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RESUMO

Atualmente o numero de pessoas portadoras de doencas alérgicas, como asma,
a rinite alérgica e a alergia alimentar estd aumentando. Alérgenos presentes no ar
ambiente, principalmente no domicilio, sdo capazes de desencadear a producéo
de Imunoglobulina E (IgE) por linfécitos B ativados. Esta IgE, ligada a receptores
na superficie de mastocitos, pode desencadear a desgranulacéo destas células,
com liberacdo de histamina. Desta forma, teremos manifestacdes clinicas
caracterizadas na rinite alérgica por espirros em salva, prurido nasal, ocular e/ou
faringeo, obstrucdo nasal e alteracdo do sono. Este trabalho teve por objetivo
conhecer a natureza de proteinas alergénicas dispersas no ar domiciliar e buscar
possiveis correlagdes com os niveis séricos de IgE especifica para os alérgenos
dominantes em &caros, barata, pelos de cdo e gato. O sangue de 12 dos 14
pacientes desta pesquisa foi coletado e os soros foram analisados quanto ao
estado geral, hemograma completo e dosagem de imunoglobulinas (A, G, E e M).
Para os que apresentaram niveis de IgE acima dos valores normais, foi solicitada
a dosagem de IgE especifica para os alérgenos mais abundantes em ambientes
domiciliares. Para investigar possiveis correlacfes entre as proteinas do ar e a IgE
sérica, testes sorologicos imunoenzimaticos, ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) foram empregados. Nossos resultados indicaram baixa extragéo
de proteinas no ar, incompativel com a identificacdo por eletroforese em gel de
poliacrilamida(SDS-PAGE 12,5% ou 15%) e por ensaios de western blotting. No
entanto, observamos reatividade do material extraido dos filtros coletores com o
soro de trés dos quatro pacientes investigados. Analises in silico de estruturas de
alérgenos e epitopos ligantes de IgE mostraram 100% de homologia entre dois
epitopos dos alérgenos majoritarios de Dermatophagoides e similaridades entre
epitopos dos alérgenos de Blomia tropicalis e alérgenos de barata o que poderia
explicar a imunorreatividade a mais de um alérgeno pelo soro dos pacientes
investigados. Concluimos que o protocolo de coleta de amostras do ar e métodos
extrativos permitiram correlacionar parcialmente as IgE sérica de pacientes
alérgicos com proteinas dispersas no ar, mas algumas etapas do processo devem

ser melhoradas para aumentar o rendimento das proteinas extraidas.

Palavras-chave: aeroalérgeno, Dermatophagoide pyteronissenus,

Dermatophagoide farinae, Blomia tropicalis,
14



ABSTRACT

Currently, the number of people with allergic diseases such as asthma, allergic
rhinitis and food allergy is increasing. Allergens present in ambient air, especially
in the home, are capable of triggering the production of Immunoglobulin E (IgE) by
activated B lymphocytes. This IgE bound to receptors on the surface of mast cells,
can trigger the degranulation of these cells, with the release of histamine. Thus,
we will have clinical manifestations characterized in allergic rhinitis by sneezing,
nasal, eye and/or pharyngeal itching, nasal obstruction and sleep disturbance.
Thos work aimed to understand the nature of allergic proteins dispersed in the
home air and to search for possible correlations with the serum levels of specific
IgE for the dominant allergens in mites, cockroaches, dog and cat hair. Blood from
12 of the 14 patients in this study was collected and the sera were analyzed for
general status, complete blood count and immunoglobulin levels (A, G, E and M).
For those with IgE levels above normal values, a specific IgE dosage was
requested for the most abundant allergens in the home environment. To investigate
possible correlations between air proteins and serum IgE, immunoenzymatic
serological tests ELISA (Enzyme Linked immune Sorbent Assay) were used. Our
results indicated low air protein extraction , incompatible with identification by
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE 12,5% or 15%) and by wester
blotting assays. However, we observed reactivity of the material extracted from
collector filters with the serum of three of four patients investigated. In silico
analysis of allergen structures and IgE binding epitopes showed 100% homology
between two epitopes of major allergens from Dermatophagoiges and similarities
between epitopes of Blomia tropicalis allergens and cockroach allergens which
could explain the immunoreactivity of more than one allergen by serum of
investigated patients. We conclude that the air sampling protocol and extractive
methods allowed to partially correlate the serum IgE of allergic patients with air-
dispersed proteins, but some steps in the process should be improved to increase

the yield of extracted proteins.

Keywords: aeroallergen, Dermatophagoide pyteronissenus, Dermatophagoide

farinae, Blomia tropicalis,
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1- INTRODUCAO:

Atualmente ha um aumento do nimero de pessoas portadoras de doencas
alérgicas em todo o mundo, com reflexos na qualidade de vida e despesas com
atendimento de saude. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que em
todo o mundo 600 milhdes de pessoas sao acometidas por rinite e 200 milhdes por
asma (YANG, 2017 a)

Apesar das alergias respiratérias terem uma baixa mortalidade, possuem uma
alta morbidade, com grande impacto na qualidade de vida dos portadores destas
doencas. Deng e col mostraram em 2016 que pacientes com rinite alérgica
possuem pior rendimento escolar e no trabalho devido a alteragbes no sono que

sdo muito frequentes nos portadores destas doencas (DENG AT AL., 2016).

Arinite alérgica € uma doenc¢a muito frequente em todas as faixas etarias, sendo
considerada a doenga cronica mais prevalente em criangas (SEIDMAN AT AL.,
2015). Nao é s6 um problema de saude, mas também econdmico. Estima-se que
um paciente asmatico gaste em torno de $3.000 anualmente com tratamentos
(JOHNSON AT AL., 2019). Além da piora da qualidade de vida, o que nao temos

como estimar.

Muito se discute sobre o porqué do aumento da incidéncia das alergias
respiratorias (ARRUDA, 2015). Um fato marcante em todo o mundo é a ocorréncia
de uma mudanca no padrao familiar, com maes precisando trabalhar fora de casa
e, desta forma, reduzindo o tempo de aleitamento materno. Além disso, a
populacdo passou de uma vida rural para uma concentracdo urbana, com maior
exposicdo a poluentes, vida sedentaria, vivendo em ambientes fechados e
mantendo um padrao alimentar caracterizado por alimentos processados, um fator
indiscutivel para o aumento do niumero de casos de alergias ndo sé alimentares,
mas respiratorias também (GRUZIEVA ET AL., 2014).

Desde a década de 80, tem-se observado que criancas oriundas de familias
com muitos membros e/ou expostas precocemente a animais de estimacao, teriam
uma incidéncia menor de atopia. Isso em decorréncia da exposi¢ao a infeccdes
comuns na infancia como sendo um fator protetor das atopias, a conhecida
“Hipotese da Higiene” (PROKOPAKIS, 2013).
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O uso precoce ou frequente de antibidticos durante a infancia também seria
um associado ao risco do desenvolvimento de alergias (FAROOQI, 1998). Isso
pode ser explicado devido a mudancas na microbiota intestinal ocasionada por
tais medicamentos, com diminuicdo da flora intestinal de bactérias e este
desequilibrio bacteriano associado ao aumento de sensibilizacdes alérgicas
(BISGAARD, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) identificou que uma importante
causa de agravo a saude é a exposicao a poluentes ambientais. A queima de
combustivel usada nos meios de transporte e na inddstria é responsavel por cerca
de 40% do total de poluentes atmosféricos. (CAMPBELL-LENDRUM & PRUSS-
USTUN, 2019).

7

A exposicdo a alérgenos domiciliares € o principal desencadeante das
doencas alérgica. (SALO ET AL., 2018). Acaros da poeira, epitélio de animais,
principalmente cées e gatos, exposi¢cdo a antigenos das baratas e fungos fazem
parte dos alérgenos intradomiciliares (SANCHEZ-BORGES ET AL., 2017). Os
comodos que servem como dormitério sdo os mais envolvidos devido ao tempo
gue as pessoas permanecem dentro deles e, também, devido a proximidade do

contato das vias aéreas com o colchéo e travesseiro.(SALO ET AL., 2018).

Diversos estudos mostraram que quanto maior a concentracdo de acaros
maior os riscos de sensibilizacao para outros antigenos.(Miller, 2019). Os acaros
mais prevalentes na poeira doméstica sdo das espécies Dermatophagoide
pyteronissenus, Dermatophagoide farinae e Blomia tropicalis, principalmente em
locais de clima tropical e umido (CUI ET AL., 2016).

Um estudo alem&@o mostrou que a sensibilizacdo aos &acaros esta
diretamente relacionada as concentracfes as quais o0 paciente € exposto, ou seja,
guanto maior a concentracdo do acaro no ambiente domiciliar, maiores seriam as

chances desta pessoa ser sensibilizada (CALDERON et al., 2015).

Os animais domésticos mais frequentemente encontrados em residéncia sdo
cachorro e gato. O numero de gatos como animais de estimag¢do vem aumentando

nos ultimos anos. Alguns estudos mostram que a exposi¢cdo a cdes e gatos é
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capaz de induzir tolerancia imunoldgica a esses animais a longo prazo, porém a

explicacéo fisiopatologica para isso ainda nao esta clara (NICHOLAS DIAS, 2017).

A exposicdo a baratas se mostrou um fator de risco para alergias
respiratorias e controle dos insetos foi o suficiente para melhorar morbidade por
asma (EGGLESTON, 2017). Isso acontece porque a exposicao a baratas induz
guadros de asma com menores concentracdes de alérgenos de acaros e epitélios
de animais (RABITO ET AL., 2017).

Diferentemente dos antigenos da barata, a redugdo da concentracdo de
antigenos de acaros intradomiciliar ndo reduz os sintomas de rinite e de asma
(YANG & ZHU, 2017b). Diversos estudos foram feitos com objetivo de mostrar se
a limpeza do ambiente domiciliar (quarto e sala) com filtros especificos seria capaz
de reduzir as exacerbagbes das doencas alérgicas. Os resultados foram
inconclusivos, pois nao ficou evidenciado melhora nos escores clinicos e

atualmente nao existe uma recomendacao com relacdo a isso (WOOD, 2002).

1.1- POLUENTES AMBIENTAIS:

A exposicdo a poluentes no ar € um importante fator de morbimortalidade
mundialmente e pode ser considerado o maior risco relacionado ao ambiente para
a saude. Os poluentes do ar podem ser na forma gasosa, liberados através de
industrias, e queima de combustiveis, por meios de transporte. Além disso, alguns
gases liberados, chamados de gases primarios, podem dar origem a outros gases,
conhecidos como gases secundarios ou “poluentes secundarios”
(SCHRAUFNAGEL ET AL., 2019).

E sabido que a poluicdo atmosférica pode causar inimeras doencas,
dependendo da concentracdo da exposicao, tempo, umidade do ar no local da
exposicdo, composicdo do poluente (por exemplo, os poluentes acidos
apresentam maior toxicidade), entre outros fatores. As particulas podem ser
divididas pelo tamanho, sendo que as particulas menores tém capacidade de
chegar até vias aéreas inferiores, principalmente bronquiolo terminal, por serem
de mais facil disperséo. Ja as particulas maiores, por ficarem impactadas em vias

aéreas superiores, podem causar principalmente sintomas respiratérios de trato
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respiratorio superior, como tosse e lacrimejamento. A exposi¢ao a poluentes esta
relacionada a apneia do sono e a outros disturbios do sono (ZANOBETTI ET AL.,
2010).

A exposicdo a poluicdo do ar pode induzir doencas alérgicas em pacientes
predispostos. Nao s6 pode aumentar a sensibilizacdo, como também pode
aumentar os niveis de IgE (SCHRAUFNAGEL ET AL., 2019). Além disso €&

responsavel por uma gama de doencas cardiovasculares.

Inimeros estudos tém sido realizados para tentar identificar particulas
presentes no ar e componentes com potencial alergénico. MAESTRE e col
estudaram em 2018 a correlacdo de desencadeantes da asma em criangas no
Texas, EUA (BI ET AL., 2018). Eles perceberam haver uma variagcado sazonal nas
particulas presentes no ar. Desta forma, a filtragem, identificacdo e dosagens em
diferentes periodos do ano sao superiores as coletas em um periodo isolado do

ano.

