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RESUMO




No Brasil, pacientes atdpicos com rinite alérgica e/ou asma bronquica apresentam
sensibilidade a aeroalérgenos, sobretudo acaros. Outras potenciais fontes de alérgenos
como a traga-de-livro ainda necessitam ser confirmadas como alergénicas e relacionadas a

doencas alérgicas respiratdrias.

O objetivo do estudo foi avaliar a sensibilidade imediata de pacientes atdpicos através do
teste cutaneo de puntura, a extrato padronizado em Unidades Bioldgicas de corpo inteiro da

traga-de-livro Lepisma saccharina.

A padronizacdo do extrato bruto de corpo inteiro de L. saccharina em Unidades Bioldgicas
(UB) foi realizada através da regressdo linear dos dados do teste de puntura obtidos em
pacientes atdpicos e voluntdrios sadios. O teste cutaneo foi realizado com extratos
comerciais de dcaros, epitélios de cdo e gato, baratas, poeira domiciliar e os extratos-testes
de L. saccharina nas concentracoes de 5.000, 10.000 e 25.000 PNU/mL.
Apoés a padronizagdo do extrato da traca, foram realizados novos testes de puntura em
novos voluntdrios para se avaliar a sensibilidade imediata ao extrato na concentragdo de

100 UB/mL.

Na fase de padronizacdo do extrato, participaram 32 atdpicos e 11 individuos sadios.
O tamanho da pdpula encontrado equivalente a histamina foi de 29.336 PNU/mL.
Na segunda fase, participaram 21 atopicos e 16 voluntdrios sadios. Houve ainda uma
significativa maior positividade aos extratos de D. pteronyssinus, B. tropicalis e
Tyrophagus putrescentiae e poeira intradomiciliar no grupo de atépicos que no grupo
controle. Encontramos sensibilidade ao extrato padronizado da traca L. saccharina

(100 UB/mL) de 14,3% no grupo de paciente atdpicos e 8,1% de prevaléncia global.

A sensibilidade ao extrato padronizado de L. saccharina em UB foi considerada leve nos

grupo de estudo.

Resumo
Xiv



ABSTRACT




In Brazil, allergic patients with allergic rhinitis and/or asthma present sensibility for several
aeroallergens mainly from house dust mites. Other potential sources of allergens like
silverfish remain to be investigated as really allergenic and firmly related to respiratory

allergic diseases.

The aim of this study was investigate by skin prick test the immediate sensitivity to a

biological unit-standardized extract of silverfish Lepisma saccharina in allergic patients.

The standardization of the crude extract of L. saccharina whole bodies by biological units
(BU) was performed with linear regression of skin prick test data from allergic patients and
healthy volunteers. Skin prick tests were performed using commercial extracts of mites,
cat and dog dander, cockroaches, house dust and the crude-extracts of L. saccharina
at 5.000, 10.000 and 25.000 PNU/mL. After standardization, the silverfish extract at

100 BU/mL was prick-tested to evaluate silverfish sensitivity in allergic patients.

Thirty-two allergic patients and 11 healthy volunteers were enrolled in silverfish extract
standardization test. The histamine equivalent papule area of silverfish extract was
calculated at the concentration of 29.336 PNU/mL. To investigate the sensitivity of
silverfish standardized extract another 21 allergic patients and 16 healthy volunteers were
studied. There were significant higher skin test positive results for D. pteronyssinus,
B. tropicalis, Tyrophagus putrescentiae and house dust extracts in allergic patients than
controls. The sensitivity of silverfish L. saccharina (100 BU/mL) standardized extract was

14.3% in allergic patients with 8.1% of general prevalence.

The sensibility to standardized extract of silverfish in BU was considerate light in allergic

patients.

Abstract
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1.1- Alergia respiratoria

As manifestacOes alérgicas sdo consideradas hoje comuns e afetam de
25 a 30% da populacdo em geral, e 10% das populacdes infantis, sendo a rinite alérgica
(RA), a asma bronquica (AB) e a dermatite atépica (DA), as entidades nosolégicas mais
caracteristicas de atopia. Acredita-se ainda que de 10% a 40% da populacdo mundial
apresente quadro compativel com RA, atingindo mais de 15% nas criancas e adolescentes
(BAUCHAU et al., 2005; GELFAND, 2004). A asma acometeria cerca de 3 a 7% da
populagdo brasileira em geral. E considerada a doenga cronica mais freqiiente do trato

respiratdrio inferior, mesmo sendo subdiagnosticada.

Embora a RA ocorra freqiientemente, afetando adultos e criangas, muitas vezes
permanece sem diagnodstico, podendo ser pelo paciente e/ou sem reconhecimento médico,
resultando em inadequado controle dos sintomas (BAUCHAU et al., 2005). Muitos desses
pacientes nunca consultaram um médico por seus problemas nasais, pois nao apresentam
sintomas graves suficientes para requererem atencdo médica (PERONI et al., 2004).
Os custos econdmicos e sociais incorridos por esta doenga sdo substanciais, contribuindo
para desvalorizar as atividades didrias, qualidade do sono e a produtividade do paciente

(BAUCHAU et al., 2005; GELFAND, 2004).

N

Como em outras desordens atOpicas semelhantes a asma, eczema e alergia
alimentar, a RA € parte de uma complexa doenga sistémica. Poucos minutos apds a
exposicdo ao alérgeno, mastdcitos sensibilizados liberam mediadores que resultam nos
sintomas da fase precoce, assim como o recrutamento de células inflamatérias adicionais,

causando sintomas da fase tardia e mantendo o processo da doenca (GELFAND, 2004).

Os mais freqiientes sintomas da RA sdo espirros, nariz bloqueado ou
escorrendo, coceira e/ou congestdo nasal, mesmo o paciente ndo apresentando gripe ou

tendo contato com o frio (PERONI et al., 2003; BOUSQUET et al., 2001).

