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RESUMO

Titulo: Exposicao a alérgenos de poeira doméstica e sua associacao com atopia e asma
em criancas entre 4 e 12 anos de idade em Salvador, Bahia.

Introdugao: Os alérgenos de poeira domiciliar sdo considerados fatores de risco para o
aumento na prevaléncia e incidéncia das doengas alérgicas, observado nos ltimos 30 a 40
anos. Alguns estudos mostram uma relacdo dose-resposta entre exposicao a estes alérgenos e
ocorréncia de sensibilizacdo e desencadeamento de sintomas alérgicos. Objetivos: Investigar
possiveis associagdes entre exposicao aos alérgenos domiciliares Der p 1, Blo t 5, Can f 1, Fel
d 1 e Bla g 2 e a sensibiliza¢ao especifica para os organismos ou produtos de organismos,
fontes destes alérgenos e sintomas de asma em 1190 criangas de 4 a 12 anos, participantes do
programa SCAALA, na cidade de Salvador, Bahia, Brasil. Métodos: Foram coletadas
informagdes sobre histéria de asma e outras doengas alérgicas através de um questionario do
ISAAC fase Il modificado. Foram realizados teste de puntura cutaneo usando extratos de D.
pteronyssinus, B. tropicalis, P. americana, B. germanica, epitélio de cdo, epitélio de gato e
mistura de fungos em todas as criancas do estudo. Foram realizadas as dosagens de IgEs
séricas especificas para D. pteronyssinus, B. tropicalis, P. americana € B. germanica. Foram
coletadas amostras de poeira dos leitos destas criancas e detectadas as concentragdes dos
alérgenos Der p 1, Blot 5, Can f 1, Fel d 1 e Bla g 2 destas amostras através de ELISA de
captura. Resultados: O alérgeno mais freqiliente nos leitos foi o Der p 1 (89,2%) seguido dos
alérgenos Can f 1 (78,0%), Fel d 1 (75,0%), Blo t 5 (58,2%) e Bla g 2 (24,1%)Metade das
criancas estudadas (50,0%) eram sensibilizadas, sendo 44,5% ao B. tropicalis e 28,9% ao D.
pteronyssinus. Destas criangas 22,6% eram asmaticas. Para o alérgeno Der p 1 houve
associacdo positiva entre exposi¢do a concentragdes = 2,01 g/g de poeira e atopia (OR: 1,70;
IC 95%: 1,04-2,78). Nas criangas com pais asmaticos, houve uma resposta aumentada dose-
dependente para asma. Para o alérgeno de gato (Fel d 1) houve uma associa¢ao negativa entre
asma e exposicao ao alérgeno em concentragdes = 1,04 g/g (OR: 0,54; IC 95%: 0,32-0,93).
Para os demais alérgenos nao foram encontradas associacdes com atopia ou asma.
Conclusoes: Os alérgenos de B. tropicalis foram os que mais induziram sensibiliza¢do nas
criangas, porém nao foi encontrada associagdo com atopia ou asma provavelmente as
limitacdes do ensaio para deteccdo do alérgeno. O alérgeno do D. pteronyssinus (Der p 1) foi

associado positivamente com sensibilizacdo e, diante da tendéncia a uma relagdo dose-



resposta com asma em criangas com pais asmaticos, evidencia uma possivel associagdo
genética-ambiental na manifestacdo da doenga. A associacdo negativa para asma do alérgeno
de gato (Fel d 1) provavelmente indica a ocorréncia de fatores desconhecidos que podem estar

agindo no sistema imune e diminuindo os sintomas desta doenca.

Palavras-chave: Alérgenos. Asma. Testes cutaneos. Dermatophagoides pteronyssinus.



ABSTRACT

Title: Exposure to house dust allergens and their association with atopy and asthma in
children between 4 and 12 years-old in Salvador, Bahia.

Introduction: The allergens present in the house dust are considered risk factors for increase
in prevalence and incidence of allergic diseases, observed in the last 30 to 40 years. Some
studies show a dose-response relationship between exposure to these allergens and occurrence
of sensitization and allergic symptoms. Objectives: To investigate possible associations
between exposures to indoor allergens Der p 1, Blot 5, Can f 1, Fel d 1 and Bla g 2 with
sensitization to their organism or organism production sources and asthma symptoms in 1190
children 4 to 12 years-old, enrolled in SCAALA program, in the city of Salvador, Babhia,
Brazil. Methods: History of asthma and other allergic diseases were collected through an
phase II ISAAC modified questionnaire. Skin prick tests were carried out using extracts of D.
pteronyssinus, B. tropicalis, P. americana, B. germanica, dog and cat epithelium and fungi
mix in all children in the study. Specific IgE for allergens (D. pteronyssinus, B. tropicalis, P.
Americana and B. germanica) were measured. Dust were collected from the beds of these
children and assayed for the Der p 1, Blot 5, Can f 1, Fel d 1 and Bla g 2 allergens by capture
ELISA. Results: The most common allergen in bed was Der p 1 (89.2%), followed by Can f'1
(78.0%), Fel d 1 (75.0%), Blo t 5 (58.2%) and Bla g 2 (24.1%) allergens. Half of the children
(50.0%) were sensitized; 44.5% to B. tropicalis and 28.9% to D. pteronyssinus. 22.6% of
these children were asthmatic. There was a positive association between Der p 1 exposure =
2.0p g/g with atopy (OR: 1.70, CI 95%: 1,04-2,78). Children with asthmatic parents had a
dose-dependent increasing response to asthma. For the cat allergen (Fel d 1) there was a
negative association between asthma and exposure to the allergen in concentrations =
1,01 g/g (OR: 0.54, CI 95%: 0,32-0,93). There was no association between allergy or asthma
and exposure to the other allergens. Conclusions: B. tropicalis allergens induced higher
sensitization in the children than other allergens, however, it was not found association with
atopy or asthma probably because the assay for its detection. The D. pteronyssinus allergen
(Der p 1) was positively associated with sensitization, and had a trend for dose-response
relationship with asthma in children with asthmatic parents, showing a possible gene-
environment association in the onset of disease. The negative association between cat allergen

(Fel d 1) and asthma probably indicates the influence of unknown factors, acting in the



immune system decreasing the symptoms of this disease.

Keywords: Allergen. Asthma. Skin tests. Dermatophagoides pteronyssinus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doengas alérgicas: epidemiologia, imunopatogénese e definicoes

Em muitos paises tem se observado uma elevagdo na incidéncia de doencas associadas
com manifestacdes alérgicas. Esse aumento tem se observado em relacdo a asma, rinite
alérgica e eczema atopico (Peat e cols., 1994; Upton e cols., 2000) como pode ser observado

na figura abaixo (Devenny e cols., 2004).

Doencas alérgicas

301
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[
@ 15_
©
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Nl 5 |

Asma Rinite Eczema

Figura 1 - Prevaléncias de doencgas alérgicas em criangas
escolares em Aberdeen, Inglaterra. Diagndstico baseado em
questionarios. Dados de Devenny e cols., 2004.

Em um relato do grupo de estudo International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (Estudo Internacional sobre Asma e Alergias na Infancia — ISAAC; 1998) foram
encontradas nas capitais de estados do Brasil, assim como em Salvador, prevaléncias de
alergia tdo altas quanto em paises do 1° Mundo como Estados Unidos, Inglaterra e Austrélia.
Em estudos realizados em cidades da regido Nordeste do Brasil, foram observadas

prevaléncias intermedidrias e altas de asma, rinite e eczema (Solé e cols., 2006; Baqueiro e

cols, 2007).

Algumas razdes para explicar este aumento da incidéncia de doengas alérgicas estdo

sintetizadas na teoria da higiene, proposta por Strachan D.P. (1989), a qual postula que a
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melhoria das condi¢gdes de satide dos individuos na infancia (devido a mudanca no estilo de
vida da populacio mundial como saneamento, urbanizacdo, dieta, vacinagdo, menor
exposicao a infecgdes) ocorrida nas ultimas décadas estaria diretamente ligada a manutencao
da resposta imune Th2, predispondo o desenvolvimento de hipersensibilidade a alérgenos
ambientais ¢ a manifestagdes de alergia. As infec¢des por helmintos como o Shistossoma
mansoni, por exemplo, podem modular o sistema imune com através da acdo da citocina IL-

10, que contribui para uma diminui¢ao da resposta Th2 (Araujo e cols., 2004).

A alergia ¢ uma reagao de hipersensibilidade iniciada por mecanismos imunoldgicos
que pode ser mediado por células ou anticorpos. A reagdo de hipersensibilidade tipo I (ou
imediata) ¢ mediada por imunoglobulina da classe E (IgE), mastocitos e eosinofilos. Quando
o individuo tem predisposi¢do genética a reagir a antigenos ambientais indcuos para a
populacdo em geral (alérgenos), produzindo IgE especifica para estes alérgenos, ele ¢
denominado atopico (Johansson e cols., 2004). Para que a IgE antigeno especifica seja
produzida, ¢ necessario que o alérgeno entre no organismo e seja apresentado através da via
MHC classe II das células apresentadoras de antigeno aos linfocitos T virgens. Uma vez
estimulado, o linfocito T virgem se ativa e comega a produzir citocinas tipo Th2 como a
interleucina 4 (IL-4) e IL-13, sendo a IL-4 a principal citocina relacionada com a producao da
IgE. Estas citocinas, apos se ligarem aos seus receptores especificos, desencadeiam uma
cascata de sinalizacdo intracelular no linfocito B inativo, que induz mudanga no isotipo de
imunoglobulina de IgG/IgD (cadeias pesadas gama e delta respectivamente) para IgE (cadeia
épsilon), através de rearranjo génico, e diferenciacdo para plasmocito (Geha e cols., 2003).
Esta IgE especifica para o alérgeno se liga nos receptores da cadeia € de alta afinidade
(Fce RI) presente principalmente em mastocitos, basofilos e eosinodfilos, sensibilizando estas
células. Uma vez ocorrida a sensibilizacdo, em um segundo contato com o alérgeno, este se
liga a duas IgEs especificas adjacentes com afinidade para o mesmo alérgeno, ligadas aos
Fce RI, desencadeando uma cascata de reagdes intracelulares que culmina com a liberagao
de mediadores inflamatorios pré-formados e sintetizados “de novo” que levam aos sintomas

alérgicos observados na fase precoce da reacdo de hipersensibilidade tipo I (Janeway, 2002;

Abbas, 2005).
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Entre os mediadores inflamatorios liberados pelos mastdcitos na fase imediata, estao
histamina, proteases e citocinas. A histamina age nos seus receptores especificos nos
diferentes tecidos. No endotélio, provoca a contragdo celular aumentando a permeabilidade
vascular. Na musculatura lisa intestinal e bronquica, a histamina age provocando contracao,
elevando a peristalse e o broncoespasmo, respectivamente. As proteases neutras da serina,
como a tripsina e quimase, sdo enzimas que agem provocando dano tecidual. A liberacdo de
TNF-a , armazenada nos granulos pré-formados destas células, contribui para ativagdo das
células endoteliais, aumentando a expressao de moléculas de adesao e promovendo o influxo
de leucocitos para o tecido (Janeway, 2002; Abbas, 2005). Na fase tardia da reacdo de
hipersensibilidade os mastocitos sintetizam quimiocinas (p.ex.: MIP-1a ), mediadores
lipidicos (p.ex.; leucotrienos, prostaglandinas e o fator ativador de plaquetas) e citocinas
(p.ex.: IL-4 e IL-13). Os leucotrienos se aderem a receptores especificos nas células da
musculatura lisa, provocando broncoconstric¢cao prolongada, secrecdo de muco e aumento da
permeabilidade vascular. As prostaglandinas atuam como vasodilatadores, broncoconstritores
e promovem quimiotaxia de neutrofilos. O fator ativador de plaquetas atua na quimiotaxia e
ativacao de leucocitos, broncoconstric¢do € aumento da permeabilidade vascular (Janeway,
2002; Abbas, 2005). As citocinas produzidas por ativagao dos mastocitos auxiliam a manter a
reacdo inflamatoria, a IL-4 promove a diferenciagdo de linfocitos T virgens para Th2, a IL-5
promove a ativagdo e producdo de eosinofilos, o TNF-a e MIP-1a estimulam a quimiotaxia
de células mononucleares e polimorfonucleares. Estas reacdes t€ém como conseqiiéncia o
acimulo dos leucocitos inflamatérios, principalmente eosinofilos e linfocitos Th2, devido a

liberagdo dos mediadores sintetizados “de novo” (Janeway, 2002; Abbas, 2005).

Para se desenvolver uma reagdo de hipersensibilidade tipo I, que ¢ caracteristica das
doengas alérgicas, ¢ necessdrio que o individuo tenha contato com o alérgeno em
concentragdes suficientes para se tornar sensibilizado. E recomendado o controle dos
alérgenos ambientais nos domicilios para se diminuir o excesso de exposi¢do aos alérgenos
que contribuem para essa sensibilizagao (Arshad e cols., 2002) e, em uma fase posterior, o

desenvolvimento das manifestagdes alérgicas (Morgan e cols., 2004).

Tao importante para o desenvolvimento de alergia quanto a exposi¢ao ao alérgeno € o

“background” genético do individuo, onde genes situados em diferentes cromossomos podem
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determinar o desenvolvimento de atopia. Estudos com familias atdpicas identificaram loci
génicos com genes passiveis de afetar a resposta mediada por IgE e, consequentemente a
atopia (Cookson e cols., 1999; Janeway, 2002). Alguns estudos mostram que criangas de pais
atopicos e/ou asmaticos estdo mais susceptiveis a sensibilizacdo aos alérgenos do que criangas
de pais ndo atopicos € nao asmaticos, verificando assim a existéncia de um componente

genético ligado a alergia (Crestani e cols., 2004).

1.2 Alérgenos domiciliares

No final do século XX, o estilo de vida das pessoas que viviam no mundo ocidental
havia mudado e a maioria das pessoas passaram a ficar muitas horas por dia em ambientes
fechados. Houve também mudancga nas caracteristicas dos domicilios, que se tornaram mais
confortaveis com carpetes, sofds e outros fatores facilitadores do acumulo de alérgenos,

aumentando o contato das pessoas com estes (Platts-Mills & de Weck, 1989).