A poluicdo do ar esta relacionada a um quadro de declinio cognitivo e piora
da funcdo pulmonar. Além disso, pode estar associada a dano cerebral em
desenvolvimento, causando um déficit cognitivo permanente. Foi feita uma
associacao entre exposi¢cdo aos poluentes ambientais e atraso na aquisicdo da
linguagem e autismo (SCHRAUFNAGEL ET AL., 2019).

Atualmente 80 % das pessoas vivem em grandes centros, onde a poluicéo é
uma marca. Cada vez mais precocemente e por periodo maior as pessoas estao
sendo expostas a poluentes ambientais, com consequente adoecimento da
populacdo. Em 2016, DENG e colaboradores mostraram que a exposi¢cao preé-
natal a poluentes ambientais € importante no desfecho de rinite alérgica em
criancas. 1sso mostra que, ndo € s6 apds 0 hascimento, 0s pacientes expostos a
poluicdo podem desenvolver doencas alérgicas, mas a exposicao antes do
nascimento € um importante fator de risco para a sensibilizacdo (SALO ET AL.,

2018).
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1.2- ACAROS DA POEIRA DOMICILIAR:

Neste trabalho iremos chamar genericamente de acaros as espécies

Dermatophagoide farinae, Dermatophagoide pyteronissenus e Blomia tropicalis.

Os acaros sdo animais aracnideos, possuem 4 patas e a maioria deles
possui menos de 1mm de didametro. Os primeiros fosseis datam de 400 milhdes de
anos, existindo mais de 30 mil espécies. Estes animais sao distribuidos em todo o
mundo e sdo adaptados a ambientes rurais e urbanos. Ja formam encontrados em
arvores e cavernas (SANCHEZ-BORGES et al., 2017a)

Os acaros podem ser divididos em acaros da poeira doméstica e de
armazenamento. Os acaros de armazenamento sdo encontrados em locais de
estocagem de trigo, milho, aveia, cevada e feno, sendo importante causa de
doencas ocupacionais (relacionadas ao ambiente de trabalho) (SANCHEZ-
BORGES et al., 2017a).Neste trabalho iremos estudar apernas os acaros da poeira

doméstica.

H& mais de 100 anos, os acaros foram descritos como desencadeantes dos
processos alérgicos. A relacdo entre os acaros da poeira domiciliar e as alergias
respiratorias foi descrita em 1920 (YANG; ZHU, 2017b). As doencas causadas
pelos acaros sdo um problema de saude global, reconhecidas pela Organizacéo
Mundial da Satde (SANCHEZ-BORGES et al., 2017a).

Mais recentemente, foram identificadas algumas das proteinas capazes de
causar sensibilizacao alérgica em humanos. A figura 1 mostra a ultraestrutura de

um Dermatophagoide pyteronissenus (MILLER, 2019).



2 Figural.a) Microscopia eletrénica do Dermatophagoide pyteronissenus mostrando corpo
3 b) imagem mostrando corpo transltcido do animal. Adaptado de (Miller, 2019).

4 Os acaros sao animais aracnideos e sua reproducao ocorre exclusivamente
5 através de machos e fémeas. (HART, 1998). Vivem em média 70 dias e, durante o
6 processo de desenvolvimento, ocorre a troca o exoesqueleto, que € rico em quitina,
7 um alérgeno em potencial (Figura 2).

8

9 Figura 2 Exoesqueleto dos acaros. Durante o periodo de vida do animal, ocorre troca do
10 exoesqueleto que é rico em quitina, uma proteina com potencial alergénico Adaptado de
11 (MILLER, 2019).
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O principal fator para proliferacdo destes animais seria a umidade do ar. A
umidade do ar é necessaria para evitar que eles percam excessiva quantidade de
agua. Fatores socioecondmicos também estdo relacionados a concentracdo dos
acaros, quanto menor o poder aquisitivo da familia, maior € a concentracdo de
acaros (HART, 1998).

Os acaros necessitam de 4gua para seu crescimento, por isso h& predilecao
por ambientes imidos e quentes. Da mesma forma que em ambientes muito secos,
com umidade relativa do ar abaixo de 50%, eles desidratam e morrem (OSINSKI,
2015). Nas residéncias, o desenvolvimento no chdo, onde as temperaturas sao
mais baixas, ocorre mais lentamente do que em camas e sofas. O ciclo de vida é
acelerado em altas temperaturas. Por exemplo, um ciclo de ovo ao adulto leva 122
dias a temperatura de 6°C e 15 dias em 35°C (SANCHEZ-BORGES et al., 2017a).

A concentracdo de acaros pode ter trés importantes variacoes:
microambiente, macroambiente e escala regional. O microambiente € considerado
0 mais importante, com variagcbes de concentracdes durante o dia, pois existe
interagdo com outros 4caros e mudanca na disponibilidade de alimentos. O
macroambiente esta relacionado ao material da qual o domicilio foi construido, o
tipo de material que foi usado durante a construcdo, o tipo de ventilacdo e a
temperatura intradomiciliar. Por escala regional, entende-se as variacdes
geograficas do local, como esta¢do do ano e caracteristicas geograficas (altitude e
latitude) (COLLOFF, 1998a).

O nome Dermatophagoide € originado do grego “dermis” que significa pele
e “phagos” que significa alimentagao, fazendo uma analogia ao tipo de alimentagao
desta espécie (COLLOFF, 1998b). Epitélio de animais de sangue quente, como ser
humano, fungos e bactérias sdo os alimentos preferidos pelos acaros. Nas
residéncias, os locais principais de reservatorio deste animal sdo camas,
travesseiros, brinquedos de pellcia e carpetes. O quarto é considerado o local da
casa com maior risco para a sensibilizacéo, por se tratar do local onde passamos
grande parte do dia (SEIDMAN, 2015).

A sensibilizacdo alérgica pode ocorrer de varias maneiras, sendo que as
principais portas de entrada seriam mucosas ocular e nasal, trato respiratorio
inferior e pele (MILLER, 2019). A exposi¢cdo cronica aos acaros pode causar

7



A W N

O N O u»

10
11
12
13
14
15

16
17
18
19

20
21
22
23
24
25

26
27
28

29
30
31

inalacdo e sensibilizagdo dos pacientes geneticamente predispostos (SEIDMAN,
2015). E provavel que os acaros causem sensibilizacdo quando transportados pelo
ar, a medicdo dos alérgenos nesta fase tem sido um desafio (SANCHEZ-BORGES
et al., 2017a).

Foram identificadas diversas proteinas com potencial antigénico nos acaros
(SEIDMAN, 2015). Para o Dermatophagoide farinae foram identificados e
descritos 31 alérgenos, 20 para Dermatophagoide pyteronissenus e 14 para
Blomia tropicalis (MILLER, 2019).

Os alérgenos mais responsaveis por sensibilizacdo descritos sdo Der pl e
Der p2, de Dermatophagoide pyteronissenus e S&ao0 responsaveis pela
sensibilizacdo em mais de 50% dos pacientes atopicos (RESENDE ET AL., 2019).
O Der p 1 de Dermatophagoide pyteronissenus e o Der f 1 de Dermatophagoide
farinae, sdo muito semelhantes, chegando a ter estrutura primaria semelhante em
mais de 80%. Desta forma, existe grande chance de reatividade cruzada de IgE

especifica entre os diferentes tipos de acaros (CUI ET AL., 2016).

O Der pl1 é uma proteina glicosilada com funcéo de cisteina protease, com
atividade proteolitica. O Der p2 é uma serina protease, possui sequéncia de
aminoacidos homdéloga a alguns antigenos presentes em camardes, dai a

possibilidade de reacdo cruzada entre acaros e camarao (CUI ET AL., 2016).

As proteases dos &caros sao responsaveis por respostas imunoldgicas
mediadas por citocinas que vao desencadear resposta imune mediada pelo
linfocito T helper 2 (Th-2) na auséncia de IgE. Além disso, essas proteases sao
responséveis por um desvio de resposta Th-1 para Th-2. A sensibilizacdo aos
acaros pode levar a sensibilizagdo a outros alérgenos, com piora do quadro de
atopia (CUI ET AL., 2016).

Antigenos presentes nos acaros podem induzir ativacdo de uma resposta
imune inata, através da ativacao de receptores tipo Toll 4 (Toll Like receptor 4 ou
LLR4) (CAI ET AL., 2019).

Os pacientes portadores de alergias respiratérias geralmente sao
sensibilizados contra diversos antigenos. Sabe-se que esses pacientes, expostos

a altas concentracdes de &caros, apresentam piora do controle clinico, maior
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escore de gravidade e pior resposta ao tratamento medicamentoso. A
sensibilizacdo aos acaros € o maior fator de risco para asma na adolescéncia
(CALDERON ET AL., 2015).

Resch e col mostraram que a sensibilidade a diferentes partes dos acaros
pode ter manifestacfes diferentes. Por exemplo pratico, seria que a presenca de
IgE sérica especifica para o corpo do acaro esta associada a quadros de dermatite
atopica. Por outro lado, a reatividade as fezes do animal estaria associado a alergia
respiratoria (RESCH ET AL., 2016).

1.3- EPITELIO DE ANIMAIS:

Como ja foi dito anteriormente, a exposicao a antigenos derivados de epitélio
de animais pode ser um fator responsavel pelas alergias. As proteinas com
potencial de sensibilizar estdo presentes na urina, saliva e pelos dos animais.
Esses antigenos podem ser encontrados principalmente no ambiente onde o

animal fica, mas podem estar espalhados em toda a casa (SALO ET AL., 2018).

Os animais de estimacéo mais frequentes sao caes e gatos. A exposicao a
esses animais pode ser medida através da presenca de alérgenos maiores Fel d1
e Can f1 no ambiente domiciliar. Sabe-se que 90% dos individuos alérgicos a
gatos apresentam reatividade ao Fel d1 (SALO ET AL., 2018).

Parece que a exposicao a altas doses do antigeno Fel d1 estaria associado
ainducao da producao de IgG 4, que teria uma acao de bloqueio da IgE especifica,
com inducao de tolerancia e ndo resposta aos acaros (SALO ET AL., 2018). Isso
explicaria uma teoria muito difundida a partir de 1989, a “Teoria da Higiene”, que
tenta explicar a exposicdo a antigenos e a protecdo contra doencas alérgicas
(HASPESLAGH ET AL., 2018).

1.4- BARATAS:

Ha mais de 50 anos é conhecido que as baratas podem estar associadas a
doencas alérgicas. Estudos mostram que pacientes expostos a antigenos da
barata e teste cutaneo positivo, apresentam piora do quadro clinico. Uma das

justificativas para isso seria a necessidade de menores concentracdes de acaros
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para desencadeamento de sintomas alérgicos, como acontece com a exposicao a
gatos (POMES & ARRUDA, 2014).

Foram descritas mais de 4 mil espécies de baratas, com 25 delas adaptas a
ambientes humanos. Duas espécies predominam em locais de clima temperado e
tropical: Blatella germanica e Periplaneta americana. Os alérgenos associados a

esses animais seriam oriundos da saliva, pele, ovos e fezes (Araujo, L, 2018).

A exposicao a alérgenos da barata se mostrou um fator desencadeante das
doencas alérgicas (SALO ET AL., 2018). As particulas antigénicas sdo muito
pequenas e podem facilmente de difundir por toda a casa, mesmo na auséncia do
animal (DO ET AL., 2016a). A cozinha € o ambiente domiciliar onde este alérgeno
€ preferencialmente encontrado, com predilecao por frestas de méveis e portas
(RABITO ET AL., 2017).

Foram descritos 9 alérgenos de Blatella germanica e 9 para Periplaneta
americana, sendo que os mais estudados seriam Bla g1, Bla g2 e Per a 1. O Bla
gl e Per al seriam uma repeticdo de 100 aminoacidos e o Bla g2 uma proteina

globular pertencente a familia das proteases asparticas (DO AT AL., 2016a).

Os alérgenos da barata possuem atividade proteolitica, com inducdo na
liberacao de citocinas inflamatdrias por células do epitélio do trato respiratério em
pacientes atopicos. O epitélio € uma barreira contra a penetracéo de antigenos e,
uma vez lesionado, pode favorecer a sensibilizacéo. Essas proteases podem clivar
a metaloproteinase promatriz e, consequentemente, induzir o remodelamento
pulmonar. Contudo, poucos antigenos de baratas descritos sao proteases (LEE
ET AL., 2018).

Além disso, pode haver a ativacao de receptores tipo toll (Toll-like receptor -
TLR), com ativagdo de neutrdéfilos e da resposta imune inata. (HENDRIX, AT AL.,
2013).