Existe uma classificagdo para tipos de RA, de acordo com as condicdes e a
época do ano em que ocorrem os sintomas. Os tipos cldssicos sdo rinite alérgica sazonal

(RAS), também conhecida por “hay fever”, e rinite alérgica perene (RAP). A RAS foi

Introdugdo
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associada com sensibilizagdo a alérgenos externos, tais como pélens, fungos e geralmente
ocorre durante a estacdo polinica. A RAP foi associada com alérgenos comunente
encontrados na poeira domiciliar, como 4caros, fungos, baratas, epitélio de animais e pode

ocorrer nas diferentes estacdes do ano (BAUCHAU et al., 2005).

O grupo ARIA (Allergic Rhinitis and its Impacto in Asthma) juntamente com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem revisado a classificagdo para a RA, incluindo a
freqiiéncia e a duracdo dos sintomas. Rinite alérgica intermitente € definida com
apresentacdo de sintomas por menos de 4 dias/semana ou menos de 4 semanas
consecutivas, enquanto RA persistente foi determinada como os sintomas ocorrendo por

mais de 4 dias/semana e mais de 4 semanas consecutivas (BOUSQUET et al., 2001).

Estudos recentes investigaram a prevaléncia e os fatores de risco para a rinite,
espirros, congestdo nasal em uma populacdo de criancas pré-escolares e verificaram a
relacdo com asma, sintomas de sibilos e dermatite atopica. Encontraram que criangas que
apresentam congestdo nasal e espirros em um periodo de 12 meses comparados com
criancas sem sintomas tendem a um aumento significante de asma, duracio dos sibilos e
dermatite atdpica e também mostraram que criangas com sintomas de RA apresentaram
uma freqii€éncia maior de sensibilizacdo aos alérgenos testados em teste de puntura, quando

comparados a criancas que nao apresentam sintomas (PERONI et al., 2003).

Existe uma grande relacdo entre RA e asma alérgica. Os mecanismos pelos
quais a rinite alérgica pode ser um fator de risco para a asma tem sido revisado em estudos
recentes (BOUSQUET et al, 2003; KOH & KIM, 2003; TOGIAS, 2003;
FUHLBRIGGE et al.,, 2003; BOULAY et al., 2003; BRAUNSTAHL & HELLINGS,
2003). De fato, as duas condi¢Oes sdo manifestacdes de uma sindrome em duas regides do
trato respiratério, conduzindo a uma ‘“sindrome respiratéria alérgica cronica”.
Mais de 80% das pessoas com asma alérgica tém RA, esta sendo um fator de risco para o
desenvolvimento da asma. As duas condi¢des também compartilham uma comum
imunopatologia e patofisiologia, processo imunoldgico similar, com participagdo de
linfécitos Ty2, mastdcitos e eosindfilos (TOGIAS, 2003, BOUSQUET et al.,, 2001;
SIMONS, 1999; VIGNOLA et al., 1998).
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De acordo com o ‘III Consenso Brasileiro no Manejo da Asma’ (2002),
a AB foi responsédvel por mais de 350.000 internacdes em hospitais brasileiros somente no
ano de 1996, ocorrendo cerca de 2.000 6bitos ao ano, em decorréncias de complicacdes da

asma.

Na cidade de Sa@o Paulo, segundo dados obtidos através da aplicagdo do
questiondrio ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood),
a prevaléncia de asma, diagnosticada por médicos, em criancas de 6 a 7 anos foi de 6.1% e

de 13 a 14 anos de 10% (SOLE et al., 1999).

No entanto, a distribui¢do dos casos de doengas alérgicas nao € uniforme, uma
vez que em paises ndo industrializados ela € significativamente menor (ISAAC, 1998).
Esta diferenca também foi observada em populagdes de mesma etnia submetidas a distintas

condig¢des de vida urbana. (VON MUTIUS et al., 1994; KLEIN et al., 1992).

Existem evidéncias de que o estado alérgico € decorrente da interacao de fatores
genéticos e ambientais nos primeiros anos de vida (ARRUDA et al, 2005;
PERONI et al, 2003; HANSON et al, 1991). Para esclarecimento dos fatos, as pesquisas
foram direcionadas para fatores ambientais ndo especificos e mudangas ocorridas no estilo

de vida nos paises industrializados nas dltimas quatro décadas.

A maior parte dessas manifestacdes alérgicas € desencadeada pela poeira
domiciliares e componentes dessa, destacando-se os dcaros que responderiam por
80 a 90% dos alérgenos inaldveis (SPORIK & PLATTS-MILLS, 1992). Outros agentes
como insetos (sobretudo baratas), epitélios de animais como caes e gatos, além de fungos e
polens também sdo comumente responsabilizados pelo desencadeamento de sensibilidade
em individuos atdpicos. No entanto, outros insetos também encontrados em amostras de
poeira coletadas de domicilios como tracas e moscas domésticas ja demonstraram serem
potencialmente capazes de desencadear a sensibilizacdo de individuos susceptiveis

(BARLETTA et al., 2002; WITTEMANN et al., 1995).

As explicacdes imunoldgicas para a ‘Teoria da Higiene’ influenciaram as
estratégias para impedir ou reverter o processo das doencas alérgicas. Estudos sugerem que

mudancas nas infec¢cdes ambientais e nos padrdoes a exposicdo mibrobiana em criancas
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causadas pela urbanizacao, sdo fatores criticos para a crescente gravidade e prevaléncia de

desordens atépicas (MARTINEZ, 2001).

A atopia, maior fator de risco para desenvolvimento de asma
(PEAT et al, 1999), caracteriza-se pela produc¢do continua exuberante de anticorpos da
classe IgE especificos para antigenos comuns do meio ambiente e indcuos para pessoas

normais (ABBAS, 2003; ROITT, 1999).