As primeiras evidéncias da associagdo de alérgenos da poeira domiciliar com a alergia
foram feitas na década de 1920, quando individuos portadores de alergia reagiram
positivamente a testes de puntura cutaneo (TPC) feitos usando extratos de poeira de suas
proprias casas (Spivacke e cols., 1924). Em meados de 1960, Voorhost e cols., identificaram o
género Dermathophagoides como uma das principais fontes de alérgeno em pessoas atdpicas
a poeira, mostrando assim a importancia dos acaros de poeira doméstica na sensibilizagdao de
individuos alérgicos (Voorhost e cols., 1967). Em alguns lugares onde ndo existem condi¢des
favoraveis ao crescimento dos acaros, outras fontes de alérgenos domiciliares, como polen,
epitélio de animais domésticos e baratas, sdo importantes para a sensibiliza¢ao da populacao
regional (Sporik e cols., 1995; Platts-Mills & de Weck, 1989). Em alguns paises, o perfil de
sensibilizacdo em fun¢do do nivel de exposicdo parece obedecer a determinados padrdes,
ocorrendo um aumento da prevaléncia de sensibilizacdo aos alérgenos de 4acaros em
concentragcdes maiores de forma dose-dependente e um aumento na sensibilizagdo para os
alérgenos de animais domésticos em concentragdes moderadas (Custovic e cols., 2003; Figura

2).
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Figura 2 — Prevaléncia de sensibilizacdo aos alérgenos especificos para os niveis de exposi¢do categorizados aos
respectivos alérgenos (Custovic e cols., 2003)

1.2.1 Acaros de poeira e seus alérgenos

Os acaros de poeira doméstica sdo artropodes da classe Arachnida, da ordem Acari, e
subordem Astigmata. Os dcaros sdo seres aerobicos, trocam o oxigénio por gas carbonico via
superficie corporal, se alimentam principalmente de escamas da pele humana e de animais e
de outros detritos organicos disponiveis nas residéncias. Entre as espécies de acaros mais
comumente encontrados em poeira doméstica estdo o Dermathophagoides pteronyssinus e o
D. farinae, da familia Pyroglypidae, encontrados principalmente em regides de clima
temperado, porém considerados cosmopolitas. Em regides de clima tropical, a espécie Blomia
tropicalis, da familia Glycyphagidae, ocorre concomitantemente com o D. pteronyssinus €

outros membros da familia Pyroglypidae e estdo entre os acaros mais encontrados nas poeiras
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dos domicilios (Arlian & Platts-Mills, 2001).

Diversos estudos realizados em diferentes paises investigaram a exposicdo aos
alérgenos de acaros e sua associagdo com alergia e asma (Platts-Mills & de Weck, 1989).
Alguns destes, realizados principalmente em paises industrializados, mostraram a existéncia
de uma associacdo tipo dose-resposta entre exposicdo a alérgenos de 4caros e sensibilizacao
por estes alérgenos (Lau e cols., 1989; Kuehr e cols., 1994; Custovic e cols., 2003; Nicolaou e
cols., 2006) e também entre exposi¢do e desencadeamento de sintomas alérgicos (Sporik e
cols., 1990; Peat e cols., 1996; Sporik e cols., 1999; Huang e cols., 2001; Matheson e cols.,
2005; Celledon e cols., 2007). Em Workshops Internacionais promovidos pela Associagdo
Internacional de Alergologia e Imunologia Clinica (“International Association of Allergology
and Clinical Immunology”) foram definidas concentragoes de 2,0 U g/g e 10,0 p g/g de
alérgenos de acaros do grupo 1 como pontos de corte para ocorréncia de sensibilizacao e
desencadeamento de sintomas alérgicos, respectivamente. (Platts-Mills & de Weck., 1989,
Platts-Mills e cols., 1992; 1997). Entretanto, outros estudos realizados em paises do 1° Mundo
(Vervloet e cols., 1999; Lau e cols., 2000) e em paises do 3° Mundo (Camara e cols., 2003;
Baqueiro e cols., 2007) ndo demonstraram associagdo entre concentragdes de alérgenos e
risco de sensibilizacdo e de manifestagdes de alergia nos pontos de corte definidos na

literatura.

A concentragdao de alérgenos provenientes de acaros estd diretamente correlacionada
com o numero de acaros. Sendo assim, os fatores que influenciam o ciclo de vida, o
crescimento e reproducdo destes aracnideos interferem consequentemente na quantidade do
alérgeno exposto no ambiente. As medidas de exposi¢ao aos acaros sao feitas principalmente
através da observacao direta do dcaro por microscopia em amostra de poeira, apds separagao
por flotagdo, ou por quantificagdo de seus alérgenos em imunoensaios (ELISA) de captura,
utilizando “kits” obtidos comercialmente. Nestes ensaios, se utilizam anticorpos monoclonais
anti-alérgeno para sensibilizar as placas e um segundo anticorpo monoclonal anti-outro
epitopo do mesmo alérgeno, conjugado a enzimas, para revelagdo do ensaio. A quantificacao
¢ realizada com o uso de uma curva com varias concentragdes de um antigeno recombinante
colocado concomitantemente com as amostras no ensaio. Existe uma correlagdo entre a

contagem dos acaros € a concentracdo de determinado alérgeno, medida por imunoensaio.
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Considera-se que 2,0 U g/g de poeira de um alérgeno de acaro corresponde a uma contagem

de aproximadamente 100 &caros por grama de poeira, e que 10,0 i g/g corresponde a 500

acaros por grama de poeira (Platts-Mills & de Weck, 1989; Medeiros-Junior e cols., 2002).

1.2.1.1 Derp 1

O principal alérgeno do &caro D. pteroyssinus € o alérgeno 1, chamado de Der p 1. Os
alérgenos do grupo I (Der p 1, Der f 1 e Der m 1) sdo glicoproteinas labeis ao calor,
excretadas em suas fezes. O alérgeno Der p 1 tem peso molecular de 25 kDa e ¢ uma enzima
do trato digestivo do acaro com funcdo de protease de cisteina (Platts-Mills & de Weck.,
1989). A func¢do biologica deste alérgeno parece ter uma relagdo com a resposta de IgE e seus
efeitos pro-inflamatorios, entre estes, o de clivar receptores para IgE de baixa afinidade
(CD23) em linfocitos B, basofilos, eosinofilos e células dendriticas. No linfécito B, pode agir
impedindo um possivel “feedback” negativo na sintese da IgE, quando esta se liga ao CD23.
Também pode clivar o CD40 e diminuir a expressao de IL-12 nas células dendriticas, clivar a
subunidade o do receptor de IL-2 (CD25) nos linfocitos T, diminuindo sua proliferagdo e
producdo de IFN-y , assim como induzir o aumento da produgdo de IL-4, desviando a
resposta imune para Th2. No caso da asma, seu efeito enzimatico pode ser sinérgico a
producgdo de IgE e agir diretamente no epitélio bronquial, promovendo inflamagao nas vias
aéreas (Schulz e cols., 1999; Asonikanthan ¢ cols., 2001; Arlian & Platts-Mills, 2001;
Ghaemmaghami e cols., 2002; Sharma e cols., 2003).

1.2.1.2Blo t5

O 4caro B. tropicalis (Figura 3) ¢ uma importante fonte de alérgeno domiciliar nas
regides tropicais (Fernandez-Caldas e cols., 1993; Serravalle & Medeiros-Junior, 1999;
Fernandes e cols., 2005, Baqueiro e cols., 2006). Sua freqiiéncia nestas regides tem como
conseqiiéncia uma alta prevaléncia de sensibiliza¢ao para este acaro (Ferrandiz e cols., 1996;

Arruda e cols., 1997; Sarinho e cols., 2000; Tsai e cols., 2003; Yeoh e cols., 2003).
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2

Figura 3 — A) B. tropicalis em cultura feita no Laboratdrio de Alergia e Acarologia — UFBA (Retirado de: Jesus,
J.R., 2006) B) Vista frontal do Blomia tropicalis aumentado 200 vezes. (Retirado de: Fernandez-Caldaz &
Lockey, 2004).

O alérgeno Blo t 5 ¢ uma proteina de 14 kDa, considerado como o alérgeno
imunodominante presente nos extratos puros de B. tropicalis (Tsai e cols., 1998; Montealegre
e cols.,, 2006). Apesar de ter homologia com o alérgeno Der p 5, derivado do D.
pteronyssinus, estudos com soros de pacientes alérgicos indicam que a reatividade cruzada
entre os dois alérgenos para IgE especifica ¢ baixa e que o alérgeno Blo t 5 ¢ espécie-
especifico (Kuo e cols., 2003). Nao se conhece at¢ o momento a funcdo bioldgica deste

alérgeno (Yi e cols., 2006).

1.2.2 Alérgenos de animais domésticos

Os principais alérgenos de animais domésticos sdo derivados de cdes e gatos. Estes
diferem de outros alérgenos domiciliares principalmente por sua permanéncia prolongada no
ambiente e por serem carregados por flocos de pélos para diversos ambientes, sendo
encontrados até mesmo em locais sem a presenca destes animais (Murray e cols., 2001;

Custovic e cols., 2003).

O alérgeno Fel d 1 (alérgeno 1 da espécie Felis domesticus) e o alérgeno Can f 1
(alérgeno 1 da espécie Canis familiaris) sdo os mais estudados. O Fel d 1 ¢ uma glicoproteina
tretramérica da familia das secretoglobinas, homologa a uteroglobina, sendo formada por dois
heterodimeros, tendo aproximadamente 35 kDa de peso molecular. O Fel d 1 é produzido

pelas glandulas sebaceas e células epiteliais escamosas, além de outras glandulas como
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lacrimal e salivar, sendo transferido da saliva para os pélos através do habito destes animais
de se lamber para limpeza (Kaiser e cols., 2003; Chapman e cols., 2007). O alérgeno Can f 1 ¢
uma proteina com peso molecular entre 21-25 kDa e faz parte da familia de proteinas
chamadas lipocalinas e apresenta um motivo funcional de um inibidor de protease de cisteina

(Chapman e cols., 2007).

Em paises de clima frio ou regides onde os animais domésticos sdo criados e mantidos
predominantemente dentro de casa, ou ainda em lugares onde ¢ baixa a exposicdo aos
alérgenos de 4caros devido ao clima local, a exposi¢ao aos alérgenos de animais domésticos
pode desempenhar um importante fator de risco para sensibilizagdo com estes alérgenos e a
exposicao aos mesmos pode desencadear sintomas de asma em pessoas sensibilizadas (Ingram
e cols., 1995; Wahn e cols., 1997; Lindfors e cols., 1999). Entretanto, esta associagdo ainda
nao esta bem definida, visto que alguns estudos ndo mostram associagao entre exposi¢ao aos
alérgenos de animais domésticos e sensibilizacdo (Liccardi e cols., 2005). Outros estudos
mostraram que eles estdo associados negativamente com atopia e alergia (Nafstad e cols.,

2001; Litonjua e cols., 2002).

1.2.3 Alérgenos de baratas

As espécies de baratas mais conhecidas como sendo fonte de alérgenos sao Blattela
germanica e Periplaneta americana (Platts-Mills, 1998). Estudos mostram que a exposi¢ao
aos alérgenos de baratas pode estar associada a sensibilizagdo (Santos e cols., 1999; Sporik e
cols.,1999; Huss ¢ cols., 2001; Gruchalla e cols., 2005) e ao desencadeamento de sintomas

alérgicos (Litonjua e cols., 2001, 2002; Gruchalla e cols., 2005).

Os principais alérgenos de B. germanica sao Bla g 1 e Bla g 2. O alérgeno Bla g 2 ¢
uma glicoproteina com peso molecular de 36 kDa, homodloga a familia de proteina das
proteases asparticas, porém com fung¢do inativa devido a substituigdes dos aminoacidos no

sitio catalitico (Chapman e cols., 2007).

Neste trabalho foram determinadas as concentracdes dos alérgenos Der p 1, Blo t 5,

Can f1,Feld 1 e Bla g2 em poeira de leitos de 1190 criangas acompanhadas em uma coorte
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para estudo de fatores de risco e protecdo de asma e alergias em Salvador, Bahia do programa
SCAALA (ver Barreto e cols. 2006 para detalhes). Estes dados foram associados a presenga
de atopia e asma nesta populacdo. Espera-se com isto contribuir para o conhecimento do papel

dos alérgenos da poeira no desencadeamento de atopia e alergia em criangas de paises em

desenvolvimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a associagdo entre a exposicdo aos aeroalérgenos de ambientes domiciliares
e a reatividade ao teste de puntura cutineo, a IgE especifica para alérgenos e a asma em

criangas de Salvador, Bahia.

2.2 Objetivos especificos

Objetivos especificos do trabalho:

a) determinar a prevaléncia de asma na populacdo estudada;

b) determinar a prevaléncia de atopia, baseada na sensibilizacdo cutinea aos extratos
de acaros (Dermathophagoides pteronyssinus ¢ Blomia tropicalis), animais
domésticos (C. familiaris e F. domesticus) e barata (Blatella germanica) e na
presenca de IgEs séricas anti-B. tropicalis, anti-D.pteronyssinus, anti-B. germanica

e anti-P. americana;

c) determinar a freqiiéncia dos principais alérgenos provenientes de acaros
Dermathophagoides pteronyssinus (Der p 1) e Blomia tropicalis (Blo t 5), de
epitélio de cdo (Canis familiaris;, Can f 1) e gato (Felis domesticus; Fel d 1) e da

barata Blatella germdnica (Bla g 2) nos leitos das criangas estudadas;

d) investigar possiveis associacdes entre atopia, asma e niveis de alérgenos nos leitos

das criangas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Populacio do estudo e coleta dos dados do questionario

As criangas participantes deste projeto participaram anteriormente de um estudo
longitudinal para avaliar o impacto de programas de saneamento na ocorréncia de episodios
de diarréia em criangas de até 3 anos na cidade de Salvador, Bahia, sendo recrutadas de 24
diferentes pequenas areas geograficas da cidade, selecionadas para representar uma populagao
de areas que seriam saneadas. O estudo atual faz parte do programa SCAALA, um programa

de estudo de asma e alergias na América Latina (Barreto e cols., 2006).

Este trabalho ¢ um estudo de corte transversal, realizado em 1445 criangas de 4 a 12
anos, onde foi aplicado um questionario ISAAC fase Il modificado traduzido para portugués e
validado, que foi respondido pelos pais ou responsaveis, para coletar informagdes sobre
historia de asma e doengas alérgicas e de fatores de risco e prote¢do para estas enfermidades.
Foram incluidas neste questionario perguntas sobre ambiente e condi¢des da moradia e outros
potenciais fatores de risco para asma e alergias. Foram utilizadas duas definigdes de asma
baseadas no questionario: a. a primeira defini¢do (definicdo 1) define asma como a presenga
de sibilos nos ultimos 12 meses de vida da crianga; b. a segunda defini¢do (definigdo 2) define
asma como a presenga de sibilos nos ultimos 12 meses de vida da crianga associada a algum
dos fatores a seguir: asma alguma vez na vida; sibilos com exercicios; quatro ou mais
episddios de sibilos nos ultimos 12 meses; ter acordado por causa do sibilo nos Ultimos 12
meses. A varidvel asma nos pais foi definida como resposta positiva a pergunta se o pai ou a
mae da crianga tiveram asma. A varidvel atopia foi definida como um resultado positivo para
o teste de puntura cutdneo para qualquer um dos alérgenos testados (cujas médias da reacao
foram pelo menos 4 mm maiores que a média do controle negativo) ou para a dosagem da IgE
sérica especifica para qualquer alérgeno testado (concentragdes iguais ou maiores que 0,35
kU/L). A variavel atopia especifica foi definida como um resultado positivo para o teste de
puntura cutaneo para o alérgeno especifico (cujas médias da reagdo foram pelo menos 4 mm
maiores que a média do controle negativo) ou para a dosagem da IgE sérica especifica para o
alérgeno (concentragdes iguais ou maiores que 0,35 kU/L). A varidvel asma atopica foi

definida associando a defini¢do 2 de asma com a defini¢do de atopia ou de atopia especifica.
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Das 1445 criangas estudadas, apenas 1190 atenderam o critério de inclusdo neste trabalho, que

foi ndo ter dados perdidos para nenhuma das variaveis estudadas.

3.2 Teste de puntura cutineo

O teste de puntura cutaneo (TPC) foi realizado utilizando extratos de D. pteronyssinus,
B. tropicalis, B. germanica, Periplaneta americana, epitélio de cdo e epitélio de gato e
mistura de fungos (Aspergillus amstelodami, A. fumigatus, A. niger e A. terrus, Penicillium
brevicompactum, P. expansum, P. notatum e P. roquefoti, Cladosporium fulvum e C.
herbarum) da ALK (ALK-Abelld, Sdo Paulo, Brasil). Os extratos foram introduzidos através
de puntura cutinea no antebraco direito de cada crianga, sendo utilizada uma lanceta de ago
inoxidavel, calibrada, estéril, com precisao de 0,016mL (ALK-Lancetll, ALK-Abello, Sao
Paulo, Brasil). Foram utilizadas salina e histamina a 10,0 mg/mL (ALK-Abelld, Sao Paulo,
Brasil) como controles negativo e positivo, respectivamente. O diametro da reagdo foi medido
apos 15 minutos e o resultado foi obtido como a média dos dois maiores didmetros
perpendiculares da reagdo pdpulo-eritematosa, expressa em milimetros (mm). Foram
considerados positivos os testes cujas médias foram pelo menos 3 mm maiores que a média
do controle negativo. Os casos em que ndo houve reagdo ao controle positivo foram excluidos

das analises.

3.3 Determinacio de IgE especifica

Foi obtida uma amostra de sangue periférico das criancas do estudo para determinagdo
de IgE especifica para os alérgenos D. pteronyssinus, B. tropicalis, B. germanica e P.
americana. A andlise foi realizada através do sistema Unicap (Phadia, Uppsala, Suécia),
seguindo as instrucdes do fabricante. Resultados maiores que 0,35 kU/L para qualquer dos

alérgenos testados foram considerados indicativos de sensibilizagao.

3.4 Coleta, armazenamento das amostras de poeira e dados ambientais

As amostras de poeira foram coletadas usando um aspirador de pd profissional

(Eletrolux Professional, 1220 Watts) contendo um filtro de poliestireno com poros de 25
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micrometros de tamanho. Os leitos das criancas foram aspirados por 2 minutos, em uma area
de 1 metro quadrado, adjacente ao lado onde a crianga repousa a cabeca ao dormir (Baqueiro
e cols., 2006). As amostras de poeira foram coletadas entre julho e outubro de 2005, sendo
feita uma visita nos domicilios e retirada uma amostra unica de poeira do leito. Os filtros
foram pesados antes e apds a coleta de poeira. Fibras e particulas grandes foram retiradas das
poeiras com pinga e as poeiras finas foram pesadas, aliquotadas em amostras de 100
miligramas (mg) e criopreservadas a -70°C até o uso. As aliquotas foram diluidas em 1 mL de
solugdo salina fosfatada, pH 7,4 (PBS) contendo 0,1% de azida (PBS/Azida) e
homogeneizadas por 2 horas na temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo foi centrifugada

por 20 minutos a 2500 g, na temperatura de 4° C. Seiscentos microlitros (M L) do

sobrenadante foram acrescentados a um volume igual (600p L) de glicerina e esta solugao foi

conservada a -20° C até o momento do uso.

3.5 Dosagem dos alérgenos na poeira

As concentragdes dos aeroalérgenos das amostras de poeiras foram determinadas pelo
método de ELISA de captura, com “kits” obtidos comercialmente (Indoor Biotechnologies,
Virginia, USA) contendo anticorpos monoclonais para os seguintes aeroalérgenos: Blo t 5 de
B. tropicalis; Der p 1 de D. pteronyssinus; Bla g 2 de B. germanica; Fel d 1 de F. domesticus
e Can f 1 de Canis familiaris, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os ensaios foram
realizados em placa de microtitulagio (COSTAR 3590, Flat Bottom, No Lid, Polyestirene,
Cambrigde, MA, EUA). Os pocos foram sensibilizados com 100l L/pogo dos anticorpos
monoclonais anti-Blo t 5 (4G9), anti-Der p 1 (5H8), anti-Fel d 1 (6F9), anti-Can f 1 (6E9) e
anti-Bla g 2 (7C11) para os alérgenos acima citados, e diluidos no tampao carbonato-
bicarbonato 50 mM, pH 9.6. As placas foram incubadas em camara imida por 12 horas, a
4 °C e em seguida lavadas 3 vezes com tampao PBS contendo 0,05% de Tween 20 — PBS-T
(SIGMA Chemical co., Sdo Luis, MO, EUA), este tampao foi utilizado para todas as etapas
de lavagens deste ensaio. O bloqueio de reacdes inespecificas foi realizado com PBS
contendo 0,05% de Tween 20 e 1,0% de albumina bovina (PBS/T/BSA), sendo as placas
incubadas em camara Gmida por 1 hora a temperatura ambiente. Apds as lavagens, foram
acrescentados 1000 L/pogo das aliquotas de poeira tratadas como referido acima, diluidas a

1:10 em PBS/T/BSA. A seguir, as placas foram incubadas em camara umida, por 1 hora a
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temperatura ambiente. O tampao PBS/T/BSA foi utilizado para diluir os conjugados usados
no ensaio. O processo de revela¢do diferiu para os alérgenos: (a) para Blot 5, Derp 1 e
Can f 1 a reacdo foi revelada com a adicdo de 100u L/pogo dos anticorpos monoclonais
biotinilados contra os respectivos alérgenos, na diluicdo de 1:1000. Apds 3 lavagens com
PBS-T, foi adicionada estreptavidina-peroxidase (SIGMA Chemical co., Sao Luis, MO,
EUA) na diluicdo 1:1000; (b) para os alérgenos Bla g 2 e Can f 1 foi utilizado
respectivamente como primeiro conjugado 100p L/pogo dos anticorpos policlonais
anti-Bla g 2 e anti Can-f 1, feitos em coelho, na diluicdo de 1:1000. A seguir foi acrescentado
100 L/poco do segundo conjugado, anticorpo de cabra anti-IgG de coelho ligado a
peroxidase, na diluigdo 1:1000 (DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca). As reagdes foram
reveladas com 100p L/pogo de 1,0 mM de ABTS, [2,2-azino-di-(3 ethylbenzthiazoline
sulfonic acid) ]; (SIGMA Chemical co, Sao Luis, MO, EUA), em tampao citrato-fosfato,
pH 4,2 e peréxido de hidrogénio (H.O,) a 30%, na diluicdo de 1:1000. A leitura das
densidades oticas foi feita em leitor de ELISA (Biotek ELx800, Biotek Instruments Inc.,
Winnoski, VT, USA), utilizando-se filtros de 405nm. Curvas padroes dos alérgenos
provenientes dos “kits” foram utilizadas para a conversao das densidades 6ticas dos alérgenos

contidos nas poeiras amostradas em concentragdes, € os resultados foram expressos em

microgramas por grama de poeira ([l g/g).

3.6 Exame Parasitologico de Fezes

Duas amostras de fezes foram coletadas para analise de helmintos e protozoarios com
intervalo de 3 a 7 dias. As fezes foram analisadas utilizando a técnica de sedimentacido
espontanea de Hoffman, Pons e Janner (Hoffman e cols., 1934) para detectar ovos de
helmintos, cistos e oocistos de protozoarios. Duas laminas foram examinadas de cada
amostra. A quantifica¢dao dos ovos foi feita pela técnica de Kato-Katz (Katz, 1972). A crianga
foi considerada infectada por determinado helminto quando apresentou resultado positivo

para o mesmo, em qualquer amostra submetida aos dois métodos utilizados.
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3.7 Analise estatistica

As concentragdes dos alérgenos foram expressas em micrograma por grama de poeira
fina. Os dados foram categorizados de acordo com a leitura de densidade Optica e o resultado
dado pela curva de concentracdo. O grupo onde a densidade Optica foi abaixo do branco da
placa de ELISA, onde havia somente os reagentes e ndo havia amostra, foi considerado como
ndo exposto aos alérgenos; o grupo que obteve resultados de densidade Optica entre o controle
negativo ¢ o limite de detecg¢do inferior da curva de concentragdo (usando o método de 4
parametros logisticos; 4PL) foi considerado como tendo concentracdes de alérgenos
equivalente a metade dos valores do limite de deteccdo inferior da curva. O grupo com
resultados acima do limite superior da curva de concentragdo, foi considerado como o maior

valor do limite da curva.

Para analise da freqiiéncia dos alérgenos Der p 1, Blot 5, Can f 1 e Fel d 1, além da
determinagdo da concentracdo do alérgeno na poeira, foram utilizados trés pontos de corte
para estudo de associagdo entre os respectivos alérgenos com atopia e alergia: a. pontos de
corte para sensibilizacdo (ponto de corte baixo); b. pontos de corte para desencadeamento de
sintomas (ponto de corte alto); c. pontos de corte arbitrarios, com valores médios entre os
outros pontos de corte (ponto de corte médio). Os pontos de corte baixo e alto foram obtidos
de publicagdes e variaram de alérgeno para alérgeno (ver Tabela 1). Para o alérgeno Blo t 5,
por ndo haver uma defini¢do, foram utilizados os pontos de corte para o alérgeno Der p 1.
Para associar o risco de sensibilizacdo e asma com a exposicdo aos alérgenos foi usada a
regressao logistica bivariada, sendo utilizadas trés categorias de exposi¢do aos alérgenos Der
pl,Blot5, Can f 1 e Fel d 1: a. categoria de ndo expostos; b. da concentracdo zero até a
utilizada como referéncia na literatura internacional como pontos de corte para sensibilizacao;
c. valores acima dos pontos de corte para sensibilizagdo. A andlise multivariada foi feita
usando a regressdo logistica multipla, ajustando a anélise com as varidveis confundidoras para

atopia ou asma.

As analises foram realizadas utilizando o software estatistico SPSS (“Statistical

Package for the Social Sciences program”) versao 13.
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Tabela 1 — Referéncias da literatura dos pontos de corte baixo e alto para os

aeroalérgenos estudados

Pontos de corte (em [ g/g do alérgeno na

Referéncias

poeira)
Alérgenos Baixo Alto
Derp 1 2,0 10,0
Can f'1 2,0 10,0
Feld 1 1,0

Lau e cols.; 1989; Sporick e
cols., 1990; Huss e cols.,
2000; Camara e cols., 2003;
Celledon e cols; 2007;

Salo e cols.; 2008

Ingram e cols.; 1995; Nasfad e
cols., 2001; Belanger e cols.,
2002; Gruchalla e cols,,
2005;Salo ¢ cols., 2008

Gold e cols., 1999; Nasfad e
cols., 2001; Belanger e cols.;
Celledon e cols., 2002;

3.8 Consideracoes éticas

A aprovagcio ética foi obtida do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Satide

Coletiva da Universidade Federal da Bahia em 2005. Todos os pais ou responsaveis assinaram

um termo de consentimento livre e esclarecido, com detalhes de todos os processos do

decorrer do projeto.
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4 RESULTADOS

Das 1445 criangas registradas no SCAALA, 1190 tinham dados completos, sendo
selecionadas para o estudo aqui descrito. Nao houve diferencgas entre a populagdo excluida e a
populacdo analisada em relacdo as variaveis estudadas (dados nao mostrados). Estas criangas
tinham entre 4 e 12 anos de idade, com média de 7,25 anos. Quanto ao género, 54,2% foram
do sexo masculino e 45,8% do sexo feminino. Das criancas, 16,4% freqiientaram ou
freqlientam creches. A infec¢do por helmintos foi detectada em 33,4% das criancas. Entre
criangas estudadas, 13,0% dos pais tinham asma, entre as criangas atopicas 13,4% dos pais
eram asmaticos e entre as criancas asmaticas 20,4% dos pais eram asmaticos; 54,3% das maes
tinham escolaridade priméria ou 1° grau completo e 45,7 tinham 2° grau ou curso superior.
Em 27,4% das casas das criancgas havia um ou mais fumantes. Quanto ao numero de comodos
nas residéncias, 15,5% tinham entre 1 e 2, 59,2% tinham 3 ou 4 ¢ 25,2% tinham 5 ou mais

comodos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Caracteristicas da populaciao estudada

Variaveis de Estudo Freqiiéncias
N=1190 n (%)
Género

Feminino 545 (45,8)

Masculino 645 (54,2)
Idade (anos)

Média (Desvio Padrao) 7,25 (£ 1,65)
Freqiienta ou freqiientou creche

Nao 995 (83,6)

Sim 195 (16,4)
Infeccdo por helmintos

Nao 793 (66,6)

Sim 397 (33,4)
Asma nos pais

Nao 1035 (87,0)

Sim 155 (13,0)
Escolaridade da mae

Primario 257 (21,6)

1° grau 389 (32,7)

2° grau ou superior 544 (45,7)
Fumantes na casa atualmente

Nao 864 (72,6)

Sim 326 (27,4)
Numero de comodos na casa

Até 2 185 (15,5)

3ou4d 705 (59,2)

5 ou mais 300 (25,2)

A prevaléncia de reatividade ao teste de puntura cutaneo (TPC) para todos os
alérgenos na populagao estudada foi de 30,3%, sendo que a maior prevaléncia foi para o acaro
B. tropicalis (21,8%), seguida de 16,0% para D. pteronyssinus, 13,7% para P. americana ¢
7,8% para B. germanica. Para epitélio de cdo e gato houve reatividade ao TPC em 1,0% e
0,8% das criancas, respectivamente, e para fungos em apenas 0,4%. A presenca nas criangas
de IgE especifica acima de 0,35 kU/L para os alérgenos estudados foi de 50,0% sendo, 44,5%,
28,7%, 21,5% e 14,8% para os alérgenos B. tropicalis, D. pteronyssinus, B. germanica ¢ P.
americana, respectivamente. A prevaléncia de asma usando a defini¢ao 1 (sibilos nos tltimos
12 meses) foi de 28,9%, enquanto que usando a defini¢do 2 (sibilos nos Ultimos 12 meses e
outros fatores descritos em Materiais e Métodos) foi de 22,6% sendo que, deste valor, havia
uma maior prevaléncia de criangas com asma atopica (13,3%) do que com asma ndo atopica

(9,3%; Tabela 3).