Os alérgenos da barata podem causar dano epitelial por contato direto ou
atingir os pulmdes apoés a entrada pela cavidade nasal. Eles podem ativar células
epiteliais a secretar citocinas pro-inflamatorias, que vao induzir o processo
inflamatério local (FIGURA 3). Essas citocinas pro-inflamatorias podem induzir
uma resposta no perfil Th2 (DO; AT AL, 2016B).
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Figura 3: Desenho esqueméatico mostrando o dano epitelial e o processo
inflamatério induzido por antigenos da barata. Estes alérgenos possuem a
capacidade de lesar o epitélio, com ativacdo da resposta imune. Adaptado de
(DO;AT AL, 2016B).

Pacientes asmaticos com teste cutaneo positivo para barata (indicando
sensibilizacdo), possuem maiores chances de necessidade de ida a emergéncia
e de medicamentos para controle da asma. Estudo mostram que até 40% dos

pacientes com asma apresentam sensibilizacdo para barata (WU & LEE, 2005).

Diversos antigenos sdo estudados para avaliar a exposicdo as baratas,
sendo os mais importantes o Bla g1 e 2. Como dito anteriormente, quanto maior a
concentracdo do antigeno na exposi¢cao, maior sera a chance de sensibilizacdo
alérgica. Concentracfes maiores do que 8U/g sdo considerados morbidade para
asma (LOGAN, 2014).

11



o b~ W

~N

10

11
12

13
14
15
16

17
18
19
20

1.5- ALERGIAS RESPIRATORIAS:

A associacao entre a asma e fatores desencadeantes foi descrita desde o
inicio do século XIX, sendo os primeiros medicamentos introduzidos na primeira
metade do século XX. E uma doenca com diferentes fenétipos, histérias naturais
e resposta aos medicamentos (GAUTHIER AT AL, 2015).

As doencas alérgicas podem acometer diversos 6rgaos e sistemas humanos.
Estima-se que 20 a 30% da populagdo seja acometida por rinite alérgica (Sakano
et al., 2017). Uma coorte europeia descreveu a prevaléncia de 24-40% da
populacdo com idade entre 4 e 6 anos (GRUZIEVA ET AL., 2014).

1.5.1- ANATOMIA DO TRATO RESPIRATORIO:

O trato respiratorio € dividido anatomicamente em 3 regides: superior, médio
e inferior (figura 3). A regido superior € composta por nariz e cavidade nasal até a
faringe. A por¢cdo média pela laringe, traqueia, bréonquio e bronquiolos e a inferior
por bronquiolo terminal e alvéolos (NETTER, 2019).

O nariz € a primeira por¢do do trato respiratério e serve como porta de
entrada, com funcé&o de filtrar, umidificar e aquecer o ar inspirado. Desta forma, é
susceptivel a acdo de agentes irritantes que podem causar alteracao cronica na
mucosa nasal (SHUSTERMAN, 2014).

12
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Figura 4: Anatomia do trato respiratério (adaptado de (WHEATLEY, 2015)).

1.5.2- FISIOPATOLOGIA DAS ALERGIAS RESPIRATORIAS:

A rinite € uma doenca crbnica caracterizada por um intenso processo
inflamatorio presente na mucosa nasal, na maioria dos casos mediada pela
Imunoglobulina E (IgE) produzida contra antigenos que foram capazes de
desencadear sensibilizacédo prévia (SAKANO ET AL., 2017). Como mostrado na
figura 4, existe a participacdo de diferentes tipos celulares e diversas citocinas,

com as respostas do sistema imune inato e da imunidade adaptativa.

13
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Figura 5 Fisiopatologia da rinite alérgica. O alérgeno a capaz de desencadear
uma resposta imunoldgica com ativagao de linfécitos Th2 e consequente producéo
de IgE e desgranulacao de mastécitos e basdfilos. Imagem adaptada de (SAKANO
ET AL., 2017).

A asma é caracterizada por um processo inflamatério pulmonar croénico,
sendo uma doenca heterogénea e multifatorial. S&o descritos varios tipos
celulares envolvidos na patogénese da doenca, com importante participacdo de
linfécitos B e a producdo de Imunoglobulina E (IgE). Em cerca de 70% dos
pacientes asméticos existe a participacéo da IgE no mecanismo fisiopatolégico da
doenca. Ja em torno de 30%, outros mecanismos estdo envolvidos, como
medicamentos, exercicio e frio (ABUL, K, 92 edi¢c&o). A asma alérgica é o fenétipo
mais comum da asma e a correlacdo clinica entre exposicdo a alérgenos

ambientais e quadro clinico nem sempre € definida ( SCHATZ, 2014).

7z

O processo alérgico € iniciado pelo reconhecimento dos antigenos por
células especializadas, conhecidas como células apresentadoras de antigenos
(APC- do inglés Antigen presenting cells), principalmente as células dendriticas.
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Este reconhecimento gera uma série de eventos que irdo culminar com a producgéo
de IgE e a desgranulacdo de mastocitos (SHARQUIE et al., 2013).

Linfécitos B humanos ativados, conhecidos como plasmdcitos, podem ser
capazes de secretar 4 tipos de imunoglobulinas (Ig): A, M, G e E. A IgE esta
relacionada as alergias, podendo estar envolvida na fisiopatologia das alergias
respiratdrias (ABBAS, K, 2019).

1.5.2.1- IMUNOGLOBULINA E:

A IgE foi a ultima imunoglobulina a ser descrita, em 1968. Esté envolvida em
uma série de processos alérgicos, como na asma, rinite, urticaria, dermatite
atopica e alergia alimentar. Também estd associada a defesa contra parasitos e
helmintos (LAHIANI ET AL., 2018).

Para ter funcdes efetoras, € necessario que a IgE se ligue a receptores
presentes em células especificas. Em humanos, existem duas categorias de
receptores: FceRI, também conhecido como receptor de alta afinidade e FceRIl ou
cluster of differentiation (CD) 23 (figura 6). O FceRI esta presente na superficie de
uma grande variedade de células, como basofilos, mastdcitos, células epiteliais e
musculares do trato respiratério, mondcitos, macréfagos e eosinéfilos (SUTTON
ET AL., 2019).

15
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Figura 6: a) Representacdo esquematica do receptor para IgE de alta afinidade,
ou FceRI. Em b) Representacdo esquematica do receptor para IgE FceRIl ou CD
23 (SUTTON ET AL., 2019).

Existe uma alta afinidade da Ig E pelo receptor FceRI. Desta forma a maior
parte da IgE que foi secretada esta ligada a esses receptores. Na presenca de
uma pequena quantidade do antigeno, ha uma mudanca conformacional do
receptor com uma série de estimulos dentro da célula e a liberacdo de
substancias, como granulos de histamina pré-formados pelos mastécitos
(SUTTON ET AL., 2019).

O CD 23 possui uma estrutura diferente do FceRI, sendo uma molécula
trimérica, com trés sitios de ligacao, conhecidos como “cabecgas de ligagao”. O CD
23 é conhecido por ser um receptor de baixa afinidade, mas de uma avidez maior,
uma vez que apresenta mais de um sitio de ligagdo com o antigeno. E expresso
em diversos tipos celulares, como linfocitos B, Linfocitos T, células apresentadoras
de antigeno, células epiteliais do intestino e trato respiratério, entre outras células
(SUTTON ET AL., 2019).

A molécula de IgE, como todas as imunoglobulinas, apresenta duas cadeias
leves e duas cadeias pesadas (figura 6), sendo o reconhecimento antigénico

localizado no sitio de ligacao formado pelas regifes varidveis das cadeias leves e

16



v A W N

10

11

12
13

14
15

pesadas, mais especificamente na regido hipervariavel, ou Regido Determinante
de Complementariedade (CDR). A IgE apresenta duas regides nas cadeias leves
(VL e CL) e 4 regides nas cadeias pesadas (VH, Ce1, Ce2, Ce3, Ced). Uma
caracteristica importante é que esta imunoglobulina ndo apresenta capacidade de
mudanca conformacional (SUTTON ET AL., 2019).

Figura 7: Representacédo esquematica da Ig E, mostrando as duas cadeias leves,
com as regides variaveis (VL) e constante (CL) e as duas cadeias pesadas, com
a regiao variavel (VH) e as quatro regides constantes (Ce1, Ce2, Ce3 e Ce4)
Adaptado de (SUTTON ET AL., 2019).

Figura 8: Estrutura cristalizada da Ig E, mostrando as cadeias leves e pesadas.
Adaptado de (SUTTON ET AL., 2019).

Os dois receptores de IgE descritos apresentam capacidade de ligacdo em

locais diferentes da molécula, ou seja, reconhecem partes distintas da IgE. Mesmo
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assim, a ligacao da IgE ao FceRI inibe a ligacdo ao CD 23 e vice-versa (Sutton et
al., 2019). Desta forma, existe uma certa seletividade na ativacao celular, com

predominéancia do FceRlI, por ter maior afinidade. (figura 8).

Cell membrane

Figura 9: Esquema mostrando duas moléculas de Ig E ligadas ao antigeno e ao
receptor FceRI na superficie celular (SUTTON ET AL., 2019).

1.5.3- QUADRO CLINICO

A rinite alérgica é definida como a resposta inflamatéria da mucosa nasal
mediada pela IgE apds exposicdo a antigenos inalados. E caracterizada por
espirros, obstrucdo nasal, coriza, prurido nasal, ocular e faringeo. Apesar de serem
sintomas de menor gravidade, apresentam grande impacto na qualidade de vida
dos pacientes (SEIDMAN, 2015).

A rinite pode ser induzida ou exacerbada por fatores ocupacionais, onde
ocorre surgimento ou piora do quadro no ambiente de trabalho. Cabe ressaltar que,
neste caso, ndo ocorre a participacao da IgE na fisiopatologia, portanto os testes
de deteccdo de IgE in vivo ou in vitro serdo negativos. O quadro clinico é muito
semelhante as formas mediadas pela IgE e no manejo dos pacientes estara
recomendada a diminuicdo da exposicdo ao agente irritante (SHUSTERMAN,
2014).

A rinite alérgica pode ser sazonal ou perene, com sintomas intermitentes ou

persistentes. A classificacéo e a quantificacdo dos sintomas sao importantes para
18
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0 manejo clinico e a escolha da melhor modalidade terapéutica (SAKANO et al.,
2018).

A doenca pode estar associada a outras patologias alérgicas, como asma
em até 40% dos casos (GINA, 2021). Muitas criancas apresentam alteracdo no
sono, com queda no rendimento escolar. Além disso, a rinite alérgica é um
importante fator de risco para o desenvolvimento de asma e conjuntivite alérgica
(GRUZIEVA ET AL., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a asma é a doenca
pulmonar crénica mais frequente, acometendo mais de 350 milhdes de pessoas
em todo o mundo (GINA, 2021).

A asma é caracterizada clinicamente por uma variedade de sintomas, como
episédios recorrentes de chiado, aperto no peito, falta de ar, tosse, limitacao de
atividade fisica e despertar noturno com falta de ar. As crises podem ter como
gatilho, principalmente, infeccdes virais, mas também podem ser desencadeadas
apos exposicado a irritantes (fumaca, cigarro, produtos quimicos) ou alérgenos
(principalmente acaros da poeira domiciliar, epitélios de animais, fungos e polen),

estresse, exercicio e podem ter gravidade variada (GINA, 2021).

A maioria dos pacientes apresenta inicio da doenca nos primeiros anos de
vida, com crises desencadeadas principalmente por infecgdes virais. O controle
clinico dos episddios de broncoespasmo geralmente ocorre por volta de 5 anos de
idade (CHONG NETO ET AL., 2018). Porém, algumas continuam apresentando
episédios agudos de broncoespasmo, principalmente aquelas que apresentavam

crises sem a infecgao viral como desencadeante (GINA, 2021).

Criancas que iniciaram a doenca ap6s 5 anos de vida apresentam maior risco
de terem quadros persistentes. Da mesma forma que pacientes que apresentaram
crise grave, com necessidade de internacao hospitalar, apresentam maior risco de

novo episadio grave, devendo ser tratados com maior cautela (GINA, 2021).
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1.5.4 DIAGNOSTICO DAS ALERGIAS RESPIRATORIAS

O diagndstico das alergias respiratorias pode ser feito através de dados
clinicos e identificacdo de IgE especifica, in vivo ou in vitro. Os dois exames
apresentam sensibilidade e especificidade muito préximos, sendo que o teste de
puntura (exame in vivo) é rapidamente realizado em ambiente ambulatorial, de

rapida execucdo, acessivel e barato (SAKANO et al., 2018).