Em poucos minutos apds o contato com o alérgeno, mastdcitos sensibilizados
por IgE sofrem degranulacio e liberam uma série de mediadores pré-formados e
mediadores lipidicos produzidos sob ativacio (GELFAND, 2004; ABBAS, 2003;
ROITT, 1999). Muitos desses mediadores conduzem aos sintomas caracteristicos da RA,
incluindo espirros, coceira e congestdo nasal. Na fase inicial da resposta, os mediadores
pré-formados liberados sdo leucotrienos, prostaglandinas, histamina e citocinas, sendo que
a histamina é o mais importante mediador da fase inicial, se ligando ao receptor

H; (Gelfand, 2004; ABBAS, 2003; TOGIAS, 2000; ROITT, 1999).

Na fase tardia da resposta da RA, a congestdo nasal é mais proeminente.
Como um resultado de citocinas ou da liberacdo de mediadores, a mucosa nasal comega a
ser infiltrada por células inflamatérias, como basoéfilos, neutrofilos, eosindfilos,
mastoécitos e células mononucleares (GELFAND, 2004; ABBAS, 2003). Estes mastécitos,
além de representar um importante papel na fase inicial, podem ser chave sustentdvel para a
fase cronica da doenga. Uma possibilidade seria que os mediadores lipidicos derivados de
mastdcitos e a histamina poderiam ser importantes no recrutamento de linfocitos Ty2 para

os Orgaos alvos.

1.2- Sensibilizacao imediata a aeroalérgenos de insetos

Estudos recentes reconhecem que insetos e materiais derivados de insetos
apresentam fatores de risco para a sensibilizacdo e subsequentes rinite alérgica e asma
bronquica (BARLETTA et al., 2002; WITTEMAN et al., 1995). Essa sensibilizacdo pode

ser decorrente de exposi¢do natural, domiciliar ou ocupacional.
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Pelo menos 12 diferentes ordens de insetos tém sido consideradas como
promotoras de alergia respiratéria em humanos (BALDO & PANZINI, 1988), ainda assim,
poucas informacdes sdo conhecidas quanto a distribuicdo e incidéncia de alergia a insetos,
o tipo de alergia encontrada e possivel reacdo-cruzada entre alérgenos de insetos e a
natureza desses alérgenos. Esses insetos representam por volta de 80% de todo o reino
animal, uma vez que mais de um milhdo de espécies sdo conhecidas e este nimero aumenta

dia a dia com o progresso da pesquisa entomoldgica (BARLETTA et al., 2005).

Tém sido relatado que soros com anticorpos da classe IgE que reagem com
insetos também  contém  anticorpos IgE que reagem com o  4caro
Dermatophagoides pteronyssinus. Uma possivel explicacdo é a co-sensibilizacao, visto que
a exposicao a insetos estd associada a dcaros da poeira domiciliar. Ou uma explicagdo
alternativa € a reacdo cruzada entre insetos e Dermatophagoides pteronyssinus, devido a
tropomiosina, por exemplo, proteina do corpo considerada como o maior alérgeno de

camardo e insetos (LEHRE et al., 2002; WITTEMAN et al., 1995; SANTOS et al., 1999).

Durante as ultimas décadas, alérgenos derivados de insetos foram investigados
a fim de se conhecer seu potente papel na inducio da resposta imune da imunoglobulina E
(IgE) (SANTOS et al., 1999; KANG et al., 1990; BALDO & PANZINI, 1988).
Nesses estudos, uma variedade de insetos foi identificada como possiveis causadores de
alergia, entre eles, mariposa, baratas, etc. Destes, a traca-de-livro (Silverfish),
um inseto da Ordem Thysanura, apresenta particular interesse (AALBERSE, 2000;
WITTEMAN et al.,, 1996; WITTEMAN et al.,, 1995; BALDO & PANZINI, 1988).
Ja foi demonstrado que em amostras de poeira domiciliar existe um elevado nimero de

tracas (WITTEMAN et al., 1996).

Em estudos anteriores, BARLETTA et al. (2002), prepararam e caracterizaram
o extrato de corpo inteiro de traca-de-livro L. saccharina e investigaram a reatividade da
IgE de seus componentes. Essa avaliacdo indicou que 21% dos soros dos pacientes
reconheceram um componente de peso molecular de 31-35 kDa, presente somente na
fracdo insoludvel (precipitado) do extrato, sugerindo que estas proteinas poderiam ser
tropomiosinas do corpo da traca, a qual poderia ser perdida na solucdo aquosa

(sobrenadante) do extrato.
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Tropomiosinas sdo proteinas que tem func¢io na contragao muscular em células
musculares e participam na regulacdo da morfologia e motilidade de células
nao-musculares em vertebrados (REESE et al., 1999). Em invertebrados, as tropomiosinas
tem sido reconhecidas como uma importante causa de respostas de anticorpos IgE.
O mais interessante, € que a tropomiosina também estd presente em alérgenos bem
conhecidos, como por exemplo, nos crustdceos, camardo, lagosta e caranguejo,
em moluscos, como ostras, € em dcaros da poeira domiciliar, mostrando alta reagdo-cruzada
entre ostras e artropodes, sendo considerada, entdo, um pan-alérgeno nos invertebrados
(KYOUNG et al., 2004; LEHRER et al., 2003; REESE et al., 1999). A tropomiosina
também tem sido identificada como o maior alérgeno de barata para Periplaneta americana
(Per a 7) entre pacientes com asma e/ou rinite alérgica. Estudos subseqiientes identificaram
uma idéntica homologia entre tropomiosina de alérgenos de baratas com outros
invertebrados, particularmente 4caros e camardo (80% e 82% de identidade,
respectivamente) (SANTOS et al. 1999). Mais recentemente, tropomiosina de
Blatella germanica foi identificada e a andlise seqiiencial revelou que a proteina apresenta

97% de identidade a tropomiosina de P. americana (JEONG et al., 2003).

