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RESUMO

Rinite alérgica (RA) é um problema de saude publica global de suma importancia, devido ao
crescente aumento da sua prevaléncia em todo o mundo. Acaros da poeira domiciliar como
Dermatophagoides spp. constituem as principais fontes de sensibilizagdo alergénica em
individuos geneticamente predispostos. Este estudo teve como objetivo avaliar os niveis de
anticorpos IgA, IgE e IgG4 especificos ao extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus
(Dpt) e aos seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em amostras de soro e saliva de
criangas e adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos. Um total de 86 individuos foi estudado, dos
quais 72 tinham RA e teste cutdneo positivo para o extrato Dpt, e 14 eram saudaveis ndo-
alérgicos, com teste cutdneo negativo para aeroalérgenos. Amostras pareadas de soro e saliva
foram coletadas de todos os individuos e analisadas por ensaios imunoenzimaticos. Os niveis
de IgE sérica e de IgG4 sérica ou salivar especificas a Dpt, Der p 1 e Der p 2 foram maiores
em criancas ¢ adolescentes alérgicos que nao-alérgicos (p < 0,05). Ao contrario, os niveis de
IgA sérica e salivar para todos os alérgenos foram maiores em individuos nio-alérgicos em
relacdo aos alérgicos (p < 0,05). A razdo IgG4/IgE sérica foi menor do que 1,0 para todos os
alérgenos e significativamente menor em individuos alérgicos que ndo-alérgicos. Pode-se
concluir que criangas e adolescentes alérgicos a acaros da poeira domiciliar apresentam altos
niveis de IgE sérica e IgG4 sérica e salivar alérgeno-especificas e baixos niveis de IgA sérica
e salivar alérgeno-especificas a Dpt, Der p 1 e Der p 2. Anticorpos IgG4 alérgeno-especificos
estdo presentes em soro € saliva de criancas e adolescentes alérgicos com IgE sérica
especifica a alérgenos de acaros da poeira domiciliar, porém IgE predomina em soros de
criancas e adolescentes alérgicos enquanto IgG4 predomina em soros de ndo-alérgicos. IgA
especifica parece atuar como anticorpo protetor natural ja que predomina em soro e saliva de

criangas e adolescentes ndo-alérgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Rinite alérgica, Dermatophagoides pteronyssinus, IgA sérica, IgA
salivar, IgE, 1gG4.



ABSTRACT

Allergic rhinitis (AR) is a global public health problem and it is gaining importance due to the
rapid increase in its prevalence worldwide. House dust mites as Dermatophagoides spp. are
the major sources of allergen sensitization in genetically predisposed subjects. This study
aimed to evaluate serum and salivary IgA, IgE and IgG4 levels to Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt) and its major allergens (Der p 1 and Der p 2) in allergic and non-allergic
children and teenager. A total of 86 subjects were studied, from which 72 had AR and
positive skin test to Dpt extract, and 14 were non-allergic subjects, with negative skin test to
aeroallergens. Paired serum and saliva samples were collected from all subjects and analyzed
by immunoenzymatic assays. Levels of serum IgE and serum or salivary 1gG4 antibodies to
Dpt, Der p 1, and Der p 2 were higher in allergic than non-allergic children and teenager (p <
0.05). In contrast, levels of serum and salivary IgA antibodies to all allergens were higher in
non-allergic than allergic children and teenager (p < 0.05). It was noted that the ratio serum
IgG4/IgE was lesser than 1.0 to all allergens and significantly lower in allergic than non-
allergic children and teenager. It can be concluded that allergic children and teenager have
high levels of serum IgE and IgG4 serum and salivary allergen-specific and low levels of
serum and salivary IgA allergen-specific to Dpt, Der p 1 and Der p 2. Specific 1gG4
antibodies are present in the serum and saliva from allergic children and teenager along with
specific serum IgE, but IgE predominates in the serum of allergic children and teenager
whereas 1gG4 prevails in the serum of non-allergic children. Specific IgA appears to act as
natural protective antibody since it predominates in the serum and saliva from non-allergic

children and teenager.

KEY WORDS: Allergic rhinitis, Dermatophagoides pteronyssinus, serum IgA, salivary IgA,
IgE, IgG4.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acaros e alérgenos da poeira domiciliar

Os acaros representam a principal fonte de alérgenos em areas geograficas imidas e a
sensibilizacdo para os seus alérgenos ¢ um grande fator de risco de doencgas alérgicas
respiratorias em individuos expostos (ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001). De acordo com
Boquete e colaboradores (2006), 80 a 90% de pacientes com asma e 10% da populacdo geral
estdo sensibilizados aos alérgenos de 4caros da poeira domiciliar.

Dentre os acaros da poeira domiciliar, destaca-se o da familia Pyroglyphidae
(Dermatophagoides pteronyssinus) que ¢ considerado importante fonte de alérgeno para
sensibilizacdo em pacientes geneticamente predispostos (MIRANDA; QUINTERO;
ALMANZA, 2002; HART et al., 2007).

1.1.1 Dermatophagoides pteronyssinus

A espécie D. pteronyssinus foi caracterizada em 1897 pelo zoologista francés
Trouessart e ¢ vulgarmente conhecida como &acaro europeu. Além de paises europeus, é
encontrado em paises americanos e ¢ considerado uma das principais fontes de alérgenos
presentes na poeira domiciliar. Esta espécie necessita de altas temperaturas e umidades para a
sua sobrevivéncia e proliferagdo (ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001).

A poeira domiciliar ¢ considerada seu habitat alternativo, uma vez que seu ambiente
natural se constitui de ninho de passaros e peles de pequenos mamiferos. O mecanismo de
dispersdo deste animal, incluindo a ocupag¢do de seus habitats, ¢ favorecido pela sua
morfologia, sendo assim, considerados como “planctons aéreos”. Além disso, adota uma
estratégia de vida do tipo », onde o reduzido tamanho e o investimento na reprodug¢do em
massa sdo caracteristicas marcantes. Isso faz com que seu desenvolvimento seja precoce e sua
sobrevivéncia esteja diretamente ligada as condi¢gdes ambientais (JACQUET et al., 2000).

No Brasil, a prevaléncia desta espécie tem sido avaliada em diversos trabalhos. Arruda
e colaboradores (1991) realizaram um estudo sobre a sensibilizag¢@o e a exposicdo a alérgenos
de acaros entre criancas na cidade de Sao Paulo-SP, onde foi verificado alta freqiiéncia nos
niveis de IgE especifica a D. pteronyssinus na maioria das criangas estudadas (95%). Um

estudo realizado por Terra e colaboradores (2004) na cidade de Uberaba-MG, revelou que D.
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pteronyssinus foi a espécie de maior freqiiéncia (15,3%), seguida por D. farinae (12,3%) por
meio de identificacdo morfologica.

Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, os niveis de sensibilizagdo a D.
pteronyssinus em pacientes ambulatoriais com diagndstico de asma e rinite alérgica na cidade
de Uberlandia-MG foram de 61,7%, confirmando sua importancia como fonte de alérgenos

(SOARES et al., 2007).

1.1.2 Alérgenos de D. pteronyssinus

Grande parte dos alérgenos de D. pteronyssinus sdo elementos presentes no corpo ou
na matéria fecal dos 4caros (TOVEY; CHAPMAN; PLATTS-MILLS, 1981). Os alérgenos
relacionados as fezes sdo originados do trato gastrintestinal do 4caro, e alguns desses também
se encontram presentes em sua saliva. Outra provavel fonte de alérgenos dessa espécie inclui
enzimas associadas aos processos de mudangas de estagios.

Os alérgenos desta espécie, bem como das demais espécies de acaros sdo divididos em
grupos, de acordo com a composi¢do bioquimica, homologia ¢ massa molecular. Até o
momento, foram descritos vinte alérgenos de D. pteronyssinus (LORENZ et al., 2009), sendo
que algumas de suas principais caracteristicas bioquimicas estdo apresentadas no Quadro 1.
Os alérgenos do grupo 1 (Der p 1, 25kDa) estdo localizados em altas concentra¢des nas
bolotas fecais (JACQUET et al., 2000), enquanto os do grupo 2 (Der p 2, 14kDa) sdo os mais
encontrados nos componentes do corpo do acaro (ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001). Assim,
Der p 1 e Der p 2 sdo considerados alérgenos principais de D. pteronyssinus, devido a serem
reconhecidos por mais de 80% dos pacientes sensiveis ao acaro (JACQUET et al., 2000;

ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001).
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Massa Frequéncia
Alérgeno Identidade bioquimica ou homologia molecular | de ligagao a
(kDa) IgE (%)
Cisteina protease; homologia com: papaina,
Derp 1 25 80
actidina, catepsinaB e H
Funcgéo desconhecida; homologia com a proteina
Derp 2 . o 14 80
putativa epididimal humana
Tripsina; homologia com Der p 6 e Der f 6, e
Derp3 28 16-100
outras tripsinas de mamiferos e invertebrados
Amilase; homologia com a-amilases de insetos e
Derp4 ] 60 40-46
mamiferos
Derp 5 Funcéo e sitios de clivagens desconhecidos 15 50-70
Quimiotripsina; homologia com Der p 3 e Der f 3,
Derp6 além de quimiotripsinas de mamiferos e 25 40
invertebrados
Derp7 Funcéo e sitios de clivagem desconhecidos 31 50
Glutationa-S-transferase (GST); homologia com
Derp 8 26 20-40
outras GSTs
Derp 9 Serina protease colagenolitica 30 90
Tropomiosina; homologia com tropomiosinas de
Derp 10 37 50-95
outros invertebrados
Paramiosina; homologia com paramiosinas de
Der p 11 ) 96 80
outros invertebrados
Derp 13 Proteina ligante de acido-graxo 15 ND
Semelhante a apolipofirina; identidade com M- 177
Der p 14 90
177 (variavel)
Derp 15 Funcgé&o desconhecida, homologia com quitinases 95 80
Derp 18 Funcao desconhecida, homologia com quitinases 60 90
Derp 20 Kinase arginina 40 44
Der p 21 Funcgéo desconhecida 16 ND
Funcéo desconhecida, homologia com dominio
Derp 23 o 14 ND
peritrofina-A

Quadro 1. Propriedades bioquimicas dos alérgenos de D. pteronyssinus. FONTE: LORENZ

et al. (2009).

- ausente; ND nio determinado
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1.2 Alergia e atopia

O termo “alergia” vem do grego “Allos”, que significa altera¢do do estado original, e
foi utilizado pela primeira vez em 1906, por Clemens Von Pirquet, para designar “uma
capacidade alterada do organismo de reagir a uma substincia estranha”. Tratava-se de uma
definicdo extremamente ampla que incluia todas as reacdes imunologicas. Atualmente alergia
¢ definida de modo mais restrito, como uma parte de uma classe de respostas do sistema
imune, denominadas reagdes de hipersensibilidade (CHARLES et al., 2006).

Hipersensibilidade ¢ um termo utilizado para descrever uma resposta imune adaptativa
que ocorre de forma exagerada ou inapropriada (ROITT et al., 2006). A classificagdo das
reacdes de hipersensibilidades segundo Gell e Coombs (1968) ¢ dividida em tipos I, II, II e
IV. Johansson e colaboradores (2004) tém preconizado utilizar o termo de hipersensibilidade
para descrever objetivamente os sinais e sintomas iniciados pela exposi¢do a um estimulo
definido em uma dose tolerada por individuos normais. A alergia ¢ , em geral, uma reacdo de
hipersensibilidade por mecanismos imunoldgicos especificos. Quando outros mecanismos
podem ser comprovados, como na hipersensibilidade a aspirina, o termo hipersensibilidade
ndo alérgica deve ser utilizado (JOHANSSON et al., 2004).

O termo atopia refere-se a tendéncia pessoal ou familiar de produzir anticorpos IgE em
resposta a doses intermediarias de alérgenos ambientais, tais como proteinas antigénicas de
acaros, fungos e polens, e desenvolver doengas tipicas, como asma, rinite ou dermatite atopica
(JOHANSSON et al., 2004). Portanto, a alergia ou hipersensibilidade imediata ¢ caracteristica
de individuos atopicos.

Asma e rinite alérgica sd3o as manifestagcdes mais comuns de doenga clinica atopica,
apds exposicdo aos alérgenos do meio ambiente, seguida pela dermatite atdpica. Duas ou mais
formas clinicas de atopia podem coexistir a0 mesmo tempo no mesmo paciente, ou em
diferentes tempos no curso da doenga, e a atopia pode ser assintomatica (CAMARGOS et. al,

2007).

1.3 Rinite alérgica

1.3.1 Conceito e epidemiologia

De acordo com ARIA (Rinite Alérgica e seu Impacto na Asma) a Rinite Alérgica (RA)

¢ definida clinicamente como uma inflama¢do da mucosa nasal, mediada por IgE, apds
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exposicdo a alérgenos, cujos sintomas (obstrucdo nasal, rinorréia aquosa, espirros e prurido
nasal) ocorrem durante dois ou mais dias consecutivos por mais de 1 hora na maioria dos dias
(BOUSQUET et al., 2001; BOUSQUET et al., 2008). O desenvolvimento dessas condi¢des
nasais cronicas ou recorrentes pode resultar em complicagdes como sinusites, otites ou
polipos nasais (LIERL, 1995).

Os alérgenos mais comuns envolvidos nas resposta de hipersensibilidade mediada por
IgE incluem dacaros da poeira domiciliar, polens, pélos de animais, esporos de fungos e
particulas de insetos (HELLINGS; FOKKENS, 2006). O alérgeno soluvel inalado € absorvido
principalmente por difusdo passiva, entra em contato com a mucosa nasal, liga-se a IgE
especifica presente nos mastocitos e basofilos levando a liberacdo local de mediadores pré-
formados ou sintetizados destas células. Inicia-se assim, o quadro sintomatoldgico desta
doenga (ABBAS; LICHTMAM; PILLAI 2008).

Nos ultimos anos, o aumento progressivo verificado na prevaléncia e morbidade das
doencas alérgicas respiratdrias vem chamando a ateng@o de pesquisadores no mundo todo.
Apesar dos progressos na compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos e do
maior e melhor arsenal terapéutico disponivel, acredita-se que a mudanga no estilo de vida das
populacdes justifique esse aumento (BACHERT et al., 2008). A alergia se tornou um dos
maiores problemas de saude em muitas sociedades modernas, onde sua prevaléncia aumentou
em até 34% em criangas ¢ 16,3% em adultos, entre a década de 60 ¢ 90 (WOOLCOCK,
2001). Atualmente, individuos que moram em grandes centros urbanos permanecem até 95%
do seu tempo em ambientes fechados (residéncia, escritdrios, escolas, automdveis, cinemas,
etc), aumentando o periodo de exposicdo a determinados alérgenos presentes nesses locais
(BACHERT et al., 2008).

Uma teoria que tenta explicar esse aumento da prevaléncia de doengas alérgicas ¢ a
“Hipotese da Higiene”, na qual se acredita que a resposta imunologica da crianca ocorra por
um processo de sele¢do dos linfocitos TH1 e TH2, influenciado por alérgenos ambientais,
poluentes, exposi¢do & fumacga do cigarro, infecgdes naturais, e utilizacdo de vacinas. Nesse
contexto, o recém nascido apresenta um discreto predominio TH2, porém com o crescimento,
ocorre um amadurecimento e conseqiiente equilibrio da resposta TH1/TH2. Esse processo ¢
geneticamente determinado, porém sofre influéncia de varios fatores como aleitamento
materno, exposicdo a infecgdes e o ambiente onde a crianga vive podem alterar (GARN;
RENZ, 2007). Apesar de existir diversos trabalhos realizados que corroboram com essa

hipotese, outros estudos mostram dados contraditorios, demonstrando que o aumento dessa
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prevaléncia necessita de maiores conhecimentos para sua compreensdo (BOUSQUET et al.,
2008).

No Brasil, em estudo realizado através de um questionario do comité International
Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC), observou-se uma prevaléncia média de
rinite de 25,7% em grupos de criancas com idade entre 6-7 anos e 29,6% entre adolescentes
com idade de 13-14 (SOLE et al., 2007). Segundo Hellings e Fokkens (2006), a rinite alérgica
acomete mais de 30 milhdes de americanos sem discriminar sexo, idade, raga ou condi¢do
socio-econdmica. Ocupa o sexto lugar dentre as doengas cronicas mais prevalentes entre esta
populagdo, que gasta anualmente, bilhdoes de ddlares para o seu tratamento. De acordo com
Meltzer (2001) e Vandenplas, D’ Alpaos e Brussel (2008), mesmo sendo uma doenga de baixa
mortalidade, suas complicagdes como sinusite, disfun¢do da tuba auditiva, disturbios do sono

e respiracdo bucal cronica, além do seu impacto na asma, resulta em alto custo financeiro.

1.3.2 Classificacio

A classificag@o atual da rinite alérgica leva em consideracdo dois aspectos basicos, a
sua duragdo e sua gravidade. Quanto a duragdo, a rinite pode ser classificada como
intermitente ou persistente e, quanto a gravidade, em leve ou moderada/grave, conforme
demonstrado na Figura 1 (BOUSQUET et al., 2001; BOUSQUET et al., 2008).

A rinite pode ainda ser classificada, de acordo com a sua etiologia, em infecciosa,
alérgica, ocupacional, induzida por drogas, idiopatica e por outras causas (irritantes;

alimentos; emocional; atrofica e refluxo gastro-esofagico) (BOUSQUET, 2001).

Intermitente Persistente
Menos de 4 dias por semana
ou
menos de 4 semanas no ano

Mais de 4 dias por semana e

mais de 4 semanas no ano

Leve Moderada — Grave
-Sono normal -Sono anormal
-Nenhum prejuizo das atividades -Prejuizo das atividades didrias
diarias, esporte ¢ lazer. -Atividades alteradas na escola ou
-Trabalho e escola normal, trabalho
- Sintomas nfo incomodam -Sintomas incomodos

Figura 1. Representagdo esquematica da classificagdo atual da rinite alérgica, de acordo com duragdo e

gravidade. FONTE: Bousquet et al., 2001.
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1.4 O sistema imune e a resposta alérgica

O desencadeamento da resposta alérgica depende da natureza do estimulo antigénico e
da predisposicdo genética do hospedeiro. O processamento do alérgeno pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) resulta na geragdo de peptideos que s@o apresentados as
células T CD4" em associagdo com moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe II (MARONE, 1998). O reconhecimento do complexo peptideo/MHC II pelas
células T CD4" com receptores especificos para os alérgenos, reforcado pelas ligagdes das
moléculas co-estimulatorias B7-1(CD80)/B7-2(CD86) e CD28, leva a ativagao das células Th
(T helper ou T auxiliadora) primarias (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Na resposta imune, hé a participagdo de pelo menos dois tipos distintos de células T
helper, Thl e Th2. O fendtipo Thl estd envolvido na imunidade a bactérias intracelulares,
protozodrios, virus e producdo das citocinas [FN-y e TNF-. Uma resposta imune tipica de
células Thl especificos ¢ caracterizada por respostas cutdneas de hipersensibilidade tardia e
ativacdo de linfécitos B produtores de anticorpos IgG, principalmente da classe IgGl em
humanos. O fenotipo Th2 estd associado com respostas imunes a alérgenos e helmintos. A
célula Th2 ativada expressa ligante de CD40 e secreta IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, citocinas que
auxiliam as células B a produzirem anticorpos IgE e IgG4. Além disso, IL-3, IL-5 ¢ GM-CSF
secretadas pelas células Th2 ativadas ativam eosinéfilos, baséfilos e mastocitos. A 1L-4
estimula a expressdo de VCAM-1 (molécula-1 de adesdo celular vascular) nas células
endoteliais, resultando em aumento da adesdo dos linfécitos, monocitos e especialmente
eosindfilos. A IL-5 € um importante fator de crescimento seletivo para diferenciag@o terminal,
ativacdo e manutencdo dos eosindfilos nos tecidos, possivelmente inibindo a sua apoptose.
Além disso, IL-5 em associacdo com TGF-f, participa na producdo de anticorpos da classe
IgA (PICCIRILLO et al., 2002; JAMES; DURAN, 2008).

Virias citocinas estdo envolvidas na modulacdo da sintese de IgE, tais como IFN-y,
[FN-a, TNF-B, IL-8, IL-10, que inibem sua sintese ou IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, TNF-a
que tém efeito estimulatéorio (WORM; HENZ, 1997). Recentemente, uma subpopulacio de
células T CD4+CD25+ denominadas de células T regulatérias produtoras de TGF-f3, tem sido
identificada com propriedades imunorregulatdrias (inibitérias) tanto para células Thl como
Th2, apresentando um possivel papel no controle de respostas alérgicas (MOINGEON et al.,
2006). Estudos indicam que o mecanismo de supressdo das respostas em diferentes condi¢des

patologicas (autoimunidade, respostas alérgicas e infecciosas, entre outras) destas células ¢
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dependente da produgdo e secre¢do de TGF-f3 e/ou IL-10 (PICCIRILLO et al., 2002; JAMES;
DURAN, 2008).

Atualmente, uma terceira sub-populagdo de células Th CD4" distinta de Thl e Th2,
produtora de IL-17, tem sido caracterizada como Th17. Esta sub-populagdo se diferencia a
partir da célula ThO na presenca de TGF-B3, IL-6, IL-21 e IL-23 (OBOKI et al., 2008). Assim,
células Th17 desempenham importantes fungdes na indug¢do de inflamacgdo tecidual pela
através da producdo e liberagdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, particularmente
envolvendo o recrutamento e ativacdo de neutrofilos (INFANTE-DUARTE et al., 2000).
Recentemente, foi demonstrado que em pacientes asmaticos, a expressio de RNAm
codificando para IL-17 foi aumentada em pulmdes, escarro, lavado broncoalveolar e soro, e a
gravidade da hipersensibilidade das vias aéreas em pacientes correlaciona com os niveis de
expressdo de RNAm para IL-17, sugerindo que esta citocina possui um papel importante na

inflamagdo alérgica (WANG; LIU, 2008).

1.5 Fisiopatologia da resposta imune alérgica

Mastocitos e basofilos expressam receptores de alta afinidade para o fragmento
cristalizdvel das moléculas de IgE (FceRI), sendo que outros tipos celulares como mondcitos
(MAURER et al., 1994), células dendriticas circulantes (MAURER et al., 1996), células de
Langerhans e eosindfilos (GOUNNI et al., 1994) também expressam receptor FceRI.

A ligacdo de um alérgeno com moléculas de IgE acopladas a superficie de mastocitos
e basofilos leva a despolarizagdo da membrana celular, influxo de Ca’™ extracelular e
posterior liberagdo de Ca' intracelular, culminando com a ativagdo de enzimas como a
miosina quinase e a fosfolipase A2, além da queda nos niveis intracelulares de AMP ciclico
(ROITT; BROSTOFF; MALE, 2006).

Nos mastdcitos, o resultado da ativagado ¢ a geracdo de mediadores lipidicos, como as
prostaglandinas D2 (PGD») ou leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4) e a exocitose de granulos
secretores. A exocitose de histamina e outros mediadores pré-formados promovem aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, edema e contragdo de musculos lisos, fenomenos
esses responsaveis pelas manifestagdes clinicas preliminares das reacdes de hipersensibilidade
do tipo I ou imediata, ocorrendo nos primeiros 30 minutos seguidos a exposicdo alergénica
(ABBAS; LICHTMAN; PILLALI 2008).

Nas 12 (doze) horas que se sucedem, ocorre progressiva infiltragdo tecidual de células

inflamatdrias, desde neutréfilos a eosindfilos e células mononucleares, em resposta a



22

mediadores quimicos (JAMES; DURAN, 2008). Os principais mediadores da resposta tardia,
segundo Galli e Lantz (1999), sdo as citocinas, sobretudo as interleucinas do tipo Th2 (IL-3,

IL-4, IL-5, e IL-13), os quimiotaticos celulares e as moléculas de adesao.

1.6 Sensibilizacio em pacientes com alergia respiratoria

A sensibilizag@o de pacientes com alergia respiratdria € comumente avaliada por testes
cutaneos (in vivo) e/ou pesquisa de IgE sérica especifica (in vitro) (PLATTS-MILLS;
SOLOMON, 1993).

1.6.1 Testes cutaneos

Existem duas técnicas convencionais, de acordo com o local de deposi¢do do extrato
alergénico na pele, sendo que seus resultados podem ser complementares: teste cutaneo de
puntura (TCP) e teste intradérmico (ID).

O diagnédstico de alergia por meio de testes cutaneos de puntura sdo uteis para a
identificacdo de pacientes portadores de hipersensibilidade mediada por IgE. Sdo exames de
alta especificidade e sensibilidade, de rapida e simples execug¢do, e econdmicos comparado a
determinagdo laboratorial da IgE sérica especifica. Contudo, ndo diagnosticam a doenga
alérgica, simplesmente determinam a presenca ou auséncia de anticorpos IgE alérgeno-
especificos, importantes na patogénese da doenca alérgica (OWNBY, 1988; BERNSTEIN;
STORMS, 1995).

Quando um individuo sensibilizado ¢ estimulado pela administragdo através da pele de
um antigeno apropriado, o local torna-se eritematoso por congestdo hemdatica dos vasos
sanguineos localmente dilatados. Na segunda fase, uma pépula origina-se em decorréncia do
extravasamento de plasma das vénulas. Na terceira fase, os vasos sanguineos nas margens da
papula se dilatam e ficam ingurgitados com hemacias, resultando em eritema. A reagdo
edematosa-eritematosa completa pode aparecer em 10 a 15 minutos depois da administragdo
do antigeno e geralmente desaparece em menos de uma hora (KING; TAMULIS; LOCKEY,
2008).

Virios métodos sdo empregados para a mensuragdo da resposta cutdnea ao teste
cutdneo de puntura. Tomando-se a medida da papula, os métodos mais empregados sdo a
média de dois didmetros (SQUILLACE et al., 1997) e a comparagdo dessa média com um

controle negativo (TUNNICLIFFE et al., 1999). Os padrdes de medicdo e interpretagdo dos
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resultados dos testes cutaneos variam muito, contudo, sdo importantes para determinar o valor
preditivo do teste. Dessa forma, valores limites maiores ou iguais a 3mm de papula sdo

relatados como positivos (KING; TAMULIS; LOCKEY, 2008).

1.6.2 Pesquisa de IgE sérica especifica

A pesquisa de IgE sérica especifica para um painel de alérgenos tem maior valor para
o diagnostico de atopia, porém o resultado positivo, assim como nos testes cutaneos, nao ¢
suficiente para o diagndstico. E necessario que o resultado da IgE especifica tenha relagio
com a historia clinica do paciente, devido os niveis de IgE especifica sofrerem influéncia de
alguns fatores como idade, tempo de sensibiliza¢do ao antigeno, presenca de IgG especifica
no soro, detalhes da técnica, qualidade dos reagentes, forma de apresentacdo do alérgeno no
suporte solido, tempo de incubagdo do soro com os antigenos, entre outros (OWNBY, 1988).
Assim, varios estudos demonstram que a determinagdo dos niveis de IgE sérica especifica a
alérgenos inalantes domiciliares pode ser uma ferramenta valiosa no diagnostico de pacientes

atopicos (MASTRANDREA et al., 1997; SILVA et al., 2001).

1.7 Resposta de anticorpos IgA, IgE e IgG4 aos alérgenos de D. pteronyssinus

A grande maioria dos alérgenos de D. pteronyssinus sdo potenciais imunogenos e sio
reconhecidos por anticorpos IgA, IgE e subclasses de IgG em individuos alérgicos.

A IgA representa a principal classe de anticorpos nas vias aéreas superiores ¢ médias,
enquanto a IgG constitui a classe mais relevante para a prote¢do dos alvéolos e das vias aéreas
inferiores. Quanto mais central e alta for a via aérea, menor serd a concentragdo relativa de
IgG para IgA; na saliva, a concentracdo de IgA ¢ trés a oito vezes maior que a de IgG
(REYNOLDS, 1986).

Nos dois primeiros anos de vida, os niveis de IgA s3o geralmente bem reduzidos.
Valores de adultos sdo alcangados por volta de 8 anos de idade. A avaliagdo quantitativa da
IgA secretora (IgAs) em saliva, por métodos extremamente sensiveis, tem demonstrado a sua
presenca em nivel de mucosa ja a partir da segunda semana de vida. Entretanto s6 atinge
niveis semelhantes aos de adulto por volta de sete a oito anos de idade (STIEHM, 1996;
BOTTCHER et al., 2002).

Anticorpos da classe IgA desempenham um papel essencial na prote¢do das mucosas.

Na maioria dos individuos atépicos, os niveis de IgA sérica estdo diminuidos e ndo aumentam
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com a idade, como ocorreria em criangas ndo alérgicas. Individuos ndo atdpicos respondem
com produc¢do normal de IgA frente a exposicdo a alérgenos ambientais, o que desencadearia
o mecanismo de exclusdo imune, impedindo que essas particulas sensibilizassem as células
responsaveis pela producdo de IgE. Em pessoas com deficiéncia de IgA esse mecanismo de
exclusdo imune deixaria de ocorrer, propiciando o contato do antigeno com plasmdcitos
produtores de IgE e, dessa forma, desencadeando os mecanismos de hipersensibilidade tipo I
(BOTTCHER et al., 2002; AGHAMOHAMMADI, 2009).

Enquanto a elevagdo dos niveis de IgE em resposta a alérgenos ambientais ¢ uma
caracteristica distinta da atopia, anticorpos IgG alérgeno-especificos a esses mesmos
alérgenos sdo detectados no soro e na saliva, tanto de individuos atopicos, quanto de
individuos ndo atdpicos, com distribuicdo diferente nos dois grupos (KENEMY et al., 1989).
As principais classes de anticorpos IgG alérgeno-especificos relatadas sdo IgG1 e IgG4, e a
predominancia de uma ou outra classe depende do grau de exposi¢do ao alérgeno (JAMES;
DURHAN, 2008).

Sabe-se, portanto, que a IgE apresenta um importante papel na doenca alérgica a
acaros da poeira domiciliar, sobretudo da familia Pyroglyphidae. Entretanto, com relagao as
subclasses de IgG na fisiopatologia da rinite ainda ndo estd muito bem elucidado. Em um
estudo realizado por Oshika e colaboradores (1992), foi verificado que os niveis de IgG total e
IgG1 e IgG4 foram dez vezes maiores em individuos com rinite alérgica, comparado aos nao-
alérgicos. Atualmente, Aalberse e colaboradores (2009) apontaram véarias fungdes da IgG4,
baseada em estudos sobre a importancia desta subclasse.

Vérios pesquisadores tém atribuido uma atividade protetora as subclasses de IgG,
principalmente, IgG4, que ¢ produzida como resultado de uma longa exposicdo antigénica e
atuaria como um fator inibitério da reacdo de hipersensibilidade mediada por IgE. Desta
forma, acredita-se que IgG4 poderia neutralizar o antigeno ou bloquear o anticorpo,
melhorando, deste modo, o quadro da reacdo alérgica (MORI et al., 2001; MOBS et al.,
2008). As subclasses de IgG podem ser quantificadas para avaliar a eficacia da imunoterapia
especifica com alérgenos, embora sejam limitadas para determinar o resultado clinico
(MELLO, 2001; MOBS et al., 2008).

Diante do exposto, a identificagdo e quantificacdo de IgE especifica a alérgenos em
fluidos bioldgicos é de suma importancia para o diagnostico da rinite alérgica assim como a
identificacdo e quantificacdo de IgA e IgG4 especificas sdo importante no acompanhamento
de criangas sob imunoterapia especifica com alérgenos. Estudos relacionando os niveis destas

classes e subclasses de anticorpos em amostras de soro e secre¢des, como saliva, s3o escassos
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na literatura.

Desta forma, o presente estudo apresenta relevancia pelo desenvolvimento de técnicas
imunoenzimaticas capazes de detectar anticorpos especificos a alérgenos de D. pferonyssinus
(Dpt, Der p 1 e Der p 2) em diferentes fluidos bioldgicos (soro e saliva) de criangas com rinite
alérgica, visando a obten¢do de um melhor conhecimento da resposta imune de mucosas na
rinite alérgica. Além disso, a aplicagdo destas técnicas imunoenzimaticas serd de grande valor
no monitoramento de pacientes sob imunoterapia especifica a alérgenos, propiciando

parametros objetivos, além dos clinicos subjetivos, na avaliacdo destes pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Determinar niveis de anticorpos IgA, IgE e IgG4 especificos a Dermatophagoides
pteronyssinus € aos seus alérgenos principais, Der p 1 e Der p 2, em amostras de soro e

saliva de criangas e adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos.

2.2 Objetivos especificos

» Padronizar técnica imunoenzimatica convencional (cELISA) e reversa (rELISA)
para deteccdo dos niveis de IgA, IgE e IgG4 especificos aos alérgenos de D.
pteronyssinus em amostras de saliva de criangas e adolescentes alérgicos ¢ ndo-

alérgicos;

» Verificar a correlagdo entre os niveis de anticorpos IgA, IgE ou IgG4 ao extrato
total de D. pteronyssinus e aos seus alérgenos Der p 1 e Der p 2 em amostras de soro e

saliva de criancas e adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos;

» Verificar a correlacdo entre os niveis séricos e salivares de anticorpos IgA, IgE e
IgG4 aos alérgenos de D. pteronyssinus em criangas ¢ adolescentes alérgicos e ndo-

alérgicos;

» Determinar a razdo entre os niveis de anticorpos IgE e IgG4 especificos aos
alérgenos de D. pteronyssinus em amostras de soro de criangas e adolescentes alérgicos

e ndo-alérgicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido e aprovado sem restri¢des pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), subordinado a Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), Conselho Nacional de Saude (CNS), Ministério da
Saude, segundo normas da Resolugdo 196/96 que regulamenta a ética em pesquisa em seres
humanos (ANEXO A).

Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B) foi assinado pelos
responsaveis das criangas que concordaram em participar da pesquisa, estando cientes de
todos os procedimentos adotados. Um questionario clinico elaborado segundo ISAAC —
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (1998) (ANEXO C), foi aplicado
na presenga de médico alergologista para maior conhecimento da histéria clinica dos

individuos participantes do estudo.

3.2 Pacientes

Foram selecionados 72 criangas e adolescentes com rinite alérgica perene associada ou
ndo a asma leve, sem distin¢do de sexo e idade entre 5 e 15 anos, que foram atendidos no
Programa de Controle de Asma e Rinite do Sistema Unico de Satde (SUS) da cidade de
Itumbiara, estado de Goids, Brasil entre outubro e novembro de 2008. O diagndstico de rinite
alérgica foi baseado em critérios adotados internacionalmente (BOUSQUET et al., 2008). Os
critérios de inclusdo para a selecdo dos pacientes foram: (1) historia clinica de sintomas
respiratdrios de rinite relacionados com exposi¢do a poeira domiciliar; (2) teste cutdneo de
puntura (TCP) positivo a alérgenos de D. pteronyssinus; (3) presenga de IgE sérica especifica
aos alérgenos de D. pteronyssinus determinada por ELISA. Os critérios de exclusdo para o
estudo foram: (1) pacientes com prévia imunoterapia especifica com alérgenos; (2) pacientes
com asma moderada a grave, doengas cardiovasculares ou autoimunes, fazendo uso de drogas
quimioterdpicas ou imunossupressoras; (3) uso de anti-histaminicos ou corticosterdides, por
via oral ou topica, na semana anterior ao teste; (4) uso de corticosterdides sistémicos por
periodo de tempo prolongado; (5) presenca de lesdes dermatologicas na area de realizagdo do

teste cutaneo.
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Como grupo controle, foram selecionados 14 individuos saudaveis, sem distin¢do de
sexo, idade entre 5 ¢ 15 anos de idade, sem sintomas ou historico clinico de doengas alérgicas
e com TCP e IgE sérica negativa a alérgenos inaldveis, entre os pacientes atendidos no
Ambulatério de Pediatria Geral do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU) da cidade de Uberlandia, estado de Minas Gerais, Brasil entre janeiro e
fevereiro de 2009.

As cidades onde foram selecionados os grupos alérgicos e ndo-alérgicos estdo
localizadas na regido central do pais, numa distdncia aproximada de 150Km, apresentando

condig¢des climaticas semelhantes.

3.3 Preparacio dos extratos de acaros

A extragdo de alérgenos de acaros (D. pteronyssinus, D. farinae ou B. tropicalis) foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Pereira e colaboradores (2005). Em resumo,
200g de material seco de cultivo de dacaros (gentilmente cedido pelo Prof. Federico
Montealegre, Immunochemistry Laboratory, Medical School of Ponce — Porto Rico, EUA)
foram peneirados, adicionados em solugdo salina tamponada com borato SmM (pH 8,0)
contendo inibidores de proteases (50ug/mL de leupeptina, 10ug/mL de aprotinina, 1,6mM de
fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF], ImM de benzamidina), macerados em nitrogénio
liquido para ruptura dos 4caros e incubados durante 18 horas a 4°C sob agita¢do para extra¢do
dos alérgenos. Apds centrifugacdo a 20.000 x g durante 45 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
dialisado em solugdo salina tamponada com fosfatos 0,01M pH 7,2 (PBS) por 24 horas a 4°C,
consistindo no extrato total de acaros, o qual foi distribuido em aliquotas e armazenado a
-20°C. O contetudo protéico dos extratos totais de acaros foi determinado pelo método de
Lowry e colaboradores (1951), utilizando soroalbumina bovina como padrdo protéico para a
curva de calibragdo.

Para o TCP, os extratos alergénicos de acaros foram preparados a partir dos extratos
totais, em concentracdo protéica final de 2mg/mL em PBS contendo 0,4% de fenol e 50% de
glicerina (Bayer Corporation, Spokane, EUA). Os extratos foram armazenados em frascos de

vidro do tipo &mbar com conta-gotas a 4°C até a realizagio dos testes cutineos.
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3.4 Teste cutineo de puntura

Todas as criangas foram submetidas ao TCP de acordo com as orientagcdes da
Academia Européia de Alergologia e Imunologia Clinica (MALLING, 1993), utilizando um
painel de aeroalérgenos como segue: extrato de acaros (D. pteronyssinus, D. farinae e B.
tropicalis), preparados como descrito anteriormente (PEREIRA et al., 2005); extratos
comerciais de barata (Blattella germanica e Periplaneta americana), de fungo (Alternaria
alternata) e de animais domésticos (Felis domesticus e Canis familiaris) (IPI/ASAC, Sao
Paulo, Brasil). Foram utilizadas solu¢do de histamina a 10mg/ml como controle positivo e
diluente da preparagdo alergénica tamponado com glicerol como controle negativo
(IPI/ASAC, Sao Paulo, Brasil). Ap6s 15 minutos, as reagdes cutdneas foram mensuradas e
papulas com didmetro médio maior que 3mm que aquelas do controle negativo foram

consideradas como TCP positivo (McKAY et al., 2006).

3.5 Coleta de amostras de sangue

Paralelamente ao TCP, amostras de sangue (volume de 5SmL) foram coletadas sem
anti-coagulante de cada crianca utilizando tubos Vacutainer (Becton Dickson Vacutainer
Systems, Franklin Lakes, NJ, EUA) e agulhas 21G1 para pun¢do venosa na regido do
antebraco. As amostras de sangue foram centrifugadas durante 10 minutos a 700 x g ¢ os
soros obtidos, distribuidos em aliquotas e armazenados a -20°C até a realizagdo dos testes

1Imunoenzimaticos.

3.6 Coleta de amostras de saliva

Para obter amostras de saliva foi utilizado o Salivette® (Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht, Alemanha), seguindo instru¢des do fabricante. Primeiramente, as criangas foram
orientadas a enxaguar a boca com 4agua mineral e, posteriormente, a tampa superior do
Salivette® foi removida, o algoddo colocado embaixo da lingua durante aproximadamente 3
minutos. Em seguida, o algoddo foi removido, retornado ao Salivette® que foi colocado
imediatamente em gelo e, posteriormente, centrifugado (3.000 x g por 10 minutos a 4°C). O
sobrenadante foi coletado (1 a 1,5mL) e distribuido em aliquotas em tubos tipo eppendorf,

identificados e armazenados a -20°C até a utiliza¢io em testes imunoenzimaticos.
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3.7 Analise de anticorpos IgA especificos no soro e na saliva

Para a andlise de anticorpos IgA especificos ao alérgeno Dpt em amostras de soro e
saliva, a técnica ELISA indireto convencional foi empregada como anteriormente descrito por
Silva e colaboradores (2001). As concentracdes Otimas das amostras e reagentes foram
determinadas por meio de titulagdo em bloco dos reagentes. Em resumo, placas de
microtitulacdo de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc.,
New York, EUA) foram sensibilizadas com extrato total de Dpt (50 pL/po¢o) a 20 ug/mL em
tampdo carbonato 0,06M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e os sitios ativos dos pocos foram
bloqueados (100 uL/pogo) com PBS-T contendo soroalbumina bovina (BSA) a 1% (PBS-T-
BSA 1%) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds trés lavagens com PBS-T, as amostras de
soro ou saliva diluidas 1:50 ou 1:20, respectivamente, em PBS-T-BSA 1% foram adicionadas
em duplicata (50 pL/pogo) e incubadas por 2 horas a 37°C. As placas foram lavadas seis
vezes ¢ incubadas (50 pL/pogo) com anticorpo secundario biotinilado anti-IgA humana
(Sigma Chemical Co.) diluido 1:5000 em PBS-T-BSA 1% durante 1 hora a 37°C. Apds novo
ciclo de seis lavagens, foi adicionado (50uL/poco) o conjugado estreptavidina-peroxidase
(Sigma Chemical Co.) diluido 1:1000 em PBS-T-BSA 1% e incubado a temperatura ambiente
por 30 minutos. A reacdo foi revelada com o substrato enzimatico consistindo de H,O, a
0,03% e ABTS (2,2’-diazino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid) a 0,01M diluidos em
tampao citrato-fosfato 0,07M (pH 4,2). A densidade 6ptica (DO) foi determinada em leitor de
placas (Titertek Multiskan Plus MKII - Flow Laboratories, McLean, EUA) utilizando filtro de
405nm. Os resultados foram expressos em Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/mL) e
calculados com base em uma curva padrdo construida com um pool de soros ou salivas
contendo altos niveis de anticorpos IgA especificos a Dpt (1000UA/mL).

Para a andlise de anticorpos IgA especificos aos alérgenos Der p 1 e Der p 2, a técnica
ELISA reversa foi empregada (SILVA et al., 2001). Em resumo, placas de alta afinidade
foram sensibilizadas (50uL/po¢o) com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Der p 1
(clone 5HS; Universidade da Virginia, Charlottesville, VA, EUA) ou anti-Der p 2 (clone 1D8;
Universidade da Virginia, Charlottesville, VA, EUA) na concentragdo de 10 pg/mL em
tampdo carbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes
com PBS-T e bloqueadas com PBS-T-BSA 1%. Apos lavagens com PBS-T, as placas foram
incubadas (50pL/pog¢o) com extrato total de Dpt (20ug/mL) por 1 hora a temperatura
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ambiente. Em seguida, as placas foram incubadas (50uL/pogo) com as amostras de soro
(1:50) ou saliva (1:20) e, subsequentemente, com anticorpo secundario biotinilado anti-IgA
humana (1:3000), conjugado estreptavidina-peroxidase (1:1000) e substrato enzimatico, como
descrito para ELISA-IgA convencional. Os niveis de IgA foram expressos em UA/mL, como

estabelecido para ELISA-IgA convencional.

3.8 Analises de anticorpos IgE especificos no soro e na saliva

Para a andlise de anticorpos IgE especificos ao alérgeno Dpt em amostras de soro e
saliva, a técnica ELISA indireto convencional foi empregada como anteriormente descrito por
Silva e colaboradores (2001). As concentracdes Otimas das amostras e reagentes foram
determinadas por meio de titulagdo em bloco dos reagentes. Em resumo, placas de alta
afinidade foram sensibilizadas com extrato de Dpt (20pg/mL), lavadas e bloqueadas como
descrito em ELISA para deteccdo de IgA especifica a Dpt. As amostras de soro ou saliva
foram diluidas 1:2 em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2 horas a 37°C. Subsequentemente,
foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado anti-IgE humana (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD, EUA) diluido 1:1000 em PBS-T-BSA 1% e incubado por 1
hora a 37°C. Em seguida, foi adicionado o conjugado estreptavidina-peroxidase diluido 1:500
em PBS-T-BSA 1% e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. A reacdo foi revelada
com substrato enzimatico como descrito para ELISA-IgA convencional. Os niveis de
anticorpos IgE foram expressos em Indice ELISA (IE), segundo a férmula: IE = DO
amostra/cut off, onde o cut off foi estabelecido como a média aritmética dos valores de DO
dos soros controles negativos acrescida de 3 desvios padrdoes (RODRIGUES et al., 2004).
Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos para excluir valores de reatividade
limitrofes proximos aos valores de IE = 1,0.

Para a andlise de anticorpos IgE especificos aos alérgenos Der p 1 e Der p 2, a técnica
ELISA reversa foi empregada (SILVA et al., 2001), como descrito para ELISA-IgA. Em
resumo, placas foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-Der p 1 ou anti-Der p 2
(10pg/mL), bloqueadas e incubadas com extrato total de Dpt (20pug/mL). Em seguida, as
placas foram incubadas com amostras de soro ou saliva (1:2) e, subsequentemente, com
anticorpo secundario biotinilado anti-IgE (1:1000), conjugado estreptavidina-peroxidase
(1:500) e substrato enzimatico, como descrito para ELISA-IgE convencional. Os niveis de

anticorpos IgE foram arbitrariamente expressos em IE.
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3.9 Analises de anticorpos IgG4 especificos no soro e na saliva

Para a andlise de anticorpos IgG4 especificos ao alérgeno Dpt em amostras de soro e
saliva, a técnica ELISA indireto convencional foi empregada como anteriormente descrito
(SILVA et al., 2001). As concentragdes Otimas das amostras e reagentes foram determinadas
por meio de titulagdo em bloco dos reagentes. Em resumo, placas de alta afinidade foram
sensibilizadas com extrato total de Dpt (20 pg/mL) em tampdo carbonato 0,06 M (pH 9,6) por
18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com PBS-T ¢ bloqueadas com PBS-T-BSA 0,1% por
1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagens, as amostras de soro ou saliva foram diluidas
1:10 em PBS-T-BSA 0,1%. Subsequentemente foi adicionado o anticorpo secunddrio
biotinilado anti-IgG4 humana (Sigma Chemical Co.) diluido 1:5000 em PBS-T-BSA 0,1% e
incubado por 1 hora a 37°C. Em seguida, foi adicionado o conjugado estreptavidina-
peroxidase diluido 1:500 em PBS-T-BSA 0,1% e incubado a temperatura ambiente por 30
minutos. A reagdo foi revelada com substrato enzimatico como descrito para ELISA-IgA
convencional. Os niveis de anticorpos IgG4 foram expressos em IE como estabelecido para
ELISA-IgE.

Para a anélise de anticorpos IgG4 especificos aos alérgenos Der p 1 e Der p 2, a técnica
ELISA reversa foi empregada (SILVA et al., 2001), como descrito para ELISA-IgA. Em
resumo, placas foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-Der p 1 ou anti-Der p 2
(10 pg/mL), bloqueadas e incubadas com extrato total de Dpt (20 pug/mL). Em seguida, as
placas foram incubadas com amostras de soro ou saliva (1:10) e, subsequentemente, com
anticorpo secundario biotinilado anti-IgG4 (1:3000), conjugado estreptavidina-peroxidase
(1:500) e substrato enzimatico, como descrito para ELISA-IgG4 convencional. Os niveis de

anticorpos IgG4 foram arbitrariamente expressos em IE.

3.10 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5,0 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Como os niveis de anticorpos ndo tiveram distribuicao
normal, as comparagdes foram analisadas utilizando testes ndo-paramétricos. As diferencas
entre os grupos foram analisadas utilizando o teste U de Mann-Whitney. As diferengas nos
percentuais de amostras positivas para anticorpos IgG4 especificos aos alérgenos de D.

pteronyssinus entre os grupos foram analisadas pelo teste exato de Fisher. Correlagdo entre
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niveis de anticorpos foi analisada pelo teste de correlagcdo de Spearman. As diferengas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

3.11 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos reagentes,
bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de

biosseguranga compativeis (MINEO et al., 2005).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos individuos do estudo

Um total de 86 criangas e adolescentes foram estudados, das quais 72 tinham rinite
alérgica (42 do sexo masculino e 30 do sexo feminino; média de idade + DP: 10,0 &+ 3,1 anos)
e 14 eram individuos sauddveis ndo-alérgicos (9 do sexo masculino e 5 do sexo feminino;
média de idade + DP: 10,6 & 2,6 anos). Nao houve diferenca significativa quanto ao sexo (p =
0,7723) ou idade (p = 0,2358) entre os dois grupos. Resultados do TCP ao extrato total de D.
pteronyssinus revelou altos valores médios de papula (8,8 £ 3,2 mm) no grupo alérgico

comparado ao nado-alérgico (p = 0,0002).

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

Grupos
Caracteristicas o
Alérgico Nio-alérgico Valor de p*
Numero de individuos 72 14 -
Idade (anos)

Média (variagdo) 10 (5-15) 10,6 (7-14) 0,2358
Sexo (Masculino/Feminino) 42/30 9/5 0,7723
TCP positivo a Dp (mm)$

Media + DP 8,8+£3,2 23+1,0 0,0002

Y Positividade ao teste cutineo de puntura (TCP) a alérgenos de D. pteronyssinus (Dp) foi determinada a partir do
didmetro médio da papula e estabelecida como > 3 mm em rela¢do ao controle negativo da reagio.

* Determinado através do teste t de Student/Fisher.

4.2 Niveis de IgE especifica a Dpt e a seus alérgenos

A Figura 2 apresenta os niveis de IgE sérica aos alérgenos de D. pferonyssinus nos
diferentes grupos estudados. Os niveis de IgE anti-Dpt foram maiores no grupo alérgico
(média geométrica [m.g.] IE: 5,97) que no ndo-alérgico (m.g. IE: 0,79; p = 0,0004).
Resultados similares foram observados para os niveis de IgE anti-Der p 1 (m.g. IE: 6,59 vs

0,67, p <0,0001) e anti-Der p 2 (m.g. IE: 9,00 vs 0,75; p < 0,0001). No entanto, os niveis de
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IgE especifica na saliva foram indetectaveis em ambas as criangas e adolescentes alérgicos e

ndo-alérgicos (dados ndo mostrados).
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Figura 2. Niveis de anticorpos IgE especificos ao extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) ¢ a
seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em amostras de soro de criangas ¢ adolescentes alérgicos (n=72) ¢
ndo-alérgicos (n = 14). Os dados sdo expressos em indice ELISA (IE) e a média geométrica para cada alérgeno é
indicada por barras horizontais. A linha tracejada indica o cut off da reacdo (EI = 1,2). *** p < 0,0001 (teste de
Mann-Whitney).

4.3 Correlacao entre niveis de IgE a Dpt e a seus alérgenos

A correlagdo entre os niveis de IgE ao extrato total Dpt e aos seus alérgenos principais,
Der p 1 e Der p 2, em criangas e adolescentes alérgicos estd ilustrada na Figura 3. Niveis de
IgE anti-Dpt mostraram alta correlacdo positiva com IgE anti-Der p 1 (r = 0,8418; p < 0,0001)
(Figura 3A) e IgE anti-Der p 2 (r = 0,8484; p < 0,0001) (Figura 3B). Similarmente, niveis de
IgE anti-Der p 1 foram correlacionados positivamente com IgE anti-Der p 2 (r = 0,8112; p <

0,0001) (Figura 3C).



A
20
r=0.8418
—_ p < 0.0001
I'LJ 154 o
N ° " Y B0
'05_ ¢ ove az.
2 10- Y E. %
e 2 - ° o
g - §, ”® o
[11] o o ® .
D 57 . ..53 .
A .
0-F T T T
0 5 10 15 20
IgE anti-Der p 1 (IE)
20
r=0.8484
—_ p < 0.0001
w154 e
= e ot
Q. ° . e
2 10- SRS
‘E . . ° IO
© Lt °® L4
o®
'S 5- N T
- ""; I 4 ® . ¢ ¢
te .
0-F T T T
0 5 10 15 20
IgE anti-Der p 2 (IE)
C
20
. r=0.8112
w 0.0001
~ 15_ p= . J’O
o~ R o °
o ° "". . ®e®
S ® o . °
& 101 . C e %
. 0 ° . °
E
[11] 51 * ° /." o o
<) °t o° * .
- c'-.., . we
0 T T T
0 5 10 15 20

IgE anti-Der p 2 (IE)

Figura 3. Correlagdo entre niveis de anticorpos IgE especificos ao extrato total de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dpt) e a seus alérgenos principais (Der p 1 ¢ Der p 2) em amostras de soro de 72 criangas e
adolescentes alérgicos. (A) IgE anti-Dpt vs anti-Der p 1; (B) IgE anti-Dpt vs anti-Der p 2, (C) IgE anti-Der p 1 vs

anti-Der p 2. Os dados sdo expressos em Indice ELISA (IE). O coeficiente de correlagio de Spearman (r) ¢ a

significancia estatistica também sdo indicados

36
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4.4 Niveis de IgA especifica a Dpt e a seus alérgenos

Os niveis de anticorpos IgA séricos especificos a Dpt, Der p 1 e Der p 2 foram
maiores no grupo ndo-alérgico (m.g.: 791 UA/mL; 568 UA/mL; 407 UA/mL,
respectivamente) que no grupo alérgico (m.g.: 135 UA/mL; 69 UA/mL; 103 UA/mL,
respectivamente); (p < 0,0001) (Figura 4A). Resultados semelhantes foram observados para
os niveis de IgA anti-Dpt, anti-Der p 1 e anti-Der p 2 na saliva de criangas e adolescentes ndo-
alérgicos (g.m.: 858 UA/mL; 889 UA/mL; 774 UA/mL, respectivamente), em comparagao
com os alérgicos (g.m.: 126 UA/mL; 186 UA/mL; 150 UA/mL, respectivamente; p < 0,0001)
(Figura 4B).

4.5 Correlacio entre niveis de IgA a Dpt e a seus alérgenos

A correlagdo entre os niveis de IgA especifica a Dpt e a seus alérgenos (Der p 1 e Der
p 2) foi avaliada em ambos os grupos alérgico e nao-alérgico (Figura 5). Como demonstrado
na Figura 5A,B,C, foi observada alta correlagdo positiva entre os niveis de IgA anti-Dpt ¢ a
seus alérgenos em amostras de soro de ambos os grupos (p < 0,0001).

Os niveis de IgA especifica aos alérgenos de Dpt, Der p 1 e Der p 2 também foram
correlacionados em amostras de saliva (Figura 5D,E,F). Foi encontrada correlagdo positiva
moderada entre os niveis de IgA especifica a Dpt e a seus alérgenos Der p 1 e Der p 2 no
grupo de individuos alérgicos (p < 0,0001), mas ndo em ndo-alérgicos ((p > 0,05) (Figura
5D,E). Entretanto, niveis de IgA anti-Der p 1 e anti-Der p2 mostraram alta correlacdo positiva
em ambos os grupos alérgicos e ndo-alérgicos (p < 0,0001) (Figura 5F). Nenhuma correlagao
foi observada entre niveis séricos e salivares de IgA especifica a Dpt, Der p 1 e Der p 2 em

ambos os grupos (Tabela 2).
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Figura 4. Niveis de anticorpos IgA especificos ao extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) ¢ a
seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em amostras de soro de criangas e adolescentes alérgicos (n = 72) e
ndo-alérgicos (n = 14). Os dados sdo expressos em Unidades Arbitrarias por mililitro (UA/mL) e a média

geométrica para cada alérgeno ¢é indicada por barras horizontais. *** p < 0,0001 (teste de Mann-Whitney).
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Figura 5. Correlagdo entre niveis de anticorpos IgA especificos ao extrato total de Dermatophagoides

pteronyssinus (Dpt) e a seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em amostras de soro (A-C) e saliva (D-F)

de 72 criangas e adolescentes alérgicos (e®) e 14 ndo-alérgicos (©). Os dados sdo expressos em Unidades

Arbitrarias por mililitro (UA/mL) e a linha pontilhada indica uma correlagdo perfeita. Os coeficientes de

correlagdo Spearman (r) e a significlncia estatistica também sdo indicados para individuos alérgicos (canto

superior esquerdo) e ndo-alérgicos (canto inferior direito).
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Tabela 2. Correlagdo entre niveis séricos e salivares de IgA e IgG4 especificos ao extrato
total de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) e a seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p

2) em criangas e adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos.

Soro versus Saliva

Grupos TeA ToG4 TeA ToG4 TgA ToG4
anti-Dpt anti-Dpt anti-Der p 1 anti-Der p 1 anti-Der p2  anti-Der p 2
Alérgico r=0,1802 1=0,3667 r=-0,0519 r=0,3551 r=-0,0547 r=0,2901
(n=172) p>0,05 *p < 0,001 p>0,05 *p < 0,001 p>0,05 *p < 0,05
Nao-

. r=0,2640 r=-0,0396 r=0,3407 r=0,1894 r=0,5209 r=0,2970
alérgico
(n=14) p>0,05 p> 0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

r = Coeficiente de correlagdo de Spearman; * Valores estatisticamente significativos (p < 0,05).

4.6 Niveis de IgG4 especifica a Dpt e a seus alérgenos

Os niveis de I1gG4 séricos anti-Dpt, anti-Der p 1 e anti-Der p 2 foram maiores no
grupo alérgico (m.g. IE: 3,47; 3,49; 2,97; respectivamente) comparados ao grupo ndo-alérgico
(m.g. IE: 1,62; 1,62; 1,22; respectivamente; p < 0,05) (Figura 6A). Resultados semelhantes
foram observados para niveis de 1gG4 salivares a Dpt e Der p 1 em criangas e adolescentes
alérgicos (g.m. IE: 2,15; 1,93; respectivamente) em relagdo aos ndo-alérgicos (g.m. IE: 1,09;
1,45; respectivamente; p < 0,05) (Figura 6B). Entretanto, niveis de IgG4 anti-Der p 2 na
saliva de individuos alérgicos ndo foram diferentes dos ndo-alérgicos (p > 0,05) (Figura 6B).

A porcentagem de amostras de soro positivas para IgG4 anti-Der p 2 foi maior nas
criancas e adolescentes alérgicos que em nao-alérgicos (82% vs 50%; p = 0,016), mas
nenhuma diferenca significativa foi observada na positividade de IgG4 sérica anti-Dpt e anti-
Der p lentre os grupos alérgico e ndo-alérgico. Em amostras de saliva, foi observada maior
porcentagem de amostras positivas para [gG4 anti-Dpt no grupo alérgico comparada ao nio-
alérgico (83% vs 43%; p = 0,002); entretanto, nenhuma diferenga significante foi encontrada

na positividade para IgG4 salivar anti-Der p 1 e anti-Der p 2 entre os grupos.
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Figura 6. Niveis de anticorpos IgG4 especificos ao extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) e a

seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em amostras de soro (A) e saliva (B) de criangas e adolescentes

alérgicos (n = 72) e ndo-alérgicos (n = 14). Os dados sdo expressos em Indice ELISA (IE) ¢ a média geométrica

para cada alérgeno ¢ indicada por barras horizontais. A linha tracejada indica o cuf off da reacdo (EI = 1,2) e as

porcentagens de amostras positivas para IgG4 contra cada alérgeno também sdo indicadas. * p < 0,05; ** p <

0,001; *** p < 0,0001 (teste de Mann-Whitney); # p < 0,05 entre grupos alérgicos e ndo-alérgicos para cada

alérgeno (teste exato de Fisher).
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4.7 Correlacio entre niveis de IgG4 a Dpt e a seus alérgenos

Correlagdes entre os niveis de anticorpos 1gG4 especificos a Dpt e a seus alérgenos
principais, Der p 1 e Der p 2, em amostras de soro ou saliva de criangas e adolescentes
alérgicos e ndo-alérgicos estdo demonstradas na Figura 7. Foi encontrada alta correlagdo
positiva entre os niveis de IgG4 anti-Dpt e anti-Der p 1 em amostras de soros de ambos os
grupos (p < 0,0001) (Figura 7A), enquanto que moderada correlagdo positiva foi observada
entre os niveis de IgG4 anti-Dpt vs anti-Der p 2 (p < 0,0001), bem como entre IgG4 anti-Der
p 1 vs anti-Der p 2 (p < 0,0001) em soros de criancas e adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos
(Figura 7B,C). Por outro lado, niveis de IgG4 salivares a Dpt, Der p 1 e Der p 2 foram
altamente correlacionados entre si em ambos os grupos (Figura 7D,E,F).

A correlag@o entre os niveis séricos e salivares de IgG4 especifica a Dpt, Der pl e Der
p 2 se mostrou positiva, porém fraca, para todos os alérgenos no grupo de criangas e
adolescentes alérgicos (p < 0,05) e nenhuma correlagdo foi observada no grupo nao-alérgico

(Tabela 2).

4.8 Comparacio entre niveis séricos de IgG4 e IgE a Dpt, Der p 1 e Der p 2

A relagdo entre os niveis séricos de IgG4 e IgE especificas foi analisada por meio da
razdo [gG4/IgE (Tabela 3), observando-se valores menores que 1,0 para todos os alérgenos e
significativamente menor em criangas ¢ adolescentes alérgicos que em ndo-alérgicos (p <

0,0001).

Tabela 3. Razdo entre niveis séricos de IgG4 e IgE especificas ao extrato total de
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) e a seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em

criangas e adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos.

Grupos
Razao®
Alérgico Nao-alérgico Valor de p
IgG4/IgE para Dpt 0,54 (0,33 —0,99) 1,64 (1,01 —2,64) p <0,0001
IgG4/IgE para Der p 1 0,54 (0,28 — 0,75) 2,10 (1,61 —3,21) p <0,0001
1gG4/IgE para Der p 2 0,35 (0,21 -0,47) 1,45 (1,20 —2,18) p <0,0001

* Dados expressos em mediana (quartis 25% - 75%).
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Figura 7. Correlagdo entre niveis de anticorpos IgG4 especificos ao extrato total de Dermatophagoides

pteronyssinus (Dpt) e a seus alérgenos principais (Der p 1 e Der p 2) em amostras de soro (A-C) e saliva (D-F)

de 72 criangas e adolescentes alérgicos (@) e 14 ndo-alérgicos (0). Os dados sdo expressos em Indice ELISA (IE)

e a linha pontilhada indica uma correlacdo perfeita. Os coeficientes de correlagdo Spearman (1) e a significdncia

estatistica também sdo indicados para individuos alérgicos (canto superior esquerdo) e ndo-alérgicos (canto

inferior direito).
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5 DISCUSSAO

Acaros da poeira domiciliar como D. pferonyssinus sio bem reconhecidos como
importantes fontes de alérgenos para induzir doengas alérgicas respiratorias. Embora criancas
com RA sensibilizadas aos acaros possuirem niveis aumentados de IgE sérica especifica aos
alérgenos, a presenca de diferentes isotipos de anticorpos salivares, como IgA, IgE e
subclasses de IgG, bem como a relacdo entre anticorpos séricos e salivares ainda nio estdo
bem estabelecidas. Além disso, com o crescente avango nas abordagens da imunoterapia
sublingual para RA, a mensuracdo de anticorpos IgA, IgE ou IgG4 especificos aos alérgenos
em amostras de saliva pode ser uma ferramenta util para o acompanhamento das alteragdes
imunologicas durante o tratamento.

No presente estudo, criancas com RA apresentaram niveis elevados de IgE sérica
especifica a Dpt e a seus alérgenos principais, Der p 1 e Der p 2, que foram altamente
correlacionados entre si. Além disso, quando niveis de IgE sérica anti-Der p 1 e anti-Der p 2
foram correlacionados, observou-se que as criancas estavam mais sensibilizadas aos alérgenos
de Der p 2 que Der p 1. Neste contexto, estudos anteriores mostraram que niveis de IgE anti-
Der p 2 foram sempre maiores do que IgE anti-Der p 1 em soro de pacientes, reforcando que
Der p 2 parece ser uma molécula mais imunologicamente ativa que Der p 1 na indugdo de
sintese de IgE (MASTRANDREA et al., 1997, QUEIROS et al., 2008). Considerando que
existe importante reatividade cruzada entre D. pteronyssinus e D. farinae € que a co-
sensibilizacdo a alérgenos dos dois acaros ¢ frequentemente observada, a detec¢do de IgE
especifica a Dpt, Der p 1 e Der p 2 pode ser suficiente para avaliar a sensibiliza¢do aos acaros
da poeira domiciliar. Por outro lado, IgE especifica foi indetectavel em amostras de saliva de
ambos os grupos de criancas alérgicas e ndo-alérgicas, confirmando estudo anterior, onde nio
foram encontrados anticorpos IgE na saliva (NAKAJIMA; GILLESPIE; GLEICH, 1975).
Estes achados sugerem que anticorpos IgE especificos ndo foram produzidos localmente na
mucosa oral, nem passivamente transferidos do soro ou secre¢des nasais, embora seja bem
conhecido que IgE especifica ¢ uma importante classe de imunoglobulina na mucosa nasal e
parece ser produzida localmente (NAKAJIMA; GILLESPIE; GLEICH, 1975; MARCUCCI et
al., 2003).

No presente estudo, niveis de anticorpos IgA anti-Dpt, anti-Der p 1 e anti-Der p 2,
foram significativamente maiores em ambas amostras de soro e saliva em criangas ndo-

alérgicas que em alérgicas, sugerindo um papel protetor para anticorpos IgA alérgeno-
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especificos no desenvolvimento de doengas alérgicas respiratorias. Tem sido proposto que
baixos niveis de IgA salivar estdo associados com o desenvolvimento de alergias
(BOTTCHER et al., 2002). A diminui¢do de IgA total na saliva de criangas com atopia
também j4 foi descrita (PAYETTE; WEISS, 1977), bem como respostas deficientes de IgA
salivar contra o virus sincicial respiratorio foram encontradas em criangas alérgicas
sintomaticas (BANZHOFF et al., 1994). Schwarze e colaboradores (1998) verificaram em
modelo murino de sensibilizacdo alergénica das vias aéreas que o pré-tratamento com IgA
alérgeno-especifica anterior a inalacdo de alérgenos foi capaz de evitar o desenvolvimento de
hiperresponsividade das vias aéreas, a inflamac¢do pulmonar eosinofilica, a producdo de IgE
alérgeno-especifica e a produg@o local de citocinas de perfil Th2. Assim, IgA alérgeno-
especifica pode modificar as consequéncias respiratorias e imunoldgicas em camundongos
sensibilizados. Em estudos anteriores, individuos ndo-atopicos sauddveis apresentaram
produgdo de IgA sérica anti-Der p 1 aumentada, mas nido de anticorpos IgE especificos
(JUTEL et al., 2003; AYDOGAN et al., 2007). Este aumento de IgA especifica no soro
coincidiu com o aumento de TGF-f, justificando o papel da IgA e do TGF-B nas respostas
imunes periféricas de mucosas aos alérgenos em individuos saudaveis. Além disso, a presenga
de IgA sérica e salivar em pacientes com RA parece ser um mecanismo imunoregulatdrio
concorrente através da ativacdo de células T regulatdrias produtoras de TGF-f na tentativa de
normalizar as reagdes alérgicas (JUTEL et al., 2003; AYDOGAN et al., 2007).

Contrastando com os nossos achados, Kitani e colaboradores (1985) demonstraram
que anticorpos IgA especificos & 4caros em amostras de soro e escarro foram
significativamente maiores em pacientes sensibilizados que em controles normais. Além
disso, criancas que desenvolveram alergia até¢ os 2 anos de idade tendem a ter niveis mais
altos de IgA total e de IgA especifica a alérgenos de gatos na saliva do que criangas ndo-
alérgicas (BOTTCHER et al., 2002). Um recente estudo comparando niveis de anticorpos
anti-Der p 1 em criangas com doengas alérgicas respiratorias e controles saudaveis mostrou
que anticorpos IgA especificos em soros de criangas alérgicas ndo foram significativamente
diferentes dos controles, mas quando a razdo IgA/IgE foi investigada, verificou-se ser
significativamente menor em criancas com asma, mas ndo em criancas com RA quando
comparado ao grupo controle (AYDOGAN et al., 2007).

Analisando a correlag@o entre os niveis de IgA especifica a Dpt e a seus alérgenos
principais, niveis de IgA sérica anti-Dpt correlacionaram positivamente com niveis de IgA
anti-Der p 1 ou anti-Der p 2 e entre os alérgenos principais, tanto no grupo de criangas

alérgicas quanto em nao-alérgicas. Em contraste, niveis de IgA salivar anti-Dpt



46

correlacionaram moderadamente com niveis de IgA anti-Der p 1 ou anti-Der p 2 apenas em
criangas alérgicas, sem correlagdo significativa nos controles nao-alérgicos. Além disso,
nenhuma correlag¢do foi encontrada entre os niveis séricos e salivares de IgA especifica a Dpt,
Der p 1 e Der p 2, em ambas as criangas alérgicas e ndo-alérgicas. Estes achados sugerem que
respostas imunes sistémicas sdo muito mais estimuladas do que respostas imunes secretoras
em ambos os grupos. Em adi¢@o, a correlagdo entre niveis de IgA salivar especifica a Dpt e a
seus alérgenos principais encontrada somente em criangas alérgicas e a auséncia de correlagdo
entre niveis séricos e salivares de IgA especifica sugerem que anticorpos IgA sejam
produzidos localmente em vez de passivamente transferidos do soro. Neste contexto, ¢ bem
conhecido que a grande maioria de anticorpos IgA em secregdes s@o produzidos localmente
(NAKAJIMA; GILLESPIE; GLEICH, 1975; PLATTS-MILLS, 1979), embora células B
produtoras de IgA possam migrar para locais distantes e, como resultado, o sitio de producio
de IgA pode ndo indicar o local da resposta ao antigeno (PLATTS-MILLS, 1979). Vale
destacar que a presenca de altos niveis de IgA alérgeno-especifica, especialmente no soro, em
criangas ndo-alérgicas pode ser responsdvel por prevenir sensibilizacdo alergénica. Estes
dados reforcam que IgA especifica pode inibir a ligacdo de alérgenos em plasmocitos
produtores de IgE como j& descrito anteriormente (BOTTCHER et al., 2002). Portanto, a
presenca de IgA alérgeno-especifica parece ter papel fundamental para a resposta imunoldgica
normal aos alérgenos.

Em adig¢do aos anticorpos IgA, estudos anteriores tém demonstrado atividade protetora
para subclasses de IgG, especialmente 1gG4, que € produzida como resultado de longa
exposi¢do natural ao alérgeno ou de imunoterapia alérgeno-especifica (MORI et al., 2001;
PEREIRA et al., 2005). No presente estudo, niveis de 1gG4 sérica especifica a Dpt e a seus
alérgenos principais foram maiores em criangas alérgicas do que em nao-alérgicas, reforcando
que antigenos que induzem anticorpos IgE também sdo bons indutores de anticorpos IgG4
(AALBERSE et al., 2009). Nossos resultados concordam com varios estudos relatando boas
correlagdes entre niveis de IgE e IgG4 sérica apds exposi¢do natural a alérgenos em pacientes
com doengas alérgicas respiratérias (YAMASHITA et al., 1987; PEREIRA et al., 2005),
embora haja um estudo publicado por Tame e colaboradores (1996) no Japao, onde nao foi
encontrada correlagcdo entre niveis de IgG4 e IgE sérica anti-Der p 2. Curiosamente, quando a
razdo IgG4/IgE a Dpt e a seus alérgenos principais foi investigada no presente estudo, foi
observado valor menor que 1,0 em criangas alérgicas e significativamente menor em relacio
as ndo-alérgicas. Estes dados indicam que anticorpos IgE especificos predominam sobre

anticorpos IgG4 especificos no grupo alérgico enquanto o oposto ocorre no grupo nao-
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alérgico. Do mesmo modo, niveis de IgG4 anti-Dpt e anti-Der p 1, mas ndo anti-Der p 2,
foram mais elevados na saliva de criangas alérgicas que em nao-alérgicas, refor¢ando estudos
anteriores do nosso grupo que Der p 2 parece ser uma molécula mais imunologicamente ativa
que Der p 1, na indugdo de sintese de IgE e nio de IgG4 (QUEIROS et al., 2008). Além disso,
a moderada correlacdo positiva encontrada entre niveis séricos e salivares de IgG4 para todos
os alérgenos em criangas alérgicas, ao contrario do que foi observado para a correlagdo de
IgA, reflete que anticorpos IgG4 provavelmente sejam transferidos passivamente e ndo
produzidos localmente.

A associagdo de anticorpos IgG4 com atividade protetora ou auséncia de sintomas tem
sido relacionada a fun¢@o de anticorpo bloqueador ou marcador de inducdo de tolerdncia
clinica (AALBERSE et al., 2009). Os mecanismos propostos para anticorpos bloqueadores
sdo a competicdo entre [gG4 e IgE ligada as células pelo alérgeno e a inibi¢ao da apresentacio
alergénica facilitada pela IgE, ja que esta facilitacdo ¢ impedida na presenca de anticorpos
IgG4 por causa da competicdo entre os anticorpos, resultando em diminuicdo da
sensibilizacdo de células T e, consequentemente, supressdo de reacdes de fase tardia (VAN
DER HEIJDEN et al., 1993; VAN NEERVEN et al., 1999). Como marcador da indugdo de
tolerancia clinica, mensuragdes de anticorpos 1gG4 especificos podem ser particularmente
uteis em estudos de acompanhamento de imunoterapia alergénica, no qual o aumento
consideravel de niveis de IgG4 pode ser forte indicador da ativacdo de mecanismos indutores
de tolerancia (AALBERSE et al., 2009). Esta atividade protetora pode representar um

significante mecanismo para a eficacia da imunoterapia alérgeno-especifica.
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6 CONCLUSOES

e C(Criangas e adolescentes alérgicos a dcaros da poeira domiciliar apresentam altos niveis
de IgE sérica e IgG4 sérica e salivar alérgeno-especificas e baixos niveis de IgA sérica

e salivar alérgeno-especificas a Dpt, Der p 1 e Der p 2.

e C(Criangas e adolescentes ndo-alérgicos a acaros da poeira domiciliar apresentam altos
niveis de IgA sérica e salivar alérgeno-especificas e baixos niveis de IgE sérica e IgG4

sérica e salivar alérgeno-especificas a Dpt, Der p 1 e Der p 2.

e Existe correlacdo positiva entre os niveis de IgA, IgE e IgG4 sérica e IgG4 salivar
especificos ao extrato total de D. pteronyssinus € a seus alérgenos principais, Derp 1 e

Der p 2.

e Naio existe correlagdo entre niveis séricos e salivares de IgA especificos ao extrato
total de D. pteronyssinus e a seus alérgenos principais, Der p 1 e Der p 2 em ambos
grupos de criangas alérgicas e ndo-alérgicas, entretanto, correlagdo positiva foi

observada entre niveis séricos e salivares de IgG4 especificos no grupo alérgico.

e Anticorpos IgG4 alérgeno-especificos estdo presentes em soro e saliva de criangas e
adolescentes alérgicos com IgE sérica especifica a alérgenos de acaros da poeira
domiciliar, porém IgE predomina em soros de criangas e adolescentes alérgicos

enquanto IgG4 predomina em soros de individuos ndo-alérgicos.

e IgA especifica a alérgenos de &caros da poeira domiciliar parece atuar como anticorpo
protetor natural ja que predomina em soro e saliva de criangas e adolescentes ndo-

alérgicos.
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ANALISE FINAL N*= 130/07 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O
PROTOCOLD REGISTRO CEPIUFLU: 26206

Frojeto Pesguisa: "iImunoterapia sublingual com alérgenos de Dermatophagoides
pleronyssinus associados ou nao a exiralos bacleranos em pacentes com nnite
aldrgica com ou sem asma leve”

Pesquisador Responsdvel; Emesio Akio Takatomi

De acordo com 85 airbugbes definidas na Resolucdo CNS 1960086, o CEP
maniesta-se pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto
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ANEXO B

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

@ Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Pard, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia - MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo em participar do projeto de pesquisa

intitulado “Anticorpos IgA, IgE e IgG4 especificos a Dermatophagoides pteronyssinus € aos
seus alérgenos principais, Der p 1 e Der p 2, em amostras de soro e saliva de criangas e
adolescentes alérgicos e ndo-alérgicos”.

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

- realizagdo de exames complementares tais como teste cutdneo com alérgenos;

- necessidade de coleta de sangue ¢ saliva para dosagem de anticorpos especificos a
aeroalérgenos.

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

Sera respeitado o carater confidencial das informagdes fornecidas, ndo sendo permitida
a minha identifica¢ao.

Uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé.

Uberlandia, de de 200 .

ASSINATURA TESTEMUNHA

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, o responsavel podera entrar em contato com:

Enf. Diego Oliveira Miranda

Av. Amazonas, 1593 apto 302
Bairro Umuarama - Uberlandia MG
Tel.: (34) 9169-0402

Comité de Etica em Pesquisa/UFU
Tel.: (34) 3239-4531/4131
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ANEXO C

Universidade Federal de Uberliandia

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Para, 1720, Campus Umuarama - Bloco 4C
Uberlandia, MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: (34) 3218-2195 - TELEFAX: (34) 3218-2333

S

Nome (iniciais):

Data:  / /
Idade: Data de nascimento: ~ / /
Sexo: () Masculino () Feminino
Grau de escolaridade: () Primeiro grau () Segundo grau () Faculdade
Nivel sécio-econdmico (renda familiar):
() até 1 salario minimo () de 5 a0 salarios minimos
() de 1 a2 salarios minimos () mais de 10 salarios minimos

() de 2 a5 salarios minimos
Questionario 1 (Mo6dulo Asma)
1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?
() Sim ( ) Nao

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo numero 6.

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

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?

Nenhuma crise ()
1 a 3 crises ()
4 a 12 crises ()
mais de 12 crises ()

4) Nos ultimos 12 (doze) meses, com que freqiiéncia vocé teve seu sono perturbado por
chiado no peito?

Nunca acordou com chiado ()
Menos de uma noite por semana ()
Uma ou mais noites por semana ()

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

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

7) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apds exercicios fisicos?
( ) Sim ( ) Nao
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Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com
infec¢do respiratoria?
( ) Sim () Nao

Questionario 2 (Mo6dulo Rinite)

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

1)

2)

3)

4)

5)

6)

resfriado

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

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

Nos ultimos 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou

coceira nos olhos?
( ) Sim ( ) Nao

Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema nasal ocorreu? (Por favor, marque em
qual ou quais meses isto ocorreu).

() Janeiro () Maio () Setembro
() Fevereiro () Junho () Outubro
() Marco () Julho () Novembro
() Abril () Agosto () Dezembro

Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades didrias foram atrapalhadas por
este problema nasal?

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

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



)
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Questionario 3 (Mddulo Eczema)

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

( ) Sim ( ) Nio

Se vocé respondeu ndo, passe para a questao nimero 6

2)

3)

4)

5)

6)

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

Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) afetaram algum dos seguintes
locais: dobras dos cotovelos, atrds dos joelhos, na frente dos tornozelos, abaixo das
nadegas ou em volta do pescogo, orelhas ou olhos?

( ) Sim ( ) Nio

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

Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou acordado a
noite por causa dessa coceira na pele?

Nunca nos ultimos 12 (doze)meses ()

Menos de uma noite por semana ()

Uma ou mais noites por semana ()

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

Universidade Federal de Uberlandia

@ Instituto de Ciéncias Biomédicas

Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

TESTE CUTANEO DE PUNTURA
(Acaros da poeira domiciliar)

Tamanho da papula | Tamanho do eritema
Extrato
(mm) (mm)

Controle positivo

Dermatophagoides pteronyssinus

Felis domesticus

Dermatophagoides farinae

Canis familiaris

Blomia tropicalis

Blattella germdnica

Periplaneta americana

Alternaria alternata

Controle negativo

Valores de referéncia:

Positivo — didmetros ortogonais maiores ou iguais a 3mm, em relagdo ao controle negativo,

medidos a partir do maior didmetro.

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

medidos a partir do maior didmetro.

Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi
Responsavel técnico