Ja a dosagem laboratorial de IgE (exame in vitro) € mais cara, necessita de
coleta de material e processamento do sangue, o que faz com que haja
necessidade de maior tempo para os resultados. Porém, a dosagem da IgE sérica
por ELISA permite a quantificagdo em unidades, o que pode ser bastante util para

acompanhamento de alguns pacientes.

A asma é diagnosticada em pacientes com o quadro clinico compativel
associado a variacdo do fluxo expiratério demonstrado na espirometria, exame

que ajuda a avaliar a funcéo pulmonar(GINA, 2021).

1.5.5 TRATAMENTO

As alergias respiratorias possuem um grande impacto econémico e o
desenvolvimento de novos tratamentos € uma meta crucial. Ainda estamos longe
de desenvolver uma terapia realmente eficaz devido ao fator multifatorial das
doencas (LAZARO-GORINES et al., 2020).

1.5.5.1 TRATAMENTO DA RINITE ALERGICA

A primeira linha para tratamento medicamentoso da rinite alérgica é
composta por medicamentos anti-histaminicos orais. Os corticoides de uso nasal
sdo largamente usados para controle do processo inflamatério da mucosa nasal,
sendo os medicamentos mais efetivos para controle clinico da doencga. Podem ser
usados isolados ou associados aos anti-histaminicos nasais (SAKANO ET AL.,
2017) .
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1.5.5.2 TRATAMENTO DA ASMA

O tratamento preconizado atualmente vai depender de cada paciente, da
gravidade da doenca e do estado de controle clinico. Os medicamentos mais
usados na pratica clinica sdo corticoides inalatorios, associados ou ndo aos
agentes beta agonistas de longa acado (LABA). Para o tratamento dos quadros
agudos, indica-se corticoides inalatérios associados aos LABA ou beta agonistas
de acgéao curta (GINA, 2021).

1.5.5.3 IMUNOTERAPIA ALERGENO ESPECIFICA

A imunoterapia alérgeno-especifica (AIT- do inglés allergen immunotherapy)
€ 0 Unico tratamento comprovadamente capaz de mudar a histéria natural das
doencas atépicas (MARTINEZ ET AL., 2019). Pode diminuir a necessidade do uso
de medicamento, induzir tolerancia imunoldgica e prevenir o desenvolvimento de
novas alergias (ALVARO-LOZANO et al., 2020).

Estudos mostraram que com o uso da AIT, houve melhora clinica e maior
tempo de remisséo da doenca (SAKANO ET AL., 2017).

Atualmente tem-se compreendido melhor essa modalidade terapéutica e o
seu mecanismo fisiopatoldgico. A exposicdo aos antigenos induz a producéo de
IgG 4 (que atua competindo com a IgE especifica) e reduz a producéo de IgE
especifica (Yang & Zhu, 2017a). A AIT induz a expressao de células T reguladoras
que secretam citocinas, entre elas IL-10 e TGF-, com diminuicdo do processo
inflamatério e consequentemente dos sintomas (ALVARO-LOZANO et al., 2020).

Como os 4caros da poeira domiciliar sdo os maiores desencadeantes das
alergias respiratorias, a IT para esses antigenos é a mais utilizada e estudada
mundialmente. Poucos estudos estao disponiveis para IT contra fungos, baratas
e epitélio de cdo e gato (ALVARO-LOZANO et al., 2020).

Pacientes que nao tiveram controle clinico da alergia respirat6ria (rinite ou
asma) com medicamentos ou se houver retorno dos sintomas com a suspensao

da medicacéo, tém indicacéo de fazerem uso da AIT (GINA, 2021).
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Estudos recentes foram feitos com AIT na forma de comprimidos sublinguais,
com seguranca clinica para tratamento da rinite e da asma. A AIT tem um beneficio
a mais de manter o controle clinico da doenca por anos mesmo apoés a interrupgao
do tratamento (VITIELLO, ET AL, 2020).

Nesta modalidade de tratamento, sé@o realizadas semanalmente doses
crescentes e concentracdes progressivas do alérgeno envolvido nos quadros de
atopia. Porém existem poucos extratos comerciais especificos disponiveis, com a

necessidade do desenvolvimento de novas técnicas.

1.5.5.4 OUTROS TRATAMENTOS

Em pacientes mais graves ou sem resposta a medicamentos, pode ser
necessario o uso de medicamentos imunobiologicos, que afetam direta ou
indiretamente a acdo da IgE. Observou-se que pacientes alérgicos possuem
titulagcbes mais altas de IgE do que a populacéo geral. Desta forma, o uso de
anticorpos monoclonais com o objetivo de bloquear a IgE tornou-se uma pratica
clinica rotineira em nosso meio. O farmaco mais utilizado € o Omalizumab,
anticorpo monoclonal da classe IgG que se liga a uma regido especifica da IgE, a
por¢cdo Fc, com diminuicdo da IgE total circulante e, consequentemente, da
ativacdo de basdfilos e mastécitos (JOHNSON ET AL., 2019).

A AIT possui algumas limitagcdes, como a eficacia desigual no pacientes,
gualidade variavel dos componentes, além de risco de feito adverso (embora eles
raramente sejam relatados). Os mecanismos do sucesso e do fracasso ainda séo
desconhecidos. Em fase ainda experimental para doencas alérgicas estdo sendo
usados imunotoxinas. As imunotoxinas sdo moléculas quiméricas usadas para
tratamento de cancer, principalmente hematolégico. Para uso em humanos
portadores de alergias respiratorias ainda necessita de mais estudos (LAZARO-
GORINES et al., 2020).

Uma abordagem terapéutica ainda experimental seria 0 uso de aminoacidos
na tentativa do bloqueio de IgE. Estudos iniciais, realizados por Campos-
Mesquita, 2020, usando acido glutamico, foram realizados em camundongos, com

resultados animadores. Foram testados IgEs especificas para albumina 2S, uma
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proteina antigénica presente em mamona (Ricinus communis L). Os resultados
mostraram que o uso de acido glutamico nos animais sensibilizados contra esta
proteina, foi capaz de bloquear a IgE especifica, de forma que ndo houve ligacao
ao alérgeno. Resultados semelhantes foram encontrados com as proteinas do
leite de vaca. Ndo formam observados efeitos colaterais em animais, sendo
analisados quanto a alteracbes comportamentais e motoras (CAMPOS-
MESQUITA, 2020).

1.5.6- COMPLICACOES:

A rinite € uma doenca com baixa mortalidade, mas alta morbidade. Pessoas
portadoras de rinite podem ter alteracdes cognitivas de correntes do distarbio do
sono que apresentam, causando sonoléncia, baixo rendimento escolar e
depressao (KAPLAN, AT AL, 2020).

Remodelamento pode ser definido como uma alteracdo na histologia natural
de um 6rgdo como consequéncia de lesdes mecanicas ou inflamatérias. (AL-
MUSSEN, 2011). Embora a fisiopatologia da asma e da rinite sejam muito
semelhantes, ndo se sabe o papel do remodelamento na cavidade nasal
(BOUSQUET et al.,, 2008). No pulm&o, o ocorre em decorréncia de diversas
doengas, entre elas a asma. Com isso, pode ocorrer 0 espessamento da parede
brébnquica, com limitacdo do fluxo aéreo. Quanto maior e mais precoce for a
limitacdo do fluxo aéreo, maiores seréo as alteracdes clinicas encontradas, que
podem chegar até a dificuldade em atividades cotidianas (AL- MUSSEN, 2011).

O remodelamento pulmonar pode ser reversivel nos quadros leves, sendo
geralmente persistente nos quadros graves. O uso dos corticosteroides inalatorios
em pouco afeta esta complicacéo e ha necessidade de mais estudos com relacéo
aos outros medicamentos (HALWANI, 2021).
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1.6- CONSIDERACOES GERAIS

Apesar dos diversos tratamentos de combate as doencas alérgicas e
algumas medidas preventivas, sabe-se que esta ocorrendo um aumento do
namero de portadores de alergias respiratérias. Estas doencas sdo em sua
maioria desencadeadas por mdltiplos alérgenos e os tratamentos disponiveis
muitas vezes ineficazes. Além do impacto socioecondmico, existe limitacdo no
diagnéstico e manejo clinico destes pacientes. Atualmente, os estudos tém
caminhado para a correlacdo entre a IgE especifica e o alérgeno desencadeante
e, apo6s a identificacao, tentar blogueio da IgE. A identificacdo de novos alérgenos
€ muito importante ndo sé para diagndstico, mas para propor novas modalidades
terapéuticas.

Diversos estudos mostraram que quanto maior o tempo de exposicéo e
maiores as concentracfes dos alérgenos, maiores serdo as chances de
sensibilizacdo e desenvolvimento de doencas atopicas. Assim, o estudo do
ambiente domiciliar, local onde as pessoas passam a maior parte do dia, é de
extrema importancia tanto para o0 manejo das doencas ja estabelecidas, como

para prevencao de sensibilizagéo futura, diagndstico e tratamento personificado.
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2- OBJETIVOS:

2.1- OBJETIVO GERAL
e |dentificar alérgenos presentes em ambiente domiciliar e correlacionar a presenca

de alérgenos domiciliares com a IgE sérica em pacientes selecionados.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Selecionar, por pesquisa clinica, pacientes com histérico de alergia a
componentes aereos.

e Coletar o ar em ambientes domiciliares.

e Extrair componentes aéreos retidos em filtros coletores e avaliar a complexidade
proteicas dos extratos obtidos em locais de permanéncia de pacientes com diagnéstico de
alergia.

e Quantificar IgE total e IgE especifica direcionadas aos alérgenos presentes em
fungos, &caros, pelos de animais domésticos e baratas.

e Avaliar se é possivel correlacionar a presenca de IgE sérica especifica para
antigenos presentes no ar do préprio domicilio.

e |dentificar epitopos de IgE através de programas computacionais
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3- METODOLOGIA:

3.1- SELECAO DE PACIENTE ALERGICOS:

Pacientes, com idades entre 5 e 60 anos, portadores de asma ou rinite,
atendidos no ambulatério de alergia no Municipio de Campos dos Goytacazes
foram convidados a participar desta pesquisa. O grupo selecionado era formado
por pacientes que nao responderam ao tratamento medicamentoso inicial ou que
tiveram recrudescimento dos sintomas com a suspensdo da medicacéo prescrita

Foram excluidos os pacientes que se recusaram a participar da pesquisa ou
gue n&o apresentavam boa adesé&o ao tratamento no momento.

O projeto foi submetido ao Comité de ética Médica, com liberagcdo N° CAAE
14824818.1.0000.5244. Os pacientes foram orientados verbalmente sobre a
pesquisa e atraves do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), com

uma cépia em anexo.

3.2- COLETA DO MATERIAL AEROBIOLOGICO:

O material aerobiolégico foi coletado através do sistema de coleta de material
particulado para pequenos volumes-MICRO VOL (figura 10a). Foram usados
filtros especificados pelo fabricante, colocado em duas posi¢cdes diferentes de
coleta: uma com maior diametro, filtro 9 a 10 uM, chamado aqui de filtro grosso -
FG e outra com o menor diametro 0,4 al,6 uM, chamado filtro fino- FF. O
equipamento microvol apresenta secdes que mimetizam o trato respiratorio,

conforme descrito na Figura 10B.
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Simulacéo do trato respiratério
Particulas superiores a 10uM

ESTAGIO0 9-10 uM

ESTAGIO 1 58-9yM

ESTAGIO 2 4,7-8 faringe

ESTAGIO 3 3,3 -4,7 traqueia e bronquios 'N/ \
primarios Zj l

ESTAGIO 4 2,1 -3,3 bronquios secundérios ///
ESTAGIOS5 1,1-2,1 brénquio terminal
ESTAGIO 6 0,6 -1,1 alvéolo
ESTAGIO 7 0,4 -1,6 alvéolo

]
3
i
-
H

—

Figura 10: A) aparelho de coleta de ar domiciliar Eigth Stage-Viable Impactor
usado para coleta do ar em domicilio dos pacientes selecionados; B) Amostrador

estilo BGI simulando o sistema respiratorio humano

Os pacientes selecionados foram orientados a colocar o aparelho de coleta
em seus domicilios, de preferéncia no comodo feito de dormitério durante 8 horas,

por 3 dias consecutivos, totalizando 24 horas de coleta.

