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RESUMO

INVESTIGACAO SOBRE ASSOCIACAO ENTRE ACAROS DA POEIRA, ATOPIA,
MANIFESTACOES ALERGICAS E INFECCOES INTESTINAIS HELMINTICAS.
JOILSON RAMOS DE JESUS. O papel de acaros da poeira na determinac¢do da forma clinica
de alergia ndo tem sido muito estudado. Muitos relatos da literatura mostram uma associagio
negativa entre infecgdes por helmintos e alergia, entretanto estes resultados ainda sédo
controversos. Neste estudo objetivou-se estudar os papéis do Blomia tropicalis e do
Dermatophagoides pteronyssinus como agentes de atopia e alergia e possiveis associagdes entre
atopia, alergia e helmintiases, em individuos de uma populacio de classe socioecondmica baixa,
de Salvador-BA. O inquérito foi realizado utilizando questionério fase I do ISAAC. Dentre os
513 individuos entrevistados durante visitas domiciliares, 300 compareceram voluntariamente
ao ambulatério implementado no bairro e foram submetidos ao teste cutineo (TC) para
aeroalérgenos e pungdo de sangue para hemograma e ELISA para deteccio de IgG4 anti-
Ascaris lumbricoides e IgE anti-B. tropicalis. Amostras de fezes foram coletadas para exames
parasitoldgicos. Altas prevaléncias de sintomas de doencas alérgicas (asma e rinite) foram
encontradas nesta populacdo. A prevaléncia de reatividade ao TC para um ou mais dos
alérgenos testados foi de 31,4%, sendo o B. tropicalis o aeroalérgeno mais freqiientemente
encontrado (15,9%), seguido por D. pteronyssinus (12,1%) e Periplaneta americana (7,9%).
IgE anti-B. tropicalis foi detectada em 40,9% dos individuos. Niveis de eosindfilos acima de
4% e 10% foram verificados em 78,1% e 36,2% da populacdo do estudo respectivamente, sem,
contudo se associar com alergia e atopia. Sintomas de asma associaram-se diretamente com TC
positivo para D. pteronyssinus e sintomas de asma e rinite recente associaram-se com TC
positivo para alérgenos de B. tropicalis. A reatividade ao teste cutdneo para B. tropicalis foi
associada positivamente com a presenca de IgE anti-B. tropicalis porém a correlagdo ndo foi
perfeita. Utilizando estes dois marcadores de atopia, foram identificados quatro subgrupos de
individuos nesta populacio e, através de “Western-blot” para detecc¢do de IgE anti-B. tropicalis,
verificou-se que apenas os dois subgrupos que apresentavam IgE no ELISA eram também
positivos no “Western-blot”. A maioria das bandas detectadas nos dois grupos foram similares,
porém o grupo com TC positivo reconheceu mais trés bandas ausentes nos soros do grupo com
TC negativo. Helmintiase intestinal ocorreu em 34,9% dos individuos, sendo A. lumbricoides,
Trichuris trichiura e ancilostomideos os helmintos mais prevalentes. Taxas de eosindfilos >
10% associaram-se diretamente com a presenca de algum helminto intestinal, de A.
lumbricoides e de Trichuris trichiura. Apenas 15,5% dos individuos desta populagio
apresentaram carga parasitiria elevada para A. [umbricoides. Taxas de eosindfilos >10%
ocorreram em 36,2% da populagdo estudada e ndo estavam associadas 4 sintomas ou teste
cutdneo com aeroalérgenos, porém associaram-se positivamente com a presenca de qualquer
helminto, A. lumbricoides e T. trichiura. A presenca dos marcadores de parasitoses (opg >
2600; presenca de IgG4 anti-Ascaris e eosindfilos >10%) associou-se inversamente com
positividade ao TC para B. tropicalis e a IgE anti-B. tropicalis (TCB+ IgE+), porém associou-se
diretamente com a auséncia de reatividade ao TC e presenca de IgE-B. tropicalis (TCB+ IgE-).
Os dados deste estudo vdo de encontro a estudos anteriores feitos em Salvador que encontraram
o D. pteronyssinus como o alérgeno mais importante e corroboram estudos anteriores
mostrando que B. tropicalis ¢ um dos principais aeroalérgenos das regides tropicais. Na
populacdo estudada, a IgE sérica especifica para B. tropicalis ndo traduziu o estado atopico. A
diminui¢do de reatividade ao TC para D. pteronyssinus e para B. tropicalis na presenca de
infecgdes helminticas, indica um provavel efeito imunomodulador destes parasitos sobre as
reacoes alérgicas.

PALAVRAS-CHAVE: 1. Alergia. 2. Rinite. 3. Asma. 4. IgE. 5. Helmintos
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ABSTRACT

INVESTIGATION BEETWEEN DUST MITES, ATOPY ALLERGY AND INTESTINAL
HELMINTHIC INFECTIONS. JOILSON RAMOS DE JESUS. The role of dust mites in
the determination of the clinical form of allergy has not been well established. Many records
in the literature show negative association between helminth infections and allergy, however,
these data are still controversial. In this study we investigated the role of B. tropicalis and D.
pteronyssinus as agents of atopy and allergy and possible association between atopy, allergy
and helminth infections in individuals of a low socioeconomic status population of Salvador-
BA. The survey was carried out using the ISAAC phase I questionnaire. From 513 individuals
interviewed, 300 volunteers attended to the field ambulatory. They were submitted to the
prick test (SPT) for aeroallergens, blood collection for hematological analysis and ELISA for
IgG4 anti-Ascaris lumbricoides and anti-B. tropicalis IgE detection. It was also carried out
stool examination for intestinal helminthes. High prevalence of symptoms of allergic diseases
(asthma and rhinitis) was found in this population. The prevalence of SPT reactivity to one or
more of the tested allergens was 31,4%, being B. tropicalis the most frequently found
aeroallergen (15,9%), followed by Dermatophagoides pteronyssinus (12,1%) and Periplaneta
americana (7,9%). IgE anti-B. tropicalis was detected in 40,9% of the individuals. Levels of
eosinophils above 4% and 10% were found in 78,1% and 36,2% of the studied population,
respectively, without however being associated with allergy and atopy. Symptoms of asthma
were directly associated with positive SPT for D. pteronyssinus and symptoms of recent
rhinitis were associated with B. tropicalis positive SPT. The reactivity to B. tropicalis SPT
was associated with the presence of anti-B. tropicalis IgE, however, there was not a strong
correlation between them. Using these two atopy markers, it was identified four sub-groups of
individuals in the studied population and performed a Western-blot assay for detection of anti-
B. tropicalis IgE. It was verified that only the two sub-groups that were B. tropicalis-specific
IgE positive in ELISA were also positive in the Western-blot. The majority of the bands
detected in these two groups were similar; however, the group with positive SPT recognized
more three bands which were absent in the sera of the SPT negative group. Intestinal helminth
infections occurred in 34,9% of the individuals, being A. lumbricoides, Trichuris trichiura
and ancylostomids the most prevalent helminthes in this population. Eosinophil levels higher
than 10% occurred in 36,2% of the population and were directly associated with the presence
of intestinal helminthes. In addition, only 15,5% of the individuals presented high A.
lumbricoides load. The presence of parasitic infection markers (opg > 2600; presence of IgG4
anti-Ascaris and eosinophils >10%) was inversely associated with positive SPT and IgE B.
tropicalis-specific tested group (SPT+ IgE+) and directly associated with negative SPT and
positive IgE B. tropicalis-specific (SPT- IgE+). Our data are in contrast to prior studies
performed in Salvador that found D. pteronyssinus as the most important allergen and
corroborate previous studies showing that B. tropicalis is one of the main aeroallergens of the
tropical regions. In the studied population, the B. tropicalis specific serum IgE may be
influenced by helminthes infections and might not be a good marker of the atopic state. The
reduction on the TC reactivity for B. tropicalis and D. pteronyssinus during helminth
infections indicates a probable immunemodulatory effect of these parasites on the allergic
reactions.