Tabela 3 — Prevaléncias de atopia e asma nas criancas 1190 estudadas, Salvador, 2005

Variaveis estudadas Freqiiéncias
N=1190 n (%)

Teste de puntura cutineo (2 3mm do controle negativo)

> | alérgeno 361 (30,3)

B. tropicalis 260 (21,8)

D. pteronyssinus 190 (16,0)

P. americana 163 (13,7)

B. germanica 93 (7,8)

Epitélio de Cao 12 (1,0)

Epitélio de Gato 10 (0,8)

Fungos 5(0,4)
IgE sérica (= 0,35 kU/L)

> [ alérgeno 595 (50,0)

B. tropicalis 529 (44,5)

D. pteronyssinus 341 (28,7)

B. germanica 256 (21,5)

P. americana 176 (14,8)
Sintomas de asma

Asma — Sibilos nos ultimos 12 meses (definigdo 1) 344 (28,9)

Asma - Sibilos nos ultimos 12 meses + *outras variaveis 269 (22,6)

(definigdo 2)

Asma nao atopica (Definicao 2) 111(9,3)
Asma atopica** (Defini¢ao 2) 158 (13.,3)

*Qutras variaveis incluem ter asma alguma vez na vida; sibilos com exercicios; quatro ou
mais episddios de sibilos nos ultimos 12 meses; ter acordado por causa do sibilo nos
ultimos 12 meses. **Atopia definida por teste de puntura cutdneo com a média do diametro
da rea¢do maior ou igual a 4 milimetros da média do controle negativo ou IgE sérica
especifica para os alérgenos maior ou igual a 0,35 kU/L.

35
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Entre os alérgenos estudados, Der p 1 estava presente em 89,2% das poeiras dos leitos,
Can f1,Feld 1,Blot5 e Blag 2 foram detectados em 78,0%, 75,0%, 58,2% e 24,1% das
poeiras, respectivamente. A distribuicdo dos alérgenos Der p 1, Can f1 e Feld 1 e Blot 5
foram respectivamente de 23,0%, 13,4%, 13,1% e 7,7% de positividade considerando o ponto
de corte baixo (2,0 U g/g de poeira para Derp 1, Blot5e Can f1; 1,0 4 g/g para Fel d 1),
7,7%, 6,9%, 4,5% e 1,8%, para o ponto de corte médio (5,0 L g/g de poeira para Der p 1, Blo
tS5eCanfle4,0p g/gparaFeldl)e 3,4%, 3,4%, 0,0% e 0,5% para o ponto de corte alto
(10,0 p g/gparaDerp 1,Blot5 e Can f 1; Tabela 4).

Tabela 4 — Freqiiéncia dos alérgenos das poeiras nos leitos das 1190 criancas estudadas,

Salvador, 2005

Alérgenos Niveis detectaveis o
N=1190 (U g/g de poeira) n (%)
Derp 1 0,38 1061 (89,2)
Canf1 0,38 928 (78,0)
Feld 1 0,12 892 (75,0)
Blot5 0,38 692 (58,2)
Blag?2 0,15 287 (24,1)
* Ponto de corte baixo (L g/g de poeira)
Derp 1 2,0 274 (23,0)
Canf1 2,0 160 (13,4)
Feld 1 1,0 156 (13,1)
Blot5 2,0 92 (7,7)
Blag?2 -—-- -—--
**Ponto de corte médio (L g/g de poeira)
Derp 1 5,0 92 (7,7)
Canf1 5,0 82 (6,9)
Feld 1 4,0 54 (4,5)
Blot5 5,0 22 (1,8)
Blag?2 --- ---
***Ponto de corte alto (1 g/g de poeira)
Derp 1 10,0 41 (3,4)
Canf1 10,0 40 (3,4)
Blot5 10,0 6 (0,5)
Feld 1 ---- ----
Blag?2 — —

*Pontos de corte para exposi¢ao aos alérgenos foram definidos baseados nas concentra¢des usadas na
literatura para os diversos alérgenos, os pontos de corte para sensibilizacdo (ponto de corte baixo), os
pontos de corte para desencadeamento de sintomas (ponto de corte alto), e o terceiro ponto de corte
arbitrario, com valores médios entre os outros pontos de corte (ponto de corte médio).
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Na analise bivariada, a exposi¢ao ao alérgeno Der p 1 associou-se positivamente com
atopia quando o nivel de exposi¢do estava igual ou acima de 2,0 U g/g de poeira em
comparagdo com o grupo de criancas ndo exposto ao mesmo alérgeno, sendo esta associagao
estatisticamente significante (OR: 1,70; 95% IC:1,04-2,78; p<0,05). Esta tendéncia persistiu
(OR: 1,75; 95% IC:1,07-2,87; p<0,05) mesmo apds a analise multivariada, ajustada para as
seguintes variaveis confundidoras: sexo, idade, escolaridade materna, freqiiéncia em creche,
namero de cdmodos na casa, infecgdo por helmintos e asma nos pais. Para os alérgenos Blo t
5 e Bla g 2 ndo foi observada nenhuma associagdo significante (P>0,05) entre suas exposi¢oes
e atopia (Tabela 5). Para os alérgenos de cdo e gato ndo foi possivel estimar a razdo de

chance, devido ao reduzido nimero de casos positivos ao teste de puntura cutaneo.

Tabela 5 — Razao de chance (“Odds Ratio”) entre exposicao aos alérgenos e atopia em
1190 criancas estudadas, Salvador, 2005

Nivel do alérgeno Atopia*
na poeira em #OR (IC 95%)
/g) por ~ . # ° o
gteggﬁli[; Nio Sim OR (IC 95%) Ajustado
Derp1l
Nao detectado 101 28 1,00 1,00
>0,0a2,0 556 231 1,49 (0,96;2,34) 1,49 (0,95;2,34)
> 2,0 186 88 1,70 (1,04;2,78)** 1,71 (1,04;2,81)**
Blot5
Nao detectado
>0,0a2,0 286 212 1,00 1,00
> 20 315 285 1,22 (0,96;1,55) 1,22 (0,96;1,56)
56 36 0,86 (0,55;1,36) 0,88 (0,55;1,39)
Blag?2
Nao detectado 703 200 1,00 1,00
Detectado 220 67 1,07 (0,78;1,46) 1,05 (0,76;1,45)

* Atopia definida como presenca de IgE especifica (acima de 0,35 kU/L) e/ou TPC (média acima de 4 mm
da média do controle negativo) para os alérgenos estudados. “Regressdo binaria logistica; “Regressdo
multipla logistica; ajuste para sexo, idade, escolaridade materna, freqii€ncia em creche, nimero de comodos
na casa, infec¢do por helmintos e asma nos pais; **P < 0,05 Qui’ de Pearson.
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A andlise bivariada da presenca de asma (definicao 1) e a exposi¢ao ao alérgeno Blo t
5, mostrou uma associa¢do negativa estatisticamente significante para sintomas de asma
(OR:0,57; 95% IC: 0,33-0,97; P<0,05) no grupo exposto a quantidades maiores de 2,0 p g/g
de poeira quando comparado com o grupo ndo exposto, porém tal resultado ndo permaneceu
apds o ajuste para variaveis confundidoras pelo modelo multivariado. Para os demais
alérgenos, nao foi encontrada uma associagdo significativa entre a exposi¢ao e os sintomas de

asma usando esta defini¢ao (Tabela 6).

A presenca de asma (definigdo 2) associou-se negativamente a exposicao ao alérgeno
Fel d 1 no grupo exposto a quantidades maiores de 1,0 p g/g de poeira quando comparado com
o grupo ndo exposto no modelo de analise bivariada (OR:0,54; 95% IC: 0,32-0,93; P<0,05),
permanecendo significante mesmo apds a analise multivariada (OR:0,56; 95% IC: 0,32-0,98;
P<0,05). Para os demais alérgenos ndo foi observada nenhuma associacdo estatisticamente

significante entre exposicao e sintomas de asma usando esta defini¢ao (Tabela 7).



Tabela 6 — Razao de chance (“Odds Ratio”) entre exposicio aos alérgenos e asma

(Defini¢cao 1) em 1190 criancas estudadas, Salvador, 2005

Nivel do alérgeno

*Asma (Definicao 1)

na poeira ([ g/g) . o #OR (IC 95%)
por categoria Nio  Sim OR (IC95%) Ajustado
Derp1
N3ao detectado 95 34 1,00 1,00
>0,0a2,0 557 230 1,15(0,75;1,75) 1,10 (0,71;1,70)
> 20 194 80 1,15(0,72;1,84) 1,19 (0,73;1,93)
Blot5
Nao detectado 342 156 1,00 1,00
>0,0a2,0 431 169 0,86 (0,66;1,11) 0,89 (0,68;1,17)
> 2,0 73 19 0,57 0,57 (0,33;1,01)
(0,33;0,97)**
Canf1l
Nao detectado 184 78 1,00 1,00
>0,0a2,0 546 222 0,95 (0,70;1,30) 1,01 (0,73;1,39)
> 20 116 44 0,89 (0,57;1,38) 1,08 (0,68;1,70)
Feld 1
N3ao detectado 212 86 1,00 1,00
>0,0al,0 513 223 1,07 (0,79;1,44) 1,07 (0,78;1,45)
> 1,0 121 35 0,71 (0,45;1,12) 0,75 (0,47;1,20)
Blag?2
Nao detectado 634 269 1,00 1,00
Detectado 212 75 0,83 (0,61;1,12) 0,87 (0,63;1,19)

*Definicdo de asma como presenga de sibilos nos ultimos 12 meses de vida da crianga.
**P<(),05 Qui* de Pearson; “Regressdo bindria logistica; “Regressdo multipla logistica, ajuste
para sexo, idade, escolaridade materna, nimero de comodos na casa, fumantes em casa e asma
nos pais.
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Tabela 7 — Razao de chance (“Odds Ratio”) entre exposicio aos alérgenos e asma
(Defini¢ao 2) em 1190 criancas estudadas, Salvador, 2005

Nivel do alérgeno
na poeira em

*Asma (Definicao 2)

#OR (IC 95%)

(U g/g) por Nio Sim *OR (IC 95%) Ajustado
categoria
Derpl

Nao detectado 100 29 1,00 1,00

>0,0a2,0 612 175 0,98 (0,63;1,54) 0,95 (0,59;1,50)

>20 209 65 1,07 (0,65;1,76) 1,13 (0,67;1,89)
Blot5

Nao detectado 372 126 1,00 1,00

>0,0a2,0 473 127 0,79 (0,59;1,05) 0,82 (0,61;1,10)

> 20 76 16 0,62 (0,35;1,10) 0,65 (0,35;1,17)
Canf1

N3ao detectado 202 60 1,00 1,00

>0,0a2,0 594 174 0,98 (0,70;1,37) 1,02 (0,72;1,45)

> 20 125 35 0,94 (0,58;1,51) 1,13 (0,69;1,85)
Feld 1

Nao detectado 232 66 1,00 1,00

>0,0al,0 554 182  1,15(0,83;1,59) 1,16 (0,83;1,62)

> 1,0 135 21 0,54 (0,32;0,93)** 0,56 (0,32;0,98)**
Blag2

Nio detectado 691 212 1,00 1,00

Detectado 230 57 0,80 (0,58;1,12) 0,84 (0,59;1,18)

*Definicdo de asma como presenca de sibilos nos ultimos 12 meses de vida da crianga e algum
dos outros sintomas descritos nos Métodos. **P<0,05 Qui®> de Pearson; “Regressdo binaria
logistica; *Regressdo multipla logistica, ajuste para sexo, idade, escolaridade materna, niimero
de comodos na casa, fumantes em casa e asma nos pais.
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Quando se analisou a associacdo entre categoria de exposicdo aos alérgenos e
ocorréncia de sintomas de asma em criangas atdpicas e ndo atdpicas, foi observado que nao
houve diferencas estatisticamente significantes (P>0,05) entre os grupos, apesar de ser
observado que o grupo de criangas atopicas tinha uma prevaléncia maior de asma se

comparado ao grupo de criancas nao atopicas (Tabela 8).

Tabela 8 — Razdo de chance (“Odds Ratio”) entre exposicio aos alérgenos e asma
(Definicao 2) em criangas atépicas e nao atopicas para os alérgenos especificos

Nivel do Nao atopicas Atopicas**

alergeno na Yo *OR (IC 95%) Yo *OR (IC 95%)
poeira (L g/g) 0 Asma* Ajustado " Asma* Ajustado
por categoria (Definicio 2) (Definicao 2)

Derp1

Nao detectado 101 20,8 1,00 28 28,6 1,00

>0,0a2,0 556 18,3 0,83 (0,48;1,45) 231 31,6 1,10 (0,44;2,70)
> 2,0 186 21,0 1,12 (0,60;2,08) 88 29,5 1,00 (0,37;2,67)
Blo t5

Nao detectado 286 21,0 1,00 212 31,1 1,00

>0,0a2,0 315 17,1 0,76 (0,49;1,16) 285 25,6 0,79 (0,52;1,20)
> 2,0 56 14,3 0,63 (0,27;1,45) 36 22,2 0,62 (0,25;1,53)
Blag?2

Nao detectado 703 21,5 1,00 200 30,5 1,00

Detectado 220 15,9 0,71 (0,46;1,08) 67 32,8 1,15 (0,62;2,14)

*Definicdo de asma como presenga de sibilos nos ultimos 12 meses de vida da crianga e algum dos outros
sintomas descritos nos Métodos. **Atopia definida como presenga de IgE especifica (acima de 0,35 kU/L) e/ou
TPC (média acima de 4 mm da média do controle negativo) para os alérgenos estudados. “Regressdo multipla
logistica, ajuste para sexo, idade, escolaridade materna, nimero de comodos na casa, fumantes em casa ¢ asma
nos pais.
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Foi observado que historia de asma nos genitores ¢ um fator associado ao aumento de
prevaléncia de asma nas criangas, porém, para o alérgeno Der p 1, hd uma tendéncia da razdo
de chance (OR) para asma nas criangas aumentar em fun¢do da exposi¢do ao alérgeno, sem
significancia estatistica (P>0,05). Este efeito foi independente da atopia especifica nas
criangas, pois a analise multivariada foi ajustada para atopia especifica para o alérgeno
detectado na poeira e para as seguintes variaveis confundidoras: sexo, idade, escolaridade
materna, freqiiéncia em creche e nimero de comodos na casa (Tabela 9 e Figura 4). Para Blo
t 5 ndo existe relagdo de aumento da asma com a exposi¢cdo a este alérgeno, enquanto que
para o Bla g 2 existe uma associagdo negativa entre exposi¢do ao alérgeno e asma, sendo

estatisticamente significante nas criangas cujos pais tém historia de asma (OR:0,32; IC 95%:

0,11;0,91; P<0,05; Tabela 9).

Tabela 9 — Razido de chance (“Odds Ratio”) entre exposicio aos alérgenos e asma
(Defini¢cdo 2) nas criancas estudadas com e sem asma nos pais

Asma nos pais*

Nivel de Nao Sim
alérgenos na n=1035 n=155
poeira em % *OR (IC 95%) % *OR (IC 95%)
(n g/g) N Asma Ajustado n Asma Ajustado
crianca** crianca**
(Definicio 2) (Definicio 2)

Derp1
Niao detectado 117 22,2 1,00 12 25,0 1,00
>0,0a2,0 679 20,6 0,87 (0,53;1,44) 108 324 1,59 (0,35;7,14)
> 2.0 239 20,1 0,88 (0,50;1,55) 35 48,6 3,26 (0,64;16,53)
Blot5
Nao detectado 431 24,1 1,00 67 32,8 1,00
>0,0a2,0 524 18,7 0,72 (0,52;1,00) 76 38,2 1,22 (0,57;2,63)
> 2,0 80 15,0 0,60 (0,30;1,17) 12 33,2 1,01 (0,23;4,44)
Blag?2
Nao detectado 782 21,0 1,00 121 39,7 1,00
Detectado 253 19,8 0,96 (0,66;1,38) 34 20,6 0,32 (0,11;0,91)***

*Asma nos pais foi definida como resposta positiva a pergunta se o pai ou mae da crianga teve asma
**Definigdo de asma como presenga de sibilos nos tltimos 12 meses de vida da crianga e algum dos outros
sintomas descritos em Métodos. ***P<0,05 Qui® de Pearson; *Regressdo multipla logistica, ajuste para sexo,
idade, escolaridade materna, nimero de comodos na casa, fumantes em casa e atopia especifica para o alérgeno
detectado na poeira.
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Figura 4 — Prevaléncia de asma em criangas, definida como presenga de sibilos nos ltimos 12 meses de vida
da crianga e algum dos outros sintomas descritos em Materiais ¢ Métodos nas diferentes categorias de
exposi¢ao ao alérgeno Der p 1 em criangas atopicas ou ndo para este alérgeno. Atopia definida como presenga
de IgE especifica (acima de 0,35 kU/L) e/ou TPC (média acima de 4 mm da média do controle negativo) para
o alérgenos Der p 1. A variavel asma nos pais foi definida como resposta positiva a pergunta se o pai ou mae
da crianga teve asma.
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5 DISCUSSAO

Na populacao de criancas estudadas foi encontrada uma maior positividade ao teste de
puntura cutaneo para alérgenos de acaros de poeira doméstica comparado com os outros
alérgenos testados, sendo o B. tropicalis seguido pelo D. pteronyssinus os mais importantes
aeroalérgenos para estas criangas. Estes dados sdo concordantes com estudos anteriores do
nosso grupo realizado na cidade de Salvador em uma populagdo carente usando o teste de
puntura cutaneo (Jesus, 2006) e em grupos socio-economicos diferentes, usando a detecgao de
IgE contra respectivos acaros (Baqueiro e cols., 2007). Outro estudo feito em Salvador
mostrou uma maior prevaléncia de reatividade ao TPC para o D. ptenonyssinus se comparado
ao B. tropicalis (Medeiros-Jr e cols., 2002). Estes resultados discordantes podem ser
atribuidos as diferengas entre os antigenos utilizados no teste de puntura cutineo ou as
diferentes populacdes estudadas. Enquanto nossos dados sao da populagdo geral, os dados do
trabalho acima referido sdo de pacientes ambulatoriais. No Brasil, mais especificamente em
Recife, PE, Sarinho e colaboradores (2000), mostraram uma maior sensibiliza¢do para o dcaro
B. tropicalis em relagdo ao D. pteronyssinus utilizando o teste de puntura cutaneo em criangas
asmaticas e ndo asmaticas. Dados relativos a cidades da regido Sudeste e Centro-oeste do
Brasil (Moreira e cols., 2001; Marques e cols., 2001; Soares e cols., 2007) mostram uma
prevaléncia mais alta de sensibilizagdo pelo teste de puntura cutaneo para o acaro D.
pteronyssinus em relagdo ao B. tropicalis. Estes dados indicam que estes dois dcaros sdo as
fontes dos mais importantes aeroalérgenos sensibilizantes do Brasil. A prevaléncia de
sensibilizacdo depende da disponibilidade do alérgeno do 4caro (influenciada pelo clima local
e por fatores socioecondmicos) e de fatores genéticos da populacdo. Deve ser considerado
também o viés metodologico dos testes usados na deteccdo desta sensibilizagdo, como a
qualidade dos antigenos utilizados para o diagnodstico de hipersensibilidade aos alérgenos

estudados.

Em relagdo a prevaléncia de atopia por IgE especifica, nossos dados mostram também
0 B. tropicalis como a fonte de aeroalérgenos mais importante. Medeiros Jr. e cols. (2004),
encontraram resultados semelhantes estudando criancas asmaticas na Bahia, porém com uma
populacdo de estudo pequena. Em outro estudo com pessoas alérgicas, Naspitz e cols. (2004),

encontram uma maior prevaléncia de sensibilizagdo aos alérgenos dos acaros D.
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pteronyssinus ¢ B. tropicalis medida pela IgE sérica especifica. Nao ha no Brasil estudo
semelhante ao nosso que mostre a sensibilizagdo para aeroalérgenos em criangas em uma
amostra tao significativa, utilizando dois métodos de deteccao da sensibiliza¢do. Desta forma,
este estudo torna-se uma referéncia frente a ocorréncia de sensibilizagao por aeroalérgenos em

criangas do pais, levando-se em consideracao as diferencas regionais.

Neste estudo, a prevaléncia de sensibilizagdo para B. germanica e P. americana foram
menores em relacdo aos acaros ¢ maiores frente aos animais domésticos. Este padrao de
sensibilizacdo para alérgenos de barata vem sendo observado em alguns trabalhos no Brasil
(Santos e cols., 1999; Moreira e cols., 2001; Nazpits e cols., 2004; Pastorino e cols., 2006).
Assim como em outras regides do pais, nossos resultados mostram que as baratas, também em
Salvador, sdo importantes fontes de moléculas alergénicas ¢ podem estar desempenhando um
papel importante para o desencadeamento de sintomas alérgicos. Em geral, a detec¢ao a IgE
sérica pelo método Unicap da Pharmacia, tem uma sensibilidade muito maior do que o teste
de puntura cutaneo (Lopes e cols., 2006). Neste trabalho, dos quatro aerolérgenos estudados,
0 unico que teve prevaléncias semelhantes de sensibilizacdo pelo TCP e IgE sérica foi a P.
americana. Uma hipotese que poderia explicar este achado seria uma possivel menor
sensibilidade do método Unicap da Pharmacia para este alérgeno, talvez porque o antigeno
usado ndo seja suficientemente reativo com soros humanos para ter uma boa sensibilidade.

Contudo, outros estudos sdo necessarios para se compreender melhor este resultado.

Nossos dados mostram que, utilizando o TPC, houve uma baixa prevaléncia de
sensibilizacdo para os alérgenos de epitélio de cdo (1,1%) e de gato (0,8%). Outros estudos
realizados no Brasil mostram, em geral, prevaléncias maiores para estes alérgenos (Moreira e
cols., 2001; Marques e cols., 2001). Pelo menos duas hipoteses poderiam explicar estes
resultados: a. diferencas entre os extratos utilizados (diferentes fabricantes); b. na populacao
estudada estes alérgenos induzem pouca sensibilizacdo, talvez por se tratar de alérgenos
oriundos de animais europeus (onde os alérgenos utilizados foram produzidos) com os quais

as crianc¢as de Salvador nao tém contato.

O que pode ser sugerido em relacdo a alta sensibilizagdo aos acaros da poeira

doméstica e a baixa prevaléncia de sensibilizagdo aos alérgenos de animais domésticos ¢ que
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haja uma maior exposi¢do aos acaros na 1* infincia da crianga, onde as concentragdes dos
alérgenos de 4caros s@o muito maiores do que dos animais domésticos, o que ocasiona uma
maior chance de sensibilizacdo. Sporick e colaboradores (1995), mostraram que criangas de
12 a 14 anos que residiam em Los Alamos, EUA, onde o ambiente com pouca umidade nao
favorece o crescimento de acaros, ocorre uma predomindncia de sensibilizagdo frente aos
alérgenos de animais domésticos, especialmente gatos, além de outros aeroalérgenos. Seus
dados mostram que mesmo em casas onde ndo habitem gatos, as concentragdes do alérgeno
Fel d 1 estava na média de 3,2 p g/g de poeira, enquanto que o alérgeno de acaro (Der p 1) estava
em 0,18 U g/g de poeira. Diante da influéncia da carga genética no desenvolvimento de
alergias, a exposicao aos alérgenos nas concentragdes apropriadas, seja de &caros, animais
domésticos ou baratas, ¢ um fator determinante para o padrao de sensibilizagao dos individuos
afetados regionalmente. Isto ndo exclui que algumas moléculas de agentes alergé€nicos

possuam capacidade maior de induzir sensibilizagao.

Nossos resultados de deteccao de alérgenos na poeira de leitos das criangas estudadas
indicam que o alérgeno Der p 1 (proveniente do D. pteronyssinus) foi mais freqiiente nos
diferentes pontos de corte do que o alérgeno Blo t 5 (proveniente do B. tropicalis). Baqueiro e
colaboradores (2006), mostraram que o alérgeno Blo t 5 foi menos detectado na poeira dos
leitos do que o alérgeno Der p 1 apesar do B. tropicalis ser o acaro mais encontrado na poeira
por observagdo direta. Esta discrepancia entre sensibilizagdo e presenca do alérgeno Blo t 5 na
poeira encontrada em nosso estudo pode ser atribuida a uma baixa sensibilidade do ensaio de
deteccao do Blo t 5, que utiliza anticorpos monoclonais que podem nao estar se ligando a
todas as isoformas do alérgeno. Yi e cols. (2005), mostraram que utilizando anticorpo
policlonal como conjugado, a sensibilidade do ensaio foi aumentada, podendo detectar
quantidades menores do alérgeno. Outra possibilidade estd ligada a capacidade de
conservagdo da molécula Blo t 5, que pode sofrer desnaturacdo durante o tempo em que
permanece no ambiente, entre sua coleta e os ensaios para a sua detec¢ao. Outros estudos em
Salvador (Serravale & Medeiros Jr., 1999; Medeiros Jr. e cols., 2002) com amostras
pequenas, mostraram uma maior freqiiéncia para o D. pteronyssinus. Em comparacdo a
cidades dos EUA (Arbes e cols., 2003, Salo e cols., 2008) e da Inglaterra (Atkinson e cols.,
1999), a freqiiéncia dos alérgenos de acaros nos leitos das criangas deste estudo nos pontos de

corte de sensibilizacdo (ponto de corte baixo) e de desencadeamento de sintomas alérgicos
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(ponto de corte alto), respectivamente 2,0 e 10 p g/g de poeira, foram bem mais baixas,
provavelmente devido a dosagem dos alérgenos, neste estudo, ser realizada nas poeiras dos
leitos de criangas com uma média de idade baixa (7,25 anos), o que pode significar um maior
cuidado de limpeza em relagdo a outros estudos realizados com criangas ou adolescentes com
idades maiores ou com adultos (Medeiros Jr., 2002; Arbes e cols., 2003; Baqueiro e cols.,
2006; Salo e cols., 2008). Outra hipotese pode ser da condicdo dos materiais dos leitos
estarem com pouco tempo de uso e em melhores condi¢cdes de conservagdo, diminuindo a
chance de actimulo destes alérgenos ou ainda, a possibilidade da coleta ter ocorrido em um
unico momento, o que pode ter coincidido com o periodo de limpeza dos leitos e
consequentemente uma menor quantidade de poeira nos leitos. O mesmo aconteceu para os
alérgenos de animais domésticos, como de cdo (Can f 1) e gato (Fel d 1), onde houve uma
baixa freqiiéncia nos pontos de corte citados acima em relagdo a estudos em cidades dos EUA
(Atkinson e cols., 1999; Salo e cols., 2008) ou Alemanha (Chen e cols., 2007). Apesar da alta
freqiiéncia em niveis detectaveis, eles estdo em baixas concentracdes nos leitos das criangas,
talvez pelos habitos de ndo manter estes animais muito tempo dentro de casa, ao contrario de
paises de clima frio onde os animais permanecem em casa, 0 que aumentaria muito a chance

de encontrar o alérgeno em altas concentragdes.

O alérgeno da barata B. germanica Bla g 2 foi o alérgeno encontrado em menores
concentragdes e freqiiéncia. Perry e cols. (2006), mostraram que a freqiiéncia do alérgeno de
barata na cozinha era quase o dobro da freqiiéncia do mesmo alérgeno encontrada no quarto
de dormir e na sala de televisdo. Sendo assim, postula-se que estas baixas freqiiéncias
ocorreram provavelmente pela coleta de poeira para detectar o alérgeno ter sido feita nos
leitos das criangas, enquanto que estes insetos trafegam principalmente locais como a cozinha

e banheiro (Arruda e cols., 2005a).

Como ainda ndo havia sido realizado em Salvador um trabalho sobre exposicdo aos
alérgenos inalantes domiciliares em uma amostra tdo significativa na populagdo de criancas,
assim como para os dados de sensibilizagdo por teste de puntura cutdneo e dosagem de IgE
sérica, nossos resultados de medida de exposicao a estes alérgenos nos leitos podera servir

para futuros trabalhos como uma referéncia em estudos do tema referido.
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Neste estudo, foi também observada uma associacao dose-resposta para as categorias
de niveis dos alérgenos e atopia para o alérgeno Der p 1. A definicdo de atopia adotada neste
estudo tem como base a positividade de IgE especifica para o alérgeno testado, com o
acréscimo de poucos casos com resultado negativo para IgE sérica porém com resultado
positivo no TPC, usando um ponto de corte maior que o de referéncia (4mm) para aumentar a
especificidade do teste e evitar resultados falso-positivos devido a reatividade cruzada entre
os alérgenos. Para os demais alérgenos ndo houve associagdo entre categorias de niveis dos
alérgenos e atopia, resultado que pode ter como uma das explicagdes possiveis o efeito
denominado causalidade reversa que pode ser observado em estudos de corte transversal.
Existe também a possibilidade de que a maior fonte de exposicdo ndo seja a cama, € sim
outros ambientes, como no caso das baratas. O resultado observado para o alérgeno Der p 1
pode ser explicado pela capacidade deste antigeno, ter além da atividade alergénica também
uma atividade enzimatica de cisteina protease (Sharma e cols.; 2003) que entre outras
hipoteses, contribui para a manutencdo da resposta Th2 atuando nas células epiteliais do trato
respiratorio, estimulando a producdo de citocinas pro-inflamatorias como a IL-6 e IL-8 nas
células dendriticas, diminuindo a produgdo de citocinas Thl (IL-12) através da clivagem da
molécula CD40 e ainda agindo nos linfécitos B, clivando os receptores de baixa afinidade
para IgE (CD23), diminuindo o sinal negativo e consequentemente a inibi¢cdo da sintese de
IgE. Com a resposta Th2 aumentada a quantidade de IgE especifica também serd maior, o que
justifica tal resultado. Seria também esperado para o alérgeno Der p 1 uma associac¢ao positiva
entre sintomas de asma e este alérgeno, visto que este pode, além da agdo alergénica, irritar as
vias aéreas através da agdo enzimatica. Porém, esta associacao nao foi observada (P>0,05)
quando se utilizou uma definicdo menos especifica como a defini¢do de apenas sibilos nos
ultimos 12 meses. Também para os alérgenos Blo t 5 e Bla g 2, ndo houve associagdo com
atopia. Para o alérgeno Blo t 5, houve uma associagdo com asma, pela defini¢do 1, que
desapareceu quando foi corrigida pelas varidveis confundidoras. Estes resultados corroboram
o resultado encontrado em Salvador por Baqueiro e colaboradores (2006), que também nao
encontraram associacdo entre sintomas alérgicos e exposi¢ao aos alérgenos de acaros (Der p 1
e Blo t 5). Uma hipoétese para justificar estes achados ¢ que a baixa sensibilidade do ensaio

para Blo t 5 ndo permitiu uma andlise correta desta associagao.

A sensibilizagdo para o alérgeno Bla g 2, ndo diferiu significativamente entre as
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criangas expostas ou nao expostas a este.

Ter utilizado duas definigdes para asma teve como objetivo poder comparar uma
definicdo muito usada na literatura, porém pouco especifica que ¢ a de sibilo nos ultimos 12
meses, € para aumentar a sensibilidade foi usada outra defini¢do que considera, além deste
sintoma, outras varidveis que sdo associadas ao quadro da doenca. Quando foi utilizada uma
definicdo mais especifica de asma (definicdo 2), pode-se observar uma associagdo negativa
entre o alérgeno de gato (Fel d 1) em concentragdes iguais ou maiores que 1,0 P g/g quando
comparado com o grupo nao exposto, porém nao ocorrendo em concentracdes moderadas.
Este achado corrobora com o relato de Litonjua e cols. (2002), que encontraram associagdo
negativa entre asma e exposi¢ao a alérgeno de gato. Estes resultados indicam que o alérgeno
de gato, que ocorre em maior concentracdo na presen¢a do animal no ambiente, pode estar
funcionando como um indicador de infecgdes por microorganismos carregados pelo animal,
que podem diminuir a resposta alérgica estimulando a producdo de citocinas Thl, diminuindo
assim a propensdo a desencadear os sintomas de asma. Porém, cabe salientar que este
resultado, com o intervalo de confianca de 95% préximo de 1,00, demonstrou que, apesar de
significante, ndo ¢ tao expressivo. Por outro lado, 0 mesmo ndo ocorreu com alérgeno de cao,

o que pode ser indicativo de diferentes estilos de vida destes animais.

Um resultado interessante aparece quando a populagdo foi separada entre criangas
atopicas ou nao atopicas. Seria esperado que no grupo de criangas atopicas, houvesse uma
maior propor¢do de criancas asmaticas 2 medida que aumentasse a exposi¢do ao alérgeno
especifico que causa a sensibilizagdo. Nossos resultados mostram que, apesar das criangas
atopicas terem uma prevaléncia maior de asma, esta ndo aumenta em funcdo da maior
exposi¢ao aos alérgenos especificos. Estes resultados podem ser explicados pelas seguintes
hipoteses: a. a possibilidade de estarmos classificando a asma de maneira incorreta; b. frente
aos fatores de risco e protecdo associados a asma, nos paises em desenvolvimento, a
exposi¢ao a aeroalérgenos domiciliares ser pouco importante [esta hipdtese foi apontada por
Baqueiro e cols. (2006), quando encontraram dados semelhantes a estes aqui relatados]; c. a
asma identificada neste estudo pode estar sendo causada pela sensibilizagdo a outros

alérgenos além dos testados neste estudo.
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Quando a populagdo de estudo foi dividida em dois grupos baseados na historia de
asma nos pais, verificou-se que a prevaléncia de asma nas criangas com pais asmaticos foi
maior em todas as categorias de exposi¢ao nos trés alérgenos estudados comparando-se com o
grupo de criangas que ndo tem pais alérgicos. Para o alérgeno Der p 1 ocorreu um aumento da
asma em criangas com pais asmaticos, de maneira dose-resposta, em funcao da categoria de
exposicao ao mesmo, resultado obtido apos correcdo para o fator atopia especifica para D.
pteronyssinus, evidenciando a possivel influéncia de um fator genético no aumento da asma
ndo atdpica nas criangas estudadas. A asma ¢ uma doenca cronica, onde fatores ambientais e
genéticos podem interagir para que ocorra o seu desenvolvimento. Um grande nimero de
genes ja foi associado a asma, sendo que existem estudos mostrando um efeito genético,
ativado pelo fator de exposicdo ambiental (Arruda e cols., 2005b; Ober & Thompsom, 2005).
Isto pode levantar uma hipoétese do alérgeno Der p 1 estar modificando a expressao de algum
gene ligado ao aumento da asma nas criancas estudadas, porém estudos genéticos bem

conduzidos seriam necessarios para esclarecer melhor este assunto.

Com este estudo, ficou evidenciada uma associacdo positiva entre exposicdo ao
alérgeno Der p 1 a partir de 2,0 p g/g de poeira no leito e atopia especifica para este alérgeno,
assim como uma associacao negativa entre exposicao a concentragdes maiores de 1,0 y g/g de
poeira no leito para o alérgeno Fel d 1 e asma. Porém, ndo foi possivel fazer mais associagdes
destas usando concentra¢des ainda maiores dos alérgenos, como citados em outros trabalhos
(Baqueiro e cols., 2006; Celledon e cols., 2007; Salo e cols., 2008), devido a pouca freqiiéncia
dos alérgenos em niveis mais altos. Talvez essas andlises fossem possiveis caso fossem
realizadas mais coletas de poeira nos leitos em dias alternados ou ainda, realizando a coleta

também no chdo do quarto de dormir.

Baseados nos dados apresentados e considerando a multi-causalidade da asma,
podemos supor que outros fatores além da exposicdo aos alérgenos possam estar agindo para
desencadear as manifestagdes de asma encontradas nas criangas do estudo, e a quantidade de
exposicao ao alérgeno funcionar como um fator secundario. Pode-se pensar também que a
exposi¢ao atual aos alérgenos de poeira esteja contribuindo ndo para o desencadeamento, mas
para a manutencao ou gravidade dos sintomas. A hipdtese da existéncia de outros fatores mais

fortes que estdo desencadeando os sintomas de asma fica reforcada quando se observa que
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ndo ocorre um aumento nos sintomas de asma de maneira dose-resposta com o aumento da
exposicao aos alérgenos em criangas atdpicas, que ja estdo propensas a desenvolver uma

resposta Th2.
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6 SUMARIO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

10 Houve uma maior prevaléncia de sensibilizagdo nas criangas para o alérgeno de
Blomia tropicalis em relagdo aos outros alérgenos, mostrando que este ¢ o principal

aeroalérgeno na populacao de criangas estudada.

1 A alta prevaléncia de atopia para Blomia tropicalis na populagdo de criancas estudada
comparada com a freqiliéncia e niveis baixos de Blo t 5 nos leitos destas criangas indica que o
ensaio de ELISA de captura pode ndo ser o mais indicado para estudos imuno-

epidemiologicos, pela sua baixa sensibilidade.

1 O alérgeno do acaro D. pteronyssinus (Der p 1), tendo se associado positivamente com
sensibilizacdo, indica, nas criangas estudadas, a capacidade do estimulo imunologico da
molécula de produzir uma resposta Th2, provavelmente por ter também uma atividade

enzimatica que auxilia na formag¢ao da resposta imunoldgica.

1 Nao houve uma relacao dose-resposta do alérgeno de D. pteronyssinus (Der p 1) com
asma em criangas com pais asmaticos, porém o aumento da prevaléncia de asma (ndo atopica)
mostrou uma possivel associagdo genética-ambiental deste alérgeno na manifestacdo da
doenga mostrando a necessidade de realizacdo de estudos genéticos ligados a este alérgeno

nesta populagao.

1 Em comparacdo com outros estudos feitos no Brasil e em outros paises, apesar das
altas freqiiéncias dos alérgenos nos leitos das criangas, como mostrado em outros estudos, as
concentracdes dos alérgenos foram baixas, provavelmente pelos leitos serem submetidos a
maiores cuidados de limpeza ou estarem mais bem conservados, devido a pouca idade das

criangas estudadas.

1 Apesar da alta freqiiéncia dos alérgenos de epitélio de caes e gatos detectados nos
leitos das criangas, foi muito baixa a prevaléncia de testes cutdneos positivos para estes

alérgenos, indicando que nesta populagdo eles possuem baixa alergenicidade.
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v'A associagdo de prote¢ao para asma do alérgeno de gato (Fel d 1) provavelmente indica a
ocorréncia de infecgdes por microorganismos que, por sua acao no sistema imune, diminuem
os sintomas da asma, porém ndo se pode afirmar neste estudo qual o mecanismo bioldgico

envolvido neste achado.
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ABSTRACT

Title: Exposure to house dust allergens and its association with atopy and asthma in children
4 to 12 years-old. Introduction: The allergens present in the house dust are considered risk
factors for development of allergy. Some studies show a dose-response relationship between
exposure to allergens and occurrence of sensitization and asthma while others do not show
these associations. Objectives: To investigate possible associations between exposure to
indoor allergens with sensitization to allergens and asthma in 1060 children. Methods:
History of asthma was collected using a modified ISAAC phase II questionnaire. Skin prick
tests were done for D. pteronyssinus, B. tropicalis, P. americana, B. germanica, fungi, dog
and cat epithelium extracts. Specific IgE were assayed for the former four allergens. Dust
from the children beds and assayed for Der p 1, Blot 5, Can f 1, Fel d 1 and Bla g 2 allergens.
Results: Asthma occurred in 22,8% of the children. The most prevalent sensitization was to
B. tropicalis (44,8%) and D. pteronyssinus (29,3%). The most common allergen in bed was
Der p 1 (89.5%), followed by Can f 1 (77.1%), Fel d 1 (74,7%), Blo t 5 (58.5%) and Bla g 2
(24.0%). There was a positive association between Der p 1 exposure between 0,39-2,01 g/g
and = 2,04 g/g and IgE to D. pteronyssinus; (OR: 1.77, CI 95%: 1,07-2,92 and OR: 1.82, CI
95%: 1,05-3,14, respectively). Conclusions: The Der p 1 association with specific IgE,
facilitated by Der p 1 enzymatic property, and non-association with SPT reactivity was
probably for presence of unknown factors inhibiting skin mast cell degranulation. Blot 5 was
present in lower frequency and concentration in the children beds but B. tropicalis induced
higher sensitization rates, suggesting that the assay for its detection has low sensitivity. The
lack of association between allergen exposure and asthma occur due the low frequency in

triggering symptoms levels of these allergens.

Keywords: 1.Dust allergens 2.Asthma 3.Skin Prick Tests, 4.Dermatophagoides

pteronyssinus
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INTRODUCTION

The increase in prevalence and incidence of allergic diseases seen in the last 30 years in
many countries (Devenny et al, 2004) has been associated, among other causes, to the
increase of exposure to indoor allergens in consequence of the change in lifestyle, with
people spending more time inside than outside homes, in prosperous environmentals (Platts-
Mills et al, 1997). These indoor allergens are frequently found in house dust, and since the
1920 decade, it were observed evidences of the linking between house dust allergens and
allergy (Spivacke & Grove, 1924). In the 1960’s, Voorhost and collaborators (1967),
identified the genus Dermathophagoides as a major source of allergen in dust of sensitized
individuals bed, enlightening the importance of house dust mites in sensitization of allergic
individuals, In some places lacking favorable conditions for the mite colonization, other
sources of indoor allergens such as pet epithelia and cockroaches, are important regional
sensitization agents. (Platts-Mills & de Wecker, 1989; Sporik et al., 1995). Some studies,
carried out in developed countries in this subject have shown a dose-response relationship in
the association between allergen exposure with sensitization and asthma. House dust mite
(HDM) allergens, like Der p 1, was associated with sensitization (Kuer et al, 1994; Custovic
et al, 2003) and asthma (Sporik et al, 1990; Celledon et al, 2007) using the cut-offs of 2,0
M g/g and 10,0 B g respectively, defined previously by Internationals Workshops, (Platts-
Mills & de Wecker, 1989, Platts-Mills et al, 1992, 1997). For other allergens, like animal
dander and cockroach, no cut-offs have been already determined. These findings are however
controversial, and absence of association between allergen exposure with sensitization and
asthma have been reported, mostly in developing countries (Lau et al, 2000; Celledon et al,
2007). In Brasil, a developing country presenting higher prevalence of allergic diseases (Solé
et al., 2006), Camara and collaborators (2004) and Baqueiro and collaborators (2006) did not
found association between allergic symptoms and presence of dust mite and their allergens in
beds of adult population, meanwhile, Medeiros-Jinior and collaborators (2002) reported an
association between sensitization measured by SPT with exposure to both dust mites and
their allergens in adult asthmatic patients in Salvador, the same city where the work of
Baqueiro and collaborators (2006) took place.

In this study we aimed at studding, the frequencies of dust allergens present in a cohort

of 1445 children beds and their association with sensitization and asthma in these children.
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METHODS
Studied population

This study was conducted in Salvador, Northeastern Brazil, a city with a 2.5 million
population where the prevalence of reported wheezing in the past 12 months in school
children aged 4-12 years is very high (27.1%), as detected by Rodrigues and collaborators
(2008). In short, a cohort of 1445 children between 4 and 12 years-old 1 enrolled in a 1994 to
2001 study for measuring the impact of the sanitation programme in childhood diarrhea, were
selected from 24 small areas of the city without sanitation measurements. Standardized
questionnaires were applied to the child’s guardian between 1997 and 2003 and included
demographic and social data collection and observation of the home environment (Strina et al.
2003). In 2005 they were invited to participate in the SCAALA programme (Social Changes,
Asthma and Allergies in Latin America; see Barreto et al, 2006 for details), to study risk
factors for asthma and allergic diseases. The demographic and allergic disease data were
collected using an adapted Phase II ISAAC questionnaire, translated to Portuguese, applied to
the children parents or guardians. Some the children lacking complete data for all studied
variables and exams performed were withdrawn from the study. Informed consent was
obtained from the children parents or guardians and ethical approval was granted by the
Instituto de Saude Coletiva at Universidade Federal da Bahia and the National Commission

on Ethics in Research (CONEP), Brazil.

Definitions of outcomes
Atopy was defined with a positive result in skin prick test to any allergen tested or with
a positive result of serum specific IgE antibodies to any tested allergens. Asthma was defined

as history of wheezing in the last 12 months associated with one of following variables:

wheezing after exercise; =4 episodes of wheezing in the last 12 months and wake up with
wheezing in the last 12 months. Atopic asthma was defined by asthma associated with atopy.

Parental asthma was defined if one of parents had history of asthma in life.

Skin prick test
Skin prick tests were performed on the right forearm of children using D.
pteronyssinus, B. tropicalis, B. germanica, Periplaneta americana, dog epithelium, cat

epithelium and fungus mix (Aspergillus amstelodami, A. fumigatus, A. niger € A. terrus,
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Penicillium brevicompactum, P. expansum, P. notatum e P. roquefoti, Cladosporium fulvum e
C. herbarum) extracts from ALK-Abell6 (Sao Paulo, Brazil). The extracts were introduced
using a disposable lancet (ALK-lancetl]; ALK-Abelld, Sao Paulo, Brasil). The negative and
positive controls were respectively saline and histamine at 10.mg/mL. Lecture was done after

15 minutes of the puncture. The result of a test was considered positive if the mean diameter

of the wheal was = 3 mm, after subtraction of the negative control wheal.

Detection of anti-aeroallergen IgE antibodies

The specific anti-allergen IgE were measured in the children sera using the Pharmacia
Immunocap System, IgE FEIA (Pharmacia, Upsala, Sweden) according to the manufacturer’s
instructions. The results, expressed in kU/L, were obtained through a standard curve produced
by serial dilution of human IgE, calibrated against the World Health Organization standard for
IgE (standard WHO 75/502). One kU/L of IgE corresponds to 2,4 ng/mL. It was considered

positive, serum samples containing 0,35 or more kU IgE/L.

Parasite identification

Two fecal samples collected three to days seven days apart were analysed by a
sedimentation method (Hoffman et.al., 1934) and by the Kato-Katz thick-smear technique
(Katz, 1972) for the presence and numbers of helminth eggs (Trichuris trichiura, Ascaris
lumbricoides, Enterobius vermicularis, hookworms and Schistosoma mansoni). Because only
a few children were infected with S. mansoni and hookworms and the methods used were not
appropriated for E. vermicularis, detecting only a few infections, these parasites were not

considered in the analysis.

Dust collection and allergen concentration measurements

The dust samples were obtained according to previously described method (Baqueiro et
al, 2006) Briefly, dust collection was carried out using a residential vacuum cleaner of 1200
watts (Eletrolux, Sao Paulo, Brazil) containing a polystyrene filter of 25 g m pore size, from
an area of 1m” from the up part of the mattresses for 2 minutes. The filters were weight before
and after collection of dust samples and the thick dust were discard using a forceps.
Following, a 100 mg dust sample for each child bed was diluted in 1,0 mL of phosphate
buffered saline, pH 7.4 (PBS), containing 0,12% of sodium azide and homogenized for 2
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hours at room temperature. The solution was centrifuged for 20 minutes at 3500g, at 4°C and
600 L of supernatant was added to an equal volume of glycerin, carefully homogenized and

this final solution was stored at -70°C until use.

The Derp 1, Blot 5, Bla g 2, Can f 1 and Fel d 1 allergens were quantified by capture
ELISA, using commercially available kits (Indoor Biotechnologies, Virginia, USA),
following manufacture protocols (<http://www.inbio.com/protocols.html>).  Allergen
concentration was expressed in microgram per gram of dust (U g/g). The concentrations of
allergens were grouped into categories, using the low limit of detection point of the 4-PL
concentration curve and threshold for sensitization described in literature for each allergen:
for Derp 1,Blot5and Can f1: (1)<0,39 4 g/g(2)>0,39to2 n g/gand (3) = 2 U g/g;
forFeld 1: (1)<0,12 n g/g(2)>0,12to 1 4 g/gand (3) = 1 W g/g; for Bla g 2: (1) <0,15
M g/g; (2) > 0,15 n g/g. Since there is no consensus in literature on Blo t 5 cut-offs, for this
allergen, it was use the same categories used for Der p 1. To describe the allergen frequencies,
it was used a low cut-off for sensitization, and a high cut-off for asthma symptom, described
in the literature (Platts-Mills & de Wecker, 1989; Leaderer et al, 2002; Gruchalla et al, 2005;
Celledon et al, 2007) and an arbitrary medium cut-off with concentration corresponding with

half of high cut-off.

Statistical analyses

The exclusion criterion for statistical analyses was the missing data on any of the
variables used in the analysis. For skin prick test a positive result using saline or a negative
result using control positive (histamine). The use of anti-allergic mattresses it was another
exclusion criterion.

The concentrations of the allergens were expressed in micrograms per gram of fine
bed dust. Data were categorized according to the reading of optical density and the result
given by the curve of concentration. The group where the optical density was below the blank
of the ELISA plate, which had only the reagents and no sample, were considered as not
exposed to allergens, the group has achieved optical density between the negative control and
the lower limit of detection the concentration curve (using the 4-parameter logistic method;

4PL) were considered as having concentrations of allergen equivalent to half the values of the
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lower limit of detection of the curve. The group with results above the upper limit the
concentration curve was considered as the largest value of the limit curve. Allergen exposure
was categorized into 3 categories as described above.

Chi square test was used to compare the frequency of study variables between those
included in the analysis and those excluded.

The association between each study variable (allergen exposure) and the outcomes
(SPT reactivity, positive specific IgE or asthma symptoms) was assessed with odds ratio and
95% confidence intervals, which was estimated with standard logistic regression. We present
crude (bivariate) and adjusted (multivariate) analyses using the following potential
confounding factors: a. for sensitization: age, sex, maternal schooling, whether attended day-
care centers, number of rooms at home, parental asthma, helminth infections; b. for asthma:
age, sex, maternal schooling, number of rooms at home, parental asthma and presence of
smoker at home. All analysis was done using the Statistical Package for the Social Sciences

program software version 12.

RESULTS
Study population characteristics

The mean age of the studied population was 6,73 (+ 1,67) years-old, 54,1% of children
were boy, 13,4% had parental asthma; 32,5% was infected with any helminthes. Forty-nine
point two percent (49,2%) of the children were sensitized to at least one of the tested allergens
and 30,3% had a positive SPT to at least one of the tested allergens. In general, B. tropicalis
extract induced highest sensitization in these children (44,8% for serum IgE and 22,0% for
SPT), followed by D. pteronyssinus (29,3% for serum IgE and 16,1% for SPT). For B.
germanica and P. americana the prevalence of sensitization using serum IgE it was 21,9%
and 15,1%, while reactivity to SPT it was 7,9% and 13,5%, respectively. The SPT reactivity
for dog and cat epithelia and fungi were 1,0%, 0,9% and 0,6%, respectively (Table 1).
Asthma symptoms were present in 22.8% of the children. There were no differences between
the excluded and included children for the above mentioned characteristics (Table 1). In
54,3% of children, their mothers had low education degree (below or incomplete primary

course). There were 27,4% of smokers at the children’s homes (data not showed).

Allergen exposure
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The allergens Der p 1, Can f 1, Fel d 1 (89,2) and Blo t 5 were detectable in the
children beds in high frequencies (above 50%): 89,5%, 77,1%, 74,7% and 58,8%
respectively. Bla g 2 was found in only 24,1% of the children beds. However in the low cut-
off for allergens, only Der p 1 was above 20% (23,0%), Can f 1 (13,0%), Fel d 1 (12,4%)
and Blo t 5 (8,1%) was below than fifteen percent. The Bla g 2 allergen was not detectable in
this low cut-off or higher concentrations. Using arbitrary cut-off (medium cut-off), the
frequency profile didn’t change, with Derp 1 (7,9%), Can f 1 (6,6%), Feld 1 (4,2%) and Blo
t 5 (1,3) allergen. In the high cut-off, we found just Der p 1 and Can f 1 allergens with 3,3%
both, and Blo t 5 with only 0,4% of frequency in this level (Table 2).

Allergen exposure and sensitization

The associations between exposure and atopy were analyzed only for Der p 1, Blo t 5
and Bla g 2 once the skin reactivity for dog and cat epithelia was very low, 1,0% and 0,8%
respectively, and specific IgE were not measured to these. No association was found between
exposure to Der p 1, Blo t 5 and Bla g 2 and skin reactivity to D. pteronyssinus, B. tropicalis
and B. germanica extracts, but a positive association was found between children positive for

serum specific IgE with Der p 1 with concentration in their beds between 0,39 and 2,04 g/g

(Adjusted OR: 1.77; 95% CI: 1.08;2.92) and concentrations = 2 [ g/g (Adjusted OR: 1.82;
95% CI: 1.05;3.14) compared with group below lower limit detection curve (Table 3).

Allergen exposure and asthma

We found a negative association between asthma and presence of Fel d 1 allergen in
the children bed = 1 i g/g (OR: 0.55; 95% CI: 0.31-0.98), but this effect didn’t remain after
adjustment (Adjusted OR:0.59; 95% CI: 0,32-1.06) for potential confounders (Table 4) .

DISCUSSION

The relation between allergens exposure and sensitization or asthma depends on
environmental and genetic factors that affect the local population and up to now, the reports
on this subject are controversial. In this study it was used to methods for detecting the
occurrence of sensitization (SPT and specific IgE anti-aeroallergens) and it was measured the
concentrations of indoor aeroallergens in the studied children’ beds. Our findings showed that

although the frequencies of the allergens were high, according with other studies (Leaderer et
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al, 2002; Litonjua et al, 2002), but their frequencies in higher concentrations were low, and
bellow the cut-off levels for triggering asthma symptoms, reported in the literature. These
levels of allergen concentration were lower than those reported in the literature (Leaderer et
al, 2002; Gruchalla et al, 2005; Celledon et al, 2007) even of a work from our group where it
measured allergens from adult beds, using the same reagents used in this present work
(Baqueiro et al, 2006). A hypothesis that came forward was that bed from children would
have less dust and allergens than adult bed. However, Litonjua and collaborators, 2002, found
higher allergen concentration in children bed with median age of 2,87 years. However these
work where carried out in children living in cold temperature country. We supposed that the
presence of curtains, carpets and wool linen in their rooms, and the absence of ventilation of
rooms may accumulate more allergens than beds from houses of tropical countries, where the
rooms are ventilated and lack the material stated above which are known dust mite
concentrators. Furthermore it was observed in this work, that many of the children bed were
covered by plastic to protect the mattresses from child urination during the night.

Our results showed that D. pteronyssinus allergen (Der p 1) had the highest frequency
as well as the highest concentration in the children beds, although the children sensitization
with B. tropicalis extract was higher than with D. pteronyssinus extract. Furthermore, the
study of our group, that analyses the mite fauna with microscopic observation showed that B.
tropicalis was the more frequently mite found in bed dust although, the concentration of Blo t
5 in their bed dust were also smaller than the concentration of Der p 1 (Baqueiro et al, 2006),
Together these reports suggest that the immunoassay to detect B. tropicalis allergen has low
sensibility. In fact, Yi and collaborators (2005), comparing the same kit from Indoor
Technologies Company which uses monoclonal antibodies binding to biotin with a assay
using polyclonal antibody binding to biotin to replace monoclonal antibody, found that this
later assay had more sensibility maybe because the polyclonal antibody can to recognized
some isoforms of native allergen. Another possibility for the low sensitivity of the assay is
that Blo t 5 is not well represented in the mite body. Up to know the role of this molecule as
well as its amount in the mite body is not known. In this way, monoclonal antibodies against
other targets of B. tropicalis must be added to this assay to increase its performance.

Although high frequencies of the cat (Fel d 1) and dog (Can f 1) allergens detectable in
children beds, in high concentrations of these allergens this didn’t occur compared with other

countries like Sweden and EUA (Munir et al, 1997; Salo et al, 2008), probably due to
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different lifestyles of the studied populations. In temperate countries these animals stay more
time inside the houses, increasing the concentration of its allergens. In relation to the
cockroach allergen studied (Bla g 2) its low frequency was explained for low presence of this
insect in beds (Perry et al, 2006).

In present study, we found a positive association only between D. pteronyssinus
allergen (Der p 1) levels and serum specific IgE. This association may be strengthened by its
biological enzymatic cysteine protease activity, leading to pro-inflammatory effects, such as:
cleavage low affinity IgE receptors (CD23) in lymphocytes affecting the IgE effector
function, cleavage of a IL-2 subunit receptor (CD25) in T lymphocytes, reducing its
proliferation and IFN-y production, increasing the production of IL-4 and decreasing IL-12
expression in dendritic cells (Sharma et al, 2003; Ghaemmaghami et al, 2002, Schulz et al,
1998). However, this association could not be observed in skin reactivity, probably because
detection of serum IgE sensitization takes into account a smaller number of factors than skin
prick test, that is an specific measurement of mast cell effect, which depends on cross-linking

between allergen molecule and two adjacent specific IgEs binding to Fce R1, which can be

affected by other factors like blocking antibodies, saturation of mast cells Fce R1 receptors
by polyclonal IgE, immuno-modulation by helminthes and other possible factors that in not
the aim of this study (Yazdanbakhsh et al. 2002; Cooper et al, 2004, outros autores). So, the
exposure to indoor allergens may be important in development of the Th2 response and
production of IgE observed in allergic reactions but, this finding maybe lost if one analyzes
just considering the effect of skin mast cell degranulation given by the skin prick test.

In the case of the asthma, the Der p 1 enzymatic effect has been shown to enhance the
production of IgE and a direct action upon the bronchial epithelium, promoting airways
inflammation (Sharma et al, 2003). However, we didn’t found association between Der p 1
exposure and asthma, in agreement with other study of our group in Salvador (Baqueiro et al,
2006). The possible explanation for this study results was that a few beds had Derp 1 present
in the cut-off concentration for triggering asthma symptoms (high cut-off), so the quantity of
allergen necessary to observe these effects was not reached in the majority of children.

For the Blo t 5 allergen although we didn’t found any association between its exposure
and sensitization and asthma, the high prevalence rate of sensitization (skin and serum
sensitization) by B. tropicalis extract indicate that this mite as important risk factor for

sensitization in these children, but the assay for detection of this allergen in beds used was not
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useful to show this association.
It was not found in this work any association between exposure to allergens and
asthma. Probably this lack of association it must be in consequence of low levels of allergens

necessary to triggering asthma symptoms found in this study.
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Table 1 — Population characteristics and skin prick test, serum specific IgE and asthma

symptoms prevalence

Variables Total Excluded Studied P
population population population Chi’
N=1445 N=385 N=1060
Sex - Male - n (%) 772 (53,4) 199 (51,7) 573 (54,1) 0,425
Age - Mean (SD) in years 6,73 (1,70) 6,73 (£1,78) 6,73 (£1,67) 0,942
Parental asthma - n (%) 197 (13,6) 55 (14,3) 142 (13,4) 0,425
Skin prick test - n (%)
> 1 alérgeno 421 (29,1) 100 (26,0) 321 (30,3) 0,994
B. tropicalis 301 (20,8) 68 (17,7) 233 (22,0) 0,631
D. pteronyssinus 218 (15,1) 47 (12,2) 171 (16,1) 0,433
P. americana 195 (13,5) 52 (13,5) 143 (13,5) 0,282
B. germanica 112 (7,8) 28 (7,3) 84 (7,9) 0,722
Dog ephitelium 15 (1,0) 4 (1,0) 11(1,0) 0,781
Cat ephitelium 11 (0,8) 1(0,3) 10 (0,9) 0,475
Fungi 6 (0,4) 0 6 (0,6) 0,346
Serum IgE - n (%)
> 1 alérgeno 671 (46,4) 149 (38,7) 522 (49,2) 0,977
B. tropicalis 605 (41,9) 130 (33,8) 475 (44,8) 0,556
D. pteronyssinus 389 (26,9) 78 (20,3) 311 (29,3) 0,221
B. germanica 295 (20,4) 63 (16,4) 232 (21,9) 0,683
P. americana 200 (13,8) 40 (10,4) 160 (15,1) 0,423
Asthma symptoms - n (%) 326 (22,6) 84 (21,8) 242 (22.,8) 0,722
Helminth infection — n (%) 453 (31,3) 108 (28,1) 345 (32,5) 0,740




Table 2 — Frequency of allergens in dust of children’s bed using different cut-offs

ﬁlze;'lggeg Concentration (1 g/g) n (%)
Lower detection limit
Derp 1 0,39 949 (89,5)
Canf1 0,39 817 (77,1)
Feld 1 0,12 792 (74,7)
Blot5 0,39 623 (58,8)
Blag?2 0,15 255 (24,1)
* Low cut-off (1 g/g)
Derp1 2,0 249 (23,5)
Canf'1 2,0 138 (13,0)
Feld 1 1,0 131 (12,4)
Blot5 2,0 86 (8,1)
Blag?2 -—-- -—--
**Medium cut-off (L g/g)
Derp 1 5,0 84 (7,9)
Can f'1 5,0 70 (6,6)
Feld 1 4,0 44 (4,2)
Blot5 5,0 18 (1,3)
Blag?2 -—-- -—--
***High cut-off (U g/g)

Derp 1 10,0 35(3.3)
Can f'1 10,0 35(3.,3)
Blot5 10,0 4(0,4)
Feld 1 -—-- ----
Bla g 2 -——- -——-

*Sensitization; **Arbitrary cut-off, ***Asthma symptoms
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Table 3 — Ajusted odds ratio of association between allergen exposure with SPT and

Serum IgE presence in children

SPT >3mm Serum IgE = 0,35 kU/L
Allergens
categorized levels #Adjusted OR #Adjusted OR
1 g/g) Yes / no (IC 95%) Yes/no (IC 95%)

Derp1

<0,39 16/95 1.00 22/89 1.00

> 0,39a2,0 109/591 1.10 (0.62;1.95) 212/488 1.77

> 2.0 46/203 1.35(0.72;2.53) 77172 (1.07;2.92)
1.82
(1.05;3.14)

Blot5

<0,39 96/341 1.00 187/250 1.00

> 0,39a2,0 118/419 0.99 (0.73;1.36) 257/280 1.24

> 2.0 19/67 0.99 (0.56;1.76) 31/55 (0.96;1.61)
0.77
(0.47;1.26)

Blag?2

<0,15 173/632 1.00 171/634  1.00

>=(,15 60/195 1.15 (0.69;1.92) 61/194 1.14
(0.81;1.61)

# Multivariate regression adjusted for: sex, age, maternal education degree; frequent day-care
centers, number of rooms at home, helminth infection, parental asthma.



Table 4 — Odds ratio of association between allergen exposure with asthma in 1060

children
Asthma

Allergens
categorized levels No Yes *OR # Adjusted OR

(H g/g) (IC 95%) (IC 95%)
Derpl

<0,39 87 24 1.00 1.00

> 0,392a2,0 545 155 1.03 (0.63;1.67) 1.03 (0.62;1.70)

> 2.0 186 63 1.22 (0.71;2.09) 1.37 (0.79;2.39)
Blot5

<0,39 330 107 1.00 1.00

> 0,39a2,0 416 121 0.89 (0.66;1.20) 0.92 (0.68;1.26)

> 2.0 72 14 0.60 (0.32;1.10) 0.60 (0.32;1.13)
Canf1

<0,39 187 56 1.00 1.00

> 0,392a2,0 523 156 0.99 (0.70;1.41) 1.10 (0.76;1.57)

> 2.0 108 30 0.92 (0.56;1.53) 1.16 (0.69;1.97)
Feld 1

<0,12 208 60 1.00 1.00

> 0,12a1,0 497 164 1.14 (0.81;1.60) 1.12 (0.79;1.59)

> 1,0 113 18 0.55 (0.31;0.98) 0.59 (0.32;1.06)
Blag?2

<0,15 615 190 1.00 1.00

>=(),15 203 52 0.82 (0.58;1.17) 0.86 (0.60;1.23)

#Bivariate logistic regression; ##Multivariate logistic regression, adjusted for: sex, age, maternal
education degree, number of rooms at home, smoker at home and parental asthma.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

INSTITUTO DE SAUDE COLETIVA e FACULDADE DE MEDICINA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA

PROJETO: Fatores de risco para asma e doencas alérgicas, e perfil imunoldgico em criangas

na cidade de Salvador

Nome da crianga: REG:

Consentimento Informado

Pesquisadores da Universidade Federal da Bahia estdo realizando um estudo sobre ASMA E
ALERGIA na cidade de Salvador. O objetivo do estudo € saber a propor¢ao de criangas com
asma e alergia e estudar a causa dessas doencas. Seu(sua) filho(a) acima mencionado foi
selecionado para participar do estudo, porém para isto € necessario que o(a) Senhor(a), como
responsavel pela crianca acima, dé o seu consentimento para que as seguintes atividades

sejam realizadas:

2 Que o senhor(a) responda um questionario sobre asma e alergia na crianca.

3 Permita que se faga um exame na crianga para saber se ¢ alérgica. Nesse teste
(chamado teste cutdneo) pequenas inje¢des serdo dadas no brago da crianga e se procurara
ver se ela desenvolve uma vermelhidao no lugar da injecdo. Se a vermelhidao aparecer,
isso quer dizer que a crianga tem alergia. O teste dura em torno de 30 minutos e sera feito

por um médico qualificado.

4 Permita que se faca coleta de uma amostra de sangue da crianga que sera usado
também para saber se a crianga tem alergia a 4caros e barata, se tem anemia, ja teve
infeccdo por virus da hepatite A, Toxocara canis, Toxoplasma gondii, Ascaris

lumbricoides e para saber o seu estado imunoldgico (interleucinas I1-4, I1-5, 11-10 e IFN-
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gama).

5 Nos fornega duas amostras de fezes da crianga para exame parasitologico para saber se

a crianga tem vermes.

6 Permita que seja medida a altura e peso da crianga.

7  Permita que se faca coleta de poeira no leito onde a crianga dorme, para saber que tipo

de poeira existe na casa e se pode causar alergia.

8 Que o(a) Senhor(a) responda um questionario sobre caracteristicas do quarto e leito

onde a crianga dorme, a ser aplicado no momento da coleta de poeira do leito da crianga.

9 Permita que o soro que sera utilizado para realizar os exames deste estudo, caso nao
seja todo utilizado, possa ser guardado para ser utilizado no futuro na realizagdo de outros
exames que porventura sejam necessarios para maior esclarecimento sobre as doencas

estudadas.

Toda informag@o obtida através do questionario ou dos exames ¢ estritamente confidencial e o
seu nome ou do(a) seu(sua) filho(a) ndo aparecera em nenhuma parte do relatério ou

publicacao deste estudo.

Todos os resultados do exame serdo entregues. A amostra de sangue sera encaminhada para
um laboratorio e os exames sdo demorados, os resultados ndo sido liberados no mesmo dia. Se
a criancga tiver algum verme forneceremos a orientacdo e os medicamentos para o tratamento
gratuitamente. Se a crianga estiver desnutrida ou com peso acima do normal recebera
orientacdo sobre a dieta apropriada. Se a crianca tiver asma ou alergia, marcaremos um dia
para a crianga ser vista por médico no ambulatério no Hospital das Clinicas no Canela, e
vocés receberdo passe de Onibus para duas pessoas ida e volta. Caso necessario toda

orientacdo serd dada para que ela tenha acesso ao melhor tratamento possivel.
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Devemos enfatizar que a participagao na pesquisa € voluntaria e o Sr.(a)

pode retirar o seu filho a qualquer momento.

Qualquer problema contatar: Dr. Sérgio Souza da Cunha, Instituto de Satde Coletiva,
Universidade Federal da Bahia, Rua Padre Feijo 29/40. andar, Canela, telefone 245-0544,

email: cunhass@ufba.br .
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Declaro estar ciente do que se trata a pesquisa Fatores de risco para asma e doencas

alérgicas, e perfil imunoldgico em criancas na cidade de Salvador, confirmando os itens

abaixo.
Pergunta Resposta
Assinatura do Responsavel
Aceita responder o questionario? SIM — ()
NAO - ()
Aceita que a crianca faca o teste cutineo? SIM — ()
NAO —()
Aceita que seja coletada uma amostra de sangue da |SIM — ()
crianga para realizag¢do dos testes acima NAO - ()
especificados?
Aceita que seja coletada amostra de fezes da crianga? |SIM — ()
NAO - ()
Aceita que seja coletada poeira na casa? SIM - ()
NAO —()
Aceita que seja medido peso e altura? SIM — ()
NAO —()
Aceita que o soro possa ser guardado, sujeito ao seu | SIM — ()
consentimento para novos exames além do acima _
especificado? NAO - ()
Responsavel nao aceitou participar da pesquisa ()
Salvador, ...... de .o, de 2005

Assinatura do/a Pesquisador/a:




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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