3.3- EXTRACAO DE COMPONENTES AEREOS RETIDOS EM FILTROS
DE COLETA:

Os filtros obtidos foram retirados do aparelho com ajuda de uma pinca e
condicionados em temperatura ambiente, protegidos de umidade, em ambiente
seco e limpo. Estes filtros circulares com diametro 08 cm, foram cortados
inicialmente em pedacos com 4 cm? e colocados em frascos de plastico conico de
2 mL (tipo eppendorff) para extracdo das proteinas retidas. A extracdo proteica
foi realizada pela adicdo de 800 pL de tampéao carbonato/bicarbonato pH 9,6,
agitacao e sonicacao por 3 periodos de 10 minutos. Entre as etapas de sonicacao,
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o material foi colocado em banho a 40°C sendo mantido em agitac&o por 1 hora e
3 horas. Foi retirado 500 pL de cada amostra e este extrato foi mantido congelado
para utilizacdo futura. Estas amostras foram chamadas de “AMOSTRAS DOS
FILTROS”, FF, para as obtidas do filtro fino, ou FG, para as obtidas dos filtros com

maior diametro.

3.4- AVALIACAO DO PERFIL PROTEICO DOS ALERGENOS EM
EXTRATOS PADROES COMERCIAIS E NOS EXTRATOS DOS FILTROS DE
COLETA:

Com objetivo de termos filtros como alérgenos controle, filtros limpos com
tamanho de 4 cm? foram embebidos em solugcbes contendo amostras proteinas
alergénicas de Ricinus communis (albuminas 2S obtidas de sementes de mamona),
e de extratos alergénicos fornecido pela empresa FDA Allergenic®, obtidos através
de doacao. Os extratos sao fornecidos em volume de 4ml, com validade de marco
de 2022, mostrando uma concentracao de 20% das proteinas pesquisadas. 1ml de
solugdes contendo 1mg/mL de albuminas 2S foram empregados nos ensaios para
padronizacdo. Para os extratos comerciais foram usadas as solu¢des normalmente
empregada para testes alérgicos (Prick Test), produzidas pela FDA Allergenic®.
Extratos brutos de poeira, barata, acaros, fungos, epitélio de céo, epitélio de gato,
extratos de Dermatophagoide pyteronissenus (DP), Dermatophagoide fariane (DF),
Blomia tropicalis (BT) diluidos 1:10 em agua mili-Q (TEDIA®). Os filtros foram
retirados da solugéo, secos em ambiente de capela a temperatura ambiente (~27°
C), mimetizando a retencdo de alérgenos obtidas durante filtragcdo domiciliar. As

proteinas retidas nos filtros foram extraidas conforme descrito no item 4.3.

3.5- QUANTIFICACAO DA IGE TOTAL E IGE ESPECIFICA EM SOROS
DE PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE ALERGIA RESPIRATORIA:

Foram coletadas amostras de sangue periférico em laboratdrios de analises
clinicas de referéncia na regidao de Campos dos Goytacazes. Foram dosadas
imunoglobulinas A, M, G e E, além de IgEs especificas para Dermatophagoide
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pyteronissenus, Dermatophagoide fariane, Blomia tropicalis, barata, epitélio de

cao, epitélio de gato e fungos.

Amostras adicionais de sangue periférico foram coletadas, centrifugadas e
foi separado o soro que foi mantido congelado até que as analises posteriores
fossem realizadas. O material foi enviado para o Centro de Biociéncias e
Biotecnologia, localizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF),

onde foi mantido a -20° C, em freezer reservado para amostras biologicas.
3.6- ENSAIOS DE IMUNODETECCAO-ELISA:
3.6.1- ELISA:

Neste estudo, foram realizados testes ELISA utlizando trés protocolos
diferentes, chamados aqui de ELISA 1, 2 e 3. Todos com o0 objetivo de identificar

IgE humana especifica direcionadas para antigenos pré-determinados.

3.6.1.1- ELISA 1- Deteccédo de IgE especifica para albumina

2S de Ricinuns comunis através de extracdo em filtro:

Neste ensaio foram utilizadas trés concentracbes de albuminas 2S de
Ricinuns comunis, alérgenos amplamente estudados no laboratorio pela
disponibilidade de soros previamente analisados. O teste foi realizado em triplicata
utilizando placa de poliestireno Nunc-Immuno Plate IF. Como branco empregamos
tamp&o carbonato/bicarbonato pH 9,6 (60 uL/poco). Foram empregados albumina

2S de Ricinus communis nas concentracdes de 100pg/uL, 1ng/uL e 1mg/mL (60
pL/poco).

Foram utilizadas amostras obtidas a partir das amostras dos filtros, conforme

descrito em 3.4, usando 60 pL/poco de solucao.

ApoOs a colocacao das amostras, a placa foi mantida em geladeira durante
12 horas, e a seguir foram feitas lavagens com PBS em Tween pH 7,0 (PBS T) por
4 vezes. ApOs as lavagens, foi feito bloqueio com 200 pL/poco do tampdo com
gelatina em PBS -Tween, sendo as placas mantidas em estufa a 37° C por 60

minutos. A seguir os pocos foram lavados por 3 vezes com PBS T e incubados com
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50 L do anticorpo primario, soro dos pacientes imunorreativos com albuminas 2S
de R. communis, diluidos 1:2 no tampdao de gelatina. A placa foi levada para estufa
por 2 horas, lavada com PBS T. Como anticorpo secundario empregamos 50
pL/poco soro anti-IgE humana (GOAT anti IgE human, KPL na diluicdo 1: 1.000). A
placa foi mantida em estufa a 37° C por 1 hora, lavada em PBS T por 3 vezes antes
da etapa de revelacdo. Nesta etapa, foram adicionados 60 pL/poco da solucao de
substrato, o-fenilenodiamina (OPD), sendo esta, protegida da claridade com papel
aluminio, por 15 minutos. A reacdao foi interrompida pela adicdo de 60uL/pocgo de
acido sulfurico 3M. A intensidade colorimétrica foi medida por absorbancia 492 nm,

utilizando um Microplate Reader (Thermo Plate).

3.6.1.2- ELISA 2: Deteccdo de IgE especifica para aeroalérgenos

extraidos dos filtros

Para verificar a presenca de alérgenos nos filtros, neste experimento foram
empregadas amostras extraidas do filtro grosso (FG) e filtro fino (FF) instalados na
residéncia de 3 dos pacientes, denominado pacientel,2 e 3 (pct 1,2 e 3). O teste
foi realizado em triplicata utilizando placa de poliestireno (Nunc-Immuno Plate IF).
Foram utilizados também 50 pL/poco de solucdo obtida a partir de extratos FDA
Allergenic ® (na diluicdo 1:4 com tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6), aplicadas
diretamente nas placas. Placas embebidas com os extratos foram mantidas em
estufa a 37° C por 1 hora. Feita lavagem com PBS em Tween 0,05% por 3 vezes e
colocado 200 pL/ pogo soro fetal bovino a 5%, em estufa por 1 hora e, em seguida,
nova lavagem. Foram utilizados 100 pL/ poco do soro dos pct 1, 2 e 3 e deixado

“overnight”.

Como anticorpo secundario foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-IgE
humana associado a fosfatase alcalina (Monoclonal anti IgE alcaline fosfatase
antibody, diluido 1:2.000, diluido em soro fetal bovino a 3%). A placa foi mantida a
27°C por duas horas e submetida as lavagens como descritas acima. Para a
revelacdo foi empregado 100 pL/ poco do substrato p-nitrofenil-fosfato (PNFF)
1mg/mL, sendo a placa protegida da luz por 15 minutos. A reacao foi interrompida
pela utilizacdo da solucdo de EDTA 0,1 M. A intensidade colorimétrica foi medida
por absorbancia 405 nm, utilizando um Microplate Reader (Thermo Plate).
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3.6.1.3- ELISA 3 Deteccdo de IgE especifica para aeroalérgenos obtidos

através de Extratos comerciais concentrados:

Neste teste, todas as amostras oriundas do extrato comercial FDA Allergenic
® foram previamente concentradas quatro vezes em centrifuga a vacuo
(speedvac). O teste foi realizado em triplicata utilizando placa de poliestireno (Nunc-
Immuno Plate IF). Em todas as elas foram adicionadas ao tampéo
carbonato/bicarbonato pH 9,6 na proporgao 1:3. As amostras utilizadas nas placas
foram: extrato comercial FDA Allergenic ®: DP, DF, BT, acaro, fungo, barata,
epitélio de céo e gato; FF e FG dos pacientes. Foram colocadas 50 uL/poco das
amostras nas placas, deixado em estufa a 37°C por 1 hora. Apos lavagem com 200
pL/poco com PBS em TWEEN 0,05%, foi adicionado 200 pL/poco de soro fetal
bovino a 5% e colocado em estufa por 1 hora. Apds esta incubacéo foi feita nova
lavagem e adicionado 100 pL/poco do soro de cada um dos pacientes,
denominados pct 1, pct 2, pct 3 e pct 4. As etapas posteriores foram as mesmas
descritas no item 4.6.1.3.

3.7- AVALIACAO DA COMPLEXIDADE DAS PROTEINAS DOS
EXTRATOS POR SDS-PAGE:

Os extratos das proteinas retidas nos filtros foram fracionados por SDS-
PAGE. Foram preparados géis de fracionamento a 12,5% de acrilamida, pH 8,8 e

géis de concentracdo a 3% acrilamida +bis-acrilamida, pH 6,8

Foram preparados dois géis, um para as amostras extraidas dos filtros e
outro para amostras do FDA Allergenic ®. Os extratos foram diluidos em tampéao
de amostra 4X concentrado (8 pL do tampéo de amostra e 24 L da amostra). Para
a corrida foi empregada inicialmente uma corrente de 60 mA/placa e 117 Volts
constante. As placas foram lavadas em agua destilada (AD) e as proteinas coradas
por coomassie Blue-R 1,25%, sob agitacdo por 2 horas. Em seguida, as placas
foram imersas em descorante metanol-acido-acético-agua (45/10/45), com trocas
frequentes.
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Apés a descoloracdo e a ndo visualizacdo de proteinas, foi realizada a
revelacdo pela prata (nitrato de prata a 2,5%) de acordo com Towbin e col, 1979

sendo a revelacao interrompida pela adicdo de acido acético a 5%.

3.8- IMUNODETECCAO DAS PROTEINAS EXTRAIDAS POR WESTTERN
BLOTTING:

Foram feitos 2 géis com dez pocos cada. O gel 1 foi utilizado para
imunodeteccdo das amostras dos extratos de BT, DP, DF, acaros, barata, fungos,
epitélio de cédo e gato, aplicados diretamente no gel. No gel 2 foram usadas
amostras obtidas a partir do FF e FG dos pacientes 1, 2 3 e 4. Foi realizada a

eletroforese conforme descrito em 4.7.

No gel 1 foi feita a transferéncia das bandas para membrana de nitrocelulose
e posterior imunodeteccao e o gel 2 foi utilizado corado para avaliar a extragao das
proteinas dos filtros da casa dos pacientes. O gel 2 permaneceu no corante, sob

agitacao por 20 horas, sendo feita descoloracao posteriormente.

As bandas do gel 1 foram transferidas para a membrana de nitrocelulose
utilizando o papel filtro embebido previamente em tampé&o de transferéncia (20 mM
de Tris, 145 mM de glicina e metanol 20%) e formado um sistema “sanduiche”. A
transferéncia foi realizada com uma corrente de 1 mA/cm2 da membrana por um
periodo de 2 horas. Finalizada a transferéncia, a membrana foi retirada do sistema
“sanduiche” e corada com o reagente Ponceau. Apés a visualizagéo das proteinas,
a membrana foi lavada com agua mili Q e embebida no tampé&o bloqueador (PBS -
tampao fosfato salino pH 7,6 e 2% de leite em p6 desnatado) por 2 horas sob
agitacdo. Em seguida a membrana foi lavada com PBS por 5 vezes, trocando o
tampédo a cada 1 minuto. Apds, a membrana foi incubada com o soro do paciente
4, anticorpo primario, diluido 1:4 em tampao bloqueador, por 18 horas a
temperatura de 4°C. Posteriormente a membrana de nitrocelulose foi lavada com
tampao PBS por 5 vezes, trocando o tampéo a cada 1 minuto, e a seguir incubada
por 2 horas com anticorpo secundario, monoclonal anti-human IgE alcaline
phosfatase, diluido 1:2.000 no tampao bloqueador. Foi realizada nova lavagem com
PBS 1x e colocado o substrato, composto por p-Nitrophenil phospato em tampéao
para fosfatase alcalina. Como ndo houve coloracdo, optamos por colorir com
NBT/BCIP. A reagao ocorreu sob o abrigo de luz por 15 minutos.
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ELISA1 ——— AcGOATIgE

ELISA ELISA2 —— .  Acmonoclonal Amostras Comerciais
—_—
anti IgE FDA Allerggenic®
ELISA 3 Ac monoclonal Amostras concentradas
anti IgE Comerciais FDA

Allerggenic®

Amostras Comerciais

FDA Allerggenic®
Westtern-

blotting

Amostras concentradas
Comerciais FDA

Allerggenic®

Figura 11: Esquema ilustrativo de alguns dos experimentos realizados

3.9- IDENTIFICACAO DE EPITOPOS DE IGE ATRAVES DE PROGRAMAS
COMPUTACIONAIS:

Foram selecionadas algumas proteinas presentes nos alérgenos descritas
amplamente na literatura como alérgenos maioritarios. Foram estudadas 7

proteinas: Der pl, Der p 1, Der f1, Der f 2, Blo t 5, Bla g4 e Per a 4.

Inicialmente foi feita a pesquisa da sequéncia de aminoacidos e a sequéncia

FASTA foi obtida através da pesquisa em http://ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

Apos o reconhecimento das sequéncias FASTA, a predi¢cao dos epitopos de
célula B, em geral muito similares aos epitopos ligantes de IgE, foi realizada in
silico em 3 fontes diferentes. A analise foi realizada através do software PHD,
disponivel na plataforma http://ailab-
projectsl.ist.psu.edu:8080/bcpred/predict.html
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4- RESULTADOS:

4.1- SELECAO DOS PACIENTES E COLETA DO MATERIAL
AEROBIOLOGICO:

No periodo de julho a outubro de 2019, 14 pacientes, com idades entre 5 e
60 anos e historico de doencas respiratorias, foram selecionados e aceitaram

participar deste projeto de pesquisa.

Apoés preenchimento do termo de livre esclarecimento (em anexo), o0s
pacientes foram instruidos com relacao ao procedimento para a coleta de material
disperso no ar em seus aposentos. Os pacientes 5 e 6 nao fizeram a coleta do
material residencial e cinco aqui chamados de pct 10,11,12,13,14 fizeram a coleta

do material aerobiol6gico, mas ndo retornaram para a coleta do sangue

Os resultados dos exames laboratoriais, hematocrito, dosagem de
hemoglobina, teor de leucécitos e hemacias dos pacientes selecionados indicaram
gue eles poderiam participar dos estudos subsequentes. Os valores de IgA, 1gG,
IgM e IgE dos pacientes que participaram do experimento estao apresentados na

tabela I.

4.2- DOSAGEM DE IGE SERICA PELO METODO IMMUNOCAP®

Com o objetivo de identificar pacientes sensibilizados aos alérgenos da
poeira domiciliar, foi realizada a dosagem de imunoglobulinas e IgEs especificas
em nove pacientes, como mostrado na tabela Il. Dos 9 pacientes que fizeram os
exames laboratoriais, 5 apresentaram IgE especifica para os acaros da poeira
domiciliar. As dosagens para barata, fungos, epitélio de céo e gato foram negativas
ou com valores irrelevantes. A Figura 12 mostra a alta reatividade das IgE sérica
do paciente 6 aos alérgenos DP e DF. Para os ensaios de imunoafinidade foram
usados os soros dos pacientes 1,2,3 e 4, visto que 0 paciente 6, 0 mais reativo para

aeroalérgenos, nao realizou a coleta do ar domicliar.
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Tabela | - Exames laboratoriais do soro dos pacientes com sintomas

de doencgas alérgicas que participaram desta pesquisa.

IgA 19G IgE IgM
Valores de ref. 70-400 700-1600 <87 40-230 °
Pct 1 240 1.310 105 174
Pct 2 406 925 155 42
Pct 3 - - 82 -
Pct 4 554 1.187 164 77
Pct5 372 1.332 11,3 120
Pct 6 116 840 1.294 130
Pct 7 243 1.097 6 143
Pct 8 329 1.427 60 131
Pct 9 160 1.097 18 116
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Tabela Il — Dosagem de IgE especifica de pacientes com sintomas de doencas alérgicas

que participaram desta pesquisa.

‘ DP ‘ DF ‘ BT P6 Barata  Gato Fungos Cé&o
Pct 1 13,70 6,99 5,31 11,70 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 2 36 26,70 27,70 33,2 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 3 14,4 8,37 3,44 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 4 23,5 31,5 9,42 2,36 0,49 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 5 2,3 14 0,7 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 6 >100 >100 35,8 0,2 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 7 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10
Pct 8 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 0,13 <0,10 0,20
Pct 9 <0,10 0,12 <0,10 <0,45 <0,10 0,30 <0,10 0,50

Valores de referéncia:

e 0,1-0,7 baixo

4 e 0,7-3,5 moderado
3,5 alto (marcados em vermelho na tabela)
120
100
80
60

40

20 ‘ |
o | .

Pct1 Pct 2 Pct 3 Pct 4 Pct5 Pct 6 Pct 7 Pct 8 Pct9

EDP mDF BT mP6 mBarata M Gato M Fungos M Cdo

7  Figura 12: Quantificacdo de IgE especifica para alérgenos dispersos no ar para

8 pacientes com doencas alérgicas determinadas pela técnica Imunocap®
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4.3- ELISA - Imunodeteccdo de proteinas alergénica usando soro de

pacientes como fonte de IgE

O primeiro teste realizado, conforme descrito em 4.6.1.1, ndo apresentou
resultados satisfatérios. Os pocos onde haviam sido colocados apenas no tampéao
carbonato/bicarbonato ficaram com alta coloracdo, tornando dificil qualquer
interpretacdo dos dados. Este resultado poderia ser atribuido a possiveis
reconhecimentos inespecificos, ou falhas durante etapas de bloqueio ou ainda, pelo
uso de anticorpo secundario “ GOAT IgE human”. Os demais testes de ELISA foram
feitos com “Ac monoclonal anti IgE alcaline fosfatase”, sendo a reagao interrompida
pelo uso de EDTA. Os resultados obtidos para os diversos alérgenos testados e
amostras obtidas dos dormitérios familiares sdo apresentados na tabela lll, onde
estdo descritas as médias dos valores obtidos em triplicata, apés o uso de EDTA

para interromper a reacéao.

Apesar de aumentos discretos nas leituras das absorbancias destacadas em
vermelho na tabela, os resultados séo indicativos de que os pacientes 1, 2 e 3
apresentam IgE que reconheceram de modo especificos os alérgenos presentes
em DF e alérgenos de barata. Também ha indicagfes que as proteinas retidas nos
filtros de coleta feitas nos domicilios, tenham sido extraidas e imunorreagiram com
0 soro dos pacientes 1, 2 e 3. Em fungdo do baixo valor de ABS, estas amostras

foram concentradas e posteriormente reanalisadas.
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Tabela lll: Leituras de Absorbancia a 405 nm obtidas apds ensaios
imunoreativos (ELISA, descritos no item 4.6.1.2) usando soro de trés
pacientes com IgE total superior a 100 U. Valores referentes as médias

das triplicatas

Sem soro Pct1 Pct 2 Pct 3
Branco 0,080 0,076 0,090 0,078
Agua miliQ 0,087 0,092 0,089 0,094
FF 0,088 ND* 0,090 0,108
FG 0,100 0,124 0,100 0,125
DF 0,900 0,114 0,130 0,112
DP 0,100 0,105 0,107 0,104
BT 0,090 0,095 0,110 0,099
Barata 0,094 0,115 0,160 0,116
Acaro 0,080 0,081 0,084 0,088
Poeira 0,093 0,090 0,091 0,097
ep céo 0,097 0,099 0,099 0,099
ep gato 0,097 0,092 0,095 0,095
Acaro 0,085 0,091 0,094 0,092

4.4 AVALIACAO DA COMPLEXIDADE PROTEICA DOS EXTRATOS
ALERGENICOS POR ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMINA:

Como descrito na introducdo deste trabalho, os extratos alergénicos
utilizados consistem em mistura de alérgenos, por exemplo, os alérgenos de
Dermatophagoides farinae (DF) consistem em uma mistura contendo pelo menos
31 proteinas. Com o objetivo de analisar os extratos empregados, bem como
avaliar a complexidade dos extratos dos filtros de coleta, o perfil proteico destas
amostras foi avaliado por eletroforese em gel de Acrilamida. As figuras 13 e 14
mostram os resultados obtidos. Na figura 13, néo identificamos componentes

proteicos, (coloragdo com Coomassie brriliant blue R) para a maioria dos alérgenos
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componentes do kit FDA allergenic, exceto a presenca de componentes proteicos
em extratos de barata, sendo os mais abundantes com massa molecular proximas
a 10 e 75 kDa e uma proteina com massa molecular proximo a 75 kDa para o
extrato de pelo de gato. Nenhuma banda proteica foi visualizada para os extratos

dos filtros de coleta na casa dos quatro pacientes.

BR MW DF DP BT Acaro P6 Barata Cdo Gato

S

PREE L. A=l

100

75

50
37

25
20

15
10

Figura 13: SDS-PAGE 12,5% dos extratos comerciais do Kit comercial do
FDA Allergenic ®
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Figura 14: SDS-PAGE dos extratos dos filtros de coleta. Filtro Grosso (FG) e Filtro
Fino (FF) das casas dos pct 1, pct2, pct3 e pct4, obtidos conforme descrito no item
4.7. A) Coloracao por coomassie briliant R ; B) revelacdo por nitrato de prata.

O gel, apresentado na figura 14A foi descorado e nova revelacao foi feita na
tentativa de visualizar as bandas por uma técnica com maior sensibilidade,
revelacdo por prata conforme descrita no item 4.9. Apds a revelagdo por prata
(Figura 14B), uma banda foi visualizada na base do gel, provavelmente algum
contaminante do tampao, pois aparece também no branco. Tragos séo visualizados
no topo do gel, mas os dados s&o inconclusivos, indicando a ndo extracdo de

proteinas ou aplicagdo de quantidades insuficientes para deteccéo.

4.5- AVALIAGAO DA IMUNODETECCAO DE SOROS DE PACIENTES
ALERGICOS APOS CONCENTRAGAO DAS AMOSTRAS- WESTTERN-
BLOTTING:

Como nao foram visualizadas as bandas para a maioria dos extratos FDA
(figura 13) e para os extratos dos filtros (figura 14), os extratos do Kit FDA Allergenic
foram concentrados 4 vezes e os extratos dos filtros, por 10 vezes, em centrifuga
a vacuo (speedvac), antes dos ensaios de western blotting. Apds o fracionamento
do extrato FDA concentrado em sistema SDS-PAGE, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose. Uma foto desta membrana, apos
coloracdo com reagente Ponceau € mostrada na figura 15A. Somente bandas
referentes as proteinas do padrdo puderam ser visualizadas. Através de recursos
de brilho e contraste do “powerpoint”, figura 15B, foi possivel verificar algumas
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bandas proteicas na regido onde foram aplicados os extratos de alérgenos de
barata, de DF (bandas definidas entre 15 e 75 kDa; bandas de massa molecular
entre 10 e 15 kDa para BT, poeira (PO) e FF; bandas proximas a 37 e 75 kDa para
acaro e BT. Como algumas bandas foram visualizadas, demos sequéncia ao
experimento. Nestes ensaios de imunodeteccdo, utilizamos como anticorpo
primario o soro do paciente 4 e como anticorpo secundario anti-lgE humana ligada
a fosfatase alcalina. Os substratos para a fosfatase alcalina foram inicialmente p-
nitrofenil-fosfato (PNPP) e em um segundo experimento NBT/BCIP (nitro blue
tetrazolium/5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate). Em ambos ensaios néo foram
visualizadas bandas imunorreativas. Controles positivos de reacdo de fosfatase

foram realizados e mostraram a funcionalidade da enzima.

10
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37

25
20
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Figura 15 — A) membrana de nitrocelulose corada com reagente Ponceu
apos transferéncia de proteinas dos extratos do kit FDA allergenic, concentrados 4
vezes e fracionados por SDS-PAGE; B) mesma membrana modificada em brilho e
contraste.

4.6- IMUNODETECCAO DAS AMOSTRAS CONCENTRADAS POR
ENSAIO DE IMUNOABSORGAO ENZIMATICA,” ELISA 3”

Neste ensaio empregamos 0s extratos concentrados, 4 vezes FDA e 10

vezes, extratos dos filtros coletados nas casas dos pacientes. Os soros dos quatro
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pacientes selecionados foram imunorreativos. Como apresentado na tabela IV,

verificamos que o soro do paciente 1, o mais reativo, reconheceu proteinas nos

extratos de DF (maior intensidade), DP, BT, barata, sendo menos reativo para os

alérgenos de &caro, fungo e céo. O soro do paciente 2 foi mais reativo para extratos

de fungo e DP enquanto o soro do paciente 3 foi mais reativo para DF e BT. O soro

do paciente 4 foi imunorreativo, de forma similar para os alérgenos de DP, acaro e

fungo. Os soros dos pacientes 1, 2, e 4 reconheceram proteinas presentes no

filtrado fino (FF) das suas residéncias.

Tabela IV - Ensaio de imunoabsorcédo enzimatica empregando

soros de pacientes alérgicos

9

pct 1 pct 2 pct 3 pct 4
Branco 0,212 0,139 0,149 0,122
DP 0,276 0,168 0,154 0,152 1
DF 0,612 0,128 0,172 0,122 13
BT 0,417 0,127 0,163 0,124
Acaro 0,260 0,120 0,134 0,157
Fungo 0,220 0,188 0,150 0,130 "
Barata 0,377 0,144 0,139 0,147 16
Cao 0,245 0,140 0,127 0,143
Gato 0,231 0,114 0,15 0,159
Agua 0,215 0,145 0,142 0,118
FF 0,323 0,164 0,149 0,209 19
FG 0,245 0,160 0,137 0,137

4.7- Andlises in silico:

A tabela V apresenta analises in silico, realizadas conforme descrito no item

4.10.

para as sequenciais e 0s epitopos identificados para os alérgenos

majoritarios dos acaros da poeira domiciliar Der p1, Der p2, Der f1, Der 2, Blo t5 e

de barata Bla g4 e Per a4.
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Tabela V — Avaliacdo das sequencias e predicdo de epitopos de IgE para os principais
alérgenos dispersos no ar previstos em ambientes familiares.

Alérgeno

Der pl
Dermatophagoide
pyteronissenus

Sequéncia FASTA

TNACSINGNAPAEIDLROMRTVTPIRMOQ
GGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRQQOSLD
LAEQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQ
HNGVVQESYYRYVAREQSCRRPNAQREG
ISNYCQIYPPNANKIREALAQTHSAIAV
ITIGIKDLDAFRHYDGRTIIQRDNGYQPN
YHAVNIVGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNW
GDNGYGYFAANIDLMMIEEYPYVVIL

Predicdo de epitopo

TNACSINGNAPAEIDLRQMRTVTPIRMQG
GCGSCWAFSGVAATESAYLAYRQQOSLDLA
EQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQHNG
VVQESYYRYVAREQSCRRPNAQRFGISNY
CQIYPPNANKIREALAQTHSATAVIIGIK
DLDAFRHYDGRTIIQRDNGYQPNYHAVNT
VGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGYGY
FAANIDLMMIEEYPYVVIL

Der p2
Dermatophagoide
pyteronissenus

Der f1
Dermatophagoide
pyteronissenus

SQVDVKDCANHEIKKVLVPGCHGSEPCI
IHRGKPFQLEAVFEANQONTKTAKIEIKA
SIDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQ
QYDIKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMG
DDGVLACATIATHAKIRD

TSACRINSVNVPSELDLRSLRTVTPIRM
OGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRNTSL
DLSEQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYI
QONGVVEERSYPYVAREQRCRRPNSQHY
GISNYCQIYPPDVKQIREALTQTHTAIA
VIIGIKDLRAFQHYDGRTIIQHDNGYQP
NYHAVNIVGYGSTQGDDYWIVRNSWDTT
WGDSGYGYFQAGNNLMMIEQYPYVVIM

SQVDVKDCANHEIKKVLVPGCHGSEPCII
HRGKPFOQLEAVFEANQNTKTAKIEIKAST
DGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD
IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMGDDGV
LACATIATHAKIRD

TSACRINSVNVPSELDLRSLRTVTPIRMQ
GGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRNTSLDL
SEQELVDCASQHGCHGDTIPRGIEYIQOQON
GVVEERSYPYVAREQRCRRPNSQHYGISN
YCOIYPPDVKQIREALTQTHTAIAVIIGI
KDLRAFQHYDGRTITQHDNGYQPNYHAVN
IVGYGSTQGDDYWIVRNSWDTTWGDSGYG
YFOQAGNNLMMIEQYPYVVIM

Der 2
Dermatophagoide
pyteronissenus

Blo t5
Blomia tropicalis

DOQVDVKDCANNE IKKVMVDGCHGSDPCI
IHRGKPFTLEALFDANQNTKTAKIEIKA
SLDGLEIDVPGIDTNACHEVKCPLVKGQ
QYDIKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKLIG
DNGVLACATATHGKIRD

GSQEHKPKKDDFRNEFDHLLIEQANHAT
EKGEHQLLYLQHQLDELNENKSKELQEK
ITRELDVVCAMIEGAQGALERELKRTDL
NILERFNYEEAQTLSKILLKDLKETEQK
VKDIQTQ

DOVDVKDCANNEIKKVMVDGCHGSDPCII
HRGKPFTLEALFDANQNTKTAKIEIKASL
DGLEIDVPGIDTNACHEVKCPLVKGQQYD
IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKLIGDNGV
LACATIATHGKIRD

GSQEHKPKKDDFRNEFDHLLIEQANHAIE
KGEHQLLYLQHQOLDELNENKSKELQEKII
RELDVVCAMIEGAQGALERELKRTDLNIL
EREFNYEEAQTLSKILLKDLKETEQKVKDI
QTQ

Bla g4

Blattella
germanica
(alérgeno barata)

Per a4

ATDTLANEDCFRHESLVPNLDYERFRGS
WIIAAGTSEALTQYKCWIDRESYDDALV
SKYTDSQGKNRTTIRGRTKFEGNKETID
YNDKGKAFSAPYSVLATDYENYAIVEGC
PAAANGHVIYVQLRMTLRREFHPKLGDKE
MLOHYTLDQVNONKKATEEDLKHFNLKY
EDLHSTCH

DDSCQIGTSFTGLDMTKYVGTWYELFRT
PNSDEEDFTNCEYDKYTLDENGVIQVTS
VAYTNSIRGFITSTGTVPSWTEDTFDIA
YGDDETWSSTYEMVGTDYQTYSIVAGCL
DNDYSRHLYWIASHETSFDDATKAKVNE
VLAPYNLSLDDMEPVDQSYCVQY

ATDTLANEDCFRHESLVPNLDYERFRGSW
ITAAGTSEALTQYKCWIDRESYDDALVSK
YTDSQGKNRTTIRGRTKFEGNKEFTIDYND
KGKAFSAPYSVLATDYENYAIVEGCPAAA
NGHVIYVOLRMTLRRFHPKLGDKEMLQHY
TLDQVNONKKATIEEDLKHENLKYEDLHST
CH

DDSCQIGTSFTGLDMTKYVGTWYELFRTP
NSDEEDFTNCEYDKYTLDENGVIQVTSVA
YTNSIRGFITSTGTVPSWTEDTFDIAYGD
DETWSSTYFMVGTDYQTYSIVAGCLDNDY
SRHLYWIASHETSEFDDATKAKVNEVLAPY
NLSLDDMEPVDQSYCVQY
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A partir dos dados da tabela V, foi realizado um estudo buscando
similaridades entre os epitopos identificados por estudos in silico. Alguns
seguimentos estruturais foram selecionados e o0s epitopos estdo marcados em
vermelho. Semelhancas puderam ser facilmente visualizadas entre os alérgenos
Der p1/ Der f1 e entre os alérgenos Der p2/Der p2 e sao apresentadas abaixo. Os

epitopos estdo destacados em vermelho.

Der pl YRYVAREQSCRRPN

Der f1 YPYVAREQRCRRPN

Der p1 DTNWGDNGY

Der f1 DTTWGDSGY

Der p2 PGCHGSEPCIIHRGKPFQLEAVFEANQNTKTA
Der f2 DGCHGSDPCIIHRGKPFTLEALFDANQNTKTAK
Der p2 KYTWNVPKIAPKSENV

Der 2 KYTWNVPKIAPKSENV

Buscas de similaridades foram realizadas analisando as sequencias dos
alérgenos de barata (Bla g4 e Per a5) com Blomia tropicalis (Blo t5). Neste caso
alinhou-se as sequencias levando em conta a posi¢cdo dos residuos de cisteina,
residuos normalmente conservados. Os epitopos estdo destacados em vermelho e

similaridades em realce cinza.

Blo t5

GSQEHKPKKDDFRNEFDHLLIEQANHAIEKGEHQLLYLQHQLDELNENKSKELQ
EKIIRELDVVCAMIEGAQGALERELKRTDLNILERFNYEEAQTLSKILLKDLKETEQ
KVKDIQTQ
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Bla g4

ATDTLANEDCFRHESLVPNLDYERFRGSWIIAAGTSEALTQYKCWIDRFSYDDAL
VSKYTDSQGKNRTTIRGRTKFEGNKFTIDYNDKGKAFSAPYSVLATDYENYAIVE
GCPAAANGHVIYVQLRMTLRRFHPKLGDKEMLQHYTLDQVNQNKKAIEEDLKHF
NLKYEDLHSTCH

Per a4

DDSCQIGTSFTGLDMTKYVGTWYELFRTPNSDEEDFTNCEYDKYTLDENGVIQV
TSVAYTNSIRGFITSTGTVPSWTEDTFDIAYGDDETWS
STYFMVGTDYQTYSIVAGCLDNDYSRHLYWIASHETSFDDATKAKVNEVLAPYNL
SLDDMEPVDQSYCVQY

Blo t5 QHQLDELNENKSK-ELQEKIIRE

Perad TWYELFRTPNSDEEDFTN

Bla g4 KYTDSQGKNRTTIRGRTKFEGNKF

Per a4VIQVTSVAYTNSIRGFITST
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5- DISCUSSAO:

Este trabalho foi realizado a partir de dados clinicos obtidos em hospitais da
rede publica em Campos dos Goytacazes, exames laboratoriais da rede particular
em Campos com apoio da rede SUS. Contou com a imprescindivel colaboracéo de
pacientes com sintomas de doencas respiratorias. Os ensaios de caracterizacao de
alérgenos foi realizado em laboratérios de bioquimica e teve como objetivo central
identificar possivel correlacdo entre antigenos presentes no ambiente domiciliar
como agentes desencadeantes das alergias respiratérias. Para isso, tentamos
associar a presenca de IgE especifica sérica com antigenos oriundos da filtragem

do ar nos respectivos ambientes domiciliares.

Dos pacientes selecionados para fazer a coleta do ar domiciliar, apenas 6
deles apresentaram titulo de IgE especifica aumentada, mostrando que os
sintomas nasais ndo sao decorrentes dos efeitos desta imunoglobulina. Uma
hipotese é que estes pacientes podem apresentar IgE especifica para outros
alérgenos ainda néo identificados ou terem outras causas de rinite que ndo a
alérgica. Segundo WISE at al outras doencas nasossinusais devem entrar no
diagnéstico diferencial dos pacientes portadores de sintomas nasais sejam eles
intermitentes ou perenes (Wise at al, 2018). Sabemos também que idosos podem
apresentar sintomas nasais devido a alteragcdes neuronais encontradas no
processo normal de envelhecimento. A explicacao fisiopatologica para isso ainda
nao esté clara ( Rodriguez, 2015).

A escolha dos alérgenos para este estudo foi feita baseada na literatura, que
descreve que 0s maiores componentes da resposta alérgica compreendem acaros
da poeira domiciliar, epitélio de cdo e gato e antigenos da barata. Aléem disso,
estudamos a presenca de IgE para fungos, também relevantes ao se estudar a
resposta alérgica (Lombard, 2010). Estudos mostram que a exposi¢cdo precoce a
fungos é um fator de risco para desenvolvimento da rinite alérgica. Isso pode ser
devido a presenca de uma sensibilizacdo que aumenta as chances de outras
sensibilizagbes ou devido a alta umidade ser um fator para o aumento da

proliferacdo de acaros. (Lombard, 2010).
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Neste trabalho procuramos estabelecer protocolos para o isolamento e
coleta do ar em dormitérios de pacientes alérgicos, entendendo que esta poderia
ser a principal fonte dos agentes desencadeantes de alergia nestes pacientes, E
seguro que o trabalho deve prosseguir investigando a natureza do ar em outros
ambientes frequentados por estes pacientes, além da coleta de material particulado
para a caracterizacdo dos agentes como acaro, fungos e tipos de pdlen presentes
no ar, como investigado por Brito et al (2010). Iniciamos este projeto empregando
como agente extrator, o tampao bicarbonato/ carbonato pH 9,6 de modo que o
material extraido estaria adequado para os ensaios de imunodetec¢éo por ELISA.
A quantidade de material extraida dos filtros nédo foi suficiente para visualizacdo em
géis de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12,5 %) e também para detec¢cdo por ensaios
de western blotting. Diversos fatores podem ter contribuido para estes resultados
negativos: uma baixa concentracdo de alérgenos nos dormitdrios, uso de tampéao
inadequado, tempo de filtragem insuficiente. Resultados negativos para a
imunorreatividade nos ensaios de western blotting podem também ser atribuidos a
prevaléncia de epitopos conformacionais, ligantes de IgE nestes alérgenos, que

podem ter sido destruidos durante a separacéo eletroforética na presenca de SDS.

LUCZYNSKA e col, descreveram em 1998 a coleta de material domiciliar
com o uso de aspirador de p6 a forma mais facil de coletar material para anélise da
poeira. O uso de filtros de ar, além de mais caros, ndo existe padronizacdo com
relacdo ao tamanho dos poros. Além disso, a coleta do ar pode ser alterada por
varios fatores, como meteoroldgicos, presenca de fabrica ou obra aos arredores e
forma de limpeza da casa (LUCZYNSKA, 1998). Neste trabalho foram utilizados
dois filtros mimetizando estagios das vias respiratéria, filtro para reter particulas
entre 9 e 10 uM (FG), material em contato com as vias superiores como narinas e
filtros (FF) com poros menores 0,4 a 1,6 UM, material que pode chegar até os

alvéolos. Foi possivel extrair, em baixa quantidade, material retido nos FF.

Em geral, os testes que compdem o sistema Imunocap, normalmente usados
em laboratérios clinicos para dosagem de IgE especifica, empregam extrados de
proteinas das diferentes fontes, como extrados de Dermatophagoides farinae (DF)
gue, segundo Miller et al, € uma mistura contendo pelo menos 31 proteinas,
Dermatophagoide pyteronissenus, 20 proteinas e Blomia tropicalis, 14

proteinas.(Miller, 2019). Como estes testes ndo séo realizados para componentes
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iIsolados, os resultados sdo imprecisos para a identificagdo do componente

especifico, responsavel para disparar o processo alérgico em cada individuo.

Do mesmo modo, 0s componentes empregados em tratamentos
imunoterapicos sao constituidos de mistura de alérgenos podendo desenvolver
sensibilizacBes adicionais desnecessarias e ou indesejaveis. Por isto, extrair,
fracionar e avaliar a imunorreatividade empregando, em principio, ensaios de
fracionamento destes alérgenos por SDS-PAGE seguido de imunodetecdo por
western blotting, usando o soro do paciente como anticorpo primario, poderia ser
uma estratégia adequada para identificar o agente causador da doenca e, assim,
propor um tratamento personalizado para o paciente alérgico. A OMS identificou
mais de 40 grupos de proteinas com potencial de desencadear processos alérgicos
e PANG e colaboradores defendem a ideia de que a identificacdo de novas
proteinas e suas IgEs especificas é importante para processos terapéuticos.
(PANG, 2019)

Atualmente, o diagnodstico de novas sensibilizacbes é feito utilizando
moléculas recombinantes, para tentar diminuir a reatividade cruzada das IgEs.
Além disto, uma vez determinando com precisdo os alérgenos, a identificacdo dos
epitopos, tanto de célula T, célula B e ligante de IgE destes componentes se torna
possivel e contribui para que novas modalidades terapéuticas possam surgir.
Atualmente, o Unico medicamento liberado no Brasil para o tratamento de alergias,
envolvendo IgE, € um Ac monoclonal anti IgE total (AC Omazilumab), que se liga
ao receptor de IgE em mastdcito. E um anticorpo de alto custo, passivel de
degradac&o no organismo, e ndo €, um medicamento especifico para os alérgenos
(PANG et al, 2019). Estudos realizados por DEUS DE OLIVEIRA, 2013 e CAMPOS-
MESQUITA,2020, propbem uma metodologia alternativa para o tratamento da
alergia por blogueio de IgE (DEUS DE OLIVEIRA, 2013; MESQUITA, 2020). Estes
estudos sé@o baseados no conhecimento da estrutura dos alérgenos de Ricinus
communis, Jatropha curcas e pela evidente reacdo cruzada com alérgenos de
milho, camarao, soja e antigenos do ar. Para todos estes componentes alergénicos,
foram identificados epitopos ligantes de IgE contendo pelo menos dois residuos de
acido glutamico, envolvidos diretamente no reconhecimento das IgE, associadas

ao mastocito, com os alérgenos e posterior deflagracdo da alergia. O bloqueio
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proposto por CAMPOS- MESQUITA, 2020 propde o uso de acido glutamico livre e

ou compostos derivados deste aminoéacido, para o blogueio da IgE.

Os resultados dos testes ELISA, neste trabalho denominado “ELISA 3
demonstram que o soro do paciente 1 reconheceu alérgenos presentes em DP, DF,
BT e barata. Este soro foi também imunorreativo com proteinas do extrato do filtro
fino FF. Uma resposta cruzada entre alérgenos de DP e DF pode ser em parte
explicada pela semelhanca estrutural entre as proteinas Der p1/Der f1 e Der p2/Der
f2, alérgenos majoritario de cada um destes Dermatophagoides. Os estudos in
silico mostram similaridades estruturais proxima a 80% entre estes alérgenos.
Verificamos 100 % de homologia nas sequencia “YVAREQRCRR” presente em
um dos epitopos Der p1/Der f1 e na sequencia “KY TWNVPKIAPKSE” de um dos
epitopos de Der p2/Der f2. Dois outros epitopos destes alérgenos também

apresentaram 100% de homologia estrutural.

Os soros dos pct 2 e pct 4 apresentaram imunorreatividade com os alérgenos
DP, DF, BT e com alérgenos de barata. Por isto investigamos também possiveis
homologias entre os alérgenos de BT (Blo t5) com alérgenos de barata (Bla g4 e
Per a5). A sequéncia “HQLDELNENKSKELQEKIIRE contendo um dos epitopos de
Blo t5 e a sequéncia KYTDSQGKNRTTIRGRTKFEGNKF de Bla g4 apresentam
similaridades com epitopos de Per a4.

Como ja foi amplamente dito neste trabalho, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas para tratamento das alergias
respiratorias. Uma forma de controle da doenca seria o bloqueio da IgE especifica
com aminoéacidos especificos. Por isso, a identificacdo dos epitopos € de extrema
importancia na escolha do aminoacido que podera, segundo a proposta de Deus
de Oliveira et al (2011) ser usado para tal bloqueio. Neste estudo conseguimos
identificar apos andlise computacional epitopos das proteinas conhecidas como
“‘epitopos maijoritarios”, no entanto, faz se necessario identificar quais aminoacidos
estariam realmente envolvidos na interacdo com IgE. Com esta identificacao,
poder-se-a tentar o bloqueio incialmente em ensaios in vitro e posteriormente in

Vivo.
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6- CONCLUSOES:

e Estabelecemos um protocolo para coleta e extracdo de material
disperso no ar em ambientes domiciliares

e NAao detectamos imunorreatividade entre soros de pacientes
alérgicos, com IgE especifica, para alérgenos de DP, DF e BT por
western blotting. Epitopo conformacional desfeito por fracionamento
em gel desnaturante? Baixa quantidade de antigeno extraido?

e O soro de pacientes alérgicos reconheceram, por testes “ELISA”
alérgenos extraidos de filtros de coleta em ambientes familiares. Ha
homologias estruturais entre os epitopos ligantes de IgE para os pares

de alérgenos Der p1 com Der f1 e Der p2 com Der f2.
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ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

O senhor esta sendo convidado a participar da pesquisa IDENTIFICACAO
DE PROTEINAS ALERGENCICAS E DESENVOLVIMENTO DE NOVAS
ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ALERGIA que tem
por objetivo a identificacdo de alérgenos em ambiente domiciliar e correlacao

destes em exames de sangue.

Esta pesquisa seré realizada com até 20 pacientes atendidos no ambulatério
de alergia no municipio de Campos dos Goytacazes, selecionados de forma
aleatédria. Para inclusdo na pesquisa € necessario estar em tratamento regular, ndo
ter apresentado melhora clinica com o tratamento medicamentoso proposto ou
retorno dos sintomas com a suspensdo dos medicamentos. Nao participardo da
pesquisa criancas menores de 5 anos e idosos maiores de 60, ou pacientes que

nao tenham adesao ao tratamento.

Sua participacao sera manter um filtro de ar em ambiente domiciliar por 8 a
12 horas, de preferéncia em ambiente onde o paciente da pesquisa durma. Esta
filtragem sera feita em dois periodos do ano, no inverno de 2019 e verdo de 2020.
Além disso, sera feita uma coleta de sangue para realizacdo de dosagem de
imunoglobulinas no sangue para os alérgenos mais frequentes no ar e sera

necessario responder a um questionario.

Se houver algum problema relacionado com a pesquisa o senhor devera
entrar em contato com 0os membros da pesquisa e sera encaminhado para uma

unidade de atendimento emergencial proximo ao domicilio.

Os riscos desta pesquisa sdo0 minimos, uma vez que sera apenas uma
filtragem do ar e coleta de sangue, sendo que o senhor pode se sentir
desconfortavel com a coleta do sangue. Mas o senhor tem a liberdade de parar a

gualquer momento a pesquisa, sem nenhum prejuizo do seu atendimento.

O senhor tem a liberdade de néo participar da pesquisa ou retirar seu
consentimento a qualquer momento, mesmo apos o inicio da coleta de dados, sem

gualquer prejuizo. Esta assegurada a garantia do sigilo das suas informacdes. O
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senhor ndo terd nenhuma despesa e ndo ha compensacdao financeira relacionada

a sua participacdo na pesquisa.

Caso tenha alguma duavida sobre a pesquisa 0 senhor podera entrar em
contato com o coordenador responsavel pelo estudo: Olga Lima Tavares Machado,
gue pode ser localizado na Universidade Estadual do Norte Fluminense, sala 219,
Bloco P6 das 8 as 17h ou pelo email olga@uenf.br, ou com Luciana Stohler
Nogueira, telefone (22) 988077460 ou por email lucianastohler@gmail.com . O
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Saide — CEPIS, também podera ser
consultado caso o Sr. tenha alguma consideracdo ou divida sobre a ETICA da

pesquisa pelo telefone 11-3116-8597 ou pelo email cepis@isaude.sp.gov.br.

Sua participacdo é importante e voluntaria e vai gerar informacgdes que seréo
Uteis para identificacdo de proteinas no ar que podem ser potenciais causadores
de alergia. Este termo sera assinado em duas vias, pelo senhor e pelo responsavel

pela pesquisa, ficando uma via em seu poder.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito do que li ou foi lido
para mim, sobre a pesquisa: IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ALERGENCICAS
E DESENVOLVIMENTO DE NOVAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA O
TRATAMENTO DA ALERGIA. Discuti com o pesquisador LUCIANA STOHLER
NOGUEIRA, responsavel pela pesquisa, sobre minha decisdo em patrticipar do
estudo. Ficaram claros para mim os propositos do estudo, os procedimentos,
garantias de sigilo, de esclarecimentos permanentes e isencdo de despesas.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do entrevistado

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido deste entrevistado OU REPRESENTANTE

LEGAL (se for o caso) para a sua participagao neste estudo.

/ /

Assinatura do responsavel pelo estudo.
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