Key-words: allergy, asthma, rhinitis and helminthes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Alergia e atopia

O termo alergia foi originalmente definido por Clemens Von Pirquet JANEWAY
et al., 2002) como “uma capacidade alterada do corpo de reagir a uma substancia estranha”,
constituindo-se numa definicio extremamente ampla que incluia todas as reacdes
imunoldgicas. Atualmente, a alergia ¢ definida de modo mais restrito, como uma doenga
dependente de uma resposta do sistema imune a um antigeno exdgeno, sob outros aspectos,
in6cuo, mediante a producdo de anticorpos IgE contra os mesmos ou a instalagdo de uma
resposta célula especifica. A alergia é secunddria 4 reacdes do sistema imune denominadas
reacdes de hipersensibilidade; estas produzem lesdo tecidual e podem causar doengas. Cerca
de 40% da populacio ocidental apresenta uma tendéncia exagerada a produzir resposta de IgE
a uma ampla variedade de alérgenos ambientais comuns (JANEWAY et al., 2002). Esse
estado, denominado atopia, parece ser influenciado por vérios loci génicos. Individuos
atopicos sdo aqueles propensos a produzir altos niveis de anticorpos IgE especificos para
alérgenos ambientais (AALBERSE, 1991) e parecem ser mais sensiveis a ativacdo de
mastocitos e basdfilos por aeroalérgenos (PLAUT et al., 1986; BOYCE, 2003). Os individuos
atopicos tém niveis mais elevados de IgE e de eosindfilos circulantes que pessoas normais

(JANEWAY et al., 2002).

As doencas alérgicas como eczema, rinite alérgica e asma podem manifestar-se em
diferentes faixas etdrias e a prevaléncia de cada uma delas vdria com a idade
(NIMMAGADDA & EVANS, 1999; WRIGHT, 2004). O eczema ¢é comumente
diagnosticado em criangas de até dois anos de idade, enquanto a asma e a rinite tornam-se

mais comum com o aumento da idade (WRIGHT, 2004).
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1.2. Principais enfermidades alérgicas

Dermatite atopica (DA): Esta enfermidade cursa com uma inflamacéo cronica da
pele, de maior ocorréncia na infancia (LEUNG et al., 1993) e freqiientemente seguida de
rinite e/ou asma alérgicas. A ocorréncia de DA em 77% de gémeos homozigédticos, quando
comparada com a taxa de 15% encontrada em gé€meos dizigdticos, indica a participagdo da
genética na etiologia da DA (LEUNG et al., 1993). Guillet et al (1992) demonstraram que
mais de 85% dos pacientes com dermatite atdpica apresentaram niveis de IgE elevados e
testes cutineos positivos para aeroalérgenos, enquanto um subgrupo de pacientes portadores
de dermatite ndo atdpica, ndo apresentou sensibilizacdo a alérgenos alimentares e inalantes.
Entre 5 a 20% das criangas de todo o mundo sdo afetados por dermatite atépica (WILLIAMS
et al.,1999) e 60 % destas continuam a apresentar esta enfermidade apds a puberdade
(WUTHRICH, 1999). Além disto, aproximadamente 80 % das criancas portadoras de DA

estdo sob risco de desenvolver alergia respiratdria.

Asma: € uma das doengas cronicas mais comuns na infancia (WONG et al., 2001).
Estima-se que existam mais de 200 milhdes de casos no mundo (SARINHO et al., 2000).
Somente nos Estados Unidos esta enfermidade afeta aproximadamente 10 milhdes de pessoas
(ABBAS et al., 2000). De acordo com diversos trabalhos da literatura, a prevaléncia desta
doenca vem aumentando progressivamente nas ultimas décadas, constituindo-se em uma
verdadeira epidemia (FRANCO & PRITCHARD, 2005). Na asma ocorre inflamagao cronica
das vias aéreas inferiores, desencadeada pela ativacdo dos mastdcitos submucosos do trato
respiratorio, induzida principalmente por aeroalérgenos, resultando em constricao bronquica e
secrecdo aumentada de muco, tornando a respiragdo mais dificil pelo aprisionamento do ar
inalado nos pulmdes. Esta enfermidade caracteriza-se pela presenca continuada de grande
numero de linfécitos Ty2, eosindfilos, neutréfilos e outros leucocitos (JANEWAY et al.,

2002) no tecido pulmonar. A asma ocorre com episédios recorrentes de sibilo, falta de ar,
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N

compressdo do térax, particularmente a noite ou no inicio da manhd, podendo ser
acompanhada de tosse seca (PATTERSON et al., 2002). A asma ndo causa destrui¢do das vias
aéreas nem dos alvéolos, porém freqiientemente coexiste com bronquite ou enfisema
(ABBAS et al., 2000). Cerca de 75 % da asma persistente tem base alérgica (PATTERSON et
al., 2002). Esta doenga acomete principalmente individuos entre 4 e 40 anos, porém tem sido
também relatada em populacdes geriatricas (APTER et al., 1988). Na asma existe uma relacio
temporal entre sintomas respiratorios e exposicdo aos alérgenos e presencga de anticorpos IgE
contra alérgenos comuns. Por outro lado a asma néo alérgica acomete principalmente criancas
com menos de 04 anos ou idosos com mais de 60 anos de idade. Nesta enfermidade a
inflamacdo das vias aéreas mediada por IgE especifica para alérgenos estd ausente. Em alguns
pacientes os testes cutdneos sdo positivos, entretanto apesar da presenca de anticorpos da

classe E, ndo ha relag@o temporal entre sintomas e exposicao (PATTERSON et al., 2002).

Rinite alérgica: a rinite alérgica representa um problema global de saide publica
que atinge, no minimo 10 a 25% da populagdo geral e sua prevaléncia vem aumentando. A
doenca € caracterizada por inflamagdo da mucosa nasal mediada por IgE, cursando com
espirros, secre¢do e congestionamento nasal que persiste por um periodo de no minimo 1 hora
por dia. A rinite pode ser classificada em infecciosa e ndo infecciosa. A rinite infecciosa é
caracterizada predominantemente por secrecio nasal de cor branca, amarela ou esverdeada, e
grande concentracdo de neutrdfilos e menos comumente bactérias (PEDERSON et al.,1982).
Rinite ndo infecciosa € caracterizada pela presenga de secre¢des aquosas ou mucdides com ou
sem eosindfilos. A rinite ndo infecciosa pode ser subdividida em alérgica sazonal, alérgica
perene e perene ndo alérgica (PATTERSON et al., 2002). A rinite alérgica sazonal é
secunddria a reagdo de hipersensibilidade da mucosa nasal para alérgenos, sendo caracterizada

por rinorréia, congestionamento nasal, espirros associados a prurido dos olhos, nariz, ouvido e

garganta. Esses sintomas sdo periddicos e ocorrem durante a estacdo de polinizacdo das
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plantas para as quais o paciente € sensivel. Rinite alérgica perene é caracterizada por sintomas
nasais intermitentes ou continuos resultantes de uma reacdo alérgicas, sem variacdo sazonal

(PATTERSON et al., 2002).
1.3. Diagnostico de alergia voltado para estudos epidemiologicos

A auséncia de uma definicdo precisa de asma que fosse mundialmente aceita
levava a uma dificuldade no diagndstico desta enfermidade em estudos epidemioldgicos.
(SOLE & NASPITZ, 1998). Conseqiientemente, subestimava-se a prevaléncia e incidéncia
desta doenga em nivel populacional. Para contornar este problema, foi realizado um programa
multi-institucional com o intuito de obter e analisar comparativamente dados sobre a
prevaléncia e severidade das doengas alérgicas em todo o mundo, o “International Study of
Asthma and Allergies in Childhood - ISAAC”. Este programa criou questiondrios que foram
validados apds aplicagdo em 56 paises, em um total de 721.601 criancas de 13 a 14 anos
(ASHER & WEILAND, 1998). Dados deste estudo determinaram a variacdo mundial dos
sintomas da asma, rinoconjuntivite alérgica e eczema atdpico. A prevaléncia de sintomas de
asma foi encontrada mais alta no Reino Unido, Nova Zelandia, Austrdlia e Irlanda e mais
baixa em alguns paises do leste europeu, na Indonésia, China, Taiwan, Etiépia e India, sendo
o maior e o menor indice encontrados, respectivamente, na Escécia (36,7%) e na India
(1,6%). Neste estudo também foi verificado que a mais alta prevaléncia de sintomas de asma
foi encontrada em paises ocidentais desenvolvidos, de lingua inglesa. Mais recentemente,
trabalhos do ISAAC realizados em capitais de estados de paises da América do Sul
demonstraram que as taxas de prevaléncia de alergia sdo altas nessas cidades, apesar de serem
cidades de paises em desenvolvimento (SOLE & NASPITC, 1998), sendo Salvador um das

cidades com maior prevaléncia de alergias.
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1.4. Imunopatogenia das alergias respiratorias

Segundo a classificagdo de Gell e Coombs, a alergia respiratdria € classificada
como reagdo de hipersensibilidade do tipo I ou reagdo de hipersensibilidade do tipo imediato,
sendo mediada por anticorpos da classe IgE que induzem a ativacido de mastdcitos e baséfilos
(JANEWAY et al., 2002). A produgdo desta imunoglobulina é dependente do estimulo de
populagdes de linfécitos T CD4™ tipo 2 (células Th2) é mediada pelas interleucinas (IL) 4 € 13
e inibida por INF-y, produzido principalmente por popula¢des de linfécitos T CD4" tipo 1
(células Thl), e IL-12, produzida por macréfagos, assim como por interleucinas regulatdrias
do tipo Th3 (IL-10 e TGFfB; ROYER et al., 2001; TAYLOR et al., 2005; HOBBS et al.,
1998). Os anticorpos da classe IgE ligam-se a mastdcitos, baséfilos e eosinéfilos, células que
tém em suas membranas receptores de alta afinidade para o fragmento cristalizavel (Fc) destas
imunoglobulinas (GALLI & LANTZ, 1999). Os antigenos que evocam seletivamente as
células Th2 a estimularem uma resposta de IgE sdo conhecidos como alérgenos. A maioria
dos alérgenos sdo proteinas relativamente pequenas, altamente soliveis, que s@o transportadas

dessecadas, como grio de pdlen e fezes de dcaros JANEWAY et al., 2002).

A IgE liga-se a alérgenos e a receptores de alta afinidade (FceRI) de mastdcitos e
baséfilos, levando a degranulagdo destas células. Os granulos liberados sdo ricos em
leucotrienos, histamina e citocinas pro-inflamatdrias, os quais acarretam espasmo da
musculatura lisa e iniciam a resposta inflamatéria das vias aéreas, ocasionando coriza,
espirros e broncoespasmo. Esta resposta é também responsdvel pela reacdo de
hipersensibilidade imediata dos testes cutdneos aos aeroalérgenos. A IgE especifica para estes
antigenos liga-se ainda a receptores de baixa afinidade (FceRII) de eosindfilos, linfécitos,
plaquetas e macréfagos, intensificando e modulando a resposta inflamatdria através da
produgdo de IL-4, que estimula a producdo de IL-5, IL-13 e demais citocinas e moléculas

inflamatérias envolvidas na resposta Th-2 (ABBAS et al., 1996; BUSSE et al., 2001;
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MURPHY & REINER, 2002). Na inflamagdo eosinofilica das vias aéreas, a IL-5 estd
envolvida na diferenciacdo, ativacdo e sobrevivéncia dos eosindfilos (BULLENS et al., 2004),
aumentando sua responsividade para a eotaxina (MOULD et al.,1997), através da regulacdo
da expressdo de receptores CCR3 de eosinofilos para esta citocina (LEE et al., 1998). A
cooperagdo com a eotaxina redunda no acimulo de eosindfilos nos tecidos murinos (LIMA,

2002). O mesmo tipo de resposta ocorre na dermatite atépica.

1.5. Acaros da poeira doméstica e alergia

Os 4caros sdo os principais agentes desencadeadores de fendmenos alérgicos. O
fator predisponente que parece estar mais ligado a estas enfermidades € a presenca destes
aracnideos na poeira doméstica, sendo seus excretas os principais aeroalérgenos descritos em

todo o mundo (PLATTS-MILLS et al., 1997).

Os 4caros da poeira sdo animais mindsculos (100 a 400 um), pertencentes ao Filo
Arthropoda, Subfilo Chelicerata, Classe Arachnida, Subclasse Acari e Ordem Acariformes.
Esta dltima se divide em Subordens definidas principalmente por caracteristicas do trato
respiratério, como a presenca ou auséncia de estigmas ou espirdculos, e as disposi¢des dos
mesmos em seus corpos (FLECHTMANN, 1975). Os dcaros mais freqiientes na poeira
doméstica, como os dos géneros Dermatophagoides e B. tropicalis, pertencem a Subordem
Astigmata e assim sd3o denominados pela auséncia de estigmas e de trato respiratdrio

organizado, possuindo respiracdo tegumentar.

Os 4caros da poeira doméstica estdo presentes em carpetes, tapetes, pisos e
principalmente em leitos, pois a transpiracdo humana e sua descamacdo epidérmica fornecem,
condicdes ideais de umidade, temperatura, e alimentacdo para suas sobrevivéncias e
reproducdo. Atualmente a diminuicdo da populacio de dcaros em quartos € considerada como

a medida mais eficaz de prevenir a alergia.
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Entre os dcaros da poeira, aqueles que estdo mais relacionados com fendmenos
alérgicos sdo: Dermatophagoides farinae e Dermatophagoides pteronyssinus em paises
temperados e D. pteronyssinus e B. tropicalis tropicalis em paises tropicais. Esses acaros sido
os mais freqiientes e sdo reconhecidamente causadores de hipersensibilidade (VOORHORST
et al.,, 1967). No entanto, sdo poucos os trabalhos que associam a hipersensibilidade aos
dcaros da poeira com a forma clinica de alergia, e estes relatos sdo controversos
(BUCHANAN & JONES, 1974; WARRELL et al, 1975; PUERTA et al., 1993; ARRUDA et

al, 1997).

1.6. IgE sérica alérgeno-especifica e atopia

Cerca de 40% da populagdo ocidental apresenta uma tendéncia exagerada a
produzir resposta de IgE a uma ampla variedade de alérgenos ambientais comuns
(JANEWAY et al., 2002). Esta IgE especifica, capaz de degranular mastécitos, leva a
positividade dos testes cutaneos e tem sido utilizada como marcador de atopia. Além da
resposta de IgE, determinada pelos testes cutineos aos alérgenos mais comuns, anticorpos
IgE especificos para um grande niimero de alérgenos vém sendo detectados em soros e
utilizados como marcadores de atopia, existindo comercialmente “kits” de alguns fabricantes
apropriados para detectar IgE especifica para dezenas de alérgenos, sendo os mais
reconhecidos os da Pharmacia. Varios trabalhos da literatura demonstram que resposta da IgE
sérica especifica para determinado alérgeno, correlaciona-se perfeitamente com a reatividade
ao teste cutdneo para o mesmo alérgeno (FANIRAN et al.,, 1999; RIEDLER, 2001).
Entretanto este achado tem sido observado apenas em paises do 1> Mundo. Nyan e
colaboradores (2001), estudando alergia em criancas do Gabdo, detectaram 11% de

reatividade em teste cutineo para acaro e 32% de positividade para IgE anti-dcaro.
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1.7. Atopia, alergia e microorganismos

As doencas alérgicas, assim como as doengas de natureza infecciosas, sdao
altamente prevalentes em todo o mundo (SMITH, 1978). Entretanto suas distribui¢des
geograficas ndo sdo quantitativamente homogéneas: nos paises desenvolvidos ocorrem mais
doencas atdpicas, enquanto que as doencas infecciosas s@o mais freqiientes em paises do 3%
Mundo. As prevaléncias de atopia e doengas alérgicas sdo maiores em paises industrializados
quando comparadas com paises ndo industrializados, variando de um pais para outro, ou
mesmo, dentro de um mesmo pais. Em paises africanos, onde sdo descritas as menores
prevaléncias de doencas alérgicas, é verificado um aumento de atopia e alergias entre

populacdes de dreas urbanas e presumivelmente mais industrializadas (ADDO et al., 1997).

Fatores ambientais parecem ser determinantes desta diferenca na expressdo de
atopia entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento e entre populacdes rurais e urbanas.
Entre estes fatores estdo incluidas diferencas na exposi¢do aos patégenos (JOHNSTON &
OPENSHAW, 2001). A presencga de saneamento basico, as imunizagdes, o uso de antibiéticos
e a reducdo das infec¢des da infancia, que ocorrem mais nas populagdes urbanas e nos paises
desenvolvidos, comparados com os paises em desenvolvimento, suscitaram a formulacdo da
“hipotese da higiene”, que atribui o aumento das alergias na populagdo dos paises
desenvolvidos a auséncia de infecgdes na primeira infancia (STRACHAN, 1989). Evidéncias
mais diretas vém dos estudos epidemioldgicos realizados por Shirakawa et al (1997) e
Matricardi et al (2000), que mostram vérios agentes infecciosos associados a protecdo contra
doencas alérgicas, entre eles: bactérias (Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pilori),
virus (virus do sarampo e da hepatite A), ou protozodrios (Toxoplasma gondii). Uma
explicacdo para este fendmeno baseia-se no fato de que ao nascer, a crianga, assim como a
mulher gestante, possui resposta imune predominantemente Th2, necessaria para bloquear

uma reagdo de rejeicdo ao feto originada pelo sistema Th1 (CHIPETA et al., 1998). Um dos
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mecanismos propostos para o efeito protetor abordado acima é que infec¢des podem desviar o
balango da resposta imune em dire¢do a uma resposta com perfil Thl, desta forma reduzindo

a expressao da resposta Th2, associada com alergia (COOKSON, 1997).

Lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana de bactérias gram-negativas sdo
também fortes indutores de resposta Thl (BUSSE, 2001). Apesar destas moléculas serem
capazes de causar lesdo pulmonar (LEFORT, 1998), alguns estudos tem demonstrado uma
associacdo inversa entre LPS e alergia. Gereda et al (2000) demonstraram maior quantidade
de endotoxinas em poeiras de residéncias de individuos sadios do que nas de individuos
atopicos. Baqueiro et al (2005), comparando individuos de diferentes grupos
socioecondmicos, demonstraram uma maior quantidade de poeira em leitos de residéncias de
individuos de baixa renda, enquanto que a prevaléncia de manifestacdes alérgicas foi maior
naqueles individuos oriundos de grupos socioecondmicos mais elevados. Em revisdo sobre o
assunto, Liu (2002) discute este paradoxo e propde o uso de LPS como adjuvantes em
vacinagdo contra alergias. Pesquisas epidemioldgicas revelam que o aumento nos casos de
asma tem freqiientemente sido acompanhado da diminui¢do de infec¢des adquiridas na
infancia. Shirakawa et al (1997), acompanhando criangas japonesas em idade escolar,
observaram uma forte associa¢do inversa entre hipersensibilidade tipo tardia para o bacilo
Calmette-Guérin (BCG) e atopia e sugerem que uma resposta a tuberculina prediz uma baixa

incidéncia de asma, baixo nivel de IgE no soro e produg@o de citocinas do tipo Thl.

1.8 Atopia, alergia e parasitoses

Infeccdes por geohelmintos sdo as mais prevalentes e persistentes de todas as
infeccdes em muitas regides dos trépicos. Estima-se que estes organismos infectem
aproximadamente um ter¢co da populacio humana (COOPER et al., 2003). Dentre os
helmintos, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura e Ancylostoma duodenale sdo os agentes

mais prevalentes de helmintiases humanas (CHAN, 1997).
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Helmintos estimulam uma potente resposta de IgE, refletindo a expressdo de
citocinas do tipo Th2. Paradoxalmente, em paises onde infec¢Ges helminticas t€ém alta
prevaléncia e o balango do sistema imune € desviado em dire¢do a uma resposta tipo Th2,
doencas alérgicas s@o menos prevalentes. Deste modo, a hipétese da higiene, a qual
argumenta que a menor taxa de alergia em paises em desenvolvimento € causada pela
multiplicidade de infec¢des que desviam a resposta imune em dire¢do a Thl, precisa ser
modificada, de modo a considerar as possiveis influéncias das infec¢des por helmintos, em
paises com alta prevaléncia destes parasitos (VAN DEN BIGGELAAR et al., 2000). Devido a
similaridade entre a resposta imune contra helmintos e as doencas alérgicas mediadas por IgE,
hd uma intensa discussdao sobre a relagdo entre parasitos e alergia. Embora seja bem
conhecido que infec¢des helminticas possam causar uma estimulacdo policlonal da sintese de
IgE, a qual é dependente da producdo de IL-4, continua ndo esclarecido o papel dos helmintos
na sensibilizacdo alérgica. Sdo aventadas cinco possibilidades: (1) os helmintos protegem
contra alergia; (2) os helmintos causam alergia; (3) pessoas alérgicas sdo mais resistentes aos
helmintos; (4) pessoas alérgicas sdo mais susceptiveis aos helmintos e (5) ndo ha relacdo entre
ambos (DOLD et al., 1998). Resultados de diferentes estudos indicam que uma infec¢do
helmintica, com sintese de IgE moderada, aumenta a reatividade alérgica (JOUBERT et al.,
1980; LYNCH et al., 1993), enquanto uma infec¢do macica, com alta producdo de IgE, pode
suprimir a reagdo alérgica (LYNCH et al., 1984). A prevaléncia de A.lumbricoides na
populacdo do Japdo tem declinado nos udltimos 50 anos, concomitantemente com a elevagio
da prevaléncia de doencas atopicas (MAO et al., 2000). Estudos comparativos entre
populacdes com variados graus de infec¢des helminticas tem indicado que uma infeccio de
baixa intensidade pode potencializar a reatividade alérgica (JOUBERT et al., 1980; LYNCH e
et al.,, 1984), enquanto que uma infeccdo de alta intensidade tende a suprimir a reatividade

alérgica (KAPLAN et al., 1980; LYNCH & LOPEZ, 1983; LYNCH et al., 1987). Linch et al
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(1993) demonstraram que o tratamento com anti-helmintico em um grupo de criangas com
alta intensidade de infec¢do em uma favela da Venezuela resultou em uma diminui¢do no
nivel inicialmente alto de IgE total e elevacdo da reatividade ao teste cutaneo e do nivel de

IgE especifico contra alérgenos ambientais.

Lynch et al (1997) e Aradjo et al (2000) aventam a possibilidade que a IgE
policlonal suscitada por parasitos se ligaria aos receptores de IgE dos mastdcitos, impedindo a
ligacdo da IgE especifica a estas células, evitando a degranulagio das mesmas e as
manifestagdes alérgicas. Hussain et al (1992) demonstraram que a IgG4 suscitada em
infecgdes por filarideos foi capaz de bloquear a degranulacdo de mastdcitos, evitando o
actimulo de eosindfilos ao redor de microfildrias e a morte destes vermes. Scriverer et al
(2001) demonstraram que a infeccdo por ancilostomideos estd associada a prote¢do contra
atopia. Estes autores sugeriram que esta prote¢do poderia advir de os antigenos de
ancilostomideos suscitarem a produgdo de anticorpos de outra classe que, ligando-se a
aeroalérgenos, os impediria de reagir com IgEs ligadas a receptores de alta afinidade de
basofilos e mastdcitos, evitando assim a degranulagdo destas células. Por outro lado a IgG4
estd aumentada em individuos em uso de imunoterapia para alergia. Estes dados levantaram a
hipétese que a produgdo de IgG4, imunoglobulina bloqueadora da degranulacdo de mastdcito
mediada por IgE (HUSSAIN et al., 1992), pode ser adicionada como explicacdo para o efeito

protetor de helmintos contra alergia.

Van Den Biggelaar et al (2000) encontraram uma baixa resposta cutdnea a
aeroalérgenos em pacientes infectados com esquistossomose urindria, associada ao aumento
na producdo de IL-10 por células mononucleares de sangue periférico, quando estimuladas
por antigenos do Schistosoma haematobium. Yasdanbakhsh et al (2001) sugeriram que
citocinas regulatérias (IL-10 e/ou TGF-B) produzidas localmente, durante infecgdes

helminticas cronicas, seriam responsaveis pela baixa prevaléncia de doengas alérgicas em
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populacdes portadoras de helmintiases. Corroborando estes achados, Aradjo et al (2000)
verificaram uma associag@o inversa entre carga parasitdria e positividade para teste cutineo
para antigenos de dcaros em individuos com infec¢des cronicas de Schistosoma mansoni. Em
estudos subseqiientes, Araujo et al (2004) sugeriram que infec¢des helminticas diminuem a
habilidade de pacientes com asma responder a alérgenos de D. pteronyssinus, mediante acio

moduladora da IL-10.

1.9 A hipétese da higiene e a hipotese de protecdo de alergia por helmintos ndo estao

completamente sedimentadas

Paunio et al (2000) demonstraram um aumento de manifestacdes alérgicas
relacionado a infecg¢do por virus do sarampo. Infec¢des causadas por Toxocara canis (BUJIS
et al., 1997) e A.lumbricoides (LYNCH et al., 1997) suscitam fortes manifestacdes de asma
bronquica. Estes autores relatam uma melhora do quadro clinico de asma brénquica em
pacientes submetidos a tratamento com anti-helminticos e aceitam a hipétese de que o estado
atopico pode levar o individuo a se proteger contra parasitoses. Recentes achados de Cooper
et al (2004) indicam que resisténcia para ascaridiases em individuos atdpicos pode ocorrer
mediante producdo de IgE e expressdo de citocinas Th2 para antigenos do parasito. Criangas
com teste cutaneo positivo para alérgenos ambientais t€ém maior freqiiéncia de células
mononucleares do sangue periférico expressando citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) e maior
liberagdo de histamina por basdfilos do sangue periférico estimulados com antigenos do
parasito do que criangas com teste cutaneo negativo. Estas respostas sdo mais proeminentes
em criancas ndo infectadas com A. lumbricoides. Pritchard (1993) sugeriu que a existéncia de
antigenos similares em parasitos e acaros, a exemplo da cisteina protease de Ancylostoma
duodenale e o Der pl/fl do género Dermatophagoides, podem explicar a exacerbacdo de
alergia em pacientes infectados com parasitos. Nesta linha de raciocinio, Johansson et al

(2001) demonstraram que Anisakis simplex, um nematédeo de peixes que infecta o homem e
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causa manifestacdes alérgicas, possui varios antigenos que levam a produg@o de anticorpos
que reagem cruzado com antigenos de dcaros da poeira. Estes anticorpos, sendo da classe IgE,

poderiam ser responsdveis por quadros de exacerbacdo de alergia.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigacdo sobre associag@o entre dcaros da poeira, atopia, manifestagdes alérgicas e
infec¢des intestinais helminticas em individuos de uma populagéo de classe socioecondmica

baixa em Salvador - Bahia.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Determinar a prevaléncia de atopia e alergias respiratérias na populagdo
estudada

2.2.2. Investigar a associacao entre a sensibilizacdo pelo D. pteronyssinus e pelo B.
tropicalis e a ocorréncia de alergia respiratdria e atopia

2.2.3. Determinar a validade da IgE sérica anti-B. tropicalis como marcador de atopia

2.2.4. Determinar a prevaléncia de parasitoses intestinais por exame de fezes e de
ascaridiase por deteccdo de IgG4 anti-A.lumbricoides

2.2.5. Investigar possiveis associacdes entre atopia, alergia e parasitoses intestinais
na populacdo estudada

2.2.6. Estudar a associa¢des entre manifestacdes de alergias respiratérias e

sensibilizag¢@o aos dcaros de poeira e a presenga de helmintos intestinais
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Populacdo

A populagdo estudada foi composta por individuos com idade entre 05 e 50 anos,
de nivel socioecondmico baixo, oriundos do Bairro da Paz, Salvador-Bahia, Brasil. O inquérito
foi realizado através de visitas domiciliares a todos os moradores residentes em 18 ruas
préoximas ao Centro Comunitario Sdo Geraldo, onde foi estabelecido um ambulatdrio para
atendimento da populacdio. O estudo foi aprovado pelo comité de ética médica do
Ambulatério Magalhdes Neto da Universidade Federal da Bahia e conduzido com a
colaboragdo da Faculdade de Tecnologia e Ciéncias (FTC) que desenvolve trabalhos de cunho
social na drea. O trabalho contou com a participacdo ativa dos lideres comunitarios do bairro e
termos de consentimentos foram assinados pelos individuos que aceitaram participar do

estudo.

3.2. Tamanho da amostra

Apesar da possibilidade de se calcular o tamanho da amostra por ser possivel
estimar a prevaléncia de ambos, parasitoses intestinais e prevaléncia de alergia em Salvador,
optamos por uma amostragem de conveniéncia, devido 4 limitagdo dos recursos obtidos para a
realizacdo do trabalho. Foram entrevistados 513 individuos em suas residéncias, em seguida

convidados a comparecer a um ambulatdrio montado pela equipe em prédio publico do bairro.

3.3. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal. Os individuos que compuseram a amostra foram
entrevistados em domicilios, mediante aplicacdo de questiondrio Fase I do ISAAC
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood; Asher e Weiland, 1998; anexo I),
forneceram uma amostra de fezes para diagndstico de parasitoses intestinais e foram

submetidos a exames em ambulatdrio (hemograma, ELISA para deteccdo de IgG4 anti-Ascaris
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e IgE anti-B. tropicalis; testes cutaneos com aeroalérgenos para diagndstico de atopia). Em
adicdo ao questiondrio do ISAAC, os individuos estudados foram interrogados sobre historia
familiar de alergias respiratérias e sobre diagnostico e tratamento de parasitoses efetuados
(anexo II). Este atendimento ocorreu ds segundas, quartas e quintas-feiras pela manha durante
o periodo de julho a setembro de 2004. Todos os individuos portadores de parasitoses foram
medicados gratuitamente e os que apresentaram necessidade de atendimento médico foram

encaminhados para o Ambulatério Prof. Magalhies Neto, FAMED/UFBA.

3.4. Inquérito epidemiologico sobre alergia respiratoria e parasitoses intestinais

N

Visando a realizacdo de um inquérito epidemioldgico sobre atopia, foram
realizados semindrios e curso de extensdo com alunos dos cursos de Medicina Veterindria e
Biologia da Universidade Federal da Bahia e dos cursos de Enfermagem e Farmdicia da
Faculdade de Tecnologia e Ciéncia, com o intuito de promover a capacitagdo dos mesmos para
a detec¢do de manifestacdes clinicas de alergia. Atopia foi definida como reacdo positiva para
um ou mais de um dos alérgenos testados e ou altos niveis de anticorpos IgE anti-B. tropicalis.
Asma foi definida com base na presenga de chiado no peito nos tltimos 12 meses e rinite foi
definida com base na presenca de episddios de espirros, coriza, coceira no nariz e nariz

congestionado sem estar gripado nos utltimos 12 meses (JANWEY, 2000).

3.3. Inqueérito coprologico, hematologico e de atopia

Durante o atendimento ambulatorial os individuos entregavam as amostras fecais,
tinham 5 a 10 ml de sangue venoso coletados para realizagdo de hemogramas e exames
sorologicos e foram testados cutdneamente para alergia. Os hemogramas foram realizados no
Laboratério Central da Secretaria de Satde do Estado da Bahia (LACEN) e os soros foram
estocados a —20°C com 0,05% de azida, para posterior determinagdo dos niveis de IgE

especifica anti-B. tropicalis e 1gG4 anti- A. lumbricoides. Os testes cutaneos foram realizados
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utilizando extratos glicerinados de B. tropicalis, Blatella germanica, Periplaneta americana,
fungo e epitélio de gato (ALERGOFAR - Alergia e cosméticos LTDA, Rio de Janeiro) e D.
pteronyssinus (IPI, International Pharmaceutical Immunology do Brasil Ltda). Histamina a
1:1000 e salina glicerinada (ALERGOFAR - Alergia e Cosméticos Ltda, Rio de Janeiro),
foram utilizadas como controles positivos e negativos respectivamente. A reagdo cutanea foi
lida 15 minutos apds a aplicagdo dos extratos antigénicos e controles no antebrago dos
participantes, mediante mensuracdo de 2 didmetros perpendiculares da drea de reagdo (papula),
sendo considerada positiva quando a média dos didmetros da reacdo foi pelo menos trés

milimetros superior a média da 4rea da reag¢do do controle negativo.

3.4. Métodos de diagnéstico de parasitoses intestinais

3.4.1. Exames parasitologicos de fezes

O diagnéstico de parasitoses intestinais foi realizado pelo método de Sedimentacdo
gravitacional (Método de Hoffman, Pons e Janner). Ovos de helmintos foram quantificados

pela técnica de Kato-Katz (KATZ et al., 1972).

3.4.2 Obtencgdo de antigenos somdticos de A.lumbricoides

Antigenos somaticos de A. [umbricoides foram obtidos através da vermifugacdo com
Albendazol de criangas parasitadas. Os helmintos foram lavados em salina e transferidos para
cadinhos de porcelana e triturados sob nitrogénio liquido, na presenga de tampdo salina
fosfatada pH 7,4 (PBS), contendo 2,5 % de n-octil glicosidase (CALBIOCHEM, Darmstadt,
German), de acordo com Lillywhite et al (1991). Apds centrifugacio, a fracdo solivel foi
submetida a dosagem da concentracio de proteinas, pelo método de Lowry et al (1951) e a
leitura realizada em espectrofotdometro. Os antigenos foram aliquotados e criopreservados a —

70°C, na presenca de inibidores de proteinases, até o uso.
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3.4.3. Deteccdo de anticorpos IgG4 anti-A. lumbricoides

A IgG4 especifica para A. lumbricoides foi dosada através de ELISA indireto em
placas de microtitulacdo de poliestireno de alta ligacdo, com 96 pocos de fundo chato
(COSTAR, Cambridge, MA, EUA), sensibilizadas com 100 pl/poco do antigeno do parasito
na concentracdo de 20 pg/ml, diluido em tampdo carbonato-bicarbonato, pH de 9,6. As placas
foram incubadas a 4°C por um periodo de 12 horas. O bloqueio das ligacdes inespecificas foi
realizado pela adi¢do de 180 pl/poco de PBS/L/T (PBS, leite desnatado a 10% e tween 20 a
0,05%), seguida de incubagdo, por um periodo de O1 hora, a 37°C. Os soros foram diluidos a
1:50 no mesmo tampdo citado acima, adicionados 100 pl/pogo em duplicata e incubados por
um periodo de 01 hora a 37°C. Soros de alguns estudantes do LPBI-Fiocruz, de classe
socioecondmica média/alta e com exames parasitologicos de fezes negativos foram utilizados
como controle negativo. Em seguida os pocos foram incubados sucessivamente com um
conjugado contendo anti-IgG4 humana/biotinilada (SIGMA Chemical Co., Sdo Luis, MO,
EUA), na diluicdo de 1:500, por um periodo de Ol hora a temperatura ambiente, e
estreptoavidina/peroxidase (PHARMINGEN., San José, CA, EUA), na dilui¢cdo de 1:1000 por
um periodo de 30 minutos . A reacdo foi revelada com H,O, e OPD (MERCK & Co., Inc.,
White house Station, NJ, EUA) por um periodo de 15 minutos, bloqueada com acido sulftrico
4N e lida em espectrofotdmetro, em filtro de 490nm. Entre todas as etapas foram realizadas
trés lavagens com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e trés lavagens com o mesmo tampao
sem o Tween 20. O tampdo utilizado para diluicdo dos demais reagentes, exceto o substrato,
foi PBS/L/T. A placa foi incubada por 15 minutos ao abrigo da luz, sendo a reacdo
interrompida com a adicdo de 25ul de acido sulfirico 4N. A leitura da reagdo foi feita em
espectrofotometro, utilizando filtro de 490nm. Os individuos da populacdo em estudo foram
considerados positivos para anticorpos [gG4 anti- A. lumbricoides, quando a amostra de soros

apresentava valores de densidade 6tica superiores ao ponto de corte do ensaio (DO=0,093), o
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qual representa a média da densidade 6tica somada a trés desvios padrdes da média da DO dos
soros de 8 individuos de classe socioeconomica média alta, com dois exames parasitoldgicos

de fezes negativos consecutivos.
3.5. Detecgao de IgE anti-B. tropicalis

3.5.1. Obtencao e extracao de antigeno bruto de B. tropicalis

Acaros da espécie B. tropicalis obtidos de amostras de poeira domiciliar foram
cultivados, em meio de cultura composto por levedura e racdo de peixe, em estufa BOD a
37°C, com 75% de umidade relativa do ar. A purificacdo dos 4caros foi efetuada através de
gradiente em solu¢do salina saturada. Apds purificacio os 4caros foram lavados
exaustivamente em agua apirogénica e acondicionados a —20°C até a extragdo do antigeno
bruto. Para essa extracdo, dcaros foram triturados em PBS com o uso de um triturador (Blender
51BL30; WARING COMMERCIAL, TORRINGTON, CONNECTICUT, EUA) e delipidados
através de trés passagens sucessivas em éter. ApOs centrifugacdo, a fracdo soliivel em PBS
contendo o antigeno foi criopreservada a —70 °C, As proteinas deste antigeno foram dosadas
utilizando o método de Lowry e colaboradores (1951). A qualidade da purificacdo de B.

tropicalis pode ser observada na figura 1.
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B. tropicalis purificado

Figura 1. Cultivo de B. tropicalis e qualidade do preparado deste dcaro para
extragdo dos alérgenos para uso em ensaio de ELISA. B. tropicalis foi cultivado a
25 °C e 75% de umidade relativa do ar, purificado por gradiente em NaCl

saturado e o extrato preparado como descrito em Materiais e Métodos.

3.5.2. Reacdo de ELISA e de ‘“Western-blot” para deteccio de IgE anti-B. tropicalis

A deteccdo de IgE anti-B. tropicalis foi realizada por ELISA indireta, utilizando
placas de microtitulacio de poliestireno de alta ligacdo, com 96 pogos de fundo chato,
(COSTAR, Cambrigde, MA, EUA), sensibilizadas com antigeno do dcaro na concentracdo de
100 pg/ml, diluido em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6. Os pogos foram incubados a 4°C
por um periodo de 12 horas. O bloqueio das ligacdes inespecificas foi realizado pela adicao de

180 wl/poco de PBS/L/T e incubacdo por um periodo de 01 hora a 37°C. Os soros foram
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diluidos em PBS/L/T a 1:5, e adicionados 100 pl/poco em duplicata, sendo incubados por 12
horas a 4°C. Um soro de corddo umbilical de uma crianga de mée ndo atdpica foi utilizado
como controle negativo e como controle positivo foi utilizado um “pool” de soros de
individuos com teste cutdneo positivo para B. tropicalis. Como conjugados foram utilizados
uma anti-IgE humana-peroxidase (SIGMA Chemical co., Sao Luis, MO, EUA) feito em cabra
e uma anti-IgG de cabra-peroxidase (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). A reacdo foi revelada
com H,0, e OPD (SIGMA Chemical co., Sdo Luis, MO, EUA), bloqueada com dacido
sulfirico a 4N e lida em espectrofotometro em filtro de 490nm. Entre todas as etapas foram
realizadas trés lavagens com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e trés lavagens com o mesmo
tampao sem o Tween 20. O tampao utilizado para dilui¢do dos demais reagentes exceto o
substrato, foi PBS/L/T. Os individuos da populagdo em estudo foram considerados positivos
para IgE anti- B. tropicalis, quando as amostras de soros apresentavam valores de densidade
Otica superior ao ponto de corte do ensaio (D0=0,20), o qual representa a média da densidade
otica do soro de 20 individuos com teste cutaneo negativo para os 5 aeroalérgenos testados,
somada a dois desvios padroes da média das DOs destes soros. Esta determinagido estd

representada na Figura 2.
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Figura 2. Atividade de IgE humana anti-B. tropicalis - Determinacio do ponto de corte
em ELISA indireta. (L]) IgE em soros de individuos voluntarios com sintomas de alergias e
reatividade em teste cutdneo para alérgenos de B. tropicalis; ([]) IgE em individuos sem
sintomas de alergia e sem reatividade em teste cutaneo para os 5 alérgenos testados. O ensaio
foi realizado como descrito em Materiais e Métodos. As barras horizontais representam as
médias de cada um dos grupos, a linha horizontal pontilhada representa o ponto de corte do
ensaio (média mais 2 desvios padrdes das DOs do grupo de individuos sem sintomas alérgicos

e com teste cutaneo negativo para B. tropicalis.
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Como foram utilizados dois conjugados contendo peroxidase, foi realizado um ensaio de
ELISA segundo os mesmos passos descritos acima, porem substituindo o 1° conjugado por
PBS/L/T, no intuito de verificar se os anticorpos detectados no ensaio eram realmente anticorpos
IgE humanos anti- B. Tropicalis, e ndo reacdo do segundo conjugado (anti-IgG de
cabra/peroxidase) com possiveis IgGs humanos ligados ao antigeno, o resultado deste ensaio esta

representado na figura 3.
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Figura 3. Investigacio da especificidade do conjugado anti-IgG
de cabra-peroxidase em ensaio de ELISA. O ensaio foi realizado
com descrito em Materiais e Métodos. (L) anti-IgE humano-
peroxidase/anti-IgG de cabra-peroxidase,(|) PBS/L/T /anti-IgG de

cabra peroxidase.

A IgE especifica para B. tropicalis foi também dosada por “Western-blot”, de
acordo com Laemmli (1970). Para tal, o antigeno de B. tropicalis foi fervido em tampao da
amostra e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% na presenca de SDS e 2-8
mercaptoetanol. As proteinas foram eletrotransferidas para papel de nitrocelulose, sendo o
bloqueio de reacdes inespecificas realizado com PBS/L/T, por 12 horas a 4°C. Apds lavagem

com PBS/T20 os papéis contendo o antigeno foram incubados com soros de 40 individuos,
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subdivididos eqiiitativamente em quatro subgrupos de acordo com a reatividade a antigenos
de B. tropicalis em teste cutaneo e ELISA: (a) individuos com IgE anti-B. tropicalis (IgE/B) e
TC para B. tropicalis positivos TC/B); (b) individuos com IgE/B e TC/B negativos; (c)
individuos com IgE-B positivo e TC/B negativo e (d) individuos com IgE-B negativo e TC/B
positivo. Anticorpos da classe IgE foram detectados através de incubacdes sucessivas com um
conjugado anti-IgE humana peroxidase (SIGMA Chemical Co., St.Louis, MO, EUA) feito em
cabra e um anti-IgG de cabra peroxidase (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). As reacdes
foram reveladas através de incubag¢do com o tampao citrato fosfato 0,05 M contendo 5 pl de
H,0, a 30% e 20 pg de 3,3’-diamino benzidina (DAB, Sigma Chemical Co,St.Louis, Mo,
USA) durante 10 minutos, a temperatura ambiente, no escuro. A reacdo foi interrompida
mediante lavagem das membranas com &dgua destilada e o cédlculo do peso molecular foi
realizado medindo as distdncias em centimetros das bandas formadas pelas proteinas dos

padrdes de alto e baixo peso moleculares (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA).

4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados epidemioldgicos foram codificados, digitados em banco de dados e
analisados utilizando-se o "software" para andlise de dados epidemioldgicos EPI-INFO e o
software estatistico “R”. Associacdes entre prevaléncia de sintomatologia de alergias,
marcadores de atopia, marcadores de infec¢Oes parasitdrias e as diversas parasitoses foram
analisadas através do teste de Qui-quadrado com correcdo de Yates. Os dados foram ajustados
para idade e sexo por regressdo logistica bindria. O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
utilizado na comparacdo dos valores de dosagem de anticorpos IgE-anti B. tropicalis e
reatividade no teste cutineo para B. tropicali