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Resumo

Blomia tropicalis (Bt), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e D. farinae (Df) séo os
acaros da poeira domiciliar mais prevalente no nosso meio. Componentes ligantes de
concanavalina A derivados de B. tropicalis (extrato Bt-ConA) tém mostrado serem altamente
imunogénicos em doencgas alérgicas. Este estudo objetivou avaliar as respostas imunes
humoral e celular a B. tropicalis em pacientes sensibilizados. Um total de 246 individuos
entre 18 e 60 anos, dos quais 137 (54 homens e 83 mulheres) apresentavam rinite alérgica
com ou sem asma e 109 (37 homens e 72 mulheres) eram n&o-atopicos, foram
selecionados para este estudo. Todos os individuos foram analisados por teste cutaneo de
puntura (TCP), niveis de IgE sérica total e IgE especifica a ambos os extratos Bt-total e Bt-
ConA, resposta proliferativa e produgdo de citocinas (IFN-y e IL-5) por células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) estimulados com ambos os extratos. TCP
mostrou que 70% dos pacientes estavam sensibilizados a Bt (Bt+) e nenhum paciente
estava monosensibilizado a Bt. Niveis similares de IgE especifica aos extratos de Bt-total e
Bt-ConA foram encontrados em pacientes Bt+, enquanto maiores niveis de IgE sérica total
foram encontrados em individuos atopicos do que nao-atépicos. Significante proliferagdo de
PBMC foi observada em resposta ao extrato Bt-total em pacientes sensibilizados a Bt, mas
nao em pacientes nao sensibilizados e individuos nao-atopicos. O extrato Bt-ConA induziu
respostas proliferativas aumentadas em todos os grupos de pacientes, mas estas respostas
foram diminuidas em presenca de inibidor (metil-a-D-manopiranosideo) de ConA, indicando
a acdo de ConA residual neste extrato. Produgdo significante de IFN-y foi observada
somente apoés estimulacdo com Bt-ConA em pacientes Bt+, enquanto o extrato Bt-total ndo
mostrou alteragdes. A producio de IL-5 foi consistentemente observada em pacientes Bt+
apos estimulagédo especifica com alérgeno ou mesmo sem estimulo, indicando que PBMC
de pacientes alérgicos estdo propensos a produzirem citocinas do tipo Th2,
espontaneamente ou de forma induzida por reestimulagdo com alérgeno. Pode-se concluir
que o extrato Bt-total contém alérgenos relevantes que estdo envolvidos em ambas as
respostas imunes humoral e celular, enquanto o extrato Bt-ConA contendo componentes
glicosilados associados a residuos de ConA possa ser importante indutor de resposta imune
do perfii Th1 e portanto, apresentar potencial aplicagdo em procedimentos

imunoterapéuticos.

Palavras-chave: Blomia tropicalis, Concanavalina A, Proliferagao celular, IFN-y,

IL-5, Imunoglobulina E.



Abstract

Blomia tropicalis (Bt), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) and D. farinae (Df)
are the prevalent house dust mites (HDMs). Concanavalin A-binding components
derived from B. tropicalis (Bt-ConA extract) have shown to be highly immunogenic in
allergic diseases. This study aimed to evaluate the humoral and cellular immune
responses to B. tropicalis in sensitized patients. A total of 246 subjects aged 18 and
60 years were selected for this study. Among them, 137 (54 male and 83 female) had
allergic rhinitis with or without asthma and 109 (37 male and 72 female) were non-
atopic subjects. All subjects were tested for skin reactivity (SPT), total serum IgE and
specific IgE levels to both Bt-total and Bt-ConA extracts, proliferative response and
cytokine (IFN-y and IL-5) production by peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
stimulated with both extracts. SPT showed that 70% of patients were sensitized to Bt
(Bt+) and no patient was monosensitized to Bt. Similar levels of specific IgE to Bt-
total and Bt-ConA extracts were found in Bt+ patients, while higher levels of total
serum IgE were found in atopic than non-atopic subjects. Significant PBMC
proliferation was observed in response to Bt-total extract in Bt-sensitized, but not in
Bt-non-sensitized patients and non-atopic subjects. Bt-ConA extract induced
increased proliferative responses in all patient groups, but these responses were
decreased in the presence of ConA inhibitor (methyl-a-D-mannopyranoside).
Significant IFN-y production was observed only after Bt-ConA stimulation in Bt+
patients, while Bt-total extract showed no changes. IL-5 production was consistently
seen in Bt+ patients after allergen-specific stimulation or even with no stimulus,
indicating that PBMC from allergic patients are prone to produce spontaneously or
allergen-restimulation induced Th2-type cytokines. It can be concluded that the Bt-
total extract contains relevant allergens that are involved in both humoral and cellular
immune responses, while the Bt-ConA extract containing glycosilated components
associated with ConA residues might be an important inducer of Th1 immune
response and therefore, to present a potential use in immunotherapeutic procedures.

Key words: Blomia tropicalis, Concanavalin A, Cellular proliferation, IFN-y, IL-5,
Immunoglobulin E
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1. INTRODUCAO

1.1. Alergia

1.1.1. Fatores ambientais

O estilo de vida tem sofrido dramatica mudanga durante os ultimos anos, € o
microambiente exerce uma enorme influéncia na alergia. Atualmente as pessoas
permanecem por varias horas em locais fechados e isso faz com que a alergia se
torne uma enfermidade com um alto nivel de importancia (PLATTS-MILLS et al.,
1997). Baseado nesta afirmacgao, alguns dados apontam para uma maior atencéo a
este problema. No Brasil, muitas alteracdes tém ocorrido nos diferentes ambientes,
ocasionadas pelo aumento da temperatura ambiental, diminuicdo da ventilagao,
utilizacao de carpetes e tapetes, presenca de objetos decorativos que retém a poeira
bem como a utilizagdo de condicionadores de ar. Todos estes fatores podem
ocasionar aumento na quantidade de substancias estranhas ou alérgenos que
circulam nos interiores das residéncias ou nos ambientes de trabalho e
subsequentemente, sdo inalados pelos seus usuarios. Entdo, estas alteracbes
ambientais tém contribuido para aumentar a prevaléncia tanto da sensibilizacao
alergénica, como de doengas alérgicas respiratérias (asma e rinite).

O aumento da prevaléncia destas doengas esta associado com o alto grau de
sensibilizacao a alérgenos domiciliares. Num recente estudo realizado na lItalia, por
Perfetti et al. (2004), foram encontrados niveis elevados de alérgenos de acaros da
poeira em moveis estofados situados no ambiente de trabalho. Em outra
investigacdo, Hellsemar et al. (2005) indicaram que o modelo de construgdo das
casas podem influenciar na exposicdo a alérgenos e no desenvolvimento de
doencgas alérgicas, ao verificar que criangas que moravam em casas com ventilagao
mecanica apresentaram mais sintomas respiratérios caracteristicos de alergia. A
utiizacdo de janelas e estruturas que permitiiam a ventilagdo natural nas

residéncias seria um fator reducional para o problema.
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No Brasil, os estudos de prevaléncia alergénica mostram dados relevantes.
Lugares publicos, como escolas e creches, sdo considerados locais de grande fonte
de acaros da poeira domiciliar e baratas (RULLO et al., 2002) e a exposi¢céo a estes
constitui, desta forma, um importante fator de risco para desenvolvimento de asma
brénquica (PLATTS-MILLS; CHAPMAN, 1987), especialmente em criangas de idade
escolar (SMITH; DISNEY; WILLIANS, 1969; SEARS; HERVISON; HOLDAWAY,
1989).

1.1.2. Alérgenos

Antigenos causadores de doengas alérgicas sao designados como alérgenos,
segundo Johansson et al. (2004). Muitas vezes, estes sédo proteinas (geralmente
glicoproteinas) que podem conter uma cadeia lateral de carboidrato, outras vezes,
esse sacaride pode ser o proprio alérgeno e em raros casos, compostos inorganicos,
que podem atuar como haptenos que quando ligados a moléculas maiores,
chamadas carreadoras, passam a desempenhar papel imunogénico (BENJAMINI;
LESKOWITZ, 1998).

O sistema imune normalmente discrimina entre proprio e ndo proprio, tanto que
somente moléculas estranhas ao organismo sdo imunogénicas (PARSLOW, 1997),
sendo que qualquer substancia capaz de induzir uma resposta imune e causar
alergia € um alérgeno em potencial (TERR, 1997).

Muitos alérgenos podem apresentar sitios glicosilados, o que parece ser um
importante determinante para sua alergenicidade. Os oligossacarideos aderem as
proteinas, geralmente entre os aminoacidos asparagina e serina/treonina, antes ou
apos a sintese protéica. Isto pode influenciar em varias de suas propriedades, como
estabilidade, solubilidade, hidrofobicidade e até mesmo sua carga elétrica
(PETERSEN; SCHRAMM; SCHLAAK, 1998; WEBER; SCHRODER; THALBERG,
1987). Entretanto, pouco se sabe sobre estes alérgenos, o que reforga a
necessidade de estudos verificando a influéncia destas cadeias glicosiladas na sua
apresentacdo a células do sistema imune e no desencadeamento da resposta

alérgica.
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1.1.3. Manifestac¢des clinicas

Alguns individuos podem apresentar manifestagbes clinicas desencadeadas
pela exposicdo a um determinado estimulo, que em pessoas normais, € toleravel.
Tais manifestagcdes sdo chamadas de reagbes de hipersensibilidade. A alergia é
uma destas reacgbes, caracterizada pela presenca de mecanismos imunoldgicos,
mediados por células e anticorpos. Esses ultimos geralmente sédo representados
pela imunoglobulina E (IgE). Os individuos que respondem a estes estimulos,
através da produgcdo de altos niveis de IgE, sdo designados como atdpicos
(JOHANSSON et al., 2004).

1.1.3.1 Atopia e alergia

Atopia € uma tendéncia pessoal ou familiar a produzir anticorpos IgE, em
resposta a baixas doses de alérgenos, frequentemente proteinas, e desenvolver
doencas tipicas, como asma, rinoconjuntivite ou dermatite atépica (JOHANSSON et
al., 2001). O estado atopico é reconhecido por testes cutaneos, presenca de IgE
alérgeno-especifica, elevacdo dos niveis de IgE sérica total e presenca de
eosindfilos no sangue (COOKSON, 1999).

Para Woolcock (2000), a alergia se tornou o principal problema de saude em
muitas sociedades modernas, onde sua prevaléncia aumentou em até 34% em
criangas e 16,3% em adultos entre as décadas de 60 e 90.

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

Em um estudo revisado por Ring e colaboradores (RING et al., 2001), diversos
autores apontam hipéteses que revelam um crescimento acelerado da prevaléncia
em alergia em paises ocidentais, tidos como paises de sociedade moderna. Dentre

elas, destaca-se a influéncia de fatores quimicos, fisicos, bioldgicos e psico-sociais,
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como causadores e adjuvantes, além de fatores de predisposicdo genética
populacional e fisiologica.

Percebe-se, também, que areas urbanizadas apresentam maiores indices de
sensibilizagdo a acaros da poeira domiciliar e fungos, comparadas a areas
tipicamente rurais, reforcando ainda mais a hipotese da influéncia da poluigcao
urbana no aumento de patologias respiratérias (GALVAO; KALIL; CASTRO, 2002).

1.1.3.2 Asma e rinite alérgica

Algumas manifestagdes clinicas da alergia ocorrem sob a forma de asma e
rinite. Como uma sindrome clinica das vias aéreas, a asma € caracterizada por
reagcdo imunoldgica, sob a forma de inflamagdo do sistema respiratério inferior,
induzindo a um quadro de hiper-reatividade brénquica e, consequentemente,
episédios recorrentes de sibilancia, dispnéia, opressao toracica e tosse
particularmente a noite e pela manha ao acordar (LEMANSKE-JUNIOR; BUSSE,
2003). A asma é uma doenga multifatorial, e esta associada com fatores familiares,
infecciosos, alergénicos, soécio-econdbmicos e ambientais (MANNINO, 1998).
Contudo, a maioria dos casos de asma alérgica ocorre em individuos que exibem
resposta de hipersensibilidade a alérgenos ambientais definidos (EVANS Ill, 1993;
GOLDSTEIN et al., 1994).