A fim de se investigar esse importante aspecto, BARLETTA et al., (2005),
desenvolveram uma tropomiosina recombinante de traga L. saccharina (rLep s 1)
e perceberam uma homologia de 75% com tropomiosina recombinante de P. americana
(Per a 7), 89% de homologia com tropomiosina recombinante de D. pteronyssinus
(Der p 10) e 99% de homologia com tropomiosina natural de camardo, sugerindo
reacdo-cruzada de epitopos de IgE por tropomiosinas de diferentes origens. Muitos estudos
sobre ligacdo a epitopos de IgE fornecem forte evidéncia molecular para reagdo-cruzada
entre tropomiosinas de invertebrados, porém, ainda ndo esta claro se esta reagdo-cruzada
alergénica entre acaros, baratas e alimentos € clinicamente relevante (AYUSO et al., 2002).
Além disso, muitos estudos indicam que a exposicdo e sensibilizacdo a um particular
antigeno de alimento podem causar sensibilizacdo a certos aeroalérgenos e vice-versa
(VAN REE et al., 1996). Estudos realizados entre ortodoxos judeus, os quais sdo proibidos
de ingerir ostras, encontraram reatividade de anticorpo IgE ao camario, indicando que esta
reatividade parece ser devido a  reacdo-cruzada  pela  tropomiosina

(FERNANDEZ et al., 2003).
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Outros estudos também identificaram reacdo-cruzada de IgE de insetos e
parasitas, sugerindo ser por tropomiosina. ARRUDA (2005), recentemente determinou a
seqliéncia completa de tropomiosina de Ascaris lumbricoides e demonstrou que é uma
proteina de ligacdo de IgE e que apresenta grande identidade a tropomiosinas de dcaros,
baratas, camardo e outros parasitas como A. simplex e Onchocerca volvulus (69-98%).
Estes estudos sugerem que infeccdes por helmintos podem ter um papel preditivo no
desenvolvimento de alergia e asma, entretanto, ainda ndo se estabeleceu certamente a
relacdo causal entre infec¢do por helminto e alergia. Alternativamente acredita-se que a
predisposicdo alérgica pode proteger o individuo contra infeccdo por helmintos

(ARRUDA & SANTOS, 2005).

Muitos debates incluindo idade da primeira infeccdo parasitaria,
tipo de parasita, condi¢des sOcio-econdOmicas, estilo de vida e exposicdo a alérgenos
ambientais, podem representar um papel importante na relacio entre infec¢des parasitarias

e o desenvolvimento de doencas alérgicas (ARRUDA, 2005).

Apesar desses conhecimentos, alérgenos da traca ndo estdo caracterizados e
purificados e ndo existe um extrato de traca comercial para diagndstico de doencas

alérgicas (BARLETTA et al., 2002).

1.3- Caracteristicas da traca-de-livro Lepisma saccharina

A traca-de-livro Lepisma saccharina (Silverfish) é um inseto que pertence ao
Filo Artropoda, Classe Insecta, Ordem Thysanura, da Familia Lepismatidae. Estes insetos
estdo entre os insetos mais comuns que vivem em casas e prédios, sendo considerados

pestes urbanas [Figura 1].
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Figura 1- Exemplar de traga Lepisma saccharina.

As tragas apresentam o corpo plano e alongado, de 3 a 12 mm de comprimento
quando adultos. Apresentam antenas longas e finas na cabeca e possuem trés longos
apéndices semelhantes a caudas. Apresentam ainda um brilho metdlico que se deve as
escamas prateadas que surgem ap0s a 3° muda do exoesqueleto. Em geral, as tracas evitam
a luz, preferindo lugares escuros e tranqiiilos. Escondem-se durante o dia e quando os
objetos onde estdo escondidos sdo removidos, correm e procuram um novo esconderijo.
Movimentam-se rapidamente e param por pequenos intervalos, movendo-se novamente.

Preferem uma elevada temperatura ambiente e alta umidade relativa do ar.

Alimentam-se de uma grande variedade de alimentos, incluindo substincias
presentes em papel de parede, livros, papéis, roupas, amido, farinha de trigo,
cereal e insetos mortos. Usualmente sdo encontrados em frestas de banheira, pia e lavatdrio
(RANDALL, 1998; VAIL et al., 1997; ROBINSON, 1996). Acredita-se que possam viver

sem alimentacao por alguns meses.
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Devido a sua natureza noturna, sua reprodugdo sé foi estudada recentemente.
O macho e a fémea correm excitadamente durante todo o processo, que consiste na
deposicdo de um espermatéforo no chiao e logo em seguida a fémea recolhe a capsula

fertilizante (RANDALL, 1998; VAIL et al., 1997; ROBINSON, 1996).

Os ovos sao postos em estreitas fendas e objetos. Apresentam forma eliptica por
volta de Imm de comprimento. Na postula, os ovos sdo brancos e moles, tornando-se
amarelos e eventualmente marrons apos algumas horas. A fémea da traca pode postar mais
de 100 ovos durante sua vida. Os ovos sdo postos unicamente ou em pequenos grupos,
e sdo chocados em temperaturas que variam de 22 °C a 32 °C. A esta temperatura, o periodo
médio de incubacdo é de 43 dias (RANDALL, 1998; VAIL et al., 1997; ROBINSON,
1996).

Quanto ao seu desenvolvimento, a primeira muda da ninfa ocorre entre
7 a 10 dias apds o nascimento, e cada subseqiiente estigio entre as mudas ocorre entre
2 a 3 semanas de desenvolvimento. As ninfas sofrem 6 ou 7 mudas e ganham maturidade

no 3° més de vida.

Dependendo de sua condi¢do de vida, as tracas demoram de 4 meses a 3 anos
para atingirem o estidgio adulto. A temperatura ambiente, atingem o seu pleno
desenvolvimento apds 1 ano de vida. Sdo de vida longa, podendo viver de 2 a 8 anos e sao
capazes de se reproduzirem apds 3,5 anos de vida em temperatura ideal de 22 °C.
Uma traca que vive todo esse periodo pode sofrer aproximadamente 8 mudas, apesar de isto
poder acontecer até 4 vezes ao ano, J4 que crescem continuamente

(RANDALL, 1998; VAIL et al., 1997; ROBINSON, 1996).

Espécies conhecidas sao Lepisma saccharina (Silverfish),
Ctenolepisma  longicuadata  (Gray  Silverfish), Ctenolepisma  quadriseriata

(Four-Lined Silverfish) e Thermobia domestica (Firebrat).

Particular interesse se deve a esses insetos, em especial L. saccharina, devido a
sua grande prevaléncia em amostras de poeira domiciliar, ocorrendo em cerca de 80% das

amostras de poeira domiciliares pesquisadas na Holanda (WITTEMAN et al., 1995).
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1.4- Diagnostico de sensibilidade imediata

Quanto ao diagnostico de atopia e sensibilizacdo a aeroalérgenos, essa pode ser
confirmada através de testes de sensibilidade imediata e que sdo realizados,
sobretudo através de testes cutaneos de puntura ("skin prick test"), pois sdo considerados
mais sensiveis e menos dispendiosos que os testes in vitro de dosagem de anticorpos
especificos da classe IgE e que sdo geralmente dosados através de teste imunofluorimétrico

(‘FAST’ ou mais popularmente conhecido ‘RAST’).

Os testes cutdaneos sdo realizados com extratos bioldgicos de 4caros, pdlens,
fungos, epitélios de animais, etc. A maioria desses extratos, no entanto, ainda ndo se
encontra devidamente padronizada em unidades bioldgicas (U.B.) ou mesmo alergénicas
(U.A.) que sdo os dois modelos de padronizacdo de extratos atualmente mundialmente
aceitos. Optamos por utilizar a U.B. por ser essa unidade, empregada na maioria dos paises
(incluindo o Brasil) e por empregar o teste cutaneo de puntura e o cloridrato de histamina

na sua padronizacao.

Além disso, deve-se salientar que parte desses agentes alergénicos - como a
traca, sdo de dificil criagdo em escala industrial ou mesmo experimental, havendo poucos

estudos sobre seu potencial alergénico, inclusive no Brasil.

Soma-se a isso a inexisténcia de testes in vitro (RAST) para esses mesmos
agentes, o que impossibilita o diagndstico preciso em pacientes atopicos sensiveis a seus

alérgenos.

Além da utilizacdo em testes de diagndstico, os diferentes extratos - sobretudo
de dcaros da poeira domiciliar, t€m sido utilizados através de imunoterapia especifica no
tratamento dessensibilizante de pacientes alérgicos sensiveis. Os extratos especificos
demonstrariam diferenca significativa na melhora dos sintomas alérgicos e na diminui¢ao
de niveis séricos de anticorpos IgE quando comparados com extratos 'crude' de poeira
domiciliar e que poderiam conter conjungados num mesmo extrato, alérgenos de diferentes

fontes também presentes na poeira como pdlens, fungos, mamiferos, roedores, insetos, etc.
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A padroniza¢do de um modelo biolégico dos extratos alergénicos tem como
objetivo estabelecer uma unidade indicativa de uma similar atividade alergénica para todas
as espécies. Entretanto, a sensibilidade individual em pacientes com alergia clinica para o

alérgeno em questao difere consideravelmente (DREBORG et al., 1987).

A substancia de referéncia para a padronizacao de extratos € o cloridrato de
histamina, a qual deveria ser usada em paralelo com os alérgenos nos testes de puntura a
fim de se ajustar as diferencas na técnica do teste de puntura, para se comparar 0s
resultados entre os investigadores ou ser usada para analisar a mudanca da sensibilidade

dos pacientes em diferentes tempos pelo mesmo investigador (DREBORG et al., 1987).
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2.1- Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo avaliar a alergenicidade de pacientes atopicos com
alergia respiratdria a extrato bruto de corpo inteiro da traga-de-livro Lepisma saccharina e
tentar a sua padronizacdo em Unidades Bioldgicas, utilizando a reacdo cutanea ao

cloridrato de histamina e soro fisiol6gico, como referéncias.

2.2- Objetivos Especificos

v" desenvolver um processo de extragdo de proteinas de extrato da traga-de-livro L.

saccharina de qualidade satisfatdria;
v’ padronizar o extrato de traga-de-livro L. saccharina em Unidades Bioldgicas (UB);

v avaliar a alergenicidade de pacientes atépicos ao extrato bruto de corpo inteiro de traga-

de-livro L. saccharina padronizado em U.B.
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3.1- Desenho do Estudo

Caracteriza-se por ser um estudo aberto, ndo-randomizado, com um unico
extrato-teste o qual foi testado em um dois periodos. O projeto foi avaliado e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

3.2- Populacao de estudo

Dois grupos de sujeitos foram incluidos na primeira fase do estudo, a qual
objetivou a padronizagdo do extrato bruto de corpo inteiro de tragca-de-livro
Lepisma saccharina. Para isso, 32 pacientes apresentando sensibilidade alérgica
(grupo de estudo) e 11 voluntérios sadios sem histdria de atopia (grupo controle), de ambos
os sexos e com idade igual ou superior a 02 anos, sem restricoes de raca. Os voluntarios
foram recrutados entre aqueles que se apresentaram ao Ambulatério de Alergia e
Imunologia Clinica do Departamento de Pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas — UNICAMP, nao havendo, portanto, randomizacao para a escolha

dos mesmos (Tabela 1).

Novos voluntdrios foram recrutados para a segunda fase do estudo,
que consistiu da avaliacdo imediata ao extrato de traca-de-livro L. saccharina padronizado
em UB através do teste de puntura. Para isso foram recrutados voluntdrios que se
apresentaram junto ao Ambulatério de Alergia do Hospital da Universidade Sao Francisco

em Braganca Paulista - USF.

Consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os pacientes (Anexo 1).
No caso de menores de 21 anos, o responsdvel legal pelo voluntirio autorizou a sua

inclusdo no estudo e assinou o Termo de Consentimento conjuntamente.

Tabela 1- Critério de inclusdo dos pacientes no estudo

Critério de Inclusao dos pacientes

1- Histérico de rinite e/ou asma bronquica.
2- Didmetro médio > 3 mm usando histamina HCL 10 mg/mL.
3- Mais de 2 anos de idade.

4- Nao tratamento com anti-alérgicos por 14 dias antecedentes ao teste.

Casuistica

32



Casuistica

33



4- MATERIAL E METODOS

33



4.1- Estudo com o Teste de Puntura

Os testes de puntura sdo procedimentos bem estabelecidos na literatura médica
especializada e foram realizados de acordo com as normas do Sub-Comité de Testes
Cutaneos da Academia Européia de Alergia e Imunologia Clinica - EAACI (DREBORG,
1989). Apds anti-sepsia com solugdo alcodlica a 70%, colocou-se na face volar de cada
antebraco dos voluntdrios uma gota (volume médio estimado de 50 pL) de cada extrato a
ser testado, eqiiidistante trés centimetros entre si. Com o auxilio de puntores de pléstico
descartiveis (Alko®, Rio de Janeiro), posicionada a um angulo de 90 graus, fez-se uma
escarificagdo (‘arranhdo’) sob a gota do extrato na epiderme, por aproximadamente cinco
segundos. Um minuto apds a introdugdo do extrato na pele, o liquido excedente foi retirado
com papel absorvente. O tempo total de leitura do teste foi de 15 minutos apds a aplicagao
dos extratos, medindo-se os didmetros das papulas com régua especifica. Os testes foram
realizados pelo mesmo profissional qualificado e foram considerados positivos somente em
pacientes que apresentaram sensibilidade ao alérgeno, formando uma p4pula maior ou igual

a 3,0 mm de didmetro (DREBORG, 1989).

Cada um dos extratos foi aplicado uma tnica vez, excetuando-se os extratos da
traca, testados em duplicata. Calculou-se entdo a média aritmética entre as medidas do
maior didmetro e seu respectivo ortogonal para a interpretacido dos resultados. A partir da
média aritmética dos didmetros, calculou-se a drea estimada da péapula, sendo essa medida

utilizada nos célculos estatisticos (DREBORG, 1989).

O teste de puntura consistiu da exposicdo dos voluntdrios a extratos
padronizados em Unidades Biol6gicas (UB/mL) ou Unidades Protéicas Nitrogenadas
(PNU/mL) e disponiveis no mercado (IPI-ASAC® do Brasil S/A). Todos os extratos
permaneceram estocados a uma temperatura a 4°C e mantidos a temperatura ambiente

quando da realizacdo dos testes.
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4.2- Extratos
Todos os pacientes foram testados para os seguintes extratos comerciais:

Acaros: Dermatophagoides pteronyssinus e Blomia tropicalis (UBE/mL) e

Tyrophagus putrescenciae (PNU/mL);

Epitélios: cio (Canis familiaris) e gato (Felis catus) (PNU/mL);

Baratas: Blatella germanica e Periplaneta americana (PNU/mL);

Poeira domiciliar (PNU/mL);

Extratos-testes: traca-de-livro (Lepisma saccharina) a 5.000, 10.000 e 25.000 PNU/mL.

Portanto, apenas os extratos dos dcaros D. pteronyssinus e B. tropicalis estavam

padronizados em UBE/mL.

Para ‘controle positivo’ utilizou-se cloridrato de histamina (10 mg/mL) e como
‘controle negativo’ foi utilizado soro fisiolégico 0,9%, fenicado a 0,4%.

Todos os resultados foram documentados no prontudrio de cada paciente.

Para a realizagcdo do teste foi necessario que cada voluntdrio ndo estivesse em
uso de anti-histaminicos ou outros medicamentos capazes de modificar a resposta ao teste
(antidepressivos triciclicos, corticéides sistémicos, etc) nos 14 dias que antecederam o

procedimento.

4.3- Preparacao do extrato de Lepisma saccharina

Para a preparacdo do extrato bruto, cerca de 50 exemplares de tracas-de-livros
(L. saccharina) foram coletadas, uma a uma, em diferentes casas da cidade de
Campinas/SP, Brasil. Os insetos foram congelados e estocados a —80°C até o preparo do

extrato bruto, preparado de acordo com técnica previamente descrita para preparo de
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extratos alergénicos (OLIVEIRA LIMA, 1992). Brevemente, as tragas foram maceradas e
desengorduradas exaustivamente utilizando-se acetona. Foram entao restituidas em solugdo
de Coca, esta sendo utilizada também como solucdo extratora (solu¢do aquosa com
NaCl 0,5%, NaHCO3 0,275% e fenol 0,4%) e centrifugadas a 3.000 rpm por 15 min.
O sobrenadante foi entdo passado através de filtro de 45 um de porosidade e mantido a

4°C até a sua utilizacao.

Para o célculo da concentracdo em PNU/mL, foi realizada primeiramente a
dosagem de proteinas totais em triplicata, utilizando-se o método de Bradford em
espectrofotometro (Beckman DU® Series 500) comparando-se a dosagem encontrada,
com amostra de albumina bovina em concentragdo padronizada (BRADFORD, 1976).
Ap6s o célculo em pg/mL, estimou-se a concentracio em PNU/mL utilizando-se a
estimativa de 62ng de proteina para cada unidade em PNU (Dirksen et al.,1985).
O extrato bruto foi entdo adequado a 25.000 PNU/mL (solugdo-mae) através de dilui¢do em
glicerina, sendo diluidos em 10.000 e 5.000 PNU/mL pela diluicio em proporcoes

adequadas de solu¢do de Coca.

4.4- Padronizacao do Extrato de Traca em Unidades Biologicas (UB)

O calculo da concentragdo em PNU/mL equivalente aquela do cloridrato de
histamina foi entdo realizado utilizando-se de método estatistico adequado (ver item 4.5)
e a concentracdo obtida foi considerada o equivalente a 1.000 UB/mL

(DREBORG et al., 1987).

4.5- Analise Estatistica

Para a andlise descritiva dos dados foram realizados cdlculos de médias, desvios
padrao e erro padrdo. Para se verificar associagdo entre os grupos ou comparar propor¢oes,
foi utilizado o teste de Qui-Quadrado ou Teste Exato de Fisher, quando necessario. Para se
obter a comparagdo de medidas continuas ou ordendveis entre os dois grupos, foi utilizada
o teste de Mann-Whitney. Para a avaliacdo dos didmetros das pdpulas nas diferentes
concentracdes do extrato de traca foi utilizados o Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

(ANOVA) e o Teste de Comparacao Multipla de Dunn.
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Na padronizacdo do extrato da traga-de-livro L. saccharina foi utilizado a

andlise de regressao linear e da equagao:

log (P) = a + b¥log (PNU)

Onde, P= drea da papula formada; PNU/mL: concentragdo do extrato em Unidades

Protéicas Nitrogenadas/mL.

Os dados foram analisados pelo Departamento de Estatistica da FCM da
UNICAMP, utilizando o programa SAS® (Statistical Analysis System), sistema operacional
baseado no programa Windows® (Microsoft®), versio 8.2. O nivel descritivo adotado para

os testes estatisticos foi de 5%.

4.6- Avaliacio da Sensibilidade Imediata ao Extrato de Traca Padronizado em

Unidades Bioldgicas

A avaliagdo da sensibilidade imediata ao extrato da traga de livro L. saccharina
foi realizada em novos voluntarios sadios e pacientes atopicos, através de teste de puntura

e de acordo com os procedimentos ja descritos anteriormente.

Utilizou-se o extrato de tragca em concentracio em PNU/mL equivalente a

100 UB (DREBORD et al., 1987).

Para a realizacdo dessa avaliacio, novos voluntérios foram selecionados a partir
do atendimento no ambulatério de alergia do Hospital da Universidade Sdo Francisco em

Bragancga Paulista — USF ou disponibilidade no caso de voluntarios sadios.

4.7- Locais de Desenvolvimento do Projeto

Na primeira fase do estudo, os testes de puntura foram realizados no
ambulatério de Alergia e Imunologia Clinica do Departamento de Pediatria do Hospital das

Clinicas da UNICAMP.
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O extrato de traga-de-livro L. saccharina foi preparado no Laboratério e
Biologia Molecular e Imunologia do Centro de Investigacdo em Pediatria (CIPED) da

Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM), UNICAMP.

O estudo da sensibilidade imediata ao extrato padronizado de L. saccharina
através do teste de puntura foi realizado no ambulatério de Alergia do Hospital da

Universidade Sao Francisco (USF) em Braganca Paulista.
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5- RESULTADOS
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Um total de 80 voluntarios foi incluido no estudo, sendo que 43 participaram da
padronizacdo do extrato da traga-de-livro e 37 participaram da avaliacdo da sensibilidade

imediata ao extrato padronizado em U.B. através do teste de puntura.

5.1- Padronizacao do Extrato de Traca L. saccharina em Unidades Biolégicas
5.1.1- Comparacgdo dos grupos em relacao ao sexo e a idade

Foram inclusos neste estudo 43 individuos, onde 32 (74,4%) se enquadraram no
grupo de pacientes com atopia, chamado como grupo estudo (GE). Desse total,
15 pacientes (46,9%) eram do sexo feminino, enquanto 17 pacientes (53,1%) eram do sexo
masculino. A idade desse grupo variou de 2 a 46 anos (16,8 = 11, 5). O grupo de individuos
sem histérico de atopia, chamado como grupo controle (GC) foi formado por
11 voluntarios (25,6% do total), sendo 8 do sexo feminino (72,7%) e 3 do sexo masculino
(27,3%). A idade desse grupo variou de 7 a 44 anos (23,5 = 12, 3). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa quando se comparou a idade e o sexo dos pacientes em

relagdo aos grupos investigados [Graficos 1 e 2].
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Griafico 1- Gréafico em barras construido a partir de dados da distribui¢do do sexo dos
pacientes quando se comparou os grupos controle (GC) e o grupo de estudo

(GE) (p=0,1381, Teste de Qui-quadrado).
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Distribuicao por Idade
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Grifico 2- Gréfico em barras construido a partir de dados da distribui¢ao da idade dos
pacientes quando se comparou os grupos controle (GC) e o grupo de estudo

(GE) (p=0,1396, Teste de Mann-Whitney).

5.1.2- Comparacao dos grupos em relag@o as patologias atdpicas e alérgenos testados

Todos os pacientes inclusos no GE (n=32, 100%) apresentaram rinite alérgica
(RA) como sintoma de alergia, estando associada a quadro sugestivo de asma bronquica
(AB) em 14 pacientes (43,8%). Um paciente apresentava histéria de RA e AB associadas a
conjuntivite alérgica (CA), um outro paciente apresentou RA associada a CA, e em um
terceiro paciente, a RA esteve associada a presenca de faringite alérgica (FA)

(n=1, 3,1% cada).

Embora sem histéria de atopia, uma voluntdria sadia do GC apresentou
positividade a vdrios extratos testados (D. pteronyssinus, T. putrescentiae, B. germanica e
P. americana), sendo assim excluida da andlise geral e estatistica. Essa voluntéria trabalha
em laboratério de biologia em culturas de dcaros domiciliares, o que sugere sensibiliza¢do

profissional.
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Houve uma diferenca estatisticamente significativa quando se estudou a
sensibilidade imediata ao extrato de dcaro D. pteronyssinus, verificando um maior grau de
positividade no GE se comparado ao GC (p<0,0001). O mesmo ocorreu quando se avaliou
a sensibilidade aos extratos dos dcaros B. tropicalis e T. putrescentiae, bem como para o

extrato de poeira intradomiciliar [Tabela 2; Grafico 3].

Também verificamos diferenca estatisticamente significativa ao se comparar a
positividade ao extrato de barata Periplaneta americana e os grupos controle e estudo

(p<0,02; Teste Exato de Fisher).

Tabela 2- Porcentagem de Sensibilidade dos pacientes do GE em relagdo aos extratos

testados.

N (%) de Sensibilidade no Teste Imediato de Puntura

Extrato GC GE Valor de p *

D. pteronyssinus 0(0,0) 30 (93,8) <0,0001
B. tropicalis 2 (18,2) 28 (87,5) 0,0002
T. putrescentiae 0(0,0) 23 (71,9) <0,0001
Poeira domiciliar 0(0,0) 28 (87,5) <0,0001
B. germanica 19,1 14 (43,8) 0,0679
P. americana 0 (0,0) 13 (40,6) 0,0182
Epitélio cao 0 (0,0) 309.4) 1,00

Epitélio gato 0(0,0) 6 (18,8) 0,3076

GE= grupo de estudo; GC= grupo controle; Teste Exato de Fisher.
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Griafico 3- O gréfico de barras representa a comparacdo da porcentagem de positividade
dos alérgenos testados com os grupos investigados. GE= grupo de estudo;
GC= grupo controle; (* p<0,02; ** p=0,0002; *** p<0,0001; Teste Exato de
Fisher).

5.1.3- Comparacao dos grupos em relagdo ao extrato bruto de traca L. saccharina

A fim de se obter a padronizacdo do extrato de traca-de-livro L. saccharina,
utilizamos trés dilui¢cdes diferentes ja anteriormente descritas: 5.000, 10.000 e
25.000 PNU/mL. A avaliacdo da positividade ao extrato de traca de livro nas diferentes
concentracdes no GE demonstrou positividade em 5 individuos (15,6%) na concentracio de
5.000 PNU/mL e em 12 voluntérios (37,5%) tanto na concentracdo de 10.000 como na de
25.000 PNU/mL. Quanto ao GC, observou-se positividade em 3 voluntdrios apenas na
concentragdo de 25.000 PNU/mL. Nao houve positividade nas outras concentragdes, nesse
grupo [Grafico 4; Tabela 3]. Houve, no entanto uma diferenga significativa entre os

grupos (p=0,04), apenas na concentracdo de 10.000 PNU/mL.
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Distribuicdo de Testes Positivos para
Extratos de Traca Lepisma saccharina
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Grafico 4- O grafico em barras representa a prevaléncia de positividade (%) no teste de
puntura para as trés diluicdes testadas do extrato de traca L. saccharina em

comparacao aos grupos estudo e controle (p<0,05; Teste Exato de Fisher).

Tabela 3- Positividade (%) das diluicdes do extrato de traga-de-livro L. saccharina e os

grupos estudo e controle

N (%) de pacientes com teste de puntura positivo ao extrato de L. saccharina

Diluicao (PNU/mL) GE GC Valor de p
5.000 5(15,6) 0 (0,0) 0,3149
10.000 12 (37.,5) 0 (0,0) 0,04
25.000 12 (37,5) 3 (30,0) 1,00

GE = Grupo de Estudo; GC = Grupo Controle; p<0,05; Teste Exato de Fisher.

Pudemos observar um aumento progressivo do tamanho da drea da pdpula em
relacdo as concentragdes de 5.000, 10.000 e 25.000 PNU/mL, sendo significativo quando
comparados o tamanho com 5.000 e 10.000 PNU/mL e 5.000 e 25.000 PNU/mL no grupo
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de estudo. Porém, quando comparamos as concentracdes de 10.000 e 25.000 PNU/mL,

ndo observamos diferenga estatisticamente significativa [Gréafico 5].

Area da Papula no Teste de
Puntura de Pacientes Atopicos
com Extrato de Traca
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p=0,0030 (Kruskal-Wallis)
Grifico 5- Area média da papula (mm?) formada em reacdio as concentracdes de 5.000,
10.000 e 25.000 PNU/mL no grupo de estudo (GE). Teste de Kruskal-Wallis e
Teste de Comparagdo Multipla de Dunn.

5.1.4- Avaliacdo da sensibilidade ao extrato bruto da traga-de-livro (L. saccharina)

em relacdo aos diferentes alérgenos testados

Dezesseis pacientes apresentaram resultado de prick-test  positivo,
quando comparamos a alergenicidade aos extratos de traca L. saccharina (padronizado em
PNU/mL) e de 4caro Blomia tropicalis, resultando em uma diferenca estatisticamente
significativa (38,1%, p = 0,0415; Teste Qui-quadrado). O mesmo ocorreu ao se comparar a
positividade entre os extratos de L. saccharina e do dacaro 7. putrescentiae onde
13 pacientes apresentaram sensibilidade aos dois extratos (30,9%, p = 0,0490;
Teste Qui-quