2), como os genes presentes no cromossomo 5, numa regiao
denominada “IL-4 gene cluster’ (genes codificadores de IL-4, IL-5, IL-9, IL-
13), sendo o gene para IL-4 o principal candidato (MARSH et al., 1994); (2) a
resposta especifica a determinados antigenos/alérgenos pela diferente
afinidade das moléculas HLA, especialmente genes HLA classe Il, como
Dw2 e DR2; (3) ativagdo do gene de [L-4 através do gene STAT6 que
codifica um fator nuclear para sua ativagdo; (4) alteracdo do sinal gerado
pelo FceRl devido a mutagdo puntual no gene que codifica para a

subunidade p do FceRlI, localizado no cromossoma 11 (BARNES & MARSH,
1998).

O desafio do novo século € compreender como fatores ambientais

interagem com o genoma humano levando ao desenvolvimento da doenca

alérgica (HOLGATE, 1999).

Concomitantemente a constituiggo genética dos individuos
predispostos a desenvolverem asma, outro fator fundamental ao
desenvolvimento da doenca é a exposicéo alergénica, fator que podera

influenciar no nivel de IgE especifica (ABBAS et al., 1998).

Essa exposicdo geralmente se da através do contato dos alérgenos
com a mucosa do aparelho respiratdrio, de forma repetida a um mesmo

antigeno, possibilitando assim o desenvolvimento de reagao atépica no

individuo geneticamente predisposto.

A exposicdo precoce aos acaros domésticos, alérgenos de animais e
fungos, entre outros, em quantidades elevadas, é considerada crucial para a
sensibilizagdo. Ao contrario, a interrupgdo do processo de sensibilizagdo
primaria a agentes inalaveis pode protelar ou prevenir o aparecimento de

doencas alérgicas como a asma (PRESCOTT et al., 1999).
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Alguns estudos relacionando os eventos ocorridos na vida intra-
uterina tém, como questionamento basico, como esses eventos afetariam
posteriormente a resposta imunoldgica destas criangas e adultos. Sabe-se
que a placenta, no intuito de coibir uma reacdo de rejeicdo fetal, produz
citocinas predominantemente do tipo Th2, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. No
entanto, teoricamente, este meio também predispbée ao desenvolvimento de
doengas alérgicas (HOWARTH, 1998). Porém, nem todos os individuos séo

alérgicos, indicando a existéncia de outros fatores na resposta alérgica.

Estudos epidemiolédgicos identificaram que o risco de doenga atdpica
& mais comum no primeiro fitho do que nas criangas subsequentes dentro de
uma familia (VON MUTIUS et al., 1994). Uma das possiveis explicagdes
deste fato, seria que a partir do segundo filho, estas criancas estariam
expostas precocemente a infecgdes pelos seus irmaos mais velhos, o que
promoveria uma resposta de Th1, regulando para menos a tendéncia para
disturbios alérgicos. Outra explicagéo alternativa € que o numero crescente
de gestagdes provocaria alteragoes relevantes na fun¢io placentaria ou na
nutrigdo materna (HOWARTH, 1998).

Alteracdes nos costumes bem como a existéncia de moveis e
utensilios que promovam um aumento da poluicdo doméstica,
possivelmente, tém contribuido para um maior nimero de individuos
alérgicos. A maior permanéncia das pessoas no ambiente domestico ou em
ambientes fechados, contendo especialmente carpetes, cortinas, brinquedos
felpudos e a presenga constante ou n@o de animais domesticos, sao fatores

para 0 aumento desse tipo de poluicdo (PLATTS-MILLS, 1996).

1.3.3.2.3. Natureza do antigeno

Os alérgenos normalmente encontrados na natureza sao constituidos
predominantemente de proteinas. Dentre as fontes de alérgenos associadas
a asma extrinseca, podemos citar: produtos de animais (caes, gatos,
cavalos, bovinos, hamsters, coelhos, etc.); produtos de artropodes (baratas,
abelhas, acaros, etc.); produtos de plantas (algodéo, pélen de gramineas e
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plantas, etc.) e agentes microbianos (fungos) entre outros (PEREIRA &
NASPITZ, 1998).

Entre os fatores nao relacionados a presenca de alérgeno bem como
de IgE especifica (asma intrinseca), os mais importantes sdo infec¢des
respiratorias virais (virus sincicial respiratorio, adenovirus e rinovirus);
fatores fisiolégicos (exercicio, hiperventilagédo, fatores psicoldgicos); fatores
atmosféricos (ar frio, O;, SO, NH3); inalantes experimentais (histamina,
metacolina, prostaglandina F,,, acido citrico) e ingestdo de drogas
(propanolol, aspirina, drogas anti-inflamatérias ndo esterdides, suifas)
(TERR, 1997b). |

Fatores relacionados as células T auxiliadoras e as citocinas

produzidas por elas estdo diretamente associados ao desenvolvimento da

doenga alérgica.

Os linfocitos T sdo considerados as celulas centrais na asma, por
regerem a resposta inflamatéria alérgica. Apos a apresentagao do antigeno
pelas APC (células Apresentadoras de Antigenos) os linfocitos T tornam-se
ativados e expressam moléculas na sua superficie que orquestraram a
fungdo de células efetoras como eosindfilos e mastécitos através de um
numero de citocinas e um grande numero de moléculas envolvidas na

sinalizagdo entre células durante a resposta imune alérgica (DJUKANOVIC

& HOLGATE, 1999).

Acumulos de linfécitos T auxiliares da populagdo Th2 tém sido
demonstrados em locais de reagdes de hipersensibilidade imediata na pele e
na mucosa brénquica. As citocinas presentes nestes locais, produzidas
pelos tipos celulares ai encontrados, sdo predominantemente IL-4 e IL-5,
importantes, respectivamente, entre outros fatores, para a mudanca de
isotipo (“switch”) para IgE e maturacdo, recrutamento e ativacao de
eosindfilos (ABBAS et al., 1998; KAPSENBERG et al., 1998).
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Os individuos atépicos apresentam maior numero de linfécitos T
alérgeno-especificos secretores de |L-4 em sua circulagdo que as pessoas
nao atopicas. Acrescentado a isto, estes linfécitos T alérgeno-especificos em
pacientes atdpicos produzem mais IL.-4 por célula que em individuos normais
(ABBAS et al.,1998).

Embora IL-4 e IL-13 induzam a producao de IgE, essa é dependente
dos sinais gerados pela interacdo fisica entre moléculas de CD40 (nas

células B) e CD40L (nas células T ativadas ou em mastécitos, basodfilos e
eosinofilos) (GALLI & LANTZ, 1999).

Enquanto consideraveis avangos tém elucidado os efeitos das
citocinas (particularmente I1L-4 e 1L-13) e das moléculas de superficie (CD40
e CD40L) na sintese de IgE, pouca atengéo tem sido direcionada aos efeitos
moduladores exercidos pelos alérgenos (SHAKIB et al, 1998). Esses
autores sugeriram que o efeito proteolitico de Der p 1 sobre CD23 e CD25
seria um potente indutor da sintese de IgE. Uma vez que a IgE esteja ligada
ao receptor de baixa afinidade, conhecido como FceRIl ou CD23, presente
principalmente nas células B, ocorre uma sinalizagdo negativa regulatéria
para sintese de IgE. A clivagem de CD23, quando nao ocupado pela IgE,
pela atividade proteolitica de Der p 1 resulta na quebra deste sinal de
feedback negativo (HEWITT et al., 1995). Ja a clivagem de CD25 (cadeia o
do receptor de IL-2) por Der p 1, parece levar a uma diminuicdo do
crescimento da subpopulagdo Th1, uma vez que IL-2 € essencial para sua
propagacéo e, consequentemente, ha aumento de células Th2 (SHAKIB et
al., 1998). Dessa forma, nao somente a atividade de protease de Der p 1
alteraria um importante mecanismo que controla a sintese de IgE (regulacao
por feedback negativo pelo CD23), mas o desequilibrio entre as populagdes

de células Th1/Th2 promoveriam condi¢des favoraveis de citocinas para a
sintese de IgE (SCHULZ et al., 1998).
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1.4. Alérgenos da poeira domiciliar

A poeira domiciliar consiste de particulas em suspenséo de fontes
organicas e inorganicas. Segundo SELTZER (1994), a poeira domiciliar &
uma mistura de fibras vegetais, fibras de carpetes, particulas de moveis
estofados, areia, terra, pecas do vestuario, escamagéo humana, restos
alimentares, residuos quimicos e produtos de varios microorganismos
(bactérias, virus, fungos e algas) e macroorganismos (animais domesticos,

insetos, aracnideos).

1.4.1. Acaros da poeira domiciliar

. Bogdanov, em 1864, descreveu dois exemplares de acaros, de ambos
os sexos, Iisolados de peles curtidas, aos quais denominou
Dermatophagoides, nomeando assim o género. Apds essa primeira
descricdo, Trouessart, em 1897, descreveu a espécie Dermatophagoides
pteronyssinus, com detalhes técnicos, consagrando assim a denominagao
final da espécie, que significa em grego “comedor de pele sem asas”

(BAGGIO et al., 1989).

Desde entio, varios estudos, realizados em diversas partes do mundo
tém comprovado a hipétese da exposicéo alergénica a acaros como fator
decisivo para a sensibilizacao de individuos susceptiveis (SPORIK et
al 1990; ARRUDA et al, 1991, TUNNICLIFFE et al, 1999).
Aproximadamente 10% da populagdo e 80 a 90% dos asmaticos alérgicos
sdo sensibilizados aos alérgenos de &caros da poeira, através da
observacao por teste cutaneo (FIREMAN & JELKS, 1996).

Dentre os acaros da poeira domiciliar, Dermatophagoides
pteronyssinus e D. farinae sd0 as espécies mais prevalentes e de maior
importancia associados a exposicdo alergénica na asma (GELLE‘R et al.,
1993), embora Blomia tropicalis, em regides de clima tropicél e subtropical
possa ser importante (ARRUDA et al., 1991).
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1.4.1.1. Classificacao

De acordo com o “Second Intemational Workshop on Dust Mite
Allergens and Asthma’, realizado em 1990, o termo acaros da poeira
doméstica aplica-se aos acaros da familia Pyroglyphidae, dos quais 10
espécies tém sido relatadas ocorrer na poeira domiciliar mais
frequentemente. Quatro espécies dominam todas as outras e séo mantidas
correntemente em cuitura: Dermatophagoides pteronyssinus (Touessart,
1897), D. farinae (Hughes, 1961), D. microceras e Euroglyphus maynei
(Cooreman, 1950). Outros acaros podem ocorrer no ambiente domestico,
dentre estes, varias espécies usualmente consideradas acaros de
estocagem: Lepidoglyphus destructor (Scrank, 1781), Acarus siro (Lineu,
1758) bem como Blomia tropicalis (Bronswijck, Cock & Oshima, 1973), além
de espécies das familias Tarsonemidae e Cheyletidae (PLATTS-MILLS et

al., 1992).

1.4.1.2. Classificagdo taxonémica

As duas espécies de acaros mais prevalentes e que seréo o foco
deste trabalho, apresentam a seguinte classificagéo taxonémica, resumida,
segundo BARNES & RUPPERT (1996), com modificacdes:

Reino: Metazoa
Filo: Artropode
Classe: Arachnida
Ordem: Acarina
Familia: Pyroglyphidae (Cynliffe, 1958)
Género: Dermatophagoides (Bogdanov, 1864)
Espécie: D. pteronyssinus (Trouessart,v 1897)

Espécie: D. farinae (Hughes, 1961)
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1.4.2. Caracterizagdo imunoquimica e molecular dos alérgenos de

acaros

Nos ultimos anos, o aperfeicoamento dos métodos de cultivo de
acaros e o desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos sensiveis
permitiram a obtencéo, isolamento e purificacdo de muitos alérgenos de
acaros (HEYMANN et al., 1989).

Através de estratégias envolvendo purificagcao de proteinas e analise
de suas atividades alergénicas por teste cutédneo ou técnicas soroldgicas foi
possivel a definicdo e classificagdo dos alérgenos da poeira domiciliar em

grupos.

Conhece-se, atualmente, a existéncia de onze proteinas alergénicas
no género Dermatophagoides (THOMAS & SMITH, 1998). Os alérgenos de
&caros sdo enzimas associadas ao seu trato digestivo e s&o encontradas em
grande quantidade nas bolotas fecais (COLLOF et al., 1992). Os alérgenos

do grupo 1 (Der p 1 e Der f 1) estdo localizados na membrana peritropica

dessas bolotas (TOVET et al., 1981).

A potente capacidade de sensibilizagdo dos alérgenos de acaros da
poeira ndo é surpreendente porque Der p 1 e outros alérgenos exibem
atividade proteolitica. Enquanto Der p 1 tem atividade de protease para
cisteina e serina, Der p 2 apresenta atividade de protease para lisozima
(HOWARTH, 1998). Adicionalmente, recentemente tém sido sugerido que
Der p 1 é capaz de desregular o sistema imunolégico lisando
proteoliticamente o receptor Fc de IgE de baixa afinidade (CD23) na
superficie de células B e também CD 25 (HEWITT et al., 1995; SHAKIB et

al., 1998).
O Quadro 1 relaciona os varios alérgenos dos principais acaros

domésticos com suas propriedades estruturais e funcionais, cujas

sequéncias de aminoacidos foram determinadas por meio de técnicas de

biologia molecular.
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Quadro 1. Propriedades estruturais e funcionais dos alérgenos de acaros do

ambiente domicilar.

Peso
Acaro Alérgeno' Molecular Fungao Sequéncia
(kDa)
Dermatophagoides spp. Grupo 1 25 Protease de cisteina cDNA
Grupo 2 14 Desconhecida cDNA
Grupo 3 =30 Protease de serina Proteina
Grupo 4 =60 Amilase Proteina
Grupo § 14 Desconhecida cDNA
Grupo 6 25 Quimiotripsina Proteina
Grupo7  22-28 Desconhecida cDNA
Grupo 8 26 Glutationa-transferase cDNA
Grupo 9 24 Protease de serina cDNA
Grupo 10 36 Tropomiosina cDNA
Euroglyphus maynei Eurm 1 25 Protease de cisteina PCR
Blomia tropicalis Blot5 14 Desconhecida cDNA
Proteina e
Lepidoglyphus destructor Lepd1 14 Proteina do epididimo cDNA

Fonte: PLATTS-MILLS et al., 1997, com modificagées. Sequéncias obtidas por técnicas de Biologia
Molecular.! Nova nomenclatura proposta pelo subcomite da WHO.

1.5. Exposigao aos alérgenos de D. pteronyssinus e D. farinae

Desde 1970, a associagdo entre sensibilizagdo a acaros e asma ja
tinha sido bem documentada em diversas partes do mundo (PLATTS-MILLS
& DE WECK, 1989; PLATTS-MILLS et al., 1992).

Nos ultimos anos, com o advento de técnicas imunoenzimaticas

(ELISA), tem se tornado possivel realizar a quantificacéo especifica dos
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principais alérgenos domiciliares. O uso de um simples e sensivel ELISA
utilizando dois anticorpos monoclonais (fwo-site ELISA) para alérgenos
domiciliares tem possibilitado, de forma rotineira, a determinagdo dos niveis
bem como a avaliagio dos aeroalérgenos em amostras de poeira
(LUCZYNSKA et al., 1989).

Trés tipos diferentes de estudos podem ser desenvolvidos para
analisar a relagao entre exposigcao a alérgenos domiciliares e sintomas de
asma entre individuos alérgicos: (1) comparacdo entre diferentes areas
geogréaficas, (2) comparacdo entre casas de uma comunidade e (3)
experimentos onde evita-se a exposi¢c&o (PLATTS-MILLS et al., 1995b).

Existe dois métodos mais utilizados para coleta da poeira domiciliar. O
primeiro é baseado na coleta de amostras de poeira de diferentes ambientes
e execugdo dos ensaios utilizando extratos obtidos a partir de 100 mg de
poeira, sendo os resultados expressos em ug de alérgenos/g de poeira. Uma
segunda técnica consiste na coleta de toda a poeira de um determinado
ambiente ou area e execugdo do ensaio, sendo os resultados expressos
como a quantidade obtida neste local ou na unidade de area definida.
Apesar das facilidades da segunda técnica, muitos problemas s&o possiveis,
como redugdo da quantidade de poeira (e diretamente da quantidade de
alérgeno) apos uma limpeza imediatamente antes da coleta e dificuldade de

padronizagdo da performance do individuo encarregado de colher as

amostras (PLATTS-MILLS, 1996).

Nos EUA (SMITH et al., 1985), na Nova Zelandia (SEARS et al.,
1989) e no Brasil (ARRUDA et al., 1991) a associagdo dominante com asma

tem sido a sensibilizagdo aos 4&caros da poeira do género

Dermatophagoides.

Diferentes espécies predominam em diferentes partes do mundo.
Entre os acaros da poeira domiciliar, os principais desencadeantes de crises
asmaticas em paises tropicais € subtropicais s&o Blomia tropicalis (Blo t) e
sobretudo Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), importantes indutores da
sintese de IgE em pacientes portadores de asma (ARRUDA et al., 1991).
Entretanto, em experimentos anteriores realizados em NOssO laboratério, nao
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se detectou niveis mensuraveis do alérgeno Blo t 5 de B. tropicalis, que

esteve presente em somente 1 das 130 amostras de poeira obtidas do sofa

e cama.

Diferencas, ndo somente entre residéncias de uma mesma area, mas
entre diferentes regides foram relatadas. D. pteronyssinus e D. farinae sao
as espécies de acaros mais predominantes nos EUA, porém sua prevaléncia
relativa é variavel, com mais D. pteronyssinus nos estados do sul,
continuamente quentes e imidos e mais D. farinae nos estados centrais e do
norte (ROSE et al., 1996). Contudo, em diversos locais, outros alérgenos
sdo considerados os mais relevantes. No Novo México, EUA, onde o ar seco
nao é favoravel ao desenvolvimento de acaros, a principal associagdo com

asma & com a exposicdo a alérgenos de gatos (SPORIK et al., 1995).

No Brasil, o primeiro registro de acaros foi feito por Amaral que
encontrou a espécie D. pteronyssinus em poeiras de residéncias na cidade
de Sao Paulo (AMARAL, 1968). Alguns anos mais tarde, em outros estudos,
ARRUDA et al. (1991) e RIZZO et al.(1993) detectaram niveis elevados de
alérgenos de acaros do género Dermatophagoides em casas tanto de

criangas asmaticas como de nao asmaticas, também na cidade de Sao
Paulo.

Em 1987, em um encontro internacional foi proposto que a
determinacdo de alérgenos de acaros do grupo 1 em amostras de poeira,
expressos em pg/g de poeira, deveriam ser usados como forma primaria de
avaliagdo da exposigao a alérgenos de acaros da poeira (PLATTS-MILLS &
DE WECK, 1989). Este ponto de vista foi reforgado no segundo encontro
internacional de acaros da poeira e asma, realizado na Inglaterra em 1990,
onde considerou-se que exposi¢do a niveis > 2 g de alérgenos de acaros
do grupo 1 por grama de poeira seria fator de risco para sensibilizagdo e
hiperreatividade brénquica, enquanto que exposicdo a niveis > 10 pg/g de
poeiré de alérgenos do grupo 1, seria fator de risco para o aparecimento de
ataques agudos de asma (PLATTS-MILLS et al, 1992). Estudos
epidemiolégicos em varios paises, inclusive no Reino Unido (SPORIK et al.,
1990) e Brasil (ARRUDA et al., 1991), confirmaram que niveis de exposicéo
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a acaros de 2 pg/g ou 10 ug/g (o equivalente a 100 ou 500 acaros/ grama,

respectivamente) sao relevantes para a asma.

Muitos autores estabeleceram que o grau de alergenicidade da poeira
doméstica seria proporcional a concentracdo de Dpt nela existente,
confirmando a relagédo entre o numero de &caros por grama de poeira e

sintomas respiratorios.

Em estudo desenvolvido por TUNNICLIFFE et al. (1999), os
individuos com asma severa estavam expostos a niveis maiores de
alérgenos domésticos, aos quais eles estavam sensibilizados, quando

comparado com individuos com asma moderada.

Alguns estudos, de forma contraria, néo encontraram correlagéo entre
o conteudo antigénico e resultados de testes cutaneos, histéria clinica e
sintomas quando da exposigéo alergénica para muitos alérgenos da poeira
domiciliar. WOOD et al. (1988) relataram que nao houve diferenca
significativa no conteudo de acaros nas residéncias de pacientes com teste
cutaneo positivo a antigeno de D. farinae, daquelas residéncias de

individuos alérgicos com teste cutaneo negativo.

Se a sensibilizagdo a alérgenos domiciliares esta fortemente
associada com a asma € se a sensibilizacdo esta quantitativamente
relacionada a exposicdo, € logico pensar que a asma esta diretamente
relacionada a exposigdo. De fato, a teoria &€ que a exposicao continuada de
um paciente alérgico a um alérgeno, dara origem a inflamag&o brénquica e
asma. Entretanto, muitos individuos sensibilizados nao apresentam sintomas
e possuem minima ou nenhuma hiperreatividade broénquica, sob condigbes
ambientais com niveis relativamente baixos de alérgenos. O fato é que a
quantidade de alérgenos necessaria para causar hiperreatividade brénquica

& muito variavel (CHAPMAN et al., 1995).

A concentragdo dos alérgenos pode, ainda, variar extensamente em
diferentes partes da casa ou mesmo em diferentes locais da mesma cidade.

Porém, para muitos alérgenos domiciliares, ha pouca ou nenhuma variagao

sazonal (GELBER et al., 1993).
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O crescimento e a proliferagcdo dos acaros depende de varios fatores
ambientais, destacando-se a temperatura e a umidade relativa do ar, o que
parece ser fator limitante e decisivo para seu desenvolvimento (DUFF &
PLATTS-MILLS, 1992). GARRET et al. (1998) estudando associacdes entre
alérgenos e fatores ambientais, em residéncias no sudeste da Australia,
local de temperatura moderada, obtiveram uma significante correlagao entre

umidade do ar no ambiente amostrado e os niveis de alérgenos na cama.

Um fator influenciador no nivel de exposi¢cao € a movimentagao das
particulas alergénicas, através de condi¢cdes denominadas de disturbios. O
ato de “fazer a cama” e o uso de aspiradores de pé sem filtros, aumentam
muito os niveis dos alérgenos aero-transportaveis. Ao contrario, niveis

alergénicos em condicdes de nao-disturbio sdo muito baixos ou mesmo

indetectaveis (SAKAGUCHI et al., 1989).

Outras variantes podem contribuir para uma maior ou menor

exposigdo, como a ventilagao e atividade humana ou animal no ambiente

(SAKAGUCHI et al., 1993).

Em Baltimore, EUA, analisando a exposicao alergénica de pacientes
portadores de alergia clinica, como asma, rinite e eczema, WOOD et al.
(1988) detectaram, através de ELISA, a presenga de D. farinae e D.
pteronyssinus na grande maioria das residéncias. Somente em uma casa, 0s
autores nao encontraram antigenos de acaros. Por outro lado, eles

observaram que a maioria das amostras continham muitiplas espécies de

acaros.

Normalmente, na maioria das casas, o nivel de alérgenos e
consideravelmente alto. Amostras de poeira domiciliares contendo niveis
considerados como fator de risco de sensibilizacao (niveis > 2pg/g de poeira
de acaros do grupo 1) quando em contato com pacientes asmaticos
atépicos, podem ser facilmente encontrados pelo menos em um local das
residéncias (ROSE et al., 1996). Isto demonstra que a grande maioria das

pessoas pode estar convivendo com grande quantidade de alérgenos de

Acaros em seus lares.
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Todavia, se os niveis de alérgenos podem ser influenciados por
inUmeros fatores, por que seria importante a quantificacdo da exposicao
alergénica? Em suma, uma melhor compreensao e quantificacédo dos mais
importantes alérgenos domicilares poderia: (a) esclarecer o papel da
exposicdo alergénica na hiperreatividade brénquica ndo especifica, (b)
possivelmente, identificar aqueles casos particulares em que a redugdo da
exposi¢éo poderia ser o tratamento primario para a asma e (c¢) ajudar a
identificar, por exclusdo, os casos de asma intrinseca ou néo-alérgica, nos

quais uma melhor investigagdo da etiologia se faz necessario (PLATTS-
MILLS et al.,1993).

Os fatores que podem obscurecer a relagéo entre os alérgenos
determinados nas casas e os sintomas de asma podem ser considerados
em trés grupos: (a) a falta de um método relativamente preciso que
determine a concentragao de alérgeno que entra nos pulmées; (b) diferencas
individuais no local da resposta inflamatéria nos brénquios, os quais podem
ser fracamente correlacionados com 0s resultados quantitativos dos testes
cutaneos ou niveis de anticorpos IgE; (c) os multiplos fatores, além dos
alérgenos que podem desencadear ataque de asma em pacientes com
“pulmdes inflamados”, incluindo ozénio, ar frio, fumaga de cigarro e rinovirus,

principalmente em pacientes jovens (PLATTS-MILLS et al., 1995a)

1.6. Sensibilizagdo aos alérgenos de D. pteronyssinus e D. farinae

Entretanto, embora esteja claro que a maioria dos individuos

sintomaticos sensibilizados estéo expostos a alérgenos, segundo PLATTS-

MILLS et al.(1995b), nao existe uma boa correlagdo entre os niveis de

alérgenos que um individuo estda no momento exposto e os sintomas

respiratorios.

Adicionalmente, o papel dos alérgenos inalantes na asma depende de

dois eventos inter-relacionados: primeiro, da sensibillizacéo e, segundo da

produgédo de uma inflamaca@o bronquica cronica (PLATTS-MILLS, 1996).
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Varios grupos falharam em determinar uma inter-relagdo clara de
dose-resposta entre sintomas de asma e exposi¢éo a alérgenos domiciliares
(PLATTS-MILLS et al., 1992; MARKS et al., 1995). Existem boas razdes
para se acreditar que uma resposta inflamatoria brénquica pode durar

semanas ou meses, a qual poderia obscurecer uma simples relacédo dose-

resposta (PLATTS-MILLS et al., 1995a).

Quando se analisa a inter-relagéo dose-resposta entre exposicao
alergénica com sintomas na asma, geralmente acredita-se ser ela linear
Contudo, essa inter-relagdo é complexa e para cada individuo ela poderia

ser linear, log linear ou mesmo sigmoidal (PLATTS-MILLS, 1996).

IgE especifica a acaros tem sido detectada em maior quantidade do

que IgE especifica a outros alérgenos da poeira domiciliar no soro de

pacientes asmaticos (ROSE et al., 1996; SARPONG & KARRISON, 1998).

Tem sido sugerido que aproximadamente 20% da populagdo humana
apresentam sintomas € achados laboratoriais consistentes com doenga
alérgica. Niveis elevados de IgE especifica a D. pteronyssinus sem sintomas
clinicos pode ser um reflexo dos altos niveis de exposi¢éo ou revelar uma

futura tendéncia destes individuos a desenvolver doenga clinica atépica
(NELSON et al., 1996).

KUEHR et al. (1994) tém mostrado que o nivel de alérgenos de

Acaros necessarios para sensibilizar um individuo nao atépico é alto,

aproximadamente 60 pg de alérgenos de acaros do grupo 1 por grama de

poeira.
Outros investigadores reforcam a associagdo entre asma e atopia.

Segundo TUNNICLIFFE et al. (1999), a grande maioria dos pacientes com

asma severa apresentaram teste cuténeo positivo para Dpt.

de 540 pacientes portadores de asma efou rinite,

No Brasil,
59% e 61% destes foram positivos pelo teste de

aproximadamente 58%,

punctura para D. farinae, D. pteronyssinus e Blomia tropicalis,

respectivamente (GELLER ef al., 1993).
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Como, em geral, a histéria clinica ndo € definitiva para a avaliagéo da
sensibilidade a aeroalérgenos aos quais os individuos estdo continuamente
expostos, faz-se portanto, necessaria a realizacdo de testes cutdneos de

hipersensibilidade imediata bem como a mensuragdo de IgE sérica

especifica a alérgenos.

1.6.1. Avaliacdo da sensibilizagdo aos alérgenos domiciliares

A sensibilizacdo aos alérgenos domiciliares mais comuns pode ser
avaliada através de testes cutdneos ou por ensaios que determinam os
niveis séricos de IgE especificos aos alérgenos (PLATTS-MILLS, 1996).

1.6.1.1. Testes in vivo (cuténeos)

O diagnostico de alergia, por meio de testes cuténeos, de punctura ou

intradérmico, util para a identificagdo de pacientes portadores de
ibilidade mediada por IgE, € um exame de alta especificidade e

hipersens

sensibilidade, de rapida e simples execugdo, e econdémico comparado a

determinacao laboratorial da IgE sérica especifica. Contudo, o teste alérgico
nao diagnostica a doenca alérgica. Ele simplesmente determina a presenca

ou auséncia de anticorpos IgE alérgeno-especificos, importantes na

patogénese da doenga alérgica. (OWNBY, 1988).

Testes cutaneos de leitura imediata podem ser divididos em
epicutaneo (ou de punctura) € intradérmico, baseado no local de deposicéo
do extrato alergénico na pele. Estas duas técnicas diferem primariamente na

quantidade do extrato e na profundidade do local onde este é depositado

(OWNBY, 1988).
Resumidamente, O teste de punctura consiste da deposi¢dao de uma
pequena quantidade, qué pode ser uma gota do extrato alergénico, sobre a

pele. A introdug&o do alérgeno ¢é feita através de punctura com uma agulha

ou lanceta apropriada. O teste intradérmico € realizado injetando-se uma

pequena quantidade, usualmente 0,02 a 0,1 mL, de extrato alergénico na

=

<5 ST
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derme (OWNBY, 1988). Em ambos os testes, ha um controle positivo, que
consiste de histamina e, um controle negativo, o diluente utilizado nos

extratos alergénicos.

Quando um individuo sensibilizado é estimulado pela administracao
através da pele (intraderme) de um antigeno apropriado, o local torna-se
eritematoso por congestdo hematica dos vasos sanguineos localmente
dilatados. Na segunda fase, uma papula origina-se em decorréncia do
estravazamento de plasma das vénulas. Na terceira fase, os vasos
sanguineos nas margens da papula se dilatam e ficam engurgitados com

hemaceas, resultando em eritema (ABBAS et al., 1998).

A reacédo edematosa-eritematosa completa pode aparecer em 5 a 10
minutos depois da administracéo do antigeno e geralmente desaparece em
menos de uma hora. Uma reacéo de fase tardia, pode comecar entre 2 e 4
horas, com pico por volta das 24 horas, apds o desencadeamento da reagao

de hipersensibilidade imediata. Essa reacao tardia consiste do actimulo de

leucécitos inflamatorios, inclusive neutrofilos, eosindfilos, baséfilos e

linfécitos T CD4* (ABBAS et al., 1998).

Varios métodos sdo empregados para a mensuragéo da resposta
cutanea ao teste de punctura. Tomando-se a medida da papula, os métodos
mais empregados sdo a media de dois diametros (ARRUDA et al., 1991:
RIZZO et al., 1993; PENG et al, 1998; SQUILLACE et al, 1997) e a
comparagéo dessa média com um controle negativo (SPORIK et al., 1990;
SPORIK et al., 1995; SARPONG & KARRISON, 1998; TUNNICLIFFE ef al.,

1999).
Os testes cutaneos podem ser determinados como negativos ou

positivos a.varios graus pré-definidos (nomeados com cruzes ou numerais).
A graduacédo do teste positivo € adequada para uso clinico, porém em
estudos cientificos, maior preciséo pode ser obtida pela mensuragio do

tamanho da reagdo (OWNBY, 1988).

Os padrées de medigéo e interpretacao dos resultados dos testes

cutaneos variam muito, contudo, séo importantes para determinar o valor
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preditivo do teste (NIEMEIJER et al., 1993). Para teste de punctura valores
limites > 3 mm de papula séo reportados (MALLING, 1985; VOHLONEN ef

al., 1989).

Testes epicutaneos sdo mais faceis, rapidos, menos dolorosos, mais
baratos € com menor ocorréncia de reagdes adversas do que testes
intradérmicos. Estes por sua vez, sdo mais sensiveis, mas também
produzem reagées falso-positivas por causa da irritacdo local. Os testes in
vitro ficam reservados a pacientes que nao podem ser submetidos ao teste
cutdneo em virtude da presenga de lesGes cutaneas, ingestdo de

medicamentos ou historia de possivel anafilaxia (OWNBY, 1988).

A magnitude da resposta cutanea & dependente de varios fatores,
incluindo a quantidade de IgE alérgeno-especifica e a quantidade e

qualidade do alérgeno utilizado no teste (OWNBY, 1988).

Os testes cutdneos sdo ainda os mais sensiveis métodos para

deteccao da presenga de imunoglobulina E (IgE) para um alérgeno
especifico. Quando corretamente realizados, s&o ainda o “gold standard” aos

quais outros métodos diagndsticos podem ser comparados (SIRAGANIAN,

1992).

1.6.1.2. Testes in vitro (ELISA e RAST)

Os dois métodos in vitro para determinagéo de IgE especifica mais

utilizados, Radioallergosorbent test (RAST) e Enzyme linked immunosorbent

assay (ELISA) tém o mesmo principio basico.

O alérgeno ¢ adsorvido a uma fase solida (celulose, discos de papel,
microplacas de titulagao ou tubos plasticos) e exposto ao soro teste. Caso o
enha IgE, esta liga-se especificamente ao alérgeno, presente na

soro cont

fase sélida. A IgE nao ligada é removida por lavagem, mas a que permanece

unida a fase solida, reage na fase seguinte, com uma anti-lgE humana

marcada. A quantidade desta anti-IgE ligada ao suporte solido é proporcional
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a quantidade de IgE sérica, possibilitando assim, uma estimativa da IgE

especifica presente no soro testado (OWNBY, 1988).

O RAST tem como suporte sélido a celulose (celulose microcristalina,
Sepharose ou discos de papel) , onde os alérgenos ligam-se covalentemente
apos serem ativados quimicamente por brometo de cianogénio e baseia-se
numa anti-lgE humana marcada com moléculas radioativas, usualmente 12,
detectadas por contador gama (HAMILTON & ADKINSON, 1992). No ELISA,
o suporte sdlido geralmente € de poliestireno, material que constitui as
microplacas, ao qual o alérgeno liga-se covalentemente. Outra grande
diferenca, consiste na utilizagéo de anti-IgE humana marcada com enzimas.
Estas, por sua vez, sdo detectadas pela conversao de um substrato a um
produto pela agdo enzimatica. Este produto geralmente € colorido e
detectado por espectofotémetro, podendo ser também luminescente ou

fluorescente (OWNBY, 1988).

Estudos comparando os resultados dos testes in vitro com os testes
cutaneos observaram que os testes in vitro (RAST modificado) apresentam
sensibilidade entre 60-80% e especificidade de aproximadamente 90%

(OWNBY, 1988).

ELISA tem sido preferido ao RAST devido a sua praticidade, uma vez
que materiais radioativos s@o instaveis, caros e potencialmente perigosos,

requerendo cuidados especiais (METZGER et al, 1981).

A determinacéo de anticorpos IgE séricos especificos a alérgenos,
através de imunoensaio em fase sélida por técnica de sandwich, tem se
mostrado como uma ferramenta util para investigagédo e monitoramento do
desenvolvimento de doencgas alérgicas. No ELISA sandwich emprega-se
anticorpo de captura especifico ao alérgeno para recobrir a superficie da
placa. Em seguida, adiciona-se o alérgeno especifico e subsequentemente a
amostra de soro a ser testada. Posteriormente, adiciona-se o anticorpo que
deve ser especifico a IgE conjugado a uma enzima. As fases seguihtes, sao
semelhantes aos ELISA convencional, no qual o alérgeno (bruto ou

purificado) esta ligado diretamente as microplacas (KEMENY et al., 1985).
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KEMENY et al. (1986) desenvolveram um estudo utilizando anticorpos
monoclonais alérgeno-especificos e anticorpos policlonais para analise de
anticorpos IgE por ELISA. Eles relatam que ELISA “sandwich”, utilizando
anticorpos de coelho poliespecificos foram mais sensiveis do que ELISA

convencional e também levemente mais sensivel do que RAST.

Um ELISA de captura, utilizando anticorpo monoclonal para capturar
Der f 1 e posteriormente detectar IgE sérica especifica a D. farinae (Der f 1),
mostrou ser mais sensivel e especifico do que ELISA convencional para

diagnostico de alergia a Der f 1 e um pouco mais sensivel do que RAST.

(PENG et al., 1998).

Recentemente, GERVASIO et al. (manuscrito em preparagéo)
desenvolveram um método sensivel para deteccdo de IgE sérica especifica
a Der p 2, o ELISA reverso (rELISA), onde na sensibilizagao das microplacas
utilizou-se anticorpo monoclonal anti-Der p 2 para capturar o alérgeno

especifico a partir do extrato bruto (Dpt) e subsequentemente, detectar a IgE

especifica presente no SOro.

O emprego de testes, in vivo e in vitro, para a determinacgéo de IgE
especifica a alérgenos da poeira, tém contribuido para a avaliagéo da

sensibilidade em pacientes atopicos e nao atdpicos.

Os niveis séricos de anticorpos IgE especificos podem ser
determinados em unidades RAST (RU/mL) ou ELISA (EU/mL), conforme o
teste utilizado. Uma unidade RAST ou unidade ELISA equivale a 0,1 ng de

IgE (RIZZO et al., 1993).

Desta forma, estes dados demonstram que a determinagéo dos niveis
de IgE sérica especifica a alérgenos inalantes domiciliares pode ser uma
ferramenta valiosa no diagnéstico de pacientes asmaticos atdpicos.
Adicionalmente, a determinagéo dos niveis de alérgenos a que os individuos
atépicos ou néo, estéo sujeitos, bem como os locais de maior exposigdo em
suas residéncias; sdo fundamentais para a elaboragado de medidas de

controle ambiental, diagndsticas e terapéuticas.
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Fundamentados na necessidade do conhecimento dos alérgenos de
acaros mais prevalentes e na auséncia de dados referentes a sensibilizagéo
e exposigao de pacientes asmaticos na cidade de Uberlandia, justifica-se a

realizacao desse estudo.
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2. OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

Avaliar a sensibilizacdo alergénica dos pacientes asmaticos e
individuos nao atépicos (NA), por meio da determinacgao dos niveis
de IgE sérica especifica aos alérgenos de acaros da poeira

domiciliar, Dermatophagoides pteronyssinus (Derp 1 e Der p 2) e

D. farinae (Derf 1) .

Avaliar a exposicdo alergénica dos pacientes asmaticos com
reatividade cutanea  positva a acaros do  género
Dermatophagoides, bem como a dos individuos nao atdpicos (NA)
frente aos acaros da poeira domiciliar e seus respectivos

alérgenos (Der p 1, Der p 2 e Derf1).

Determinar o indice de exposi¢éo alergénica considerando os
fatores de risco para sensibilizagdo e exacerbagio dos sintomas
de asma em individuos predispostos, tanto nas residéncias de

pacientes asmaticos como de individuos n&o atopicos (NA).

Correlacionar os indices de exposicao alergénica e os niveis de

IgE sérica especifica da populagéo em estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado sem restricdes junto ac Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, UFU), 6rgao do Conselho Nacional

de Saude, subordinado ao Ministério da Salde, que regulamenta a pesquisa

envolvendo seres humanos.

Os pacientes foram convocados por meio de correspondéncia ou

telefonema, apds o que lhes foram dadas todas as informagdes sobre os

procedimentos da pesquisa que envolviam sua participacao.

A concordancia em participar da pesquisa era confirmada pela
assinatura de um termo de consentimento (Anexo 1), estando pacientes e
individuos nao atépicos cientes de todas as etapas de seu desenvolvimento.
Em seguida, o paciente era pesado, medido e respondia a uma breve ficha
de identificacdo (Anexo 2). Posteriormente, respondia a um questionario
(Anexo 3) para maior conhecimento da sua histdria clinica e a uma ficha

quanto as caracteristicas de suas casas (Anexo 4).

3.2. Local do estudo

Ambos os grupos de estudo, pacientes e individuos nao atépicos,
eram moradores da cidade de Uberlandia, Minas Gerais. A cidade com
populagdo estimada para o ano de 1999 de aproximadamente 491 mil
habitantes, situa-se no sudeste do Brasil (longitude 48°W, latitude 18°S). O
clima & do tipo tropical chuvoso, sendo que a vegetacdo caracteristica é o
cerrado. Quanto a umidade relativa do ar, a media do ano de 1997 foi de
64%, sendo que no Més mais critico, o valor médio de 13% foi encontrado.
Na proximidade da area urbana, o relevo se apresenta mais ondulado com
altitudes que variam de 700 a 900 metros em relagédo ao nivel do mar

(Departamento de Geografia de Universidade Federal de Uberlandia).
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O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Imunologia

Departamento de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia da Universidade

Federal de Uberiandia, Minas Gerais.

3.3. Casuistica

Foram selecionados 89 individuos, todos residentes na cidade de

Uberlandia, consistindo de 20 homens e 69 mulheres, com idade variando
de 18 a 60 anos.

Todos os convocados foram atendidos na Unidade de Pesquisa em
Alergia e Doencas Infecciosas da Disciplina de Imunologia do Departamento
de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) e relacionados para o estudo por meio de levantamento
dos prontuarios da Divisdo de Arquivos Médicos (DIAME) do Hospital de
Clinicas da UFU, no periodo de margo de 1996 a margco de 1997,
obedecendo os critérios estabelecidos pelo National Asthma Education

Program (SLY, 1997).

para todos os convocados foram atendidas as seguintes

caracteristicas:

¢ Historia clinica de sintomas de asma (atual ou pregressa);

¢ Relato de associagao entre exposicao a aeroalérgenos da poeira

domiciliar e desencadeamento de sintomas relacionados a asma.

O grupo de individuos néo atopicos, selecionados entre margo de
1996 a margo de 1999, denominado de ndo atépicos (NA), consistiu de 26
individuos, também residentes na cidade de Uberlandia, de ambos os sexos,
sendo 8 homens € 18 mulheres. Os individuos n&o atdpicos convidados a
participar do estudo consistiram de alunos dos cursos de graduagédo e pés-

graduacao, professores € funcionarios da UFU e de membros da populagdo

de Uberlandia.
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Os requisitos basicos para inclusédo dos individuos nesse grupo
foram:

¢ Histdria clinica negativa para doencgas alérgicas, como asma e rinite

alérgica, atual ou pregressa (nao atopicos);

¢ Relato de auséncia de associagéo entre exposi¢édo a aeroalérgenos

da poeira domiciliar e desencadeamento de sintomas alérgicos (rinite e/ou

asmay);

sTestes cutdneos de hipersensibilidade imediata negativos (teste de
punctura) para extratos brutos de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) e

D. farinae (Df), alérgenos de fungos do ar, baratas e epitélios de cao e gato;

+ Niveis de IgE sérica total <100 IU/mL.
Para exclusdo da pesquisa, todos os individuos foram submetidos aos
seguintes critérios:

a) Individuos com idade inferior a 18 anos e superior a 60 anos;

b) Individuos em uso de drogas, por via oral ou tépica, anterior ao

teste, conforme indicado abaixo:

¢ Anti-histaminicos de primeira geragéo entre 24 a 72 horas
antes do teste (BERNSTEIN & STORMS, 1995),

¢ Corticosteroides sistémicos por tempo prolongado (>
20mg/dia por mais de 7 dias) (SLOTT & ZWEIMAN, 1974),

+ Corticosteroides topicos na 2° a 3" semanas anteriores ao

teste (PIPKORN et al., 1989);
c) Presenga de lesbes dermatologicas na area de realizacéo do teste
cutaneo;

d) Recusaem participar do estudo.
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3.4. Testes cutineos de hipersensibilidade imediata

Para a determinacdo da hipersensibilidade imediata optou-se pelo

método de punctura. As concentragdes dos extratos alergénicos para a sua

realizacdo foram as indicadas pelo fabricante, segundo normas

internacionais (Bayer Corporation, Spokane, Washington, EUA).

Na execucédo do teste de punctura nos pacientes asmaticos foi
utilizado o extrato alergénico de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt)
(30.000 AU/mL). Nos testes de punctura, nos individuos n&o atépicos,
empregou-se 0s extratos alergénicos: D. pteronyssinus (Dpt) e D. farinae
(Df) na concentragéo de 30.000 AU/mL, alérgenos de fungos do ar, barata e

epitélios de céo e gato na diluigao de 1:10 (P:V).

Depositou-se 10ul de cada extrato na face interna do antebrago, apos
antissepsia do mesmo com alcool a 70%, distanciando 3 cm um do outro.
Sobre a gota depositada, foi feito uma punctura com uma lanceta de metal

estéril (Bayer Corporation, Spokane, Washington, EUA).

Apds 15 minutos, procedeu-se a leitura com auxilio de uma régua

especifica (Morrow Brown Disposable/Skin Test Needle Aller Guard®)
graduada em mm (milimetros), adotando-se como critério de positividade,

uma papula > 4,0 mm, obtida pela média de dois didmetros perpendiculares

(SQUILLACE et al., 1997). Graus de reatividade foram determinados
conforme a seguir: (0) <4 mm; (1) 4 a 6 mm; (2) 6 a 8 mm; (3) 8 a 10 mm:
(4) > 10 mm ou presenca de pseuddpodes (GERVASIO et al., manuscrito em

preparagéo).

Em todos os testes, o controle positivo foi realizado com cloridrato de
histamina (1mg/mL) (Bayer Corporation, Spokane, EUA) diluido em solucéo
salina fisiolégica com glicerol a 50%, sendo que esta solugéo foi usada

também como controle negativo da reagéo (SQUILLACE et al., 1997).

g
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3.5. Colheita de sangue

As amostras de sangue dos individuos dos dois grupos estudados
asmaticos e ndo atopicos, foram obtidas na mesma ocasido da realizagéo
dos testes cutaneos de punctura, utilizando-se tubos de 13 mL e agulhas 25

x 8 mm (VACUTAINER® - Precision Glide/Becton Dickson Vacutainer

Systems, Franklin Lakes, NJ, EUA) para pungdo venosa na regido do
antebraco. Ap6s a formagéo do coagulo, os tubos foram centrifugados a 350
g por 10 minutos. Os soros obtidos foram aliquotados e estocados a —20°C

até a realizagao dos testes sorolégicos.

3.6. Testes sorolégicos

3.6.1. ELISA para deteccéo dos niveis de IgE sérica total

Testes imunoenzimaticos (ELISA) para detecgdo dos niveis de IgE

total no soro de pacientes asmaticos e nao atdpicos foram realizados

segundo técnica descrita por POLLART ef al. (1989), modificada.

Microplacas de poliestireno com 96 pogos (IMMULON 2®, Dynatech
[ aboratories Inc., Chantilly, VA, EUA) foram sensibilizadas (50 pl/pogo) com
anticorpo monoclonal anti-IgE humana (clone GE-1, IlgG2b de camundongo,

SIGMA, Chemical Co., St. Louis, MO, EUA, 1-6510) na diluigdo recomendada

pelo fabricante (1:5000) em tampao carbonato-bicarbonato 0,06M, pH 9,6 e

incubadas em camara amida por 18 horas a 4°C.

Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com solugéo salina
tamponada com fosfatos 0,01M, pH 7,2 (PBS) adicionada de Tween 20
(Polyoxyethylene—sorbitan monolaurate - SIGMA, P-1379) a 0,05% (PBS-T)
e, subsequentemente bloqueadas com 200 pl/pogo de solugdo de PBS-T

acrescido de soroalbumina bovina (BSA, SIGMA, A-8022) a 1% por 1 hora a

temperatura ambiente. Novamente, as placas foram submetidas a trés ciclos
de lavagens com PBS-T e seguiu-se a adigdo (50 pl/pogo) de soros dos
pacientes asmaticos € individuos nao atdpicos (NA), em trés diluigdes (1:5,
195 e 1:125) em PBS-T + BSA a 1%. Paralelamente, foram realizadas

curvas padrées, em duplicata, em diluigdes duplas seriadas em PBS-T +

s et
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BSA a 1%, em cada placa e seus valores variaram de 300 a 0,3 IU/mL,
utilizando soro de referéncia (individuo ARN) contendo 3.000 IU/mL de IgE

sérica total.

Apds a incubagéo por 1 hora a temperatura ambiente e lavagem por 5
vezes com PBS-T, seguiu-se a adi¢éo (50 pl/pogo) do anticorpo secundario
consistindo de IgG de cabra anti-IgE humana biotinilada (Kirkegaard & Perry
[ aboratories Inc., MD, EUA , n° 16-10-04) na diluicao de 1:4000 em PBS-T +

BSA a 1%. As microplacas foram incubadas por 1hora a temperatura

ambiente.

V Anticorpo de captura anti-IgE

Y Anticorpo IgE

0 Ac anti-IgE
#% i biotinilado

Estreptavidina-

it Peroxidase

-

"~ Figura 1 - Esquema do ensaio imunoenzimatico

para determinagéo dos niveis de IgE
sérica total. (a): anticorpo monoclonal de captura anti-IgE human.a; (b): adiggo da
amostra de soro; (c): apds 0 processo de lava.gem, permanece 0 anticorpo IgE llgado
anticorpo de captura; (d): adigdo do anticorpo de dfetecg:ao biotinilado anti-IgE
b o do conjugado estreptavidina-peroxidase (S-P); f: revelagdo da

; (e): adi¢a N
1:;1;223 a:eefli)zada gela adigdo do substrato enzimatico (H,0, e ABTS).Fonte: adaptado

de ARAGAO & RIBEIRO, 1998.

Procedeu-se a novas lavagens como anteriormente descrito e a
adicao (50 ul/pogo) do conjugado estreptavidina-peroxidase (SIGMA, S-
5512) na diluigdo de 1:1000 em PBS-T + BSA a 1%. As placas foram

incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos.
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Apos a Ultima lavagem das placas com PBS-T por 5 vezes, adicionou-
se o substrato enzimatico consistindo de solugcdo de 2'2-azinobis-3-ethyl-
benzthiazoline sulfonic acid (ABTS - SIGMA, A-1888) a 0,01M em tampao
citrato-fosfato 0,07M, pH 4,2 contendo 0,03% de agua oxigenada (H,0,). A
leitura foi realizada em leitor de microplacas ELISA (Titertek Multiskan P/l.JS
Flow Laboratories, McLean, VA, EUA) a 405nm, em tempos variaveis, tendc;

como referéncia os valores de absorbéncia da curva padréo

Os valores de absorbancia obtidos das amostras de soros foram
convertidos em IU/mL (1 IU/mL = 2,4 ng IgE/mL) segundo RIZZO et al.
(1993) de acordo com a curva padréo, utilizando-se do software Microplate
Manager PC versao 4.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA). As
amostras de soros que apresentaram valores extrapolados acima da curva

padrao, foram novamente testadas em diluicbes maiores (1:250 e 1:500)

3.6.2. ELISA reverso para deteccdo dos niveis de IgE sérica
especifica a alérgenos

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA reverso) foram utilizados para

deteccdo dos niveis de IgE sérica especifica a alérgenos dos acaros D

pteronyssinus (Der p 1 e Der p 2) e D. farinae (Der f 1).

Microplacas de poliestireno de alta afinidade (Coming Laboratories
Inc, NY, EUA) foram sensibilizadas (50pl/pogo), separadamente, com
anticorpos monoclonais de camundongo anti-Der p 1 (clone 5H8), anti-Der p

2 (clone 1D8) e anti-Der f 1 (clone 6A8), gentiimente cedidos pelo Dr

Chapman da Universidade de Virginia, EUA), todos na concentragao de 10

pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato a 0,06M, pH 9,6. Paralelamente

em cada placa, foram s€
Der f 1 (clone 6A8) na concentracédo de 10 ng/mL, para realizagéao da curva

m incubadas em camara umida por 18 horas a 4°C

nsibilizados pogos com anticorpo monoclonal anti-

padrao. As placas fora

As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e os sitios ativos
foram bloqueados (200 pl/pogo) com PBS-T + BSA a 1% por 1 hora a
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temperatura ambiente. Os passos subsequentes foram realizados utilizando-

se PBS-T + BSA a 1% como diluente.

Ap6s o bloqueio, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e
subsequentemente incubadas (50 pl/pogo) com os respectivos extratos
brutos de Dpt e Df na concentragdo de 1500 AU/mL. Apés incubacio de 1
hora a temperatura ambiente, as placas foram lavadas cinco vezes com
PBS-T e incubadas (50 ul/pogo) com amostras de soros dilujdas g 125 e
1:5 em PBS-T + BSA a 1% e, mantidas por 2 horas & temperatura ambiente.

Novamente, apos cinco ciclos de lavagens com PBS-T, anticorpo
secundario de cabra anti-lgE humana biotinilada (Kirkegaard & Perry
Laboratories Inc.) diluicdo de 1:4000 em PBS-T + BSA a 1% foi adicionado e

as placas foram ent&o incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.

Apos cinco lavagens com PBS-T, 50 ullpogo do conjugado
estreptavidina-peroxidase (SIGMA) foi adicionado na diluicdo de 1:1000 em
PBS-T + BSA a 1 % e as placa foram ent&o incubadas por 30 minutos a

temperatura ambiente.
Apos novas lavagens, como anteriormente descrito, a reagao foj
desenvolvida pela adi¢do (50 pl/pogo) do substrato enzimatico, consistindo
de ABTS a 0,01 M em tampéo citrato-fosfato a 0,07 M, pH 4,2 contendo
0,03% de H.0,. A leitura foi realizada em leitor de microplacas ELISA a 405
nm, em tempos variaveis, tendo como referéncia os valores de absorbancia
da curva padrao. Os valores de absorbancia obtidos das amostras de soros
foram convertidos em unidades ELISA por mililitro (EU/mL), utilizando-se do
software Microplate Manager PC versao 4.0 através da comparacio com a
curva padrgo. Esta foi obtida pela mensuragdo paralela dos niveis de IgE
sérica especifica a Der f 1, usando como padrdo um poo/ de soros de
individuos alérgicos a acaros (UVA 89/01, Universidade de Virginia, EUA).
Este pool de soros continha 1j000 unidades RAST (RU/mL) de IgE sérica
especifica a Dermatophagoides farinae, sendo que 1 RU é equivalente a 0,1
ng de IgE (POLLART et al., 1989). A curva padrao foi incluida, em duplicata,
em cada placa e seus valores variaram de 500 a 0,5 RU/mL, sendo

——
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posteriormente as unidades RAST (RU) convertidas em unidades ELISA

(EV).

Y Anticorpo de captura
bt aNti-alérgeno

faq

i 24 i Extrato bruto
. H

Ac de detecgio anti-I gE
biotinilado

Estreptavidina-
+ Peroxidase

: - a do ensaio imunoenzimatico para determinago dos niveis de IgE
:‘;;gi:;aezpefisfsllg: n; alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 (ELISA reverso). (a):
anticorpo monoclonal de captura especflf:lco aos :ellergenos, (b): ~extra.1t0' pruto
alergénico; (c): Amostra de soro. (d): a!dlc;ao do antlcorpq de detecfgao biotinilado
anti-IgE };umana; (e): adi¢do do cqnjugado estreptaVId1.na:p.ero><1dase (S-P); f:
revelagdo da reagfo realizada pela adi¢do do substrato enzimético (H,0, e ABTS).

Fonte: adaptado de ARAGAO & RIBEIRO, 1998.

3.7. Coleta da poeira domiciliar e extragao dos alérgenos

Ap6s identificagdo dos pacientes asmaticos positivos aos testes
cutaneos, 24 pacientes asmaticos e 26 individuos ndo atépicos (NA),
negativos aos testes de punctura (n = 26) foram convocadc?s. ,.3ara realizagdo
de visita as suas residéncias para coleta da poeira domiciliar, segundo o

protocolo adotado pelo Servico de Alergia, Asma e Imunologia da
Universidade de Virginia, EUA (Anexo 53).

A poeira foi coletada em diferentes locais: (l) sofa; (Il) chao da sala;
(1) cama, incluindo o colchao € o travessei'rO; (V) ché’o. do quarto e (V) chao
da cozinha e gabinetes, com auxilio de aspirador portatil compacto (Papa-po
Arno, 220 V, 50-56 Hz e 700-800 W; Arno, S.A., Sao Paulo, Brasil), munido
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de um adaptador onde foi colocado tecido de algod&o, de aproximadamente
15 cm?, para retengéo da poeira (TOVEY et al., 1981). O tecido foi retirado
do adaptador, dobrado adequadamente e acondicionado em embalagem

plastica, devidamente identificado com o local da coleta e nome do paciente

sendo estocado a 4°C para posterior extragao dos alérgenos.

As amostras de poeira foram peneiradas atraves de uma malha
especial (Standard Sieve Series A.S.T.M., EUA) com poros de 0,3 mm, em
placa de Petri, sendo em seguida transferidas para tubos de ensaio.
Posteriormente, as fragdes alergénicas foram extraidas de 100 mg de poeira
de cada amostralcom 2 mL de solugéo salina tamponada com borato (BBS),
a 5 mM, pH 8,0 a 4°C por 18 horas. Subsequientemente, as amostras foram

centrifugadas a 350 g por 10 minutos e o sobrenadante estocado a -20°C

para posterior analise do contetdo alergénico.

3.8. ELISA para detecgao de alérgenos de acaros da poeira

domiciliar (Der p 1, Der p 2eDerf1)

Alérgenos de Dermatophagoides (Der p 1, Der p 2 e Der f 1) foram

mensurados atraveés de ensaio imunoenzimatico (ELISA) tipo “sandwich”

como descrito por LUCZYNSKA et al. (1989), com modificagGes.

Microplacas de poliestireno (IMMULON 2, Dynatech Laboratories Inc.)

ensibilizadas (50 pl/pogo) com oS respectivos anticorpos
anti-Der p 2 (1D8) e anti-Der f 1 (6A8), na

foram S

monoclonais: anti-Der p 1 (5H8),

concentracdo de 10 pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato a 0,06M, pH

9,6. As placas foram incubadas por 18 horas a 4°C em camara Umida.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-T e

subsequentemente bloqueadas (200 pl/pogo) com PBS-T + BSA a 1% por 1

hora a temperatura ambiente.
Novamente, as placas foram submetldas a trés ciclos de lavagens

com PBS-T e seguiu-se 2 adicdo dos extratos de poeira dos diferentes

ambientes domiciliares (50 pl/pogo), em duas concentragdes (ndo diluido e
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1:5 em PBS-T + BSA a 1%). Paralelamente, foram realizadas, em duplicata,
as respectivas curvas padroes, em diluicbes duplas seriadas em PBS-T +
BSA a 1%, variando de 125 a 0,122 ng/mL, utilizando para cada alérgeno as
seguintes amostras de referéncia, obtidas da Universidade de Virginia, EUA:
Der p 1 (UVA 93/03), Der p 2 (UVA 92/02), Der f 1 (UVA 93/02).

Ap06s incubagéo por 1 hora a temperatura ambiente, as placas foram
novamente lavadas por 5 vezes com PBS-T e seguiu-se a adigao (50
pl/pogo) dos anticorpos monoclonais biotinilados: anti-Der p 1 e anti-Der f 1
(clone 4C1) na diluicdo 1:1000 e anti-Der p 2 (clone 7A1) diluido a 1:3000
em PBS-T + BSA a 1%. As microplacas foram incubadas por 1 hora a

temperatura ambiente.

Procedeu-se a novas lavagens como anteriormente descrito e
adicionou-se (50ul/pogo) estreptavidina-peroxidase a 1:1000 em PBS-T +

BSA a 1%. As placas foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente.

Ap6s a ultima lavagem das placas com PBS-T por 5 vezes, adicionou-
se o substrato enzimatico consistindo de solugdo de ABTS a 0,01M em
tampao citrato-fosfato 0,07M, pH 4,2 contendo 0,03% de H20,. A leitura foi
realizada em leitor de microplacas ELISA a 405 nm, em tempos variaveis,

tendo como referéncia os valores de absorbancia da curva padrao.

A média dos valores de absorbéncia obtidos dos extratos de poeira foi
convertida em ng/mL, utilizando-se do software Microplate Manager 4.0 e

posteriormente expressa em ng/g de poeira. Os extratos de poeira que
apresentaram valores de absorbancia extrapolados acima da curva padrao

dos respectivos alérgenos, foram novamente testados em diluicdes maiores
(1:25, 1:125, 1:250 e 1:500).

As curvas padrdes para determinacgéo dos alérgenos Der p 1, Der p

2 e Der f 1 variaram de 125 a 0,2 ng/mL.
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Y Anticorpo de captura
anti-alérgeno

< i Amostra de poeira
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@ i Alérgeno especifico

Aﬁf Ac de detecgiio anti-
alérgeno biotinilado

Estreptavidina-
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Figura 3 - Esquema do ensaio imunoenzimatico para determina¢do dos al’érgenos
Der p 1, Der p 2 e Der f 1. (a): anticorpo monocloPal de captura especifico ao
alérgeno; (b): adigdo da amostra de poeira; (c): apds a lavagem, permanece o
alérgeno especifico ligado ao Ac de captura; (.d): adigdo do-antlcorpo de det-ec.qﬁo
biotinilado anti-alérgeno especifico; (e): adigdo do conjugado estreptavidina-
peroxidase (S-P); f revelagdo da reagdo realizada pela adigdo do substrato
enzimatico (H,0, e ABTS). Fonte: adaptado de ARAGAO & RIBEIRO, 1998.

3.9. Ensaios de reatividade na determinacao dos niveis dos

alérgenos Der p 1, Der p 2eDerf1

Para verificar a existéncia de reatividade entre os anticorpos de
captura para os alérgenos de Der p 1, Der p 2 e Der f 1, ELISAs foram
omo descrito acima, usando somente as amostras de referéncia.

realizados ¢
Resumidamente, microplacas foram sensibilizadas, separadamente, com
anticorpos de captura anti-Der p 1 (clone 5H8), anti-Der p 2 (clone 1D8) e
anti-Der f 1 (clone 6A8). Em seguida, cada placa foi incubada com as
amostras de referéncia para os 3 alérgenos: Der p 1, Der p 2 e Der f 1,
realizando curvas padrées, em duplicata, em diluigées duplas seriadas, que
variaram de 125 a 0,2 ng/mL. Na fase seguinte, anticorpo monoclonal
biotinilado anti-grupo 1 (clone 4C1) foi adicionado nas placas sensibilzadas
com os anticorpos de captura anti-Der p 1 e anti-Der f 1 e o anticorpo

monoclonal biotinilado anti-grupo 2 (clone 7A1) foi utilizado nas placas
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sensibilizadas com anticorpo de captura anti-Der p 2. Os passos

subsequentes da reagdo foram iguais aos descritos anteriormente.

3.10. Analise estatistica

Para todos os célculos estatisticos, o software GraphPad Prism

verséo 3.0 (GraphPad Software, Inc.) foi utilizado.

Quando os dados variavam amplamente ou quando nao
apresentavam distribuicao Gaussiana, foram log-transformados. Para a
andlise estatistica dos resultados, foram utilizados testes parametricos e nao

paramétricos, levando-se em consideragdo a natureza das varigveis

(distribuigao normal ou nao, respectivamente).

Para a andlise da reatividade cutanea ao teste de punctura a extrato
bruto de Dpt, a comparagéo da média geométrica dos grupos estudados foi
realizada utilizado-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para
comparagdo entre as percentagens quanto aos graus de reatividade

cutanea, niveis de IgE sérica especifica e indice de exposigéo aos alérgenos

empregou-se os testes Qui-Quadrado e Diferenga entre duas proporg¢ées

(estatistica Z).
A média geométrica dos niveis séricos de IgE total dos grupos

estudados foi comparada através do teste “t” de Student.

Utilizou-se o teste “t’ de Student para comparagdo da média

geométrica de IgE sérica especifica ao alérgeno Der p 1 entre os 3 grupos
estudados. Para Der p 2 e Der f 1, teste ndo parametrico de Mann-Whitney

foi empregado.

Para a comparagdo entre as médias geométricas dos niveis dos
alérgenos Derp 1 e Der f 1 dos grupos estudados, foi empregado o teste “t’

de Student. Para Der p 2 essa comparagao foi realizada através do teste de
Mann-Whitney.

Correlacdo de Spearman avaliou a correlagao entre as variaveis

estudadas: niveis de IgE especifica a Der p 1 e Der p 2 com o didmetro
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médio da papula formada no teste de punctura a extrato de Dpt, niveis de
IgE especifica e niveis dos alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 nas

amostras de poeira domiciliar.

Para andlise da reatividade entre os ELISAs na deteccdo dos
alérgenos, procedeu-se aos testes de regressao linear, determinacao e
comparacéo (estatistica Z) dos slopes (inclinagéo) das curvas padrdes de
cada ensaio, segundo HEYMANN et al (1989). Diferencas né&o

significantivas (p > 0,05) entre os slopes das curvas de um mesmo

experimento foram consideradas como reatividade

Todos os resultados foram considerados significativos a um nivel de

significancia de 5% (p < 0,05%).
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4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas gerais das amostras

A Tabela 1 ilustra a distribuigcdo dos pacientes asmaticos e individuos
nao atopicos (NA) quanto ao sexo e idade. Os pacientes asmaticos foram
subdivididos em grupos SPT * e SPT ™ (testes cutaneos de punctura positivo

e negativo ao extrato bruto de Dpt, respectivamente).

Tabela 1 — Distribuigao por sexo e idade dos 89 pacientes asmaticos
SPT* (n = 48) e SPT ™ (n = 41) e 26 individuos n&o atopicos (NA)

Grupo
SPT* SPT"
P , NA
(n=48) v (n=41) (n = 26)
Sexo
Masculino 09 (18,7%) 11 (26,8%) 8 (30,8%)
Feminino 39 (81,3%) 30 (73,2%) 18 (69,2%)
Idade (anos) 37,8+ 10,5 43,3+ 10,4 31,2+10,3

SPT ® = Pacientes asmaticos positivos no teste cutaneo de punctura (SPT) ao extrato

bruto de Dpt.
SPT ~ = Pacientes asmaticos negativos no teste cutaneo de punctura (SPT) ao extrato

bruto de Dpt.
NA = Individuos néo atopicos.

* n (%)
b média + desvio padrdo

4.2. Reatividade aos testes cutaneos

Dentre os 89 pacientes asmaticos, 54% foram positivos ao extrato
bruto de Dpt pelo teste cutdneo de punctura. Adicionalmente, nenhum dos

individuos n&o atopicos apresentou resultado positivo para o referido extrato

Quanto ao diametro médio da pépula (Figura 4), a média aritmética do

grupo SPT " (8,1 % 3.3 mm) foi superior as medias dos grupos SPT ~ (0,8 +
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1,2 mm) e NA (0,2 + 0,7 mm). Nao houve diferenca entre as médias

aritméticas dos grupos de asmaticos SPT " e néo atopicos (NA).
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Figura 4 — Reatividade cutédnea ao extrato bruto de D. pteronyssinus (Dpt)
determinada pelo teste de punctura entre pacientes asmaticos SPT * (n =
48) e SPT " (n = 41) e individuos nao atopicos (NA) (n = 26). Um resultado
positivo foi determinado a partir do didametro médio de duas medidas
perpendiculares da papula formada e definido como > 4 mm. SPT * =
Pacientes asmaticos com teste de punctura positivo a Dpt; SPT "= Pacientes

asmaticos com teste de punctura negativc_) a Dpt. A linha tracejada indica o
limiar de positividade. m.a = meédia aritmética, em mm, do didmetro médio da

papula.

+

Todos os pacientes asmaticos SPT apresentaram grau de

reatividade > 1 (diametro médio da papula > 4 mm) enquanto que todos os
pacientes asmaticos SPT " e individuos ndo atépicos (NA) tiveram grau de
reatividade = 0. A maioria dos asmaticos SPT * (42%) apresentou grau 4 de
reatividade cutanea, valor significativamente superior aos obtidos para os
graus 1 (23%; p = 0,0041), 2 (19%; p = 0,0004) e 3 (17%; p < 0,0001)

(Figura 5).




49

50 - I:I <4 mm
B 4 -6mm
—~ 40 - \\ 6|-8 mm
S \
< \ [TITT1 8|~ 10mm
S 30 |
fl_é \ NN >10 mm ou
o presenca de
g 20 A \ pseudopodes
£ \
. N\
0 1 2 3 4
Graus de reatividade cutanea
Figura 5 — Percentagem de pacientes asmaticos SPT * (n = 48) de acordo

com diferentes graus de reatividade cutanea ao extrato bruto de D.
pteronyssinus (Dpt) pelo teste de punctura. Tomando-se a meédia de dois
diametros perpendiculares e adotando-se didmetro médio > 4 mm como
critério de positividade ao teste definiu-se os seguintes graus de reatividade
cutanea: (0) <4 mm; (1) 4 |- 6 mm; (2) 6 |- 8 mm; (3) 8 - 10 mm; (4) > 10
mm ou presenca de pseudopodes

4.3. Niveis séricos de IgE total

As curvas padrdes de ELISA para detecgdo de IgE sérica total foram

analisadas para variagoes intra e inter-ensaios, obtendo-se coeficientes de

variacdo de 7,0% e 16,7%, respectivamente.

Quanto aos niveis de IgE sérica total, o grupo de pacientes asmaticos

SPT ' apresentou média geométrica de 375,2 IU/mL, valor significativamente

maior que a dos grupos de asmaticos SPT ~ (141,3 lU/mL; p = 0,0088) e ndo

atopicos (NA) (23,1 IU/mL; p < 0,0001). A média geometrica do grupo SPT ~

foi significativamente superior. ao do grupo nao atopicos (NA) (p < 0,0001)
(Figura 6).

Como demonstrado na Figura 7, niveis elevados de IgE total (= 100

{U/mL) foram detectados em 36/48 (73%) pacientes asmaticos SPT "
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percentagem significativamente superior a encontrada em pacientes
asmaticos SPT~ (22/41 [53,7%]; p = 0,0167). Por outro lado, valores
considerados como limiar de normalidade para IgE sérica total (<100 Ul/m)
foram detectados em 12/48 (25%) pacientes asmaticos SPT * e em 19/41

(46,3%) pacientes asmaticos SPT ™.
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Figura 6. Niveis de IgE sérica total (IU/mL) mensurados por ELISA em
pacientes asmaticos SPT * (n = 48) e SPT (n = 41) e individuos nao
atopicos (NA) (n = 26). As caixas representam os quartis internos (25%-
75%) enquanto que as linhas acima e abaixo das mesmas, os 25%
restantes das amostras, encontrados em cada grupo. As caixas s&o
divididas pela mediana. SPT *- asmaticos com teste de punctura positivo
para Dpt. SPT : asmaticos com teste de punctura negativo para Dpt. mg

= média geométrica.
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Figura 7. Percentagem de p’acigntes asmétipos SPT * (n = 48), asmaticos
SPT ~ (n = 41) quanto aos nivels de IgE sérica total < 100 IU/mL (limiar de

normalidade) e > 100 IU/mL.
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4.4. IgE sérica especifica aos alérgenos Der p 1, Derp 2 e Der f 1

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA reverso) foram utilizados para
deteccao dos niveis de IgE sérica especifica a alérgenos dos acaros D.
pteronyssinus (Der p 1 e Der p 2) e D. farinae (Der f 1). O limite de
sensibilidade das curvas padrées de ELISA para deteccdo de IgE especifica
aos alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 foi de 3,9 EU/mL. As curvas
padrées foram analisadas para variagdes intra e inter-ensaios, obtendo-se

coeficientes de variagéo de 8,2% e 10%, respectivamente.

A Figura 8 demonstra os niveis de IgE sérica especifica aos
alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 determinados por ELISA em

pacientes asmaticos SPT * e SPT ~ bem como em individuos nao atdpicos
(NA).

Os valores de IgE sérica especifica a Der p 1 variaram na faixa de
0,5 a 3111 EU/mL (grupo SPT ), 0,3 a 4,4 EU/mL (grupo SPT ") e 0,3 a
54 EU/mL (grupo nao atopico). A média geomeétrica dos niveis de IgE
especifica a Der p 1 foi significativamente maior no grupo SPT * (24,7
EU/mL) do que nos grupos SPT ~ (0,9 EU/mL; p <0,0001) e n&o atépicos
(NA) (0,8 EU/mL; p <0,0001). Nao houve diferenga significativa na média

geométrica entre 0s grupos de pacientes asmaticos SPT ™ e n&o atopicos

(NA) (p = 0,2877).

Os valores de IgE sérica especifica a Der p 2 variaram na faixa de 0,2
a 5318 EU/mL (grupo SPT %), 0,2 a 1,5 EU/mL (grupo SPT ") e 0,3 a 2,7
EU/mL (grupo nao atopico). A média geomeétrica dos niveis de IgE especifica
a Der p 2 foi significativamente maior no grupo SPT ¥ (28,4 EU/mL) do que
nos grupos SPT ~ (0,6 EU/mL; p < 0,0001) e ndo atoépicos (NA) (0,6 EU/mL;
p < 0,0001). Nao houve diferenca significativa entre as medias geométricas

do grupo SPT" e n&o atopicos (NA) (p = 0,2627) para IgE sérica especifica a

Der p 2.

Os valores de IgE sérica especifica a Der f 1 variaram na faixa de 0,3
a 2059 EU/mL (grupo SPT "), 0,3 a 8,4 EU/mL (grupo SPT ) e 0,49 a 3,5
EU/mL (grupo nao atopico). A média geomeétrica dos niveis de IgE especifica
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a Der f 1 foi significativamente maior no grupo SPT * (19,7 EU/mL) do que
nos grupos SPT ~ (0,8 EU/mL; p < 0,0001) e nao atopico (NA) (0,7 EU/mL; p
< 0,0001). Nao houve diferenga significativa entre as médias geométricas
dos grupos SPT ~ e n&o atépicos (p = 0,1063) para IgE especifica a Der f 1.
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Figura 8 - Niveis de IgE sérica especifica (EU/mL) a Der p 1, Derp 2 e

Der f 1, mensurados por ELISA em pacientes asma’_ticos SPT*(n=48) e
SPT " (n = 41), bem como €m i_ndividuos nao atépicos (NA) (n = 2@)_ As
caixas representam os quartis internos (25%-75%) e as linhas, acima e
abaixo das mesmas, 0S 25% rgs_tantes das am(_)stras, encgntrados em
cada grupo. As caixas sdo divididas pela mediana. SPT ™ pac!entes
asmaticos positivos no teste de punctura para Dpt. SPT_ 'paCIentes
asmaticos negativos no teste de punctura para Dpt. NA: inividuos néo

atopicos. mg = média geométrica.

Conforme observado na Tabela 2, a maioria dos pacientes asmaticos
SPT * (33/48; 68,8%) apresentou niveis de IgE especifica a Der p 1 > 3,9
EU/mL, percentagem significativamente superior a apresentada pelos
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pacientes asmaticos SPT ~ (1/41[2,4%]; p < 0,0001) e individuos né&o
atopicos (NA) (1/26 [3,8%];, p < 0,0001). Niveis > 3,9 EU/mL de IgE
especifica a Der p 2 nos asmaticos SPT * foram encontrados em 33/48
(68,8%) individuos, enquanto todos os pacientes asmaticos SPT ~ e
individuos ndo atépicos (NA) apresentaram niveis de IgE < 3,9 EU/mL (p <
0,0001). De forma semelhante, niveis > 3,9 EU/mL de IgE sérica especifica a
Der f 1 foram encontrados em 29/48 (60,4%) pacientes asmaticos SPT *,
valor significativamente superior ao observado nos pacientes asmaticos SPT
“(1/41 [2,4%]); p < 0,0001) e nos individuos n&o atépicos (NA) (0/26 [0%]; p <
0,0001). Por outro lado, as percentagens de sensibilizagdo dos pacientes
asmaticos SPT * aos alérgenos Der p 1 (68,8%), Der p 2 (68,8%) e Der f 1

(60,4%), nao mostraram diferengas significativas (p > 0,05) entre os

respectivos alergenos.

Tabela 2 — Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) quanto aos niveis de IgE
sérica especifica aos alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 de pacientes
asmaticos SPT * (n = 48), asmaticos SPT ~ (n = 41) e individuos néo

atopicos (NA) (n = 26).

Niveis de IgE sérica especifica aos alérgenos (EU/mL)

Grupo
Derp 1 : Derp 2 - - Derff

<3,9* >39 <39 239 <89 >3,9

SPT* 15(312%) 33(688 %) 15 (31,2%) 33 (68,8 %) 19 (39,6%) 29 (60,4% '

SPT-~ 40(97,6%) 1 (2,4%) 41 (100%) 0 (0%) 40 (97,6%) 1(2,4%) |

NA  25(962%) 1(38%) 26(100%) 0(0%)  26(100%) 0 (0%)

—=PT "= Pacientes asmaticos positivos no teste de punctura ao extrato bruto de Dpt

SPT
SPT " = Pacientes asmaticos negativos no teste de punctura ao extrato bruto de Dpt

NA = Individuos néo atopicos
+ v/alor considerado como limite de sensibilidade da curva padréo para Der f 1

A partir da determinacao do limite de sensibilidade de 3,9 EU/mL nos

ensaios para mensuracao de IgE especifica aos alérgenos Derp 1, Derp 2 e
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Der f 1, arbitrariamente definiu-se um fator multiplicador (5 vezes) para
extratificacdo das classes de reatividade de IgE especifica aos trés

alérgenos. Dessa forma, as seguintes classes foram definidas:

Classe 1= 3,9 a < 19,5 EU/mL (positivo fraco)

Classe 2 = 19,5 a < 97,5 EU/mL (positivo moderado)

Classe 3 = 97,5 a <487,5 EU/mL (positivo forte)

Classe 4 = > 487,5 EU/mL (positivo intenso)

Como demonstrado na Figura 9, nota-se que os asmaticos SPT*

apresentaram niveis de IgE sérica especifica a Der p 1, Der p 2 e Der f 1

distribuidos nas classes 1, 2, 3, e 4 diferindo acentuadamente dos asmaticos

SPT - e individuos néo atopicos (NA), que apresentaram niveis de IgE

especifica somente na classe 1(3,9a<19,5 EU/mL).
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9 — Percentagem de individuos dos grupos SPT * SPT " e nao
ordo com as classes de reatividade (CR) de IgE
lérgenos de Der p 1, Der p 2eDerf1:

(1) 39a<195 EU/mL (positivo fraco)

Derp 1

Figura
atopico (NA), de ac
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(2) 195a< 97,5 EU/mL (positi\{o moderado)
(3) 97,5a< 487,5 EU/mL (positivo forte)

(4) =>4875 EU/mL (positivo intenso)
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As percentagens de pacientes asmaticos SPT ™ com niveis de IgE
especifica a Der p 1 nas classes 1, 2, 3 e 4 foram, respectivamente: 16,7%,
10,4%, 29,2% e 12,5%. Porém, nos pacientes asmaticos SPT ~ (2,4% na
classe 1 e 0% nas classes 2, 3 e 4) e nos individuos nao atopicos (NA)
(3,8% na classe 1 e 0% nas classes 2, 3 e 4), as percentagens foram
menores. Niveis de IgE especifica a Der p 2 nas classes 1, 2, 3 e 4 foram
encontrados respectivamente, em 12,5%, 14,6%, 25% e 16,7% dos
pacientes asmaticos SPT * sendo que asmaticos SPT ~ e individuos nao
atépicos (NA) em todas as classes apresentaram 0%. Quanto a IgE
especifica a Der f 1, 8,3%, 14,6%, 25% e 12,5% dos pacientes asmaticos
SPT * apresentaram classes 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Os pacientes
asmaticos SPT ~ apresentaram 2,4% na classe 1 e 0% nas classes 2, 3 e 4

e, os individuos néo atopicos (NA) 0% em todas as classes.

4.5. Niveis dos alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 em amostras de
poeira domiciliar

Na determinagéo dos alérgenos de D. pteronyssinus (Der p 1 e Der p
2) e D. farinae (Der f 1) nas amostras de poeira domiciliar, optou-se por
realiza-la nos grupos de pacientes asmaticos SPT * e individuos nao
atopicos (NA), justamente, para poder correlacionar os niveis de IgE sérica

especifica com 0S niveis destes mesmos alérgenos nas respectivas

residéncias dos individuos de ambos 0s grupos.

Contudo, na convocagéo dos pacientes asmaticos SPT *, alguns

imprevistos ocorreram. Mudanga de enderego e mesmo de cidade, a nao
localizagao da residéncia, foram os motivos principais pelos quais o nimero
total de participantes nesta segunda fase tenha diminuido, sendo somente

24 as residéncias que foram estudadas do total de 48 asmaticos SPT *
iniciais.

Por ser o grupo de n&o atopicos (NA) constituido de membros da
comunidade de Uberlandia, estudantes, professores e funcionarios desta

Universidade, em constante contato com nosso laboratério, ndo tivemos
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problemas, e portanto, o nimero de nao atdpicos (NA) nao foi alterado (n =
26).

Dentro de cada grupo, algumas amostras de poeira de determinados
ambientes das residéncias foram consideradas perdidas, reduzindo o
numero de amostras por local.

Das 120 amostras de poeira obtidas das 24 residéncias de pacientes

asmaticos SPT *, perderam-se amostras pelos seguintes motivos:

- Uma amostra referente ao sofa, devido ser o mesmo de
material sintético (corino), o qual néo reteve quantidade suficiente de poeira

(100 mg) para ser extraida e analisada quanto aos niveis de Der p 1, Der p2

e Derf1.
- Duas amostras referentes ao chdo da sala, devido a

quantidade insuficiente de poeira, impossibilitando a determinacao de

Derp 2.
Das 130 amostras de poeira obtidas das 26 residéncias de individuos

ndo atdpicos (NA), perderam-se as seguintes amostras devido & pequena
quantidade de poeira aspirada:
- Duas amostras de poeira do sofa (ambos de corino), uma da

cama (colchdo com menos de 3 meses de uso) e uma da cozinha (mesmo

apos 2 visitas, ndo foi possivel coletar quantidade de poeira suficiente para a

extracdo dos alérgenos).

4.5.1. Niveis do alérgeno Der p 1 de D. pteronyssinus

Os coeficientes de variago intra e inter-ensaios das curvas padrdes

na determinagdo dos niveis de Der p 1 foram, respectivamente, 6,8% e

7,1%.
Os niveis do alérgeno Der p 1 determinados nas residéncias dos

individuos dos grupos asmatico e ndo atdpico variaram na faixa de 0,002
ug/g de poeira a 110,8 pg/g de poeira. A média geomeétrica dos niveis de Der
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p 1, comparando-se o mesmo local ros dois grupos estudados, foi
significativamente maior nas amostras de poeira da cama do grupo de
pacientes asmaticos (3,0 pg/g de poeira) que nos nao atopicos (NA) (0,2
ug/g de poeira; p < 0,0001). Nao houve diferenga significativa entre as
médias geométricas das amostras obtidas do sofa, chao da sala, chao do
quarto e cozinha nas residéncias dos grupos asmaticos e nao atopicos (NA)
(p > 0,05) (Figura 10)
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Figura 10. Niveis do alérgeno Der p 1 de Dermatophagoides pteronyssinus,
expressos em pg/g de poeira, nas residéncias de pacientes asmaticos SPT " (n
= 24) e de individuos nao atépicos (NA) (n = 26), em amostras de poeira
coletadas de cinco locais: sofa, chao da sala, cama, chao do quarto e cozinha.
As caixas representam os quartis intemos (25%-75%) e as linhas, acima e
abaixo das mesmas, os 25% restantes das amostras, encontrados em cada
grupo. As caixas sao divididas pela mediana. mg = média geométrica.
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4.5.2. Niveis do alérgeno Der p 2 de D. pteronyssinus

Os coeficientes de variagéo intra e inter-ensaios das curvas padrées
na determinacao dos niveis de Der p 2 foram, respectivamente, 6,2% e 10%.

Os niveis do alérgeno Der p 2 determinados nas residéncias dos
individuos asmaticos e néo atépicos (NA) variaram na faixa de 0,002 nug/g a
85,2 ug/g de poeira. A média geométrica dos niveis do alérgeno Der p 2,
comparando-se O mesmo local nos dois grupos estudados, foi
significativamente maior nas amostras de poeira da cama do grupo de
pacientes asmaticos (3,6 pg/g de poeira) do que nos nao atépicos (NA) (0,1
ug/g de poeira; p < 0,0001). Nao houve diferenga significativa entre as
médias geométricas das amostras de poeira obtidas do sofa, chéo da sala,

chao do quarto e cozinha nas residéncias dos grupos asmaticos e nao

atopicos (NA) (p > 0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Niveis do alérgeno Der p 2 de Dermatophagoides pteronyssinus
expressos em ug/g de poeira, nas residéncias de pacientes asmaticos SPT "
duos nao atopicos (NA) (n = 26), em amostras de poeira

(n = 24) e de indivi

coletadas de cinco locais: sofa, chdo da sala, cama, chao do quarto e
cozinha. As caixas representam 0s quartis internos (25%-75%) e as linhas
s mesmas, 0s 25% restantes das amostras, encontradoé

acima e abaixo da
em cada grupo. As caixas sdo divididas pela mediana. mg = média

geomeétrica.
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4.5.3. Niveis do alérgeno Der f 1 de D. farinae

Os coeficientes de variagéo intra e inter-ensaios das curvas padrdes

na determinacéo de Der f 1 foram, respectivamente, 7,5% e 7,2%.

Os niveis do alérgeno Der f 1 determinados nas residéncias dos
individuos dos grupos asmaticos e n&o atépicos (NA) variaram na faixa de
0,002 ng/g de poeira a 239,4 ug/g de poeira. A média geométrica dos niveis
do alérgeno Der f 1 de D. farinae, comparando-se o mesmo local nos dois
grupos estudados, foi significativamente maior nas amostras de poeira da
cama do grupo de pacientes asmaticos (17,1 ug/g de poeira) do que nos nio
atopicos (NA) (4,5 pg/g de poeira; p < 0,01). Nao houve diferenca
significativa entre as médias geométricas das amostras de poeira obtidas do
sofa, chdo da sala, chdo do quarto e cozinha nas residéncias dos grupos

asmaticos e nao atoépicos (NA) (p > 0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Niveis do alérgeno Der f 1 de Dermatophagoides farinae,
expressos em pg/g de poeira, nas residéncias de pacientes asmaticos SPT ¥
(n = 24) e de individuos néo atépicos (NA) (n = 26), em amostras de poeira
coletadas de cinco locais: sofa, chido da sala, cama, chdo do quarto e
cozinha. As caixas representam os quartis internos (25%-75%) e as linhas,
acima e abaixo das mesmas, os 25% restantes das amostras, encontrados

em cada grupo. As caixas sdo divididas pela mediana. mg = media
arnméatrica
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4.6. indice de exposicao alergénica

A maior parte das residéncias de pacientes asmaticos apresentou
indice de exposicao alergénica para Der p 1 (50%), Der p 2 (45,8%) e Der f 1
(75%), em niveis considerados como fator de risco para exacerbagéo dos
s de asma (=10 pg/g de poeira). Contudo, somente a percentagem

sintoma
e a Der f 1 foi significativamente superior (p < 0,0001) quando

referent
comparado aos outros niveis dos respectivos alérgenos (< 2 pg/lg e 2 I-
10pg/g de poeira). Com relacao as residéncias dos individuos nao atépicos
(NA), o indice de exposicdo esteve em baixos niveis e foi menor que o dos
asmaticos para Derp 1 e Derp 2. indice de exposigéo para esses alérgenos
em niveis < 2 pg/g de poeira foi encontrado em 76,9% das residéncias de
nao atépicos (NA), tanto para Der p 1 como para Der p 2, percentagem
significativamente superior (p < 0,0003) quando comparado com a dos
outros niveis dos respectivos alérgenos. No entanto, para Der f 1, 61,5% das
residéncias de nao atopicos (NA) apresentaram indice de exposicdo em
niveis considerados como fator de risco para sensibilizagéo (2 - 10 pg/g de
percentagem significativamente superior a 154% e 23,1%,
s niveis de exposicdo (< 2 ug/g de poeira; p =

ra; p = 0,0072), respectivamente (Figura 13).

poeira),
referentes aos outros doi

0,0013 e > 10 pg/g de poei

S e e
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O <2pgg

100

210 pg/g

76,9 76,9 75

Percentagem de amostras (%)

Asmaticos NA Asmaticos NA Asmaticos NA
Derp 1 Der p2 Der f'1
Figura 13 — Percentagem de residéncias de pacientes asmaticos e

individuos nédo atépicos (NA) apresentando indice de exposicdo para 0s
alérgenos de D. pteronyssinus (Der p 1 e Der p 2) e D. farinae (Der f 1),
segundo os niveis considerados como fatores de risco para sensibilizagao (>
2 g de alérgeno/g de poeira) e para exacerbagéo dos sintomas de asma (>
10 pg de alérgeno/g de poeira).

4.7. Correlagio entre os niveis de IgE sérica especificaa Derp 1 e
Der p 2 com a reatividade cutinea ao extrato de D. pteronyssinus

Os niveis de IgE sérica especifica aos alérgenos estudados, nos
pacientes asmaticos SPT “, correlacionaram-se positivamente com o
diametro médio da papula obtida no teste cutaneo ao extrato de D.
pteronyssinus (Dpt), para as fragdes alergénicas de Der p 1(r=04374;p =
0,0019) e Der p 2 (r = 05387, p < 0,0001) (Figura 14 A e B,
respectivamente). No grupo ndo atdpico, néo houve correlagdo entre os
niveis de IgE especifica aos alérgenos Der p 1 e Der p 2 com a reatividade

cutanea ao extrato de Dpt.

21-10 pg/g
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Figura 14 - Correlacdo entre os niveis de IgE sérica especifica a Der p 1
(A) e Der p 2 (B), expressos em EU/mL, determinados por ELISA com o
diametro médio da papula (mm) resultante do teste cutaneo de punctura ao
extrato de D. pteronyssinus em pacientes asmaticos SPT * (n = 48).
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4.8. Correlagao entre os niveis de IgE sérica especifica a Der p 1, Der p
2 e Der f 1 com os niveis de exposicao alergénica aos respectivos

alérgenos

Os niveis de IgE sérica especifica aos alérgenos estudados, nos
pacientes asmaticos, ndo se correlacionaram com o indice de exposicao as
fragdes alergénicas de Der p 1 (r = -0,1983; p = 0,3529), Der p 2 (r = -
0,1074; p = 0,6173) e Der f 1 (r = -0,3229, p = 0,1238) (Figuras 15, 16 e 17,
respectivamente). De forma semelhante, no grupo néo atopico (NA), niveis
de IgE sérica especifica aos mesmos alérgenos e o indice de exposi¢ao nao
mostraram qualquer correlagdo para Der p 1 (r = -0,0173; p = 0,9332), Der p
2 (r=0,0349; p = 0,8654) e Der f 1 (r = -0,066; p = 0,7486) (Figuras 15, 16 e

17, respectivamente).

10000 1
5 ® r=-0,1983
1000 " p=0,3529
2 * oo ®
= 100 - ° .
) ® ®
St N
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5 B %
®
.Q_L 1 - ¢ ; ® .
% T @
D I
,@ 0,1 - ,
!
|
0,01 ’ — . . )
0,01 0,1 1 10 100 1000

indice de exposigdo a Der p 1 (pg/g de poeira)

Figura 15 - Correlagéo entre os niveis de IgE sérica especifica a Der p 1,
expressos em EU/mL, e o indice de exposicao a Der p 1 (ug/g de poeira)
determinado em cada residéncia de pacientes asmaticos SPT *. Extratos
de amostras de poeira foram obtidos de cinco locais e o maior valor de Der
p 1 na poeira de cada casa foi determinada como indice de exposicéo. A
linha tracejada vertical indica o valor de 2 pg/g de poeira, considerado
como fator de risco para sensibilizago. A linnha tracejada horizontal indica o
limite de sensibilidade para IgE sérica especifica a Der p 1 (3,9 EU/mL).
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Figura 16 - Correlagao entre os niveis de IgE sérica especifica a Der p 2,

expressos em EU/mL, e O indice de exposicdo a Der p 2 (ug/g de poeira)
determinado em cada residéncia de pacientes asmaticos SPT *. Extratos
de amostras de poeira foram obtidos de cinco locais e o maior valor de Der
p 2 na poeira de cada casa foi determinado como indice de exposicédo. A
linha tracejada vertical indica o valor de 2 uglg de poeira, considerado
como fator de risco para sensibilizacao. A linha tracejada horizontal indica o
limite de sensibilidade para IgE sérica especifica a Der p 2 (3,9 EU/mL).
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Figura 17 - Correlagéo entre 0s niveis de IgE sérica especifica a Der f 1,
expressos em EU/mL, € 0 indice de exposicéo a Der f 1 (ug/g de poeira)
determinado em cada residéncia de pacientes asmaticos SPT *. Extratos
de amostras de poeira foram obtidos de cinco locais e o maior valor de
Der f 1 na poeira de cada casa foi determinado como indice de exposigao.
A linha tracejada vertical indica o valor de 2 ug/g de poeira, considerado
como fator de risco para sensibilizagdo. A linha tracejada horizontal indica
o limite de sensibilidade para IgE sérica especifica a Der f 1 (3,9 EU/mL).

4.9. Reatividade dos testes ELISA na determinagdao dos niveis dos
alérgenos Der p 1, Der p 2e Derf1

Como demonstrado na Figura 18, observou-se que houve reatividade

entre os ELISAs para determinacao dos niveis dos alérgenos Der p 1 e Der

p 2. Nos ensaios para determinacao de Der p 1, utilizando o clone 5H8 como
anticorpo de captura para Der p 1, houve intensa reatividade com o alérgeno
de referéncia padrao Der p 2 (Figura 18 A; p>0,05), sendo que a curva

padrao desse altimo foi ligeiramente superior a de Der p 1. Da mesma forma,
no ensaio para determinagao de Der p 2, utilizando o clone 1D8 como

anticorpo de captura para Der p 2, reatividade foi observada com o alérgeno
de referéncia padréo Der p 1 (Figura 18 C; p >0,05) e discretamente com

Der f 1 a partir da concentragéo de 62,5 ng/mL (Figura 18 D; p > 0,05).
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Nao houve reatividade entre os ensaios ELISAs na determinacéo dos
alérgenos de Der f 1, tanto para o alérgeno de referéncia Der p 1 (Figura 18
E: p < 0,05) quanto para o alérgeno Der p 2 (Figura 18 F; p <0,05) utilizando

o clone 6A8 como anticorpo de captura para Der f 1.

2% 5kl
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Figura 18 — Curvas padroes de ELISA para a determinacé@o de reatividade
entre os alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1. (s) curva dos alérgenos de
referéncia especificos para cada teste; (o)curva dos alérgenos de referéncia
de reatividade para cada teste. (A) e (B) Ac captura: anti-Der p 1 (clone 5H8)
e Ac detecggo: anti-grupo 1 (clone 4C1). (C) e (D) Ac captura: anti-Der p 2
(clone 1D8) € Ac detecgao: anti-grupo 2 (c]one 7A1). (E) e (F) Ac captura:
anti-Der f 1 (clone 6A8) € AC detecgéo: anti-grupo 1 (clone 4C1). As curvas

lizados independentemente. Regressao linear

representam trés ensaios rea .
lopes das curvas. Diferengas entre os slopes

foi realizada para estimar 0S SIOPE '
foi determinada pelo teste estatistico Z. Diferengas nao significativas (p >

0,05) entre os slopes das curvas foram consideradas como.

—
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, optou-se por estudar os alérgenos de &caros mais
prevalentes na poeira domiciliar (SPORIK et al., 1990), uma vez que
constituem os mais importantes fatores de risco para pacientes asmaticos
(POLLART et al., 1989;: SPORIK et al, 1990). Consequentemente,
determinou-se a sensibilizagdo e exposicdo de pacientes asmaticos e
individuos nao atépicos (NA) aos alérgenos Derp 1, Derp 2 e Der f 1 em

nossa regiao.

Estudos semelhantes tém sido realizados em outras regiées de nosso
pais, como Sao Paulo (ARRUDA et al., 1991), Recife (SARINHO et al,
1996), Rio de Janeiro (GELLER et al., 1993), Salvador (SERRAVALE & j
MEDEIROS Jr., 1999) e Campinas (OLIVEIRA ef al., 1999). Entretanto, os

resultados obtidos quanto a prevaléncia da sensibilizagéo e exposicado aos / ' ’
/ e ¢
nos de acaros na cidade de Uberlandia, proporcionam’/

-y T

diferentes alérge
informagdes uteis para 0S participantes do estudo e possibilitam direcionar " > -

mais efetivamente medidas diagnosticas, terapéuticas e principalmente /

preventivas no manejo das doengas alérgicas.

Testes epicutaneos de punctura séo faceis, rapidos, pouco dolorosos

e de baixo custo (oWNBY, 1988), sendo por esses motivos muito usados no

diagnostico de alergia na asma € outras doencas alérgicas.

Devido a relatos anteriores sobre a maior prevaléncia do acaro

Dermatophagoides pteronyssinus na poeira domiciliar, adotou-se usar o
extrato bruto de D. pteronyssinus para investigar a reatividade cutanea a

este acaro, coma finalidade de selecionar os pacientes asmaticos.

O critério de positividade adotado no teste de punctura é variavel.
Muitos estudos adotam como resultados positivos, valores de diametros
médio
- extratos)

4 mmemr
(ARRUDA et al., 1991) também séao relatados. Entretanto, adotou-se nesse

s de papula = 3 mm em relagdo ao controle negativo (diluente dos
(TUNNICLIFFE et al., 1999; CHAN-YEUNG et al., 1995). Valores >

elaggo ao controle negativo (SPORIK ef al., 1995) e > 5 x 5 mm
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estudo como critério de positividade, uma papula > 4,0 mm, obtida pel
o ) N - ) 3 pea
média de dois diametros perpendiculares semelhante a considerada
or
HEYMANN et al. (1989) e SQUILLACE et al. (1997). i

Conseguiu-se assim, identificar entre os pacientes com diagnéstico
clinico de asma (n = 89), dois grupos de acordo com a positividade ao teste
de punctura ao extrato de Dpt. Um grupo composto de individuos que
reagiram positivamente (grupo SPT * n = 48) e outro que nio reagiu (grupo

SPT ", n=41).

Obteve-se 54% de positividade no teste de punctura ao extrato bruto

de D. pteronyssinus (Dpt) entre os 89 pacientes asmaticos iniciais. Esse
valor foi préximo ao encontrado por GELLER et al. (1993) na cidade do Rio

de Janeiro, RJ (59%) e ao obtido por MEDEIROS Jr. (1997) na cidade de

Salvador, BA (62,7%), ambos estudando a sensibilizagdo a aeroalérgenos

em individuos portadores de asma e/ou rinite. De forma semelhante, estudos

em individuos com alergia respiratéria e asma desenvolvidos na Californi
ia

(GALANT et al., 1998) e em Chicago (SARPONG & KARRISON, 1998)

EUA, revelaram, respectivamente, 53% e 55% de individuos positivos no

teste de punctura a Dpt. Deve-se ressaltar, entretanto, que os critérios de

medida da papula) adotados nestes estudos variaram de > 3

positividade (
0S Jr., 1997) a > 5 mm (SARPONG & KARRISON, 1998)

mm (MEDEIR
elagéo aos resultados dos testes cutédneos, como a maioria dos

Emr
s SPT * (78%) apresentou grau de reatividade cutanea > 2 (papula

asmatico
> 6 mm),

positivos, 2
quanto a sua positividade.

pode-se afirmar que os pacientes asmaticos, quando eram

presentaram reagbes cutdneas que nao deixavam duvidas

A alta frequéncia de resultados negativos (46%) nos pacientes

asmaticos, nesse estudo, pode ser devido principalmente a hiporreatividade
cutanea ao extrato testado (verdadeiros negativos) ou mesmo pela selecéo

dos pacientes asmaticos ter sido realizada a partir de prontuarios de um

hospital geral de atendimento primario (Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia).

— T

e
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Estando os grupos de pacientes asmaticos (SPT* e SPT") e individuos
nao atépicos (NA) selecionados e definidos, os niveis de IgE sérica total
foram determinados. Como esperado, a media do nivel de IgE total no grupo
de asmaticos SPT * (375,2 IU/mL) foi maior do que as médias dos grupos
SPT " (141,3 IU/mL) e NA (23,1 IU/mL). A maioria dos individuos SPT *
(75%) e SPT ~ (53,7%) apresentou niveis > 100 IU/mL em contrapartida ao
grupo NA, onde todos os individuos apresentaram niveis < 100 IU/mL,

demonstrando que a média de IgE sérica total esteve alta nos grupos de

asmaticos.

Valores elevados de IgE sérica total também foram determinados em
grupos de atdpicos em varios estudos. GELBER ef al. (1993) obtiveram
valores maiores de IgE sérica total em criangas, no grupo asmatico (média
geométrica 160 IU/mL) do que no grupo controle (44 IU/mL). ARRUDA et al.
(1991) relataram qué niveis de IgE sérica total > 400 IU/mL foram

encontrados em 18 das 20 criangas asmaticas por eles estudadas.

Embora o mensuramento de IgE sérica total ndo seja um dado para o

diagnostico definitivo de atopia, pois muitos pacientes alérgicos podem
apresentar niveis de IgE total dentro dos limites de normalidade, sua
determinagao no presente estudo foi realizada com o objetivo Unico de

avaliar o perfil de alergia na populagdo estudada. A IgE total, neste estudo,

comportou-se como um marcador auxiliar no diagnostico de alergia em

pacientes asmaticos, uma vez que a média geométrica nos grupos SPT * e

SPT ~ foi signiﬁcativamente superior quando comparada ao grupo NA.

Numa fase seguinte, 0S individuos participantes foram avaliados

quanto a sensibilizagdo aos alérgenos de acaros Der p 1, Der p 2 e Der f 1

do género Dermatophagoides.

Diferentes indicadores de sensibilizago tém sido adotados. Segundo
TUNNICLIFFE et al. (1999), sensibilidade a um determinado alérgeno pode

ser definida como a presenca de teste de punctura positivo para aquele

érgeno. A sensibilizagdo aos alérgenos domiciliares mais comuns

al
segundo PLATTS-MILLS (1996), pode ser estabelecida por teste cutianeo

(usando como critério de positividade no teste de punctura um diametro de
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papula = 4 mm) ou por ensaios para a determinagdo de anticorpos séricos
IgE usando teste RAST. DREBORG (1993) adotaram a positividade ao teste
RAST como indicador de sensibilizagdo. Por outro lado, MASTRANDREA ef
al. (1997) avaliaram a resposta de IgE sérica a D. pteronyssinus por ELISA
bem como PENG et al. (1998) determinaram niveis de IgE especifica a Der f

1 por ELISA de captura.

Nesse trabalho, a sensibilizacdo aos alérgenos de acaros foi avaliada
pela determinagéo dos niveis de IgE sérica especifica a Derp 1, Derp 2 e

Der f 1 através do teste ELISA reverso.

Varios estudos, na deteccéo de IgE sérica especifica a diversos
alérgenos através de RAST, utilizaram como padrao um pool/ de soros com
concentragdo conhecida de IgE especifica a D. farinae (ARRUDA et al.,
1991: RIZZO et al., 1993; ROSE ef al., 1996). No presente estudo, no teste
ELISA reverso, também utilizou-se como padrao uma amostra de referéncia

om concentragdo de IgE especifica a Der f 1 sub-padronizada a partir do

teste RAST.

O grupo de pacientes asmaticos SPT * apresentou altos niveis de IgE
especifca a Der p 1, Der p 2 e Der f1 (24,7 EU/mL, 28,4 EU/mL e 19,7
EU/mL, respectivamente) quando comparado aos grupos SPT ~ (0,9 EU/mL,
0,6 EU/mL e 0,8 EU/mL, respectivamente) e NA (0,8 EU/mL, 0,6 EU/mL e
0,7 EU/mL, respectivamente). Niveis elevados de IgE sérica especifica a D.
pteronyssinus (1588 RU/mL) foram também encontrados por ARRUDA et al.
(1991), sendo que 19 das 20 criangas asmaticas estudadas na cidade de
Sso Paulo, apresentaram niveis > 200 RU/mL de IgE especifica a D.
pteronyssinus. Entretanto, niveis de IgE especifica a D. farinae foram de 2 a
3 vezes inferiores. RIZZO et al. (1993), também na cidade de Sao Paulo,
detectaram niveis elevados de IgE especifica a D. pteronyssinus (1549
RU/mL) e a D. farinae (447 RU/mL), sendo que 19/20 e 16/20 das criancas

asméticas estudadas apresentaram niveis > 200 RU/mL, respectivamente a

DpteaD. farinae.

A sensibilizagéo (= 3,9 EU/mL de IgE sérica especifica) dos pacientes

asmatlcos SPT * aos alérgenos Der p 1 (68,8%), Der p 2 (68,8%) e Der f 1
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(60, 4%), mostrou ser semelhante entre os respectivos alérgenos. De forma
contraria, a grande maioria dos asmaticos SPT ~ e individuos ndo atopicos
(NA) nao apresentou niveis de IgE sérica especifica aos referidos alérgenos
(< 3,9 EU/mL). Quando se analisa o perfil de sensibilizagédo dos individuos
dos trés grupos, a maioria (52,1%, 56,3% e 52,1%) dos pacientes asmaticos
SPT* apresentou niveis de IgE respectivamente para Der p 1, Der p 2 e Der f
1 na classe > 2 (= 19,56 EU/mL), considerados como positivos moderado a
intenso. Por outro lado, os individuos dos outros dois grupos (SPT " e NA),
ntaram niveis de IgE aos respectivos alérgenos foram incluidos

que aprese
somente na classe 1 (3,9 a < 19,5 EU/mL), ou seja, positivos fracos.

Similarmente, anticorpos IgE especificos a alérgenos de D. pteronyssinus e

D. farinae nao foram encontrados ou detectados em baixos niveis no grupo
controle (R1ZZO et al., 1993). ‘

PENG et al. (1998) encontraram somente 30% de sensibilizagao para
Der f 1 no grupo de asmaticos SPT ¥ a D. farinae, utilizando ELISA de
Entretanto, 21% dos asmaticos SPT -

captura especifico para Der f 1.

apresentaram IgE especifica a este alérgeno. Em nosso estudo, a

sensibilizagdo a alérgenos de Der f 1 (60,4%) somente foi importante no
pacientes asmaticos SPT ¥, sendo que asmaticos SPT ~ e

grupo de
individuos nao atopicos (NA) néo apresentaram-se sensibilizados a este

alérgeno.

Ao contrario, ARRUDA et al. (1991), através do teste RAST,

mostraram que a sensibilizacdo a Der p 1 foi mais importante do que para

Der f 1. Diferencas significantes entre grupo de pacientes asmaticos e nao

atopicos (NA) ndao atopicos para varios alérgenos, incluindo D.

pteronyssinus, através de RAST, foram relatadas por NELSON et al. (1996).

A sensibilizagdo a acaros tem sido considerada a associagdo mais

importante com a asma, aparentemente contribuindo entre 65 a 90% dos
casos de criancas € adultos jovens (PLATTS-MILLS et al., 1995a). Contudo,
no presente estudo, observou-se sensibilizag&o aos alérgenos Der p 1, Der p

2 e Derf1de aproximadamente 38%, 37% e 34%, respectivamente, entre

pacientes asmaticos pelo ELISA reverso.

-
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Embora néo seja possivel provar que a relagao entre sensibilizagéo a
alérgenos domiciliares e asma seja causal, grandes evidéncias sugerem que

a exposicao a estes alérgenos € a principal causa de asma (GELBER ef al.
1993).

Apesar de varios estudos terem relatado os acaros D. pteronyssinus e
Blomia tropicalis como os mais importantes agentes sensibilizantes e
prevalentes no Brasil (ARRUDA et al., 1991; GELLER et al., 1993; GELLER
et al., 1995; SARINHO ef al., 1996), em experimentos anteriores realizados
em nosso laboratério, ndo se detectou niveis mensuraveis do alérgeno Blo t
5 de B. tropicalis. Dai, optou-se por estudar os alérgenos de D.

pteronyssinus (Derp 1 e Derp 2) e D. farinae (Der f 1).

Nesse estudo, o teste ELISA para deteccao dos niveis dos alérgenos
de acaros possibilitou a analise de um grande numero de amostras de poeira

de uma forma simples, eficiente e padronizada. Com a metodologia

empregada, conseguiu-se detectar, além dos alérgenos Der p 1 e Der p 2,

surpreendentemente niveis importantes do alérgeno Der f 1 nas amostras de

poeira, tanto da residéncia de pacientes asmaticos como de individuos néo

atopicos (NA).

Analisando a média geométrica dos valores de Der p 1, Der p 2 e Der

f 1 obtidos nas residéncias estudadas, observou-se uma maior concentragéo

de alérgenos na cama, tanto de pacientes asmaticos como de individuos néo

atopicos (NA), quando comparada as dos outros locais. Assim, niveis
semelhantes de Der p 1 e Der p 2 (mg 3,0 ug/g e 3,6 ug/g, respectivamente)
e niveis significativamente superiores de Der f 1 (mg 17,1 nug/g) foram
m individuos néo atopicos (NA), niveis > 2 ug de

am detectados para o alérgeno Der f 1 (4,5 ng/g).

encontrados. Contudo, €
alérgeno/g de poeira so for

Similarmente, na cidade de Sao Paulo, os maiores niveis de Derp 1 e

alérgenos do grupo 2 foram encontrados nas amostras de poeira obtidas da

cama de criangas asmaticas (ARRUDA et al., 1991), porém em niveis muito

superiores (38,4 wg e 36,6 /g de poeira, respectivamente) aos obtidos
nesse estudo (3,0 ug/g e 3,6 nglg, respectivamente). Em um estudo
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posterior, em S&o Paulo, RIZZO et al. (1993) também relataram os mais

altos niveis de Der p 1 em amostras de poeira das camas de pacientes

asmaticos (22 pg/g) e de individuos néo atopicos (NA) (16,4 pg/g) quando
comparado a outros ambientes. Entretanto, Der f 1 n&o foi encontrado por

aqueles autores ou detectado em baixos niveis (< 0,5 pg/g de poeira)

contrariamente aos nossos achados (17,1 ug/g de poeira).

A cama foi também constatada ser o local de maior nivel de alérgenos
de acaros da poeira domiciliar em estudos realizados no Reino Unido
(SPORIK et al., 1990), Charlottesville, EUA (POLLART et al., 1991), Latrobe

Valley, Australia (GARRET et al, 1998), Nova Zelandia (SIEBERS et al

1998), entre outros.

Na presente investigacéo, a cama mostrou ser o local com maior nivel
de alérgenos de Der p 1, Derp 2 e Der f 1, quando comparado aos outros

ambientes e mobilia das residéncias, como o sofa, chdo da sala, chdo do

quarto e cozinha. O segundo local com maiores niveis de alérgenos de

acaros foi o sofa, porém esses valores, em média, ndo foram altos. O maior

valor médio encontrado foi quanto ao alérgeno Der f 1 no sofa de individuos

nao atopicos (NA) (1,7 ng/g de poeira).

Entretanto, diferentes locais das residéncias em outros estudos foram
determinados como 0S mais importantes. Niveis consideraveis de alérgenos

de acaros foram encontrados também no chao do quarto por MARTIN et al

(1997). Os autores relataram que 80% das amostras do chao do quarto

das amostras da cama (5,92 ug/g) apresentaram niveis >

(14,68 pg/g) e 77%
sofa foi o local com maior concentracédo de

2 ug de Der p 1/ g de poeira. o)
Der p 1 em estudo desenvolvido na Flérida, EUA (NELSON et al., 1996)

tanto na casa de criangas asmaticas como na de individuos ndo atdpicos

(NA), superando 0s niveis desse alérgeno no carpete do quarto, sala de

visitas e no colchao.

Enquanto que para Der f 1, aproximadamente 87% e’ 84% das
residéncias de asmaticos e nao atopicos (NA), respectivamente
apresentaram indice de exposi¢do em niveis > 2 ug/g de poeira, cerca de

)
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75% e 23% das residéncias de pacientes asmaticos e nao atopicos (NA)

respectivamente, apresentaram tais niveis para ambos, Der p 1 e Der p 2

Portanto, a alta prevaléncia de Der f 1, tanto nas casas de pacientes

asmaticos e individuos nao atopicos (NA), aliada ao fato de que a média

geométrica dos niveis de Der f 1 foi superior as medias de Derp 1 e Der p 2

indica que Der f 1 seja o alérgeno mais amplamente distribuido nas

amostras de poeira coletadas das residéncias de Uberlandia.

Contudo, estudos prévios demonstraram que D. farinae nao era uma
espécie prevalente (SARINHO et al., 1996; SERRAVALLE & MEDEIROS Jr.
1999: OLIVEIRA et al., 1999) quando comparado a D. pteronyssinus nas

residéncias brasileiras. A semelhanca de outras regites brasileiras, a partir

de observacao microscopica, D. pteronyssinus foi o acaro predominante no

Recife (SARINHO et al., 1996), cidade tropical com condi¢cées de umidade
relativa ideais para a proliferagéo de acaros domésticos. Recentemente, na
cidade de Campinas (SP), OLIVEIRA et al. (1999) mostraram em amostras
de poeira de colchdes que D. pteronyssinus foi o acaro mais prevalente

(94% dos acaros encontrados),
dos acaros nessa regido. Semelhantemente

sendo que a espécie D. farinae respondeu

por somente 7,5%
SERRAVALLE & MEDEIROS Jr. (1999), também por identificacao

microscopica, demonstraram que D. pteronyssinus foi a espécie mais
prevalente (70%) nas amostras de poeira de residéncias da cidade de

Salvador (BA) e D. farinae esteve presente em apenas 8% das amostras

analisadas.
No Rio de Janeiro, GELLER et al. (1995) a partir da contagem de

scaros, encontraram varias espécies, sendo D. pteronyssinus a mais
nte (55%). Curiosamente, 25% das amostras do assoalho de quartos

prevale
te por eles analisadas apresentaram

cientes portadores de asma ou rini

de pa
e Der p 1 e Der f 1 abaixo de 2 ug/g

auséncia de acaros &, concentragdes d
de po s de 90% das andlises efetuadas.

Segun

testadas seria reflexo de qué m
am sendo aplicadas. Contudo, em Uberlandia, alérgenos de D. farinae

ndo que o ch&o do quarto, em média, nao

eira foram detectadas em mai

do os autores, @ reduzida carga antigénica acarina nas amostras

edidas preventivas de controle ambiental

estari

foram os mais prevalentes, se

)

-
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apresentou niveis de alérgenos de acaros > 2 pg/g de poeira nas residéncias
de ambos os grupos, mostrando que o chdo do quarto ndo € um local

importante para a determinagao da exposicdo alergénica pelo menos em

nosso pais.

D. pteronyssinus e D. farinae sdo as espécies de acaros domiciliares
mais
do sul, quentes e umidos, geralmente encontra-se mais D. pteronyssinus, e
nos estados centrais e do nordeste dos EUA, mais D. farinae (ROSE et al.,

1996). Nao sO nos EUA mas também no Reino Unido, o acaro

predominantes nos EUA, sendo sua prevaléncia relativa. Nos estados

predominante & D. pteronyssinus (SPORIK et al.,1990).

Por outro lado, WOOD et al. (1988) relataram que D. farinae e D.

pteronyssinus apresentaram uma ampla distribuigdo nos lares de Baltimore

EUA. Apesar dos niveis de Der f 1 e Der p 1 néo terem sido altos (360 ng/g e

150 ng/g de poeira), estiveram presentes respectivamente, em 95% e 88%

das amostras analisadas.

Ao contrario de ARRUDA et al. (1991) e RIZZO et al. (1993), Der f 1

mostrou ser mais importante, quanto a concentragao, que os alérgenos de

D. pteronyssinus investigados no presente estudo, na cidade de Uberlandia.
Desta forma, a partir destas diferengas observadas entre a prevaléncia das
duas espécies de acaros da poeira entre diferentes cidades brasileiras,

enfatiza-se a importancia de estudos sobre exposi¢ao a acaros néo s6 em
diferentes regiées mas também em diferentes épocas, uma vez que a fauna

acariha podera estar sujeita a mudancas.

E amplamente aceito que flutuagdes sazonais no clima podem estar

associadas as variagbes nos niveis dos alérgenos e na estabilidade da

ncentragéo dos reservatorios de alérgenos de acaros (MAHMIC & TOVEY,

co
1998). Os altos niveis de Der p 1 encontrados nos estudos anteriores,
provavelmente, refletem o fato qué a umidade relativa do ar em Sao Paulo
(70-80% ao ano) € a temperatura (20-25°C) estabelecem “condicées
favoraveis para o crescimento de acaros. Comparada com a cidade de Sao
paulo, Uberlandia apresenta condi¢oes de umidade do ar menos propicias
possivelmente, refletindo nos menores niveis dos

para O desenvolvimento,

R
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alérgenos observados. Aliado a isso, existe grande variagdo nos niveis dos
alérgenos entre casas dentro de uma mesma regido, provavelmente devido
s caracteristicas particulares de cada residéncia (GARRET et al., 1998)
afetando a umidade e consequentemente o crescimento dos acaros. |

As diferencas entre os niveis de alérgenos de acaros determinados
nas amostras de poeira das residéncias podem ser ainda explicadas pelos
mesmos serem dependentes de varios fatores ambientais. Como ja relatado,
o destaque maior € para a temperatura e a umidade relativa do ar (DUFF &
PLATTS-MILLS ef al, 1992). Porém, outros fatores ambientais sao
importantes como a movimentagédo das particulas alergénicas (SAKAGUCHI
1989), idade das casas (MAHMIC & TOVEY 1998), a ventilagao e
na casa (SAKAGUCHI et al, 1993),

o o tempo de uso deles e de coichées

et al.,
atividade humana ou animal
travesseiros sintéticos, bem com

(RAINS et al., 1999), entre outros.

Devido a esses fatores serem numerosos, e talvez alguns sejam

a completamente desconhecidos, estudos avaliando seus papéis na
os pela dificuldade em padronizagéo das amostras. Nesse

aind

asma sao restrit

estudo, avaliou-se a existéncia ou ndo de correlagéo entre os niveis de IgE

sérica especifica € 0S niveis dos alérgenos de &caros na poeira das

residéncias, nao |
variagéo nos niveis dos alérg

evando em consideragéo estes fatores responsaveis pela

enos domiciliares.

Estimativas do comportamento humano nos EUA sugerem que a

maioria da populagao permanece cerca de 23 horas por dia em ambientes
dos ou em meios de transporte (PLATTS-MILLS, 1996). Levando em

fecha
e a cama & um dos locais em que mais se permanece

consideragao qu

aliado ao intimo contato e p
s da poeira domiciliar, atencéo especial deve ser direcionada as

or ser o local mais prevalente quanto a alérgenos

de acaro

proteinas estranhas que nela se acumulam. Isso leva a crer que medidas

ue visem controlar ou reduzir os niveis de exposi¢éo a alérgenos de acaros

q
ar-se ou focalizar-se na cama. Entretanto, cada caso em

devam inici

particular deve ser avaliado.
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Estudos tém mostrado que locais publicos como hospitais, escritorios
cinemas e escolas tém menores niveis de concentracdo de alérgeno do que’
nas casas. Isso se deve ao nivel de ocupagéo, uso de ar condicionado e
frequéncia de limpeza (GREEN et al., 1992). Contudo, esses locais podem

apresentar niveis de alérgenos suficientes para sensibilizar individuos
geneticamente predispostos.

Uma vez que diferentes alérgenos sao importantes em diversas

comunidades, parece claro que deva existir um nivel no qual a sensibilizagao

seja improvavel de ocorrer. PLATTS-MILLS & DE WECK (1989) propuseram
niveis > 2 ug e > 10 ug de alérgenos do grupo 1 de Dermatophagoides / g de
poeira, como fatores de risco para sensibilizagdo e exacerbagdo dos
sintomas de asma, respectivamente, em individuos predispostos e alérgicos
a acaros. A importancia desses niveis foi reforcada em outros estudos

(SPORIK et al., 1990; ARRUDA et al., 1991). Contudo, existe uma minoria

de individuos alérgicos que requer menor ou maior exposi¢do. Portanto

niveis de alérgenos = 2ug/g de poeira e, principalmente, > 10 ug/g de poeira

devem ser melhor considerados como uma concentragao acima da qual a

“maioria” dos individuos alérgicos a acaros desenvolverdo sintomas

(PLATTS-MILLS et al., 1995b).

A grande maioria das residéncias de pacientes asmaticos SPT *
ou indice de exposi¢ao alergénica para Der p 1 (75%), Der p 2
e Der f 1 (87,5%) em niveis > 2 ug/g de poeira (fator de risco para

Ja as residéncias de individuos ndo atopicos (NA)

apresent
(70,8%)

sensibilizacdo).
sentaram menores indices de exposicao (23,1%) para Der p 1 e Der p 2,

apre
6%) para Der f 1, considerando o mesmo fator de

porém altos indices (84,

risco.

Entre as residéncias de pacientes asmaticos SPT *, a maioria
apresentou indice de exposigdo alergénica para Der p 1 (50%), Der p 2
(45,8%) e Der f 1 (75%) em niveis = 10 pg/g de poeira (fator de risco para

exacerbagao dos sintomas de asma). Ja as residéncias de individuos nao
atopicos (NA) apresentaram menores indices de exposicdo (0%, 0% e
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23,1%) para Der p 1, Der p 2 e Der f 1, respectivamente, considerando o
mesmo fator de risco.

Os individuos mais expostos foram justamente os pacientes
asmaticos. Possivelmente, esses individuos ou n&o foram orientados quant
o

as medidas de controle de exposicao ambiental ou nao estavam aplicando

as. Fato intrigante € que ©OS individuos ndo atdpicos (NA) nao foram

orientados para essas medidas e, mesmo assim, apresentaram niveis

menores dos alérgenos Der p 1 € Der p 2, principalmente na cama. Vale

porém ressaltar que o grupo nao
dade e nivel socio-econdmico superior ao grupo de asmaticos

atopico consistiu de individuos com indice

de escolari

Adicionalmente, as residé
dominantemente na periferia da cidade ao contrario das residéncias do

ncias de pacientes asmaticos estavam localizadas

pre
grupo nao atopico

anteriores realizados em nOSSO
p1eDerp2em amostras de poeira pareadas, isto é

que estavam localizadas mais na zona central. Estudos

laboratério comparando os niveis dos

alérgenos Der

coletadas de casas dos p
picos porém residentes num raio de 200 metros, mostraram

acientes asmaticos deste estudo e de individuos

nao atd
nenhuma diferenca

blicados). Portanto, niveis de Der
zacbes (zona periférica e central) de Uberlandia.

significativa entre 0s niveis destes alérgenos (dados nao

pu p 1 e Der p 2 mostraram variagdes em
diferentes locali

Analisando a correlagao positiva entre os niveis de IgE sérica
especifica aos alérgenos Der p 1 € Der p 2 e a reatividade cutdnea ao

extrato bruto de D. pteronyssinus
so pode ser um teste sensivel e util na determinagdo da

(Dpt) no grupo SPT *, observou-se que o

ELISA rever

sensibilizacdo de pacientes asmaticos aos referidos alérgenos.

Por outro lado, nenhuma correlagao foi observada entre os niveis de
IgE sérica especifica € indices de exposigéo alergénica para Der p 1, Der p 2
e Der f 1. RIZZO et al. (1993) também nao encontraram correlagio entre os

niveis de IgE séric

a0 somente a exposi¢ao
bém a predisposicdo genética promoveriam producéo de

a especifica € a quantidade de Der p 1; mas afirmaram

que n a altos niveis de alérgenos de acaros da

poeira, como tam

IgE essencial para a sensibilizagao.
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Adicionalmente, segundo GELBER et al. (1993), a exposi¢do ndo € o
principal fator de risco para a asma. Outros fatores como poluicao
atmosférica, dieta, infeccoes virais agudas (SARPONG & KARRISON, 1998)

teriam papel importante na asma.

Entretanto, efetivas técnicas de redugdo da exposicdo aos

aeroalérgenos pode nao somente reduzir a severidade da asma ja

estabelecida, mas também tém o potencial de prevenir o desenvolvimento

da doenca em individuos pela primeira vez expostos (SARPONG &
KARRISON, 1998). Isso foi reforgado por PLATTS-MILLS et al. (1982) que

mostraram que uma redugéo > 9
reducéo de sintomas de hiperreatividade brénguica.

0 - s
5% na exposi¢ao alergénica pode levar a

Dessa forma, estudos semelhantes objetivando a determinagao dos

alérgenos na residéncia de pacientes asmaticos podem contribuir para a

indicacdo de medidas efetivas, visando a reducéo dos alérgenos de acaros

nas residéncias.

A especiﬁcidade da determinagéo dos niveis dos alérgenos Der p 1

Derp2eDerf1foi
Surpreendentemente, ensaios para a detecgéo de Der p 1 reagiram com Der

p 2, porém nao com Der f 1. Similarmente, ensaios para a detecgao de Der p
2 reagiram com Der p 1, mas discretamente com Der f 1. Entretanto, os
ensaios para detecg@o de Der f 1 nao reagiram nem com Der p 1 e nem com
altamente especificos.

avaliada por ensaios de reatividade.

Der p 2, mostrando serem

Relatos de 80% de identidade entre a sequéncia de aminoacidos de
Der p 1 e Der f 1 ja haviam sido documentados (DILWORTH et al., 1991).

Porém, segundo CHAPMAN et al. (1987) anticorpos monoclonais usados

nos testes imunoenzimaticos para deteccéo de alérgenos do grupo 1 (Der f 1

ou Der p 1) s@o espécie—especiﬁcos.

uanto aos ensaios para determinacdo de Der p 2, devido a

Q
grau com Der f 1, os resultados obtidos

dade com Der p 1 e em menor

reativi
para a pesquisa de alérgenos do género

poderiam ser melhor analisados
e suas fragcoes alergénicas isoladas.

Dermatophagoides enaod
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Similarmente, analises imunoquimicas de Der p 2 e Der f 2 realizad
zadas

por HEYMANN et al. (1989) estabeleceram que estes alérgenos sé
sdo

estrutural e antigénicamente semelhantes, podendo assim
’ serem

reconhecidos como o segundo grupo de alérgenos de acaros (grupo 2)
Segundo os autores, devido a completa reatividade entre os anticorpos anti;
Der p 2 e anti-Der f 2, ensaios para a determinagéo de alérgenos do grupo 2
podem ser mais Uteis para monitorar a exposicao alergénica de acaros do
género Dermatophagoides. OVSYANNIKOVA et al. (1994) observaram 70%
orpos monoclonais (clones 7A1 e 1D8),

de inibigao cruzada entre oS antic

ambos anti-grupo 2, 0 que sugere serem eles direcionados contra o mes
mo

epitopo.

No entanto, a comparagéo das sequéncias de aminoacidos nas

porgdes N-terminais de Der f 1 e Der f 2 mostrou que eles sa
ao

estruturaimente distintos (
1 nao detectaria Der f 2.

HAKKAART et al., 1998). Desta forma, um teste

para detec¢ao de Der f

Apesar da reatividade entre os anticorpos dos grupos 1e2(Derple
a nesse estudo, testes imunoenzimaticos para a

determinacdo de alérgenos de Dermatophagoides s&o preferidos a contage
n
aros que consomem muito tempo e necessitam de

Der p 2) verificad

microscopica dos ac
detalhado conhecimento da morfologia dos acaros.
a avaliagdo da exposi¢ao ao grupo 1 de alérgenos de D

Desta forma,
a ser realizada através de ensaios para a determinagao

pteronyssinus poderi
de Der p 1 e prefere

esta presente. Caso

ncialmente para Der f 1, nos locais onde esta espécie
s individuais onde se deseja estudar isoladamente a

exposi¢ao para Der p 1 empregando esse mesmo ensaio, devem ser
’

realizados com ress

investigagéo mostrou

alvas, ja que a determina¢cdo de Der p 1 nessa

nao ser especifica.

Similarmente, testes imunoenzimaticos para a determinagdo dos
2 devido a sua reatividade (com Der f 2), devem se
' r

alérgenos Der p

avaliados como exp
ee grupo-especiﬂcos.

osicao a alérgenos preferencialmente do grupo 2, por

que néo sao espéci
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Por outro lado, ensaio para deteccdo do alérgeno Der f 1 nao reagiy
com os alergenos Der p 1 e Der p 2. Desta forma, este énsaio mostrou ser
util na determinagdo da real prevaléncia de D, farinae dentro da fauna

acarina brasileira.

Apesar do conhecimento da existéncia de reatividade na ligacéo dos
anticorpos IgE entre os alérgenos Der p 1eDerf1(HEYMANN et al., 1986),
Os altos niveis dos alérgenos Derp 1, Derp 2 e particularmente Der f 1 nas
amostras de poeira analisadas mostraram que os acaros D, pteronyssinus e
D. farinae sao importantes na sensibilizacdo e exposicdo de pacientes
asmaticos residentes na cidade de Uberlandia. Estes resultados permitem
concluir que deve-se estabelecer a necessidade ou nzo de se incluir novos
extratos de acaros na bateria de testes cutaneos utilizados na avaliacéo do
paciente com suspeita de alergia respiratéria, conforme a fauna acarina
regional. Consequentemente, medidas de controle ambientg| para reducso

de acaros devem ser instituidas, como parte importante da estratégia globa|

de tratamento do paciente alérgico.
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6. CONCLUSOES

e IgE sérica especifica aos alérgenos Derp 1, Derp2e

as de soro analisadas mostraram que a sensibilizacéo a

te entre os pacientes asmaticos de Uberlandia

1) Os altos niveis d
Der f 1 nas amostr
estes alérgenos € importan

2) A cama foi © local de maior concentracdo dos alérgenos dentre os

nalisados para a exposigdo aos referidos alérgenos de

diferentes locais a
acaros.
es asmaticos SPT ¥, a grande maioria

3) Entre as residéncias de pacient
ra Der p 1, Der p 2 e Der f 1

de exposi¢ao alergénica pa

apresentou indice
eira (fator de risco para sensibilizagao). Ja as

em niveis = 2 ug/g de po
e individuos nao atopi
Derpl1e Der p 2, por
vel de exposicao.

residéncias d cos (NA) apresentaram menores indices

de exposigao pard
considerando O mesmo ni

ém altos indices para Der f 1

24 + ..
tes asmaticos SPT *, a maioria apresentou

déncias de pacien
em niveis > 10 ng/g de poeira

lergénica para Der f 1
cao dos sintomas de asma). Ja as residéncias

4) Entre as resi
indice de exposi¢ao @
sco para exacerba
ndo atopicos (NA
ando o0 mesmo fator d

(fator de i
de individuos

) apresentaram menores indices de

exposicao, consider e risco.
significativa entre os indices de exposicao

ve correlagdo
a especifica aos alérgenos Derp 1, Derp

jveis de igE séric
ntes asmaticos SPT".

5) Nao hou
alergéncia e 0s N

2 e Der f 1 entre pacie

jveis dos alérgenos Der p 1, Der p 2 e particularmente Der f 1

poeira anali

ge sao importante
tes na cidade de Uberlandia.

6) Os altos n
nas amostras de

sadas mostraram que 0s acaros D
s na sensibilizagédo e exposigéo de

pteronyssinus € D. farin

pacientes asmaticos residen
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7. RESUMO

Acaros da famila Pyroglyphidae (Dermatophagoides spp.) s&o as
principais fontes de alérgenos na poeira domiciliar. A associagdo entre
exposicdo e sensibilizagéo a alérgenos de acaros no desenvolvimento de
doencas alérgicas, particularmente a asma, tem sido reconhecida em varias

partes do mundo. Estudos anteriores realizados no Brasil ttm mostrado que
D. pteronyssinus (Dpt) e B. tropicalis séo as espécies de acaros mais

prevalentes enquanto que D. farinae é raramente encontrado. Os objetivos

deste estudo foram avaliar a sensibilizagéo e a exposicao alergénica entr
e

pacientes asmaticos e individuos nao atopicos (NA) residentes em

Uberlandia frente aos alérgenos Der p 1, Der p 2 e Der f 1 bem como
investigar a correlagéo entre 0s indices de exposicdo a estes alérgenos com
a sensibilizagdo. Um total de 89 pacientes asmaticos foi submetido ao teste

cutaneo de punctura (SPT) para Dpt e dividido nos grupos SPT * (n = 48) e
SPT -~ (n = 41). Adicionalmente, 26 individuos ndo atopicos (NA) nao
atopicos foram incluidos. A sensibilizagao foi avaliada pela determinagdo dos
niveis de IgE sérica especifica (= 3,9 EU/mL) aos alérgenos Der p 1, Der p 2

e Der f 1 por ELISA reverso. A exposicdo alergénica foi avaliada pela

determinagédo dos niveis dos respectivos alérgenos na poeira domiciliar por

ELISA sandwich.
s Derp 1, Derp 2 e Der f 1 foi aproximadamente de 38%, 37%

A sensibilizagdo de pacientes asmaticos (SPT *e SPT )

aos alérgeno
e 34%, respectivamente.
izagdo aos alérgenos Der p 1, Der p
apresentando niveis médios de IgE especifica de

+

Entre os pacientes asmaticos SPT a
sensibil 2 e Der f 1 foi respectivamente
de 68.8%, 68,8% e 60,4%,

247, 284 e 19,7 EU/mL, respe
(96% a 100%) dos pacientes asmaticos SPT e individuos n&o atépicos (NA)

¢éo a estes alérgenos. A cama foi o local de maior

ctivamente. Em contraste, a vasta maioria

néo apresentou sensibiliza
enos, apresentando niveis médios de 3,0, 36 e 17,1

concentragdo dos alérg
ugl/g de poeira para Der p 1, Der p 2 e Der f 1, respectivamente, nas
residéncias de pacientes asmaticos. Considerando niveis > 2 ug/g de poeira
(fator de risco para sensibilizagdo), os indices de -exposicdo entre os
pacientes asmaticos spT * foram de 75% (Der p 1), 70,8% (Der p 2) e 87,5%

(Der f 1), enquanto 23.1% (Der p 1 e Der p 2) e 84,6% (Der f 1) foram
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encontrados no grupo néo atépicos (NA). Considerando niveis > 10 pg/g de
poeira (fator de risco para exacerbagéo dos sintomas de asmay), os maiores
indices de exposigao entre os pacientes asmaticos SPT * foram de 50%
45,8% e 75% para Derp 1, Derp 2 e Der f 1, respectivamente, ao contrério’

dos individuos nédo atdpicos (NA) que apresentaram menores indices de
exposicao (0% para Der p 1 e Der p 2, e 23 1% para Der f 1). Nao se
observou correlacdo significativa entre os niveis de IgE sérica especifica e o
indice de exposicéo alergénica. Os altos niveis dos alérgenos Der p 1, Der p
2 e particularmente Der f 1 nas amostras de poeira analisadas mostraram
que os &acaros D. pteronyssinus e D. farinae sio importantes na
sensibilizagéo e exposi¢éo de pacientes asmaticos residentes na cidade de
Uberlandia. Estes resultados permitem concluir que deve-se estabelecer 3
necessidade ou ndo de se incluir novos extratos de acaros na baterig de
testes cutaneos utilizados na avaliagéo do paciente com suspeita de alergia
respiratoria, conforme a fauna acarina regional. Consequentemente,
medidas de controle ambiental para redugdo de acaros devem ser
instituidas, como parte importante da estratégia global de tratamento do

paciente alérgico.
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8. SUMMARY

Mites of the family Pyroglyphidae (Dermatophagoides spp.) are the

major source of allergens in house dust. The association between expos
4 ' ' _ ure
and sensitization to mite allergens in the development of allergic disease
S,
een recognized in several parts of the world

Brazil have shown that D. pteronyssinus (Dpt)
t mite species while D. farinae is rarely

particularly asthma, has b
Previous studies performed in
and B. tropicalis aré the most prevalen
found. The aims of this study were

o the Der p 1, Der p 2, an
g in Uberlandia as well as to investigate

to evaluate the sensitization and the

exposure t d Der f 1 allergens among asthmatic
and non atopic subjects livin

patients
posure

the correlation petween €X indexes to these allergens and
sensitization. A total of 89 asthmatic patients was submitted to skin prick test

(SPT) for Dpt and divided in the groups SPT *(n=48) and SPT " (n =41). In
addition, 26 non-atopic subjects were included. Sensitization was evaluated
evels of serum specific IgE (= 3.9 EU/mL) to the Der p 1,
s by reverse ELISA. Allergen exposure was
these allergens in the house dust by

by measuring the |
r f 1 allergen
levels of
A. Sensitization among asthmatic patients

Der p 2, and De
evaluated by measuring the
oclonal antibody ELIS

Der p
mong SPT* asthmatic patients, sensitization to

two-site mon
(SPT * and SPT) 0 Derp 1.
respectively: A
Der f 1 allergens
ecific IgE mean levels of 24.7, 28.4 and 19.7

sitization to these allergens was

2. and Der f 1 allergens was about 38%

37%, and 34%,
Der p 1, Der p 2, and
respectively, presenting sp

EU/mL, respectively- in contrast, no Sen
found in the vast majority (96% to 100%) of the SPT° asthmatic patients and

cts. The highest levels of allergens were found in bedding
f3.0, 3.6, and 17.1 pglg of dust for Der p 1, Der

n the as

non-atopic subje

samples, with mean levels ©

p 2, and Der f
levels > 2 ng/g of dust
SPT* asthmatic patients Wer
(Der'f 1), while 23.1% (Derp 1 an

in the non asthmatic grouP: Considering level
erbation of asthma symptoms), the highest exposure indexes among

were 50%, 45.8% and 75% for Der p 1, Der p 2, and

thmatic patients’ homes. Considering

1, respectively: i
(risk factor for sensitization), exposure indexes among

e 75% (Der p 1), 70.8% (Der p 2), and 87.5%
d Der p 2) and 84.6% (Der f 1) were found
s > 10 pg/g of dust (risk factor

for exac
SPT asthmatic patients

was 68.8%, 68.8% and 60.4%, -
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r f 1, respectively, unlike the non-asthmatic subjects that presented lower
for Der p 1 and Der p 2, and 23.1% for Der f 1). No
en the levels of serum specific IgE

1De
exposure indexes (0%

significant correlation was observed betwe

and the allergen exposure index. The high levels of the Der p 1, Der p 2, and

particularly Der f 1 allergens in the analyzed house dust samples showed

that the mites D. pteronyssinus and D. farinae are important in the

sensitization and allergen exposure among asthmatic patients living in

Uberlandia. These results allow to conclude that the knowledge of the

regional mite fauna will
en allergen exposure and sensitization. This fact will allow

certainly contribute to better investigate the

association betwé
that is established the necessity of inc
used for evaluating patients with suspicious respiratory allergy,

ate indoor allergen avoidance in order to reduce exposure to
portant part of the global therapeutic strategies for the

luding new mite extracts in inhalant

skin test sets
and to elabor
mites as im

management of the allergic patient.
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10. ANEXOS

ANEXO 1

Universidade Federal de Uberlandia

Disciplina de Imunologia - Departamento de Patologia

Unidade de Pesquisa em Alergia Clinica

Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlindia - MG - Brasil - 38.400-902

Telefone: 034-218-2195 - TELEFAX: 034-218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , concordo em

participar do projeto de pesquisa intitulado. “Exposicdo e Sensibilizacdo a alergenos
inalantes domiciliares entre pacientes asmaticos de Uberlandia, MG.”, que sera
realizado nesta unidade estando ciente dos seguintes aspectos:

- necessidade de coletas de amostras de poeira domiciliar;

- realizacdo de exames complementares tais como teste cutdneo com

alérgenos inalantes.

- necessidade de coleta de sangue.

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta, ou
esclarecimento a qualquer davida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios €
outros assuntos relacionados com a investigagéo.

Sera respeitado o carater confidencial das informagdes fornecidas, ndo

sendo permitida a minha identificagfo.

Uberlandia , de de 19

TESTEMUNHA

TESTEMUNHA
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ANEXO 2

Universidade Federal de Uberliandia
munologia - Departamento de Patologia

Disciplina de I
Unidade de Pesquisa em Alergia Clinica
Bloco 4C - Uberlandia - MG - Brasil - 38.400-902

Campus Umuarama -
Telefone: 034-218-2195 - TELEFAX: 034-218-2333

Nome:

Numero do Prontudrio:
Sexo:

Endere¢o:

Fone:

Raga:

Peso:

Data da Consulta:

Observag0es:

Data de Nascimento:

Altura:

Idade:
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ANEXO 3

Universidade Federal de Uberlandia

Disciplina de Imunologia - Departamento de Patologia

Unidade de Pesquisa em Alergia Clinica

Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlindia - MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: 034-218-2195 - TELEFAX: 034-218-2333

IDENTIFICACAO:

NOME:
IDADE:
SEXO: ;
PROFISSAO: |

QUESTIONARIO

A- ASMA

1) Jateve chiado no peito ou crise de bronquite ou asma?

[Jsmm [ NAo

2) Quando foi a primeria vez? |

[J<iano L[] 1-5anos (] 6-12 anos [ > 12anos [ anos |

3) Quantas yezes por ano tem crise?

[]1-3 [ 4-12 O>12
4) Nos 4ltimos 12 meses quantas crises teve ?
[] nenhuma 113 ] 4-12 >12

5) Qual a pior época do ano ?

(] ano todo ] verdo (] inverno |



i
i
by
§
&
:{.

6) Qual o periodo do dia que mais aparece?

[ ] durante o dia L] a noite [] ambos

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

(] SIM [J NAO

8) Tem crise quando toma aspirina ou AAS?
[ stM [ NAO

9)Tem crise quando corre ou faz exercicio?

[J sIM (1 NAO

10) Quais os sintomas que tem durante a crise?

] chiado no peito [ falta de ar [tosse Coutros

11) Tem crise ap6s contato com:

[] poeira da casa [mofo (edo 7 gato
[ bebida gelada [cheiro forte [] fumaga de cigarro
[ frio [ calor

[Jgripe ou resfriado

108

] alimentos (qual‘?}7

D outros =

12) Vocé fuma ?

(] SIM [] N#o (pular para item 15)

13) Quantos cigarros por dia ?

[1<10 [J 10-20 20

guém proximo a vocé que fuma (em casa ou no trabalho) ?

14) Tem al
- NAO

(] sIM

[
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15) Ja precisou de pronto-socorro para melhorar a crise?

[] SIM (s6 inalagéio) [ sim (inalagdc + “soro” na veia)?

16) Quantas vezes ao foi ao pronto-socorro?

[11-3 4-12 >12

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

] sIM L] NAO

18) Quantas vezes?

[11-3 [14-12 >12

19) Qual o tempo maximo de internagdo que jateve?

[ 1 dia ] até 3 dias [ até 1 semana (> 7 dias

20) Ja necessitou de UTI para tratar a crise?

] SIM (1 NAO

21) Quantas vezes?

11 [J2-5 [1>5

22) Faz uso de medicagdo continua?

[] NAO [J SIM (quais) :

B- DERMATITE

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



[ smM [ NAO

2) Desde que idade?
[] <1 ano

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

(] sIM [ NAO

4) A coceira prejudicou o seu sono?

(] siM 1 NAO

5) As lesdes aparecem OU pioram com:

[J poeira [ Iperfume [ talco [ desinfetante

Dgiz

(11 -4 anos [15-12anos [J>12anos L[]

110

anos

[] alimentos (quais)?

[] medicamentos (quais)?

D outros +——m8
[] nada

6) Ja teve que tomar corticoide (oral ou topico) para melhorar a pele?

(ISIM ] NAO

C- RINITE

1) Jateve problema de rinite
resfriado ?

nariz) sem estar gripado o
[ NAO

] sIM

2) Qual o sintoma que mais Ihe afeta ?

(espirros ou corrimento ou obstrugdo ou coceira no
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[ espirros [] coceira (] coriza Dobstrugao todos

3) Desde que idade?
(J<tano [J1-4anos  [15-12anos [J>12ams [ __ an
0s

4) Quantas vezes no ultimo ano?

[11-3 [14-12 (1>12

5) Em que época do ano ocorreu?

[] ano todo [] verdo (] inverno

6) Qual o pior periodo do dia?
[] dia todo (] manha [ noite

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

[ siM [1 NAO

8)Quantas vezes no ultimo ano suas atividades didrias foram atrapalhadas pela rinite

{a\iVERSqu&u‘_ s e L UBERLANDEA

e /ou asma?
[ Inenhuma [] poucas [] moderadamente [ muitas
9) Faz uso de medica¢do continua?

[INAO []SIM (quais)
D- INFECCOES
1) Jateve sinusite?

[0 siM [J NAO
2) Quantas Vezes : :

[d2-5 Os5-12 (s 12

1
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3) Tratou com antibiético?
[ sim I NAO

4) Ja teve otite ?
L] siM [J NAO (pule para a questéio 7)

5) Quantas vezes ?

1 [12-5 []5-12 Os12

6) Tratou com antibioticos?
[IsiM [INAO

7) Ja teve pneumonia ?
[]smM (] NAO (pule para questdo 10)

8) Quantas vezes ?

L1 [J2-5 O5-12 Os12

9) Tratou com antibioticos?

] siM ] NAO

10) Teve outros tipos de infeccdo ? Quais ?
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ANEXO 4

Universidade Federal de Uberlandia
Disciplina de Imunologia - Departamento de Patologia

Unidade de Pesquisa em Alergia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia - MG - Brasil - 38.400-902

Telefone: 034-218-2195 - TELEFAX: 034-218-2333

FICHA DO PACIENTE ASMATICO

NOME:

CARACTERISTICAS DA CASA:

ANIMAIS: Onenhum  [aves O cdo(interno) O cdo(externo)

0 gato O roedores L outros

PI1SO: O cimento liso O cerdmica [ taco [ tdbua corrida O paviflex

0 tapete(quarto) 0 tapete(sala) 0 carpete(quarto)

[J carpete(sala) Coutros

0 tecido d couro O sintético ] almofadas

SOFA:

FICHA DO INDIVIDUO CONTROLE

NOME: IDADE: SEXO:

ENDERECO:
TELEFONE:
CARACTERISTICAS DA CASA:

ANIMAIS: O nenhum 0 aves 0 cdo(interno) O cdo(externo)

[ gato O roedores O outros

0 cimento liso O cerdmica [ taco 0 tdbua corrida

PISO:
0 paviflex
0 tapete(quarto) O tapete(sala) O carpete(quarto)
[J carpete(sala) Coutros
0 sintético (0 almofadas

SOFA.:[ tecido J couro
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ANEXO 5

Universidade Federal de Uberlindia
Disciplina de Imunologia - Departamento de Patologia

Unidade de Pesquisa em Alergia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia - MG - Brasil - 38.400-902

Telefone: 034-218-2195 - TELEFAX: 034-218-2333

INSTRUCOES PARA A COLETA DE POEIRA DOMICILIAR

PROCEDIMENTO:
Cinco amostras sdo colhidas na casa - duas na sala, duas no quarto e uma na cozinha

PROTOCOLO:
1 - Aspire até obter uma quanti

quando a base do tecido ndo po

dade suficiente da amostra (a amostra € suficiente
de ser vista através da camada de poeira);

mente remover a cabega do adaptador e dobrar o pano varias vezes ao

2 - Cuidadosa
aco plastico zipado;

meio e colocar no interior de um s

al de coleta da casa as pegas do aspirador que precedem o filtro

3 - Entre cada loc
a umedecida;

devem ser limpas com cOMPIess

4 - As cinco amostras devem ser reunidas com elastico ou em um saco plastico
zipado;
domiciliar as pegas do aspirador que precedem o filtro devem

5 - Entre cada visita
decida.

ser limpas com compressa ume

LOCAIS DE COLETA:
ma da geladeira, ao redor do lixo ¢ no interior dos

1 - Cozinha: chdo, ao redor ¢ em ci
armarios (normalmente serdo encontrados muitos resquicios alimentares);
M

2 - Sala de espera:

A) sofa (encosto, por cima e por baixo), almofadas (tanto por cima quanto por
baixo0);

B) chéo (se encarpetado, geralmente sera obtida uma quantidade da amostra
adequada);
3 - Quarto:

A) cama (colchdo - em cima e abaixo do lengol e travesseiro - por fora e por
dentro da fronha);

B) chio.
MATERIAILS UTILIZADOS: T
1 - Aspirador de p6 — Papa po da Arno; =

liéster de aproximadamente 15X15 cm. -

7 - Tecido de algoddo e/ou po

LEey

=00