De acordo com Platts-Mills e colaboradores (PLATTS-MILLS et al., 1995), os
casos de asma ndo alérgica representam menos de 2% dos asmaticos ou menos de
0,2% da populagdo em geral pertencem a essa categoria. Um estudo realizado por
Beasley (2002), demonstra que a asma afeta quase 155 milhdes de individuos no
mundo inteiro, sendo que bilhdes de ddlares sdo gastos por ano, nos diversos
paises do mundo, para o seu tratamento.

Mesmo apresentando perfil imunolégico semelhante, a rinite alérgica se
distingue da asma pelos sintomas caracteristicos de inflamagbes nasais, como:
aumento de secrecao, obstrugdo da cavidade, espirros e prurido vestibular. Pode
também ser acompanhada de conjuntivitie - em um quadro denominado
rinoconjuntivite - caracterizado por lacrimejamento, prurido conjuntival e fotofobia
(TERR, 1997; JOHANSSON et al., 2004). Ambas as doengas podem ser

desencadeadas por elementos extrinsecos capazes de causar uma reagao alérgica
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aos alérgenos, presentes em estruturas comuns ao nosso ambiente, como polens de
plantas, pélos de animais, esporos de fungos, insetos e acaros da poeira domiciliar.
A intima relagdo entre a asma e a rinite é frequentemente demonstrada em
estudos epidemiolégicos. Neste aspecto, relata-se que a prevaléncia de asma é
maior em pacientes com rinite do que em pacientes com auséncia de inflamacdes
nasais (VIGNOLA et al. 1998; LEYNAERT et al., 1999). Além disso, individuos com
diagnostico clinico positivo de asma tém dez vezes mais chances de desenvolver

rinite alérgica, como descrito por Rusconi et al. (1999).

1.2. Acaros da poeira domiciliar

Alérgenos derivados de acaros da poeira domiciliar tém sido reconhecidos
como uma importante causa na inducao da sintese de IgE e Dermatophagoides sp.
(familia Pyroglyphidae) constituem a fauna predominante na poeira domiciliar do
mundo todo. A vigilancia americana revelou em 1992 que, além de D. pteronyssinus
e D. farinae, as espécies mais comuns de acaros na fauna da poeira domiciliar foram
Blomia tropicalis e Euroglyplus maynei. Adicionalmente, em regides tropicais e
subtropicais, alérgenos produzidos por B. tropicalis, sdo importantes causas da
sensibilizagdo mediada por IgE em pacientes com asma e rinite alérgica.

Em 1993, um estudo multicéntrico por meio de testes alérgicos realizados nos
paises da América Latina, incluindo o Brasil, Venezuela e Coldbmbia, confirmou a alta
prevaléncia de sensibilizagdo a acaros, notavelmente B. tropicalis, em pacientes
portadores de asma (FERNANDEZ-CALDAS et al., 1993).

Apesar de serem representantes do Filo Arthropoda, que inclui animais com o
corpo segmentado e extremidades articulaveis (STORER, 1998), os acaros da
poeira domiciliar diferem muito dos insetos e demais representantes do grupo,
quanto a morfologia e fisiologia. Por esta raz&o, varias medidas adotadas para
controlar insetos ndo sao eficazes para o controle destes acaros. Neste sentido,
muito tem se sugerido para reduzir sua proliferagcdo em ambientes domésticos, como
por exemplo, o uso de acaricidas e aspiradores de po, a lavagem dos cémodos com
agua quente, o revestimento de colchdes e travesseiros com materiais ndo porosos

e uso de estruturas que aumentem a ventilacdo no ambiente. Essas medidas devem
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ser adotadas preferencialmente em conjunto (HALLAS, 1991; HART, 1998; ARLIAN;
PLATTS-MILLS, 2001).

1.2.1. Blomiatropicalis

Blomia tropicalis foi primeiramente descrito por Van Bronswijk; De Cock; Ishima
(1973), sendo inicialmente registrado como &caro de estocagem. E um &caro
pequeno, medindo 230 a 465um, de forma globular e distingue-se facilmente de
outros acaros da poeira domiciliar por apresentar um aspecto semelhante a porco

espinho, com longas antenas que saem do seu corpo (Figura 1).

Figura 1: Blomia tropicalis, acaro da poeira domiciliar.
(http://82.198.66.21/JTFd/index-57html/)

1.2.1.1. Classificagdo taxondmica

A classificacdo taxondmica resumida de B. tropicalis, segundo Colloff (1998)

é:Reino: Metazoa; Filo: Artropoda; Classe: Arachnida; Ordem: Astigmata; Familia:

Echimyopodidae; Género: Blomia; Espécie: B. tropicalis.
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A posicao taxonémica de B. tropicalis em relagdo aos outros acaros da poeira
domiciliar segundo Puerta e colaboradores (PUERTA et al., 2005) esta ilustrada na

Figura 2.

Superfamilia Familia Subfamilia Género Espécie

B. tropicalis
B. thori
Echimyopodidae Blomia B. tjiboda
B. kulagini
B. freemani

Glycyphagoidea— Glycyphagus  G. domesticus

Glycyphagidae Glycyphaginae—
Lepidoglyphus L. destructor

Chortoglyphidae Chortoglyphus C. arcuatus
Pyroglyphinae Euroglypus E. maney
Pyroglyphoidea— Pyroglyphidae D. pteronyssinus

D. farinae
D. microceras
D. siboney

Dermatophagoidinae Dermatophagoides

Figura 2. Posigao taxonémica de B. tropicalis e outros acaros da poeira domiciliar

1.2.2. Alérgenos de Blomia tropicalis

Ao longo da década passada, os avangos da biologia molecular
proporcionaram através de técnicas como a clonagem molecular, o desenvolvimento
de alérgenos puros e quimicamente bem definidos, sendo utilizados como
importantes ferramentas no diagndstico e na imunoterapia de doencgas alérgicas

respiratorias.
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Até 1997, somente trés alérgenos de B. tropicalis haviam sido clonados e
caracterizados quanto a suas fungdes alergénicas (CARABALLO et al., 1998). Estes
alérgenos incluem: (1) Blo t 5, o primeiro alérgeno de B. tropicalis a ser clonado,
possuindo cerca de 40% de homologia na sequéncia de aminoacidos ao Der p 5, um
alérgeno de 14 kDa de D. pteronyssinus. A prevaléncia de anticorpos IgE a Blot 5
recombinante entre pacientes asmaticos foi de 45% (ARRUDA et al., 1997; ARRUDA
et al., 1995; CARABALLO, PUERTA, MARTINEZ, 1994); (2) Blo t 13 (previamente
denominado Blo t 6) de peso molecular de 14,8 kDa, demonstrou baixa frequéncia
(11%) de reatividade com IgE de soros de pacientes alérgicos a B. tropicalis e 42%
de identidade com a Sm14, uma proteina ligante de acidos graxos (FABP) de
Schistosoma mansoni, (CARABALLO et al.,, 1997); e (3) Blo t 12 (previamente
conhecido como Blo t 11a) cujo recombinante rBlo t 11a possui peso molecular de
14,2kDa e demonstrou 50% de reatividade com IgE de soros de pacientes alérgicos
a B. tropicalis (PUERTA et al., 1996).

Assim, os alérgenos de Blomia tropicalis até entdo reportados parecem ser
proteinas de baixo peso molecular, na faixa de 14-15kDa (CARABALLO et al., 1998).
Entretanto, Ramos e colaboradores (RAMOS et al., 2001) identificaram um alérgeno
(Blo t 11), cuja sequéncia primaria possui 90% de homologia com o Der f 11, uma
paramiosina de D. farinae de 98kDa. O alérgeno recombinante produzido (rBlo t 11)
demonstrou 52% de reatividade com IgE de soros de pacientes asmaticos reativos
pelo teste cutdneo ao extrato de B. tropicalis (RAMOS et al., 2003).

Um estudo realizado no Laboratorio de Imunologia e alergia, da Universidade
Federal de Uberlandia, revelou que 44/89 (49,4%) pacientes com asma
apresentaram positividade cutanea para B. tropicalis e dentre estes, apenas 8/44
(18,2%) mostraram-se positivos ao alérgeno Blo t 5, denotando que devem existir
outros alérgenos relevantes em B. tropicalis, além do Blo t 5 (TAKETOMI et al.,
1999). Neste momento, ainda n&o se dispde de anticorpos monoclonais capazes de
serem utilizados na determinagao da exposigao alergénica a B. tropicalis. Tal fato foi
demonstrado nesta Unidade de Pesquisa, utilizando anticorpos monoclonais
pareados contra Blo t 5 em ensaios ELISA tipo sandwich, onde nao foram
detectadas reacbes positivas em amostras de poeira domiciliar, apesar da
reatividade normal e esperada da curva padrao com o Blo t 5 recombinante
(MEDEIROS et al., 2002).
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1.3. O sistema imune e aresposta alérgica

O desencadeamento de uma resposta alérgica depende da natureza do
estimulo antigénico e de varias etapas da resposta imune do hospedeiro. O
processamento do alérgeno pela célula apresentadora de antigeno (APC) resulta na
formacdo de peptideos que sdo apresentados a célula T CD4" em associagdo com
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe 1| (MARONE,
1998). O reconhecimento do conjunto peptideo/MHC Il por uma célula T CD4" com
receptor especifico para o alérgeno, reforcado pela ligagdo das moléculas co-
estimulatérias B7-1 (CD80)/B7-2 (CD86) e CD28, leva a ativacao da célula Th (T
helper ou T auxiliadora) primaria.

O sistema imune caracteriza-se por apresentar pelo menos dois tipos distintos
de células T helper, Th1 e Th2. O fendtipo Th1 primariamente é responsavel pela
imunidade a bactérias intracelulares, protozoarios, virus e produz IFN-y e TNF-B.
Uma resposta imune tipica de células Th1 especificas € caracterizada por respostas
cutaneas de hipersensibilidade tardia e ativacdo de linfécitos B produtores de
anticorpos IgG.

O fendtipo Th2 esta 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 (SLUNT et
al., 1996). Além disso, IL-3, IL-5 e GM-CSF secretadas pelas células Th2 ativadas
ativam eosindfilos, baséfilos e mastocitos. A IL-4 estimula a expressdo de VCAM-1
(molécula-1 de adesao celular vascular) nas células endoteliais, resultando em
aumento da ligagao dos linfécitos, mondcitos e especialmente eosindfilos (ABBAS;
LICHTMAN, 2003). A IL-5 é um importante fator de crescimento seletivo para
diferenciagdao terminal, ativagdo e manutencdo dos eosindfilos nos tecidos,
possivelmente inibindo a sua apoptose. Entretanto, a presenga de IFN-y, produzido
por células Th1 inibe a sintese de IgE pelas células B (BOUSQUET; LOCKEY;
MALLING, 2000).

Células Th1 e Th2 interagem negativamente entre si por meio da produgao das
citocinas antagobnicas, isto é, IFN-y produzido pelas células Th1 inibem o

desenvolvimento das células Th2 e a IL-4 produzida pelas células Th2 inibem as
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células Th1. Uma sub-populacdo de linfocitos T produzindo citocinas tipicas de
ambos os fendétipos Th1 e Th2 é denominada de ThO (ABBAS; LICHTMAN, 2003).

Recentemente, tem sido descrita uma nova sub-populagéo de células T helper
denominada de Th3, que secreta tipicamente IL-4, IL-10 e TGF-3 responsaveis pela
regulagcdo da resposta imune alérgica (AKDIS, 2006). Weiner (1997) sugere a
existéncia de sub-populagdes unicas de células T CD4+CD25+ denominadas de
células T reguladora produtoras de IL-10 e TGF-, tendo propriedades
imunorreguladoras (inibitérias) para Th1 bem como de auxilio para a producao de
anticorpos da classe IgA. Mais recentemente, uma sub-populacdo de células T
CD4+CD25+ tem sido mostrado regular a resposta imune Th2, apresentando um
possivel papel no controle de respostas alérgicas (McHUGH; SHEVACH, 2002).
Estudos indicam que o mecanismo de supressdo das respostas em diferentes
condigdes patoldgicas (auto-imunidade, respostas alérgicas e infecciosas, entre
outras) destas células é dependente da produgao e secrecdo de mediadores como
TGF-B e/ou IL-10 (BELKALD et al., 2002; PICCIRILLO et al., 2002).

Uma variedade de outras citocinas e fatores tém sido implicados na modulacéo
da sintese de IgE. IFN-y, IFN-a, TNF-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, IL-13, TNF-a tém sido observada (WORM; HEINZ, 1997).

1.4. Citocinas na alergia

Dados acumulados recentemente de trabalhos com camundongos e humanos
identificaram citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) como os principais responsaveis pelo
desenvolvimento de doencgas alérgicas (NGOC et al., 2005). Linfécitos Th2 ativados
produzem IL-4, IL-5 e IL-13, os quais sdo responsaveis pela produgao de IgE pelos
linfocitos B, ativacdo e recrutamento de eosindfilos e producdo de muco
(ROMAGNANI, 1994; AKDIS; BLASER; AKDIS, 2004). Ja interferon-y (IFN-y), uma
citocina Th1, tem sido mostrada como uma concorrente das citocinas Th2, na
manutencao da resposta inflamatéria crénica nas doencgas alérgicas (NGOC et al.,
2005). Mais recentemente, evidéncias sugerem que células T reguladora (T-reg)

podem contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos nas doencas
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alérgicas. A maioria das células T-reg sdo conhecidas pela produgao de IL-10 e
TGF-B. Em estudos animais in vivo, células T-reg suprimem a resposta de células
Th1 e Th2 de memdria pela liberagao de IL-10 e TGF-B (AKDIS; BLASER; AKDIS,
2004; CHEN et al., 2003; AKDIS et al., 2004).

1.5. Fisiopatologia da alergia

A ligacao de um alérgeno com moléculas de IgE acopladas a superficie de
mastdcitos/basdfilos leva a despolarizagcdo 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, 2002).

Nos mastocitos, o resultado desta ativagdo € a geracdo de mediadores
lipidicos, como as prostaglandinas D2 (PGD>) ou leucotrienos (LTCy4, LTD4 € LTE4) €
a exocitose de granulos secretores (ABBAS; LICHTMAN, 2003). A exocitose de
histamina e outros mediadores pré-formados promove aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacdo, edema e contracdo de musculos lisos, fenbmenos esses
responsaveis pelas manifestagdes clinicas preliminares das reacgdes alérgicas,
hipersensibilidade de tipo 1 (ABBAS; LICHTMAN, 2003), ocorrendo nos primeiros 30
minutos apos a exposicao alergénica (TERR, 1997).

Nas 12 (doze) horas que se sucedem, ocorre uma progressiva infiltracao
tecidual de células inflamatdrias, desde neutrdfilos a eosindfilos e células
mononucleares em resposta a mediadores quimicos (TERR, 1997). 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).

1.6. Glicoconjugados na resposta de anticorpos IgE

As lectinas (lectina — do latim: legere, que significa escolher, selecionar) sao

conhecidas pela propriedade de interagirem com acgucares, 0 que as tornam

excelentes ferramentas na purificagdo de glicoproteinas soluveis e de membranas,
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como: hormdnios, proteinas do plasma, antigenos, anticorpos ou mesmo organelas
e células como um todo (SCRIBA, 2004). Tal atributo tem feito com que as lectinas
se tornassem um paradigma no que diz respeito ao reconhecimento entre proteina e
carboidrato, desta forma, seu uso na imunologia e na glicobiologia tem se tornado
uma ferramenta essencial.

As lectinas interagem com as moléculas de carboidratos de maneira nao
covalente e reversivel, porém com um alto grau de especificidade (GOLDSTEIN;
PORETZ, 1986). Devido a essas caracteristicas, as lectinas podem ser utilizadas em
aplicagdes envolvidas na purificagdo e na caracterizagao de glicoconjugados.

Os mitégenos apresentam origens diversas podendo ser oriundos de (1)
plantas como as lectinas fitohemaglutinina (PHA) purificada a partir de Phaseolus
vulgaris, concanavalina A (ConA), uma lectina ligante de manose, purificada do
extrato de semente do feijdo Canavalia ensiformis e pokeweed (PWM) isolada de
Phytolacca americana; (2) de produtos bacterianos (Cowan 1, derivado de
Staphylococcus aureus); (3) de quimicos como phorbol myristate acetate (PMA); (4)
de antigenos amplamente distribuidos na natureza (Candida albicans e toxoide
tetanico); ou ainda de (5) citocinas e anticorpos monoclonais contra receptores de
superficie (anti-CD3 ou anti-CD2).

As lectinas de plantas tém sido utilizadas em varios estudos imunoldgicos
devido ao seu alto grau de especificidade por agucares e poderem, em alguns
casos, estimular células do sistema imune. Essas podem ser classificadas, de
acordo com sua capacidade em aumentar a sintese de DNA e de induzir
transformacao blastica em populagdes especificas de linfocitos, em mitogénicas, n&o
mitogénicas ou indiferentes (KERY, 1991). A ativacdo de linfocitos por lectinas
mitogénicas € comparavel a ativagao antigénica, com consequentes modificagcbes
morfolégicas, modulacao fenotipica de determinantes de superficie e liberagao de
citocinas e imunoglobulinas (WHISLER; YATES, 1980). Por outro lado,
contrastando-se com a atividade antigénica, a estimulagdo induzida pela lectina
origina uma ativagdo policlonal das células imunes (WHISLER; YATES, 1980;
MILLER et al.,, 1982). Observacdes posteriores sugeriram que as lectinas
mitogénicas interagem com TCR de linfécitos T, com ambas as cadeias o e B e
dessa forma, transmitem sinais mitogénicos, originando ativagao policlonal nessas
células (CHILSON; BOYLSTON; CRUMPTON, 1984; LECA et al., 1986; CLEVERS
et al., 1988).
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Os extratos alergénicos sdao uma mistura heterogénea de proteinas,
glicoproteinas e componentes nao alergénicos (VERMA; PASHA; GANGAL, 1994),
sendo que os antigenos glicosilados tém sido reconhecidos com papel crucial em
diferentes patologias e, dentre os fungos patogénicos, sdo importantes componentes
glicoprotéicos de Paracoccidioides brasiliensis (PUCCIA et al., 1994), Cryptococcus
neoformans (PITZURRA et al., 1997), Histoplasma capsulatum, apresentando
correlagdo entre antigenemia e terapia (GOMEZ et al., 1999).

No estudo de doengas atdpicas, componentes glicosilados ricos em manana,
de Candida albicans, sdo reconhecidos por anticorpos IgE em pacientes com
manifestacdes alérgicas, incluindo asma, rinite e dermatite atopica (SAVOLAINEN,
1995). A lectina Concanavalina-A imobilizada em agarose, mostra-se como
ferramenta de fundamental importdncia para isolamento de polissacarideos e
glicoproteinas (LIOYD; BITTON, 1971), por sua propriedade ligante de metil-a-D-
manopiranosideo, residuo de manose.

Em acaros, proteinas de alto peso molecular de D. pteronyssinus e D. farinae
foram isoladas e caracterizadas imuno e fisicoquimicamente utilizando cromatografia
de afinidade de Concanavalina-A, em que suas propriedades alergénicas foram
avaliadas, sendo caracterizadas diferentes isoformas do alérgeno Der p 4 (BALDO;
UHLENBRUCK, 1977; STEWART; TURNER, 1980),

Assim, as lectinas vém sendo utilizadas como ferramentas de investigagdo em
situagbes variadas: deteccdo de dglicosilagdo anormal (PAREKH et al., 1985,
BROOKS; LEATHEM, 1991), glicotipagem de células animais (CUMMINGS, 1997),
indugao da producgao de citocinas (SOUZA, 1998), identificacdo e separagao de sub-
populagdes linfocitarias (KEARSE; SINGER, 1994; WU-HSIEH; CHEN; LEE, 1998) e
isolamento de antigenos glicosilados (GENNARI-CARDOSO, 1998).

A ConA tem sido frequentemente utilizada como ferramenta no isolamento de
glicoconjugados (NIELSEN et al., 1990; GUPTA et al., 1996; NIGAM; GHOSH,;
SARMA, 2003), e a reatividade da IgE a estes componentes isolados também
constitui um alvo em pesquisas envolvendo doengas alérgicas (GUPTA et al., 2004).
Neste sentido, um estudo das fragdes ligantes de ConA derivadas do extrato bruto
de B. tropicalis podera esclarecer aspectos importantes dos alérgenos desta espécie

envolvidos na sensibilizagado e na imunoterapia alergénica.
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1.7 Resposta proliferativa

A resposta proliferativa pode ser mensurada através de cultura de células do
sangue total, células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ou ainda em
cultura de sub-populagdes de linfocitos. Contudo, em muitos casos mais de um tipo
celular é requerido para uma dada resposta. Desta forma, os protocolos mais
frequentemente utilizados nos ensaios de proliferagcao celular utilizam-se de PBMC.

Um dos mais frequentes ensaios de proliferacédo linfocitaria utiliza-se de uma
medida indireta, a estimativa da producao de DNA, para avaliacdo da proliferacao.
Esta estimativa € realizada pela incorporacdo de um nucleosideo radioativo, a
timidina marcada com trito (H®) no DNA recém formado no processo de
multiplicagdo ou proliferagdo celular. Devido sua facil aplicagdo, as lectinas de
plantas sdo utilizadas como ferramentas biolégicas adequadas em varias
investigagcdes de processos imunologicos mediados por células, principalmente na
indugao da produgédo de citocinas (PEACOCK; COLSKY; PINTO, 1990).

A ligacdo dos receptores de membrana dos linfocitos com seus respectivos
ligantes resulta em uma série de eventos intracelulares, coletivamente denominados
de ativacdo dos linfécitos T (ABBAS; LICHTMAN, 2003). Esta sinalizacéo
transmembranica causa uma mudanga no comportamento do linfocito culminando
com a ativagao génica induzindo proliferacdo dos linfécitos, producéo de anticorpos
e citocinas entre outros.

As respostas funcionais dos linfécitos podem ser estudadas mais facilmente
pelo uso de ativadores policlonais, que se ligam a muitos ou a todos os complexos
do receptor da célula T (TCR), independente da especificidade simulando as
ativagdes do complexo do TCR induzidas pelo antigeno associado ao MHC (ABBAS;
LICHTMAN, 2003). Assim muitos ligantes ou mitdgenos podem atuar como

ativadores policlonais e estimular proliferagao dos linfécitos.

1.8 Justificativa

O aumento da prevaléncia de doencas alérgicas nas ultimas décadas parece

estar associado ao estilo de vida ocidental, mas os mecanismos envolvidos ndo sao
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completamente compreendidos. Extensivo progresso tem sido alcancado para
compreender os mecanismos das doencgas alérgicas, com a complexa interagdo de
células T efetoras, células B, células NKT, células teciduais residentes e células T
reguladora. Espera-se que o padrdo de resposta imune normal a alérgenos leve ao
estado de tolerdncia imunoldgica (auséncia de resposta especifica); contudo,
detectaveis respostas de células T e anticorpos (particularmente IgG4 e IgG1) tém
sido demonstrados em individuos sensibilizados, mas clinicamente saudaveis
(AKDIS, 2006).

Quando individuos saudaveis nao alérgicos entram em contato com um
alérgeno em potencial, o sistema imune mostra tolerancia especifica ao alérgeno,
utilizando multiplos mecanismos com a finalidade de manter baixa a intensidade da
inflamacdo e pequena destruicdo tecidual, em particular por meio do
desenvolvimento de células T reguladora (produtoras de IL-10 e TGF-f). Em
contrapartida, diferenciagao e expanséo clonal de células T helper 2 (Th2) ocorre em
resposta a antigenos ambientais comuns em individuos geneticamente susceptiveis.
Citocinas tais como IL-4 e IL-13 induzem a mudanca de classe de imunoglobulina
para IgE e expansédo das populagbes de célula B naive tanto quanto posterior
expansao de células B de memoria expressando IgE. Uma diferente susceptibilidade
a morte celular induzida pela ativagao entre células Th1 (produtoras de IFN-y) e Th2
(produtoras de IL-4, IL-5, IL-13) que controla o destino da célula T poderia
eventualmente causar desequilibrio nas sub-populagbes de células T helper,
levando a uma resposta Th2 no sangue periférico em individuos atopicos e
polialérgicos. Isto é frequentemente associado com aumento na IgE sérica total e
algumas vezes eosinofilia tecidual induzida pela citocina IL-5 (AKDIS, 2006).

Assim, a realizagao deste estudo sera importante para auxiliar na compreensao
dos mecanismos envolvidos na elaboracdo das respostas imunes humoral e celular
aos alérgenos derivados de Blomia tropicalis, incluindo antigenos glicosilados, em

individuos atépicos como também em individuos saudaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta imune humoral e celular ao extrato bruto de B. tropicalis (Bt-

total) e sua fragéo ligante de Concanavalina A (Bt-ConA) em pacientes atopicos.

2.2. Objetivos especificos

= Obter o extrato bruto de B. tropicalis e sua fracao ligante de Concanavalina A

em coluna de afinidade.

= Determinar os niveis de IgE sérica total e IgE sérica especifica aos extratos

Bt-total e Bt-ConA em pacientes atdpicos e individuos nao-atépicos.

= Analisar a resposta proliferativa de PBMCs estimuladas com os extratos
alergénicos (Bt-total e Bt-ConA) em pacientes atdpicos e individuos nao-

atdpicos.

» |nvestigar a produgao de citocinas (IL-5 e IFN-y) por PBMCs estimuladas com
os extratos alergénicos (Bt-total e Bt-ConA) em pacientes atdpicos e

individuos nao-atdpicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) que regulamenta a pesquisa
envolvendo seres humanos (Anexos A e B).

A concordancia em participar da pesquisa foi confirmada pela assinatura de um
Termo de Consentimento pés-informado (Anexo C) pelo individuo do estudo,
explicitando o nome da pesquisa, seu objetivo, os procedimentos a serem
realizados, tais como colheita de sangue, teste cutdneo de leitura imediata,
esclarecimentos sobre riscos e beneficios, além de poderem se retirar do estudo a
qualquer momento sem necessidade de explicagcdo prévia ou prejuizo ao
atendimento atual ou futuro dos individuos da pesquisa.

Em seguida, os individuos responderam a uma breve ficha de identificacdo e a
um questionario clinico elaborado segundo ISAAC (1998), com algumas
modificagdes, que foi aplicado com a presenga do médico alergologista para maior

conhecimento da sua histéria clinica (Anexo D).

3.2. Casuistica

Foram selecionados 246 individuos, de ambos os sexos e idade entre 18 e 60
anos, dos quais 137 (54 homens e 83 mulheres) apresentavam rinite alérgica com
ou sem asma e 109 (37 homens e 72 mulheres) nao tinham sintomas ou histérico
clinico de doencas alérgicas e apresentaram teste cutdneo de puntura (TCP)
negativo para todos aeroalérgenos testados (ndo-atdpicos).

O diagnéstico de rinite alérgica (intermitente ou persistente, leve ou moderada)
foi estabelecido com base na presenca de manifestacoes de espirros, rinorréia e/ou
obstrucdo nasal intermitentes, relacionadas a exposi¢cao a alérgenos inalaveis e na
histéria pessoal e/ou familiar de doengas atépicas (BOUSQUET, VAN
CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001). O diagnéstico clinico de asma foi
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estabelecido considerando a presenca de episddios de dispnéia e sibilancia,
obedecendo aos critérios ja estabelecidos (IV DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O
MANEJO DA ASMA, 2006).

Todos os pacientes com doenga alérgica respiratéria foram atendidos no
Ambulatério de Alergia e Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU), no periodo de maio de 2005 a fevereiro de 2007.
Os individuos nao-atopicos foram selecionados entre os alunos dos cursos de
graduagéo e pos-graduacgao, professores e funcionarios da UFU e de membros da
populacado de Uberlandia, durante o mesmo periodo.

Os critérios de exclusao para este estudo foram:

» |ndividuos em uso dos seguintes medicamentos, por via oral ou tépica:

- Anti-histaminicos de primeira e segunda geragao entre 24 e 72 horas
antes do teste cutdneo (BERNSTEIN; STORMS, 1995);
- Corticosterdides sistémicos por tempo prolongado (>20mg/dia por mais de
sete dias) (SLOTT; ZWEIMAN, 1974);
- Corticosterdides topicos até 3 semanas anteriores ao teste cutaneo
(PIPKORN; HAMMERLUND; ENERBAECK, 1989);
= Pacientes que tinham sido submetidos a uma prévia imunoterapia;
» Presenca de lesbdes dermatoldgicas na area de realizagao do teste cutaneo;

= Recusa em participar do estudo.

3.3. Teste cutaneo de puntura (TCP)

A hipersensibilidade imediata foi avaliada por meio de TCP de acordo com
Ownby (1988), utilizando os seguintes extratos alergénicos glicerinados: acaros (B.
tropicalis, D. pteronyssinus e D. farinae) preparados como descrito a seguir no item
3.5.1; extratos comerciais de baratas (Blattella germanica e Periplaneta americana),
fungos (Alternaria alternata) e epitélios de cdo (Canis familiaris) e gato (Felis
domesticus) (IPI/ASAC, Sao Paulo, Brasil). Para o controle positivo, utilizou-se
cloridrato de histamina a 10mg/mL (IPI/ASAC, Sao Paulo, Brasil) e para o controle
negativo utilizou-se solugao salina fisiolégica em fenol 0,4% e glicerina diluida a 50%
(SQUILLACE et al., 1997; OPPENHEIMER, NELSON, 2006) (Anexo E).
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Apés anti-sepsia da face interna do antebrago anterior com alcool 70%, uma
gota de aproximadamente 10uL de cada extrato foi depositada a uma distancia de 3
cm uma da outra. A puntura cutanea foi realizada com auxilio de um puntor de metal
estéril apropriado (ALK Lancet, Schwabmuinchen, Alemanha) sobre a gota do
extrato. Apdés 15 minutos da realizagao do teste, as papulas foram mensuradas com
uma régua, graduada em milimetros, nos seus dois didmetros (0 maior e o
perpendicular a este). As papulas que apresentaram diametros médios >3mm em
relacdo aos do controle negativo foram consideradas positivas (KANCELJAK-
MACAN et al., 2002).

3.4. Coleta de sangue

Paralelamente ao teste cutdneo de puntura, amostras de sangue (5mL) foram
coletadas de cada individuo, utilizando tubos de coleta a vacuo (Vacutainer® -
Precision Glide/Becton Dickson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, EUA) e agulhas
21G1 para pungao venosa na regiao do antebraco. Apds a formagao do coagulo, os
tubos foram centrifugados a 700 x g por 10 minutos e os soros obtidos foram
distribuidos em aliquotas e armazenados a —20°C até a realizagdo dos testes

sorolégicos.

3.5. Preparacédo dos extratos alergénicos de acaros

A extracdo dos alérgenos de B. tropicalis, D. pteronyssinus e D. farinae foi
realizada de acordo com o protocolo anteriormente descrito (PEREIRA et al., 2005).
Em resumo, aproximadamente 200g de material seco de cultivo dos acaros,
gentilmente cedido pelo Dr. Federico Montealegre (Immunochemistry Laboratory,
Medical School of Ponce, Porto Rico, EUA), foram peneirados para separar corpos e
fezes dos acaros do restante do material de cultivo. Em seguida, 10g do material
peneirado foram misturados a 50mL de solugdo salina tamponada com borato a
5mM (pH 8,0) contendo inibidores de proteases: leupeptina 1uM (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1mM (Sigma Chemical
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Co.), benzamidina 1 mM (Sigma Chemical Co.) e aprotinina 10ug/mL (Sigma
Chemical Co.). Essa mistura foi macerada em nitrogénio liquido para ruptura dos
acaros e incubada durante 18 horas a 4°C em agitagdo orbital. Posteriormente, o
material foi centrifugado a 20.000 x g durante 45 minutos a 4°C e o sobrenadante
(extrato total) foi concentrado e dialisado em Amicon (W.R. Grace & Co., Beverly,
EUA) com membrana YM-10 (cut off de 10kDa, Whatman International Ltd,
Maidstane, Inglaterra) contra solugcéo salina tamponada com fosfatos 0,01M, pH 7,2
(PBS). Os extratos alergénicos (Bt-total, Dp-total e Df-total) foram distribuidos em

aliquotas e armazenados a —20°C.

3.5.1. Extratos alergénicos de &caros para TCP

Os extratos alergénicos de acaros utilizados no TCP foram preparados a partir
dos extratos totais (Bt-total, Dp-total e Df-total) na concentragao protéica de 2mg/mL
em fenol 0,4% e glicerina 50% (Bayer Corporation, Spokane, EUA). Estes extratos
foram armazenados em frascos de vidro do tipo ambar com conta-gotas a 4°C até a

realizagao dos testes.

3.6. Obtencao do extrato de B. tropicalis ligante de Concanavalina A

Aproximadamente 2mL do extrato Bt-total (concentragcéo protéica de 9mg/mL)
foram aplicados em 5mL de resina de ConA-Sepharose (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Upsala, Suécia) previamente equilibrada como descrito anteriormente
(ALMEIDA, 2005). Apos incubagéo por 2 horas a 4°C, a resina foi lavada com PBS e
as proteinas retidas na resina foram eluidas com PBS contendo 0,05M de metil-a-D-
manopiranosideo. As fragdes foram coletadas e monitoradas em espectrofotdmetro
(Micronal, S&o Paulo, SP, Brasil) a 280nm. As fragdes que apresentaram densidade
optica >0,02 foram misturadas, concentradas e dualizadas em Amicon utilizando
membrana YM-10 (cut-off 10kDa) contra PBS a 4°C. A fracdo de B. tropicalis com

afinidade para ConA (Bt-ConA) foi distribuida em aliquotas e armazenada a —20°C.
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3.7. Dosagem protéica

As concentragdes protéicas dos extratos alergénicos totais (Bt-total, Dp-total e
Df-total) e do extrato Bt-ConA foram determinadas pelo método de Lowry e
colaboradores (1951). Para a curva de calibragdo da dosagem protéica foi utilizado
soroalbumina bovina (BSA; Sigma Chemical Co.) em diluicdes duplas seriadas de
500 a 8ug/mL em PBS. A leitura da densidade Optica foi realizada em
espectrofotbmetro a 660nm. Os valores de densidade Optica obtidos foram
convertidos em pg/mL com base na curva padrao, utilizando o programa Microplate

Manager 4.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, EUA).

3.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE)

Os componentes protéicos dos extratos Bt-total e Bt-ConA foram visualizados
por meio de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 12% na presenca de
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em condigdes desnaturantes e ndo-redutoras
(LAEMMLI, 1970), utilizando um sistema para mini-gel (SE 215 Mighty Small Multiple
Caster, Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA).

Imediatamente antes da aplicacdo no gel, as amostras foram centrifugadas
(20.000 x g por 5 minutos), o sobrenadante diluido em tamp&o de amostra (Tris-HCI
0,1M pH 6,8, SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2%, glicerol a 20%) e aquecido a
100°C durante 5 minutos. As amostras foram aplicadas nos pogos do gel,
paralelamente aos padrboes de peso molecular (Sigma Marker, Sigma).

A eletroforese foi realizada sob condicdes de corrente constante a 20mA
(Sistema LKB-BROMMA-2301 Macrodrive 1, Pharmacia, Suécia) por
aproximadamente 1 hora. Apds a corrida, os géis foram colorados por Coomassie

Blue (Coomassie briliant blue-R250, Sigma).

3.9. ELISA para deteccao de IgE sérica especifica a B. tropicalis

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram utilizados para a detecgdo de

anticorpos IgE aos extratos Bt-total e Bt-ConA em amostras de soros de pacientes



38

atépicos e individuos n&o atdpicos, segundo técnica descrita por Pereira e
colaboradores (2005), com algumas modificagdes.

Placas de microtitulacdo de alta afinidade, com 96 pogos (Corning Incorporated
Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com os
extratos alergénicos Bt-total ou Bt-ConA na concentragéo protéica de 20ug/mL
(50uL/pogo) em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C.
As placas foram lavadas por trés vezes com PBS contendo Tween 20
(Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate, Sigma) a 0,05% (PBS-T) e os sitios ativos
foram bloqueados (100uL/pogo) com PBS-T contendo soroalbumina bovina (BSA,
Sigma) a 1% por uma hora a temperatura ambiente.

Apds um novo ciclo de lavagens, as amostras de soros foram adicionadas na
diluicdo 1:2 (50uL/pogo) em PBS-T-BSA 1% em duplicata e incubadas por 2 horas a
37°C. Em paralelo, soros controles negativos foram incluidos em cada placa. Apds
um ciclo de seis lavagens, as placas foram incubadas (50uL/pog¢o) com o anticorpo
secundario anti-lgE humana biotinilado (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, EUA) diluido a 1:500 em PBS-T-BSA 1% por 1 hora a 37°C. Apos
novas lavagens, foi adicionado (50ulL/pog¢o) o conjugado estreptavidina-peroxidase
(Sigma) na diluicdo de 1:500 em PBS-T-BSA 1%.

Apds 30 minutos de incubagao em temperatura ambiente e novas lavagens, as
placas foram reveladas por meio da adicdo do substrato enzimatico (2,2'-diazino-bis-
3-ethyl-benzthiazoline sulfonic acid [ABTS] a 0,01M em tampao citrato-fosfato a
0,07M, pH 4,2 contendo 0,03% de agua oxgenada [H20]).

Os valores de densidade éptica (DO) foram determinados em leitor de ELISA
(Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405nm. O limiar
de positividade (cut off) da reacao foi determinado pela média dos valores de DO
dos soros controles negativos acrescida de trés desvios padrbes. Os niveis de
anticorpos IgE foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE) conforme
anteriormente descrito (ALMEIDA et al., 2006), segundo a formula:

IE = DO amostra / Cut Off

DO amostra: densidade éptica média obtida de cada amostra de soro

Cut off = DO média de soros controles negativos + 3 desvios padrdes

Valores de |IE>1,2 foram considerados positivos para excluir os valores de

reatividade limitrofes ao ponto de corte (EI=1,0)
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3.10. ELISA para deteccéo de IgE sérica total

ELISA para deteccdo de IgE sérica total foi realizada segundo a técnica
descrita anteriormente (SILVA et al., 2001), com algumas modificagdes.

Microplacas de poliestireno de alta afinidade, com 96 pocgos (Immulon 2,
Dynatech Laboratories Inc., Chantilly, EUA) foram sensibilizadas com anticorpo
monoclonal anti-IgE humana (clone GE-1; Sigma) na diluicdo de 1:5.000 em tamp&o
carbonato-bicarbonato 0,06M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C.

As placas foram lavadas com PBS-T e bloqueadas com PBS-T-BSA 1% por 1
hora a temperatura ambiente. As amostras de soro foram diluidas a 1:5, 1:50 e 1:500
em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2 horas a 37°C. Paralelamente, foi realizada a
curva padrao, em duplicata, em diluigdes duplas seriadas em PBS-T-BSA, em cada
placa, utilizando soro de referéncia (LHY), contendo 500 unidades internacionais (Ul)
de IgE sérica total/mL de soro, sub padronizado, anteriormente, por
quimiluminescéncia.

Apds novas lavagens, foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado de
cabra anti-lgE humana (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.) na diluicdo de
1:4.000 e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. Subseqlentemente, o
conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) foi adicionado na diluicdo de 1:500 e
incubado por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apds o ultimo ciclo de lavagens, foi adicionado o substrato enzimatico,
constituido de uma solugcdo ABTS (Sigma) 0,01M em tampao citrato-fosfato
contendo agua oxigenada a 0,03%.

Os valores de densidade o6ptica (DO) foram determinados em leitor de ELISA a
405nm e convertidos em unidades internacionais por mililitro (Ul/mL), de acordo com
a curva padrao, utilizando-se o programa Microplate manager PC, versao 4.0 (Bio-

Rad Laboratorie Inc.).

3.11. Avaliagdo da resposta imune celular

Para avaliar a resposta imune celular a B. tropicalis, foram selecionados 26
pacientes atépicos com TCP positivo para Bt, Dp e Df (grupo Bt+), 19 pacientes

atopicos com TCP negativo para Bt, mas positivo para os outros dois acaros (grupo
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Bt-) e 24 individuos nao-atopicos com TCP negativo para todos aeroalérgenos

testados (grupo NA).

3.11.1. Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Foram coletados aproximadamente 30mL de sangue heparinizado dos
pacientes atopicos e individuos controles. Adicionou-se PBS estéril ao sangue na
propor¢cdo 2:1 e, apds completa homogeneizagdo, foi adicionado Histopaque
(d=1,077; Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia), na proporgéo 1:5 e
centrifugado a 1000g a 15°C por 20 minutos. O sobrenadante foi removido e a
nuvem celular (PBMC) foi coletada e lavada por duas vezes com PBS estéril gelado
por centrifugagdo a 300g por 10 minutos a 4°C. O sedimento celular (PBMC) foi
ressuspenso com 5mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Escdcia)
contendo gentamicina (40ug/mL) e soro humano AB a 10% (Sigma) e a suspensao
celular mantida em banho de gelo até a contagem das células viaveis, utilizando o

corante azul de Tripan 0,4% (Sigma), em camara hemocitométrica de Neubauer.

3.11.2. Resposta proliferativa

PBMCs foram adicionadas em placas de cultura, 96 pocos, fundo chato, estéril
(Costar-Corning Incorporated) na concentragdo de 2 x 105 células/pogo/200 uL, em
triplicata, e estimuladas com os extratos alergénicos Bt-total (10ug/mL) ou Bt-ConA
(5ug/mL). Como controle positivo da cultura, células foram estimuladas com os
mitdogenos fitohemaglutinina (PHA: 10ug/mL) ou concanavalina A (ConA: 5ug/mL) e
com toxoide tetanico (TT: 10ug/mL) como controle nao-alergénico. Como controle
negativo, células foram incubadas com meio de cultura somente. As células foram
incubadas em incubadora a 37°C e 5% de CO2 durante 3 dias quando estimuladas
com mitégenos (PHA, ConA) ou 5 dias quando estimuladas com antigenos (Bt-total,
Bt-ConA e TT). As concentragbes o6timas dos estimulos e tempos de incubagao
foram determinadas em experimentos prévios.

Aproximadamente 8 horas antes do término do periodo de estimulacio, as
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células foram pulsadas (25uL/poco) com 0,5uCi de timidina tritiada [°H] (New
England Nuclear, Boston, EUA) e coletadas em filtro de fibra de vidro (Cambridge
Technology, Watertown, EUA) por meio de coletor de células (Cell Harvester -
Cambridge Technology Inc., Cambridge, EUA). Para a leitura da incorporagao de
timidina tritiada, foram adicionados 2mL de liquido de cintilagcdo biodegradavel nao-
aquoso (Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra) em cada
tubo e analisado em um contador B de cintilagéo liquida (Packard Tri-Card - 2100TR,

Downers Grove, EUA) em c.p.m. (contagem por minuto).

3.11.2.1. Resposta proliferativa na presenca de inibidor de ConA

Para avaliar a interferéncia de ConA residual no extrato Bt-ConA sobre a
resposta proliferativa, PBMCs foram obtidas de 14 pacientes aleatoriamente
selecionados (6 do grupo Bt+, 4 do grupo Bt— e 4 do grupo NA) e cultivadas com os
estimulos como acima descrito. Em paralelo, foi adicionado o extrato Bt-ConA na
presenca de um inibidor de ConA, metil-a-D-manopiranosideo (FERRO
PFANSTIEHL LABORATORIES, INC., Waukegan, IL, USA) a 50mM, cuja
concentracdo foi previamente estabelecida em experimentos preliminares. Como
controle, foi também adicionado o mitégeno ConA na presenga do respectivo
inibidor. Todas as etapas subsequientes do ensaio foram realizadas como descrito

anteriormente.

3.11.3. Producéo de citocinas

PBMCs foram adicionadas em placas de cultura, 48 pocos, fundo chato, estéril
(Costar-Corning Incorporated) na concentracdo de 2,5 x 10° células/pogo/250uL e
estimuladas com os extratos alergénicos Bt-total (10ug/mL) ou Bt-ConA (5ug/mL).
Como controle positivo da cultura, células foram estimuladas com os mitégenos
fitohemaglutinina (PHA: 10ug/mL) ou concanavalina A (ConA: 5ug/mL) e com
toxdide tetanico (TT: 10pug/mL) como controle nao-alergénico. Como controle

negativo, células foram incubadas com meio de cultura somente. As células foram
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incubadas em incubadora a 37°C e 5% de CO, e os sobrenadantes da cultura foram
coletados, de pocgos independentes, aos 3 (PHA) e 7 dias (Bt-total, Bt-ConA, ConA,
TT) apos estimulagdo. Apos centrifugagdo a 3300g por 5 minutos a 4°C, os

sobrenadantes foram armazenados a -70°C para posterior deteccao de citocinas.

3.11.4. Deteccao das citocinas IFN—y e IL-5

Os sobrenadantes de cultura foram analisados para a deteccédo das citocinas
IFN-y e IL-5 pela técnica ELISA de duplo anticorpo tipo sandwich, segundo protocolo
recomendado pelos fabricantes (R&D Systems, Minneapolis, EUA). Em resumo,
microplacas de poliestireno de alta afinidade com 96 pogos (Corning-Costar
Incorporated) foram sensibilizadas (50uL/pogo) com os respectivos anticorpos
monoclonais de captura: anti-IFN-y (4ug/mL) ou anti-IL-5 (2ug/mL) diluidos em PBS.
As placas foram incubadas em camara umida por aproximadamente 18 horas a
temperatura ambiente.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS contendo Tween
20 (Polyoxyethylene-sorbitan monolaurate; Sigma) a 0,05% (PBS-T), e
subsequentemente bloqueadas (100uL/pogo) com PBS adicionado de soroalbumina
bovina (BSA; Sigma) a 1% para IL-5 e com PBS + BSA 1% acrescido de NaNj3 (azida
sédica) para IFN-y por 1 h a temperatura ambiente.

Apo6s o bloqueio, as placas foram novamente lavadas com PBS-T e incubadas
com o0s sobrenadantes de cultura (50uL/pogo) nado diluidos, em duplicata.
Paralelamente, foram realizadas curvas padrées com as respectivas citocinas
humanas recombinantes, em diluigdes duplas seriadas variando de 2000 a 3,9pg/mL
para IFN-y e de 1500 a 2,9pg/mL para IL-5.

Apos incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram
novamente lavadas por 4 vezes com PBS-T e incubadas com os respectivos
anticorpos de detecgao biotinilados: anti-IFN-y (18ug/mL) ou anti-IL-5 (22,5ug/mL)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds novas lavagens como anteriormente
descrito, foi adicionado o conjugado streptavidina-peroxidase (R&D Systems) na

diluicdo 1:200 e incubado por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro.
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Apods o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladas com a adigcao
(50uL/pogo) do substrato enzimatico tetrametilbenzidina (TMB; Sigma) diluido em
tampéao citrato-fosfato 0,1M (pH 4,5) e 0,03% de H0,. Apdés 20 minutos de
incubacédo, a reagao foi interrompida pele adigdo (25uL) de acido sulfurico 2 N. A
densidade optica (DO) foi determinada em leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus
MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 450nm. Os valores de DO obtidos foram
convertidos em pg/mL de acordo com as curvas padrdes, utilizando-se o software
Microplate Manager (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Os limites de detec¢do das
citocinas foram de 7,8pg/mL (IFN-y) e 11,7pg/mL (IL-5). Valores abaixo do limite de

detecgao de cada ensaio foram considerados como o ultimo ponto da curva.

3.12. Andalise estatistica

Analise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad
Software, Inc.). Como os dados ndo apresentaram uma distribuicdo normal
(Gaussiana), foram utilizados testes nédo paramétricos de Kruskal-Wallis e de
comparagao multipla de Dunn para comparar os niveis de IgE sérica total e IgE
sérica especifica aos alérgenos de B. tropicalis, respostas proliferativas e niveis de
citocinas entre os diferentes grupos de pacientes. Para comparagdo entre
proporcoes foi utilizado o teste do qui-quadrado com corregcéo de Yates ou o teste
exato de Fisher, quando apropriado. Correlagdes entre os niveis de anticorpos IgE
aos extratos Bt-total e Bt-ConA foram calculadas pelo teste de correlacdo de
Spearman. Todos os resultados foram considerados estatisticamente significantes

quando p<0,05.

3.13. Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos

reagentes, bem como a utilizagao de equipamentos, foram realizados de acordo com
as normas de biosseguranca (CHAVES-BORGES, MINEO, 1997).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos individuos do estudo

As caracteristicas demograficas e clinicas dos individuos do estudo estdo
demonstradas na Tabela 1. Os individuos foram distribuidos em trés grupos de

acordo com os resultados do TCP para o extrato Bt-total:

(1) Grupo Bt+: pacientes com TCP positivo ao extrato Bt-total;

(2) Grupo Bt—: pacientes com TCP negativo ao extrato Bt-total, mas TCP
positivo aos extratos de Dp e/ou Df;

(3) Grupo NA: individuos nao-atépicos com TCP negativo a todos

aeroalérgenos testados.

Segundo a histéria clinica dos pacientes, rinite sem asma foi o diagnostico
predominantemente observado nos dois grupos de pacientes atopicos (Bt+=81,3% e
Bt—=90,2%) em relagdo ao quadro clinico de rinite associado com asma (Bt+=18,7%
e Bt—=9,8%; p<0,0001). Nenhuma diferenga significante quanto aos diagndsticos
clinicos foi observada entre os grupos de pacientes atopicos Bt+ e Bt— (p>0,05).

Quanto a reatividade cutanea aos acaros testados, o tamanho médio da papula
ao extrato Dp foi significantemente maior no grupo Bt+ (9,8+3,4mm) que no grupo
Bt— (7,5+2,7mm), bem como em relacdo aos extratos Bt (7,4+3,0mm) e Df
(7,9+2,8mm) (p<0,05), embora nenhuma diferenga significante tenha sido
encontrada nas taxas de positividade do TCP (90-100%). Além disso, nao houve
diferenca significante entre o tamanho meédio das papulas para o extrato Dp
(7,5+2,7mm) e Df (7,3+2,6mm) dos pacientes do grupo Bt— (p>0,05).

De acordo com os critérios de selegdo dos grupos, todos os individuos do
grupo NA apresentaram um TCP negativo aos extratos de acaros bem como aos
outros aeroalérgenos testados (dados n&o mostrados). Todos os individuos

apresentaram reatividade cutanea positiva para histamina.



Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com rinite

alérgica e individuos nao atépicos do estudo.

Grupos
Caracteristicas
Bt+ Bt— NA
Numero de individuos (n) 96 41 109
Idade (anos)

Média + desvio padrao 27,3+9,5 28,3+9,2 31,1+11,7
Sexo (M/F) 40/56 14/27 37172
Diagndstico Clinico (n, %)

Rinite 78 (81,3%)? 37 (90,2%) @
Rinite+Asma 18 (18,7%)° 4 (9,8%)° 0

TCP (tamanho médio da papula em mm) e Positividade (%)§

B. tropicalis (Bt) 74+3,0° 0 0
100% 2 0 0
D. pteronyssinus (Dp) 9,8+34° 75+27°2 0
99% ? 100% @ 0
D. farinae (Df) 7,9+28°2 7,3+26° 0
100% ? 90% ? 0

Bt+: pacientes com teste cutdneo de puntura (TCP) positivo ao extrato de B. tropicalis;
Bt—: pacientes com TCP negativo ao extrato de B. tropicalis;

NA: individuos n&o-atopicos com TCP negativo aos extratos de aeroalérgenos
testados;

¥ Positividade ao TCP foi determinada a partir do diametro médio da papula e
estabelecida como >3mm em relagao ao controle negativo da reacido. Os dados estao
representados como média + desvio padrao do tamanho da papula e porcentagem de
positividade.

2P| etras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos,
como determinado pelos testes Kruskal-Wallis e comparagao multipla de Dunn para o
tamanho médio da papula, e pelo teste qui-quadrado com correcéo de Yates ou teste
exato de Fisher para diferenga entre proporgdes (p<0,05).
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4.2. TCP aos extratos de B. tropicalis, D. pteronyssinus e D. farinae

Os resultados do TCP aos extratos de B. tropicalis, D. pteronyssinus e D.
farinae realizado nos pacientes com rinite alérgica com ou sem asma estdo
demonstrados na Tabela 2.

Dos 137 pacientes, 96 (70,1%) apresentaram reatividade cutanea ao extrato
total de B. tropicalis (Bt+), 95 (69,4%) foram concomitantemente positivos aos trés
acaros (Bt+/Dp+/Df+) e somente um (0,7%) paciente foi positivo a ambos extratos Bt
e Df (Bt+/Dp—/Df+). Nenhum paciente estava monosensibilizado a B. tropicalis
(Bt+/Dp—/Df-).

Por outro lado, dos 41 (29,9%) pacientes com TCP negativo ao extrato total de
B. tropicalis (Bt-), 37 (27%) foram reativos a ambos extratos de Dp e Df (Bt-
/Dp+/Df+) e apenas quatro (2,9%) mostraram reatividade cutanea ao extrato Dp
somente (Bt—/Dp+/Df-).

Tabela 2. Resultados do teste cutaneo de puntura (TCP)
aos extratos de B. tropicalis (Bt), D. pteronyssinus (Dp) e
D. farinae em 137 pacientes com rinite alérgica com ou

sem asma de Uberlandia, MG.

TCP Numero (%)*
Bt + 96 (70,1)
Bt+/Dp +/Df + 95 (69,4)
Bt +/Dp +/Df - 0 (0)
Bt +/Dp—/Df + 1(0,7)
Bt+/Dp-/Df- 0 (0)
Bt — 41 (29,9)
Bt—/Dp +/Df + 37 (27,0)
Bt—/Dp +/ Df - 4 (2,9)
Bt—/Dp—/Df + 0 (0)

*Dados sdo representados como o numero de pacientes e a
porcentagem entre parénteses. (+): Positivo; (—): Negativo.
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4.3. Perfil cromatogréfico das fracdes do extrato total de B. tropicalis

O perfil cromatografico das fragbes do extrato total de B. tropicalis obtidas por
cromatografia de afinidade em coluna de Concanavalina A-Sepharose esta ilustrado
na figura 3. O primeiro pico representa as fragdes protéicas que nao foram retidas
pela resina de ConA (Bt-void) e as fragbes (segundo e terceiro picos) que
interagiram por afinidade com a resina (Bt-ConA) foram eluidas com 0,05M metil a-
D-manopiranosideo. As fragdes 37 a 43 e 46 a 49 foram reunidas, constituindo o

“pool” das fragdes que interagiram com a resina (extrato Bt-ConA).
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Figura 3. Perfil cromatografico das fracbes do extrato total de Blomia tropicalis
obtidas por cromatografia de afinidade em coluna de Concanavalina A-Sepharose. O
1° pico representa o Bt-void, e a fragdo Bt-ConA esta indicada nos 2° e 3° picos,
eluidos com 0,05M metil a-D-manopiranosideo. Volume da resina: 5,0mL; amostra

aplicada: 18mg em um volume de 2,0mL.
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4.4. Concentracao protéica

A concentracdo protéica dos extratos e fragdes obtidas foi: Bt-
total=9.000pg/mL; Bt-void=3.800ug/mL e Bt-ConA=490ug/mL (apds concentragéo e
didlise em PBS).

4.5. Analise eletroforética dos extratos de B. tropicalis

A figura 4 ilustra o perfil eletroforético em SDS-PAGE a 12% dos extratos Bt-
total e Bt-ConA apds coloragdo com Coomassie blue. O extrato Bt-total apresentou
varios componentes protéicos com massas moleculares aparentes variando de 14 a
152kDa enquanto o extrato Bt-ConA apresentou componentes protéicos com
massas moleculares aparentes predominantemente acima de 27kDa (27, 29, 37, 50,
66, 93, 123 e 152kDa).

205 — 152
116 ] t123
97— «4—93
66 — «—66
45 «4—50
36 <37
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29 29
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Figura 4. Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12%) dos extratos Bt-total (1) e Bt-ConA
(2) de Blomia tropicalis. Os padrdes de massas moleculares (kDa) estao indicados a
esquerda e os componentes protéicos estimados dos extratos de B. tropicalis estéo

representados a direita.
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4.6. Niveis de anticorpos IgE aos extratos Bt-total e Bt-ConA

Os niveis de anticorpos IgE especificos aos extratos Bt-total e Bt-ConA
determinados por ELISA em soros de pacientes com TCP positivo (Bt+) e negativo
(Bt-) a B. tropicalis e individuos n&o-atopicos (NA) estdo demonstrados na figura 5.

Os niveis séricos de IgE a ambos extratos Bt-total e Bt-ConA foram
significantemente maiores no grupo Bt+ (IE = 1,73 e |IE = 1,20, respectivamente) que
no grupo Bt— (IE = 0,86 e IE = 0,84, respectivamente) ou grupo NA (IE = 0,78 e IE =
0,78, respectivamente) (p<0,001).

De todos os pacientes com TCP positivo a B. tropicalis (grupo Bt+), 73% tinham
anticorpos IgE séricos especificos ao extrato Bt-total e 50% ao extrato Bt-ConA
determinados por ELISA, com diferenga significante entre as taxas de
soropositividade (p=0,0013). Por outro lado, em pacientes do grupo Bt— e em
individuos NA, nenhuma reatividade de IgE sérica a ambos extratos Bt-total e Bt-
ConA foi detectada.

Soros analisados em placas previamente sensibilizadas com ConA (controle
negativo para o extrato Bt-ConA) ndo mostraram qualquer reatividade, com valores

de |IE abaixo do ponto de corte (IE<1.2) (dados n&do mostrados).

4.7. Correlacéo entre os niveis de IgE aos extratos Bt-total e Bt-ConA

A correlagdo entre os niveis séricos de anticorpos IgE aos extratos Bt-total e
Bt-ConA foram analisadas nos pacientes do grupo Bt+ (Figura 6). Observou-se uma
significativa e alta correlagao positiva entre os niveis de IgE ao extrato Bt total versus
Bt-ConA (rs=0,7305; p<0,0001).
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Figura 5. Niveis de IgE especificos ao extrato total de Blomia tropicalis (Bt-total) e a
fracdo ligante de concanavalina A (Bt-ConA) em amostras de soros de pacientes
com TCP positivo (Bt+, n=96) e negativo (Bt—, n=41) a B. tropicalis e de individuos
nao atépicos (NA, n=109). Dados séo representados em box plot e expressos em
indice ELISA (IE). A linha horizontal dentro do box indica o valor da mediana obtida
para cada grupo. A linha pontilhada horizontal indica o ponto de corte da reacao
(IE>1,2). Os valores da mediana e taxas de positividade também estéo indicados. ***
p<0,001 na comparagéo entre os grupos pelos testes Kruskal-Wallis e comparagao

multipla de Dunn.
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Figura 6. Correlagao entre os niveis séricos de IgE ao extrato total de Blomia
tropicalis (Bt-total) e a fragcdo ligante de Concanavalina A (Bt-ConA) em pacientes
com teste cutédneo de puntura (TCP) positivo a B. tropicalis (Bt+, n=96), expressos
em indices ELISA (IE). O coeficiente de correlagao (rs) foi calculado pelo teste de

correlagao de Spearman.

4.8. IgE sérica total

Os niveis de IgE sérica total determinados por ELISA em pacientes atdpicos
(grupos Bt+ e Bt-) e em individuos nao-atdpicos (NA) estdo ilustrados na Figura 7.
Niveis de IgE sérica total em pacientes do grupo Bt+ (196,2Ul/mL) e do grupo Bt—
(105,8Ul/mL) foram significantemente maiores que aqueles detectados em
individuos nao-atépicos (21,7Ul/mL) (p<0,001), mas sem diferengas significantes

entre os pacientes atépicos (p>0,05).
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Figura 7. Niveis de IgE sérica total em pacientes com TCP positivo (Bt+, n=96) e
negativo (Bt—, n=41) a B. tropicalis e em individuos n&o atopicos (NA, n=109). Dados
sdo representados em box plot e expressos em unidades internacionais por mililitro
(Ul/mL). A linha horizontal dentro do box indica o valor da mediana obtida para cada
grupo. *** p<0,001 na comparacédo entre os grupos pelos testes Kruskal-Wallis e

comparacgao multipla de Dunn.

4.9. Resposta proliferativa

Respostas proliferativas foram analisadas em 26 pacientes do grupo Bt+, 19
pacientes do grupo Bt— e em 24 individuos do grupo NA (Figura 8). Respostas
proliferativas induzidas pelo alérgeno Bt-total foram significantemente maiores
quando comparado ao controle negativo da cultura (meio) somente em pacientes
atopicos do grupo Bt+, enquanto o extrato Bt-ConA induziu respostas proliferativas

aumentadas em todos grupos de individuos (p<0,05).
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Figura 8. Resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de 26 pacientes atdpicos com TCP positivo para Blomia tropicalis (Bt+), 19
atopicos com TCP negativo para B. tropicalis (Bt—) e 24 individuos ndo atopicos
(NA). Células foram estimuladas com o extrato total de B. tropicalis (Bt-total,
10ung/mL) e sua fragédo ligante de Concanavalina A (Bt-ConA; SH%/mL ) durante 5 dias
de cultura e analisadas pela incorporacédo de tlmldlna tritiada ["H] em contador de
cintilacao liquida (c.p.m.). Toxéide tetanico (TT; 10ug/mL) foi usado como controle
n&o-alergénico e o meio como controle negativo da cultura nas mesmas condigdes.
Controles positivos da cultura foram incubados com mitdgenos (fitohemaglutinina
[PHA] a 10ug/mL ou concanavalina A [Con-A] a 5ug/mL) por 3 dias e estdo
demonstrados no canto superior esquerdo (inserto). Barras representam a média e o
intervalo de confianga (IC) de 95%. Significancia estatistica foi determinada pelos
testes Kruskal-Wallis e comparacdo multipla de Dunn. *p<0.05, ***p<0.001 para as
comparagdes entre os grupos para cada estimulo. #, ®, ¢ indicam diferengas
significantes em relagcdo ao meio (p<0.05).
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Por outro lado, respostas proliferativas induzidas pelo antigeno TT foram
significantemente elevadas em ambos os grupos de pacientes atdpicos (p<0,05).
Controles positivos da cultura (PHA e Con-A) mostraram taxas de proliferacdo de 30
a 50 vezes maiores em relacado ao meio somente (Figura 8, inserto).

Comparando os grupos, o extrato Bt-total induziu uma significantemente maior
resposta proliferativa em pacientes atdpicos do grupo Bt+ que no grupo Bt- e
individuos NA (p<0,001). Em contraste, o extrato Bt-ConA mostrou resposta celular
significantemente aumentada no grupo Bt+ em relagéo ao grupo NA (p<0,01).

Ambos os grupos de pacientes atopicos (Bt+ e Bt—) mostraram respostas
proliferativas significantemente elevadas apds estimulagdo com TT quando

comparado aos individuos NA (p<0,05).

4.10. Resposta proliferativa na presenca de inibidor de ConA

A interferéncia de ConA residual no extrato Bt-ConA sobre a resposta
proliferativa foi avaliada em ensaios de proliferacdo na presenca do inibidor de ConA
(50mM metil-a-D-manopiranosideo) em PBMC de 6 pacientes do grupo BT+, 4
pacientes do grupo Bt— e 4 individuos do grupo NA (Figura 9). De forma reprodutivel
aos ensaios anteriores (Figura 8), o extrato Bt-total induziu significante resposta
proliferativa em pacientes atopicos do grupo Bt+ quando comparado ao meio
(p<0,05), enquanto o extrato Bt-ConA induziu respostas proliferativas aumentadas
em todos grupos de individuos em relagdo ao meio (p<0,05). Entretanto, na
presenca do inibidor de ConA, estas respostas induzidas pelo extrato Bt-ConA foram
significantemente diminuidas (p<0,05).

Na comparagao entre os grupos, somente o extrato Bt-total foi capaz de induzir
respostas proliferativas significantemente aumentadas em pacientes atépicos do
grupo Bt+ quando comparado aos grupos de pacientes atopicos Bt— e individuos NA
(p<0,05). Respostas proliferativas induzidas pelo antigeno TT também foram
reproduzidas e mostraram-se significantemente elevadas em ambos os grupos de
pacientes atépicos (p<0,05). Controles positivos da cultura (PHA e Con-A)
mostraram taxas de proliferacdo significantemente maiores em relagdo ao meio,
enquanto uma significante diminuicdo da resposta proliferativa foi observada
somente para o mitdgeno ConA na presenga do seu inibidor especifico (Figura 9,

inserto).
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Figura 9. Resposta proliferativa de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de 6 pacientes atépicos com TCP positivo para Blomia tropicalis (Bt+), 4
atopicos com TCP negativo para B. tropicalis (Bt—) e 4 individuos n&o atopicos (NA).
Células foram estimuladas com o extrato total de B. tropicalis (Bt-total; 10ug/mL),
fracdo ligante de Concanavalina A (Bt-ConA; 5ug/mL) e extrato Bt-ConA na
presenga de inibidor de ConA, metil-a-D-manopiranosideo (50mM) durante 5 dias de
cultura e analisadas pela incorporacdo de timidina tritiada [°H] em contador de
cintilagédo liquida (c.p.m.). Toxdide tetanico (TT; 10ug/mL) foi usado como controle
nao-alergénico e 0 meio como controle negativo da cultura nas mesmas condigdes.
Controles positivos da cultura foram incubados com mitdgenos (fitohemaglutinina
[PHA] a 10ug/mL ou concanavalina A [Con-A] a 5ug/mL na auséncia ou presenga do
inibidor de ConA por 3 dias e estdo demonstrados no canto superior esquerdo
(inserto). Barras representam a média e o intervalo de confianga (IC) de 95%.
Significancia estatistica foi determinada pelos testes Kruskal-Wallis e comparacéao
multipla de Dunn. *p<0.05, ***p<0.001 para as comparagdes entre 0s grupos para
cada estimulo. Letras maiusculas diferentes indicam diferengas significantes entre os
estimulos para cada grupo de paciente; letras minusculas diferentes indicam
diferencgas significantes entre os grupos de pacientes para cada estimulo (p<0.05).
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4.11. Andlises de citocinas

Niveis de IFN-y foram mensurados em sobrenadantes de cultura de PBMCs
estimuladas com os extratos alergénicos (Bt-total e Bt-ConA) ou controle nao-
alergénico (TT), ou controles positivo (PHA e Con-A) e negativo (meio somente)
(Figura 10). Nenhuma diferenga significante foi observada na producédo de IFN-y
apos qualquer estimulo entre os grupos de pacientes (p>0,05), exceto para o extrato
Bt-ConA que induziu niveis significantemente aumentados no grupo de pacientes
atépicos Bt+ quando comparado ao meio (p<0,05). Controles positivos foram
capazes de aumentar significantemente a produgao de IFN-y em relagdo ao meio em
todos os grupos de individuos (p<0,05) (Figura 10, inserto).

Niveis de IL-5 foram mensurados em sobrenadantes de cultura de PBMCs
estimuladas com os extratos alergénicos (Bt-total e Bt-ConA) ou controle nao-
alergénico (TT), ou controles positivo (PHA e Con-A) e negativo (meio somente)
(Figura 11). Nenhuma diferenga significante foi observada na producéo de IL-5 apos
qualquer estimulo em relagio ao meio sozinho (p>0,05), mas niveis
significantemente maiores de IL-5 foram detectados no grupo de pacientes atopicos
Bt+ quando comparado aos individuos NA para qualquer estimulo analisado
(p<0,05). Niveis de IL-5 foram também significantemente maiores no grupo de
pacientes atopicos Bt— apds estimulagdo com o controle n&o-alergénico (TT) em
relacdo ao grupo de individuos NA (p<0,01). Como esperado, controles positivos
foram capazes de aumentar significantemente a producédo de IL-5 em relacdo ao

meio em todos os grupos de individuos (p<0,05) (Figura 11, inserto).
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Figura 10. Niveis de IFN-y detectados em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 26 pacientes atépicos com TCP positivo
para Blomia tropicalis (Bt+), 19 atopicos com TCP negativo para B. tropicalis (Bt-) e
24 individuos nao atépicos (NA). Células foram estimuladas com o extrato total de B.
tropicalis (Bt-total; 10ug/mL) e sua fragdo ligante de Concanavalina A (Bt-ConA; 5ug/mL)
durante 7 dias de cultura e mensurados por ELISA. Toxéide tetanico (TT; 10ug/mL) foi
usado como controle ndo-alergénico e o meio como controle negativo da cultura nas
mesmas condi¢cdes. Controles positivos da cultura foram incubados com mitdégenos
(fitohemaglutinina [PHA] a 10ug/mL ou concanavalina A [Con-A] a 5ug/mL) por 3 dias e
estdo demonstrados no canto superior esquerdo (inserto). Barras representam a média e o
intervalo de confianca (IC) de 95%. Significancia estatistica foi determinada pelos testes
Kruskal-Wallis e comparagéo multipla de Dunn. #, ®, ¢ indicam diferengas significantes em
relagcdo ao meio (p<0.05).
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Figura 11. Niveis de IL-5 detectados em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de 26 pacientes atdpicos com TCP
positivo para Blomia tropicalis (Bt+), 19 atopicos com TCP negativo para B. tropicalis
(Bt-) e 24 individuos nao atépicos (NA). Células foram estimuladas com o extrato
total de B. tropicalis (Bt-total; 10ug/mL) e sua fragéo ligante de Concanavalina A (Bt-
ConA; 5ug/mL) durante 7 dias de cultura e mensurados por ELISA. Toxoide teténico
(TT; 10ug/mL) foi usado como controle nao-alergénico e o meio como controle
negativo da cultura nas mesmas condi¢gdes. Controles positivos da cultura foram
incubados com mitégenos (fitohemaglutinina [PHA] a 10ug/mL ou concanavalina A
[Con-A] a 5ug/mL) por 3 dias e estdo demonstrados no canto superior esquerdo
(inserto). Barras representam a média e o intervalo de confiangca (IC) de 95%.
Significancia estatistica foi determinada pelos testes Kruskal-Wallis e comparacgéo
multipla de Dunn. * p<0.05, ** p<0,01, *** p<0.001 para as comparacgdes entre 0s
grupos para cada estimulo. #, ®, ¢ indicam diferengas significantes em relagdo ao
meio (p<0.05).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, a grande maioria (70,1%) dos pacientes com rinite alérgica
associada ou ndo a asma estava sensibilizada a B. tropicalis, com quase todos os
pacientes (69,4%) apresentando TCP positivo concomitantemente aos trés acaros
(B. tropicalis, D. pteronyssinus, e D. farinae) e nenhum paciente estando
monosensibilizado a B. tropicalis. Estes resultados foram similares aos obtidos por
um estudo prévio, realizado por nos, com outro grupo de pacientes atdpicos da
mesma regidao (PEREIRA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006), que encontraram 56-
58% de pacientes sensibilizados a B. tropicalis (Bt+), com 51-52% reativos a dois
acaros (Bt e Dp) e somente 5,5-6% monosensibilizados a B. tropicalis. Estes
achados confirmam que a sensibilizagdo concorrente com os trés acaros tem
complicado a avaliacdo do papel de B. tropicalis nestes pacientes e que a
sensibilizacdo a Dermatophagoides spp parece ser 0 mecanismo principal na
patogénese das doengas alérgicas respiratdrias em nosso pais.

Em nosso prévio trabalho (ALMEIDA et al., 2006), nds fracionamos o extrato
total de B. tropicalis por cromatografia de afinidade com Con-A Sepharose
resultando em fragbes enriquecidas de manose (extrato Bt-ConA) e apresentando
predominantemente componentes de peso molecular acima de 27kDa. Tais
compostos glicosilados mostraram ser reativos aos anticorpos IgE e subclasses de
IgG no soro de pacientes atopicos, sugerindo que diferentes epitopos de B. tropicalis
poderiam induzir a sintese de diferentes classes de anticorpos, com anticorpos IgE e
IgG1 reconhecendo mais epitopos glicosilados do que anticorpos 1gG4 (ALMEIDA et
al., 2006).

Neste estudo, niveis similares de anticorpos IgE especificos aos extratos Bt-
total and Bt-ConA foram encontrados entre pacientes Bt+, demonstrando que o
extrato Bt-ConA também contém alérgenos clinicamente relevantes responsaveis
pela indugao de anticorpos IgE. Em adigdo, pacientes nao sensibilizados a B.
tropicalis ou individuos nao-atépicos nao mostraram reatividade a ambos os
extratos, confirmando a alta especificidade do ensaio.

Apesar dos niveis similares de anticorpos IgE especificos, as taxas de
soropositividade aos extratos de Bt-total e Bt-ConA foram significantemente
diferentes, indicando que os componentes glicosilados ndo sao uniformemente

reconhecidos por pacientes atépicos e que o fracionamento do extrato total poderia
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ter contribuido para a perda de alguns epitopos sensibilizantes relevantes. Contudo,
em nosso prévio estudo (ALMEIDA et al., 2006), uma significante correlacao positiva
foi encontrada entre os niveis de anticorpos IgE, 19G1 e IgG4 aos extratos Bt-total e
Bt-ConA, indicando que antigenos glicosilados poderiam constituir alérgenos
principais e podem estar envolvidos tanto na sensibilizagcdo alergénica (resposta de
anticorpos IgE) como na manutengao da homeostase (respostas de anticorpos I1gG1
e lgG4) relacionado a exposi¢cao alergénica natural e refletindo uma consequéncia
normal de resposta imune protetora para ambos, individuos atopicos e nao-atopicos.

Como esperado, os niveis séricos de IgE total foram predominantemente
encontrados em ambos os grupos de pacientes atopicos, independentemente dos
agentes acarinos sensibilizantes, B. tropicalis e/ou Dermatophagoides spp. Assim,
apesar de que a deteccdo de IgE sérica total ndo é capaz de discriminar entre
diferentes pacientes atdpicos, este procedimento pode representar um parametro
laboratorial util para diferenciar individuos atopicos de nao atépicos. Por outro lado,
ELISA para a detecgao de anticorpos IgE especificos a B. tropicalis e subclasses de
IgG pode ser considerado como um método adicional para avaliar a resposta imune
humoral a B. tropicalis em pacientes atdpicos.

Em relacdo a resposta imune celular, significante proliferacdo de PBMC foi
observada em resposta ao extrato alergénico Bt-total em pacientes sensibilizados a
B. tropicalis (grupo Bt+), mas n&do em pacientes ndo sensibilizados (grupo Bt-) e
individuos nao-atépicos (grupo NA). Estes dados indicam que a resposta alérgica
envolve ndo somente a producao de IgE especifica a alérgenos com liberagao de
histamina, mas também a proliferacao celular, particularmente de linfécitos T
especificos aos alérgenos e secrecéo de citocinas (VALENTA et al., 1993). Em
contraste, o extrato alergénico Bt-ConA induziu respostas proliferativas aumentadas
em todos os grupos de pacientes, embora significantemente apenas em pacientes
atépicos Bt+ em relacdo aos nado-atdpicos. Estes achados poderiam indicar um
papel dos componentes glicosilados enriquecidos de manose presentes neste
extrato como indutores potenciais da proliferacdo celular. Alternativamente, estes
achados poderiam refletir uma acgao residual de ConA presente no extrato Bt-ConA.
Para esclarecer esta ultima hipotese, ensaios de proliferacdo celular com o extrato
Bt-ConA na presenca de inibidor especifico de ConA mostraram que estas respostas
foram significantemente diminuidas, reforcando a presenga de residuos de ConA no

extrato Bt-ConA. Vale destacar que o extrato de Bt-ConA foi testado por meio de
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anticorpos policlonais de camundongos anti-ConA e nenhuma reatividade especifica
foi observada (dados ndo mostrados). Portanto, estudos posteriores aprimorando o
processo de cross-linking da coluna de ConA-Sepharose serdo necessarios para
avaliar o real papel destes antigenos glicosilados enriquecidos de manose.

Pouco é conhecido sobre a resposta imune celular a B. tropicalis.
Recentemente, Lozano e colaboradores (LOZANO; CANO; BONFANTE, 2004)
avaliaram a resposta proliferativa de PBMC ao extrato alergénico de Bt e proteina
recombinante de BtM, demonstrando que alérgenos recombinantes sdo também
capazes de induzir resposta imune celular similar a respostas induzidas por
alérgenos nativos, com aplicagdes potenciais em procedimentos imunoterapéuticos.
Neste contexto, o extrato Bt-ConA contendo componentes glicosilados associados a
residuos de ConA poderia constituir em um novo e poderoso extrato alergénico para
imunoterapia especifica, ja que foi demonstrado em nosso prévio estudo (ALMEIDA
et al.,, 2006) que o extrato Bt-ConA é capaz de reconhecer anticorpos IgG1
especificos (resposta imune do perfil Th1) mais do que anticorpos IgG4 especificos
(resposta imune do perfil Th2), refletindo provavelmente a sua capacidade de
inducdo de uma resposta imune protetora por meio do desenvolvimento de células
Th1.

Para reforgar estes dados, no presente estudo, significante produ¢ao de IFN-y,
uma citocina tipica do perfil Th1, foi observada somente apds estimulagdo com o
extrato Bt-ConA em pacientes sensibilizados a B. tropicalis (grupo Bt+) enquanto o
extrato alergénico Bt-total ndo mostrou significante alteragdo na produgdo desta
citocina. Em contrapartida, significante produg¢ao de IL-5, uma citocina tipica do perfil
Th2, foi consistentemente observado em pacientes alérgicos a B. tropicalis sob
estimulagdo com alérgenos especificos (Bt-total e Bt-ConA) bem como com antigeno
nao relacionado (TT) e mesmo sem estimulo (somente meio), indicando que PBMC
de pacientes alérgicos estdo propensos a produzirem citocinas do perfil Th2,
espontaneamente ou de forma induzida por reestimulagao com alérgeno.

Com base nestes resultados, pode-se concluir que o extrato Bt-total contém
alérgenos relevantes que estdo envolvidos em ambas as respostas imunes humoral
e celular, enquanto o extrato Bt-ConA contendo componentes glicosilados
associados a residuos de ConA possa ser importante indutor de resposta imune do
perfl Th1 e portanto, apresentar potencial aplicacdo em procedimentos

imunoterapéuticos.
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6. CONCLUSOES

1. Niveis de IgE especifica foram similares aos extratos Bt-total e Bt-ConA em
soros de pacientes atépicos sensibilizados a B. tropicalis, demonstrando que
alérgenos (glicosilados enriquecidos de manose podem ser clinicamente

relevantes para a indugao de anticorpos IgE.

2. Pacientes nao sensibilizados a B. tropicalis ou individuos n&o-atépicos nao
apresentaram qualquer reatividade a ambos extratos (Bt-total e Bt-ConA),
confirmando a alta especificidade deste ensaio imunoenzimatico (ELISA) para

deteccdo de anticorpos IgE especificos a B. tropicalis.

3. Taxas de soropositividade de IgE para o extrato Bt-ConA foram menores que
para o extrato Bt-total, indicando que os componentes glicosilados
enriquecidos de manose deste extrato ndo sao uniformemente reconhecidos

pelos pacientes atdpicos sensibilizados a B. tropicalis.

4. Pacientes atdépicos sensibilizados a B. tropicalis mostraram maior resposta
proliferativa de PBMC ao extrato Bt-total que os pacientes atépicos nao
sensibilizados e individuos n&o-atdpicos, indicando a participacao de linfocitos

T alérgeno-especificos na resposta alérgica.

5. O extrato Bt-ConA induziu potente resposta proliferativa em todos os grupos
de pacientes, particularmente nos atdpicos sensibilizados a B. tropicalis,
sugerindo a presenca de residuos de ConA no extrato como indutores da

proliferacéo celular.

6. Significante producdo de IFN-y por PBMC de pacientes sensibilizados a B.
tropicalis foi observada apds estimulagcdo com o extrato Bt-ConA, mas nao
com o extrato Bt total, sugerindo que componentes glicosilados associados a
residuos de ConA deste extrato possam ser importantes indutores de

citocinas do perfil Th1.
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7. Significante produgado de IL-5 por PBMC de pacientes sensibilizados a B.
tropicalis foi observada apods estimulacdo com os diferentes estimulos
antigénicos (Bt-total, Bt-ConA, TT, meio), indicando que o0s pacientes
alérgicos estdo propensos a produzir citocinas do perfil Th2, seja

espontaneamente ou induzida por reestimulagao alergénica.
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ANEXOS

Anexo A

Universidade Federal de Uberlandia

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Av. Joiio Naves de Avila, n.” 2160 - Bloco J - Campus Santa Monica - Uberlindia-MG -
CEP -38400-089 W (034) 239 4131 - 235-2078

Uberlandia. 02 de maio de 2002,
Processo n® 048/2002

PROJETO DE PESQUISA: “Caracterizacio daresposta imune celular a Blomia
tropicalis a as suas fracdes alergénicas em pacientes atopicos”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ernesto Akio Taketomi

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

U
D O\ oA
Pro? T]%‘lﬁiﬁj{;rgc

CEP



Anexo B

@ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pés-Oraduacao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEF
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Blaco J - Campus Santa Mdnica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034) 239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 099/04

Registro CEP: 46/2000

Projeto Pesquisa: “Identificagdo de fragdes alergénicas e avaliagdo da resposta imune
humoral a Blomia Tropicalis™.

Pesquisador Responsavel: Emesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuicdes definidas na Resoluglio CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovagio do adendo do projeto de pesquisa proposto.

Uberlindia, 10 de maio de 2044,

Prof. Mjéﬁvﬁf o gﬁmﬂ%

Coorfenador do CEP/UFLI

Orientagdes ao pesquisador,;

{Para parecer Aprovads ow Aprovada com Recomendagbes)

+ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNB
196/06 - Tlem LV.1.f) e deve rcocher uma copia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarccido, na Integra, por ele assinado (lem 1V .2.d).

= (3 pesquisador deve desemvuolver a pesquisa conforme delineada no  protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 111.3.2), aguardando seu parecer, exceto guando perceber risco ou dano
ndo previsto ao sujeito participante ou guando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram aglo imediata.

« {3 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alierem o curso
normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) €
enviar notificagiio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA ~ junto com
seu posicionamento.

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocole devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justilicativas. Em caso de
projetos do Grupo 1 ou 11 apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador
deve envid-las também 4 mesma, junto com o parecer aprovalorio do CEF, para serem juntadas
a0 protocolo inicial { Res. 251/97, item 111.2.¢). O prazo para enlrega de relatdrio é de 120 dias
apds o término da execugho previsia no cronograma do projelo, conforme norma da Kes, 196/96
CNS.

44
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Anexo C

Universidade Federal de Uberlandia
r 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

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,concordo em

participar do projeto de pesquisa intitulado “Caracterizacdo da Resposta Imune
Celular a Blomia tropicalis e as suas fracdes alergénicas em Pacientes
Atépicos”, O referido projeto tem como objetivo principal avaliar a resposta celular
frente aos alérgenos de Blomia tropicalis que induzem ativagcdo de células T e
determinar o perfil de citocinas das células T circulantes de pacientes alérgicos com
resposta cutanea positiva a Blomia tropicalis.

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

- Necessidade de coleta de sangue para dosagem de anticorpos
especificos a aeroalérgenos.

- Realizagdo de exames complementares tais como teste cutaneo com
alérgenos inalaveis.

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

Sera respeitado o carater confidencial das informacdes fornecidas, ndo sendo

permitida a minha identificacao.

Uberlandia, de de 200 _.

TESTEMUNHA ASSINATURA
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Anexo D

Universidade Federal de Uberlandia
r 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

Nome:

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 a 10 salarios minimos
( )de 1 a2 salarios minimos () mais de 10 salarios minimos
( ) de 2 a5 salarios minimos

Questionario 1 (Médulo Asma)

1) Alguma vez na vida voceé teve sibilos (chiado no peito)?
() Sim ( ) Nao
Se vocé respondeu nao, passe para a questao numero 6.

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, voceé 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 frequéncia 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 (

N S S

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 apos exercicios fisicos?
( )Sim ( ) Nao
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Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou
com infeccéao respiratoria?
() Sim ( ) Nao

Questionario 2 (Médulo Rinite)

Todas as perguntas sao sobre problemas que ocorreram quando vocé nao estava

1)

1)

gripado ou resfriado

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

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza
(corrimento nasal), ou obstrugédo nasal, quando n&o estava gripado ou resfriado?
() Sim ( ) Nao

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

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

( ) Janeiro ( ) Maio () Setembro

( ) Fevereiro () Junho () Outubro

() Margo () Julho () Novembro

() Abril ( ) Agosto () Dezembro

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

Nada ()

Pouco ()

Moderado ()

Muito ()

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

Questionario 3 (Modulo Eczema)
Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele (eczema), que

apareciam e desapareciam por pelo menos 6 meses?
( )Sim ( ) Néo

Se vocé respondeu nao, passe para a questao numero 6

2)

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve essas manchas na pele (eczema)?
() Sim ( )Nao
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Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) afetaram algum dos
seguintes locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos
tornozelos, abaixo das nadegas ou em volta do pescocgo, orelhas ou olhos?

( )Sim ( ) Nao

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 E
Teste Cutaneo de Puntura

Data: /|

Nome:
Data de Nascimento: /[
Endereco:
Telefone:

Antigeno Papula | Eritema Antigeno Papula | Eritema
D. pteronyssinus Periplaneta sp.
D. farinae B. germanica
B. tropicalis A. alternata
Canis familiaris Controle (-)
Felis domesticus Histamina

Valores de Referéncia:

POSITIVO: didmetros ortogonais maiores ou iguais a 3mm, em relagdo ao controle
negativo, medidos a partir do maior diametro.

NEGATIVO: diametros ortogonais menores do que 3mm, em relagdo ao controle
negativo, medidos a partir do maior diametro.

Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi
Responsavel Técnico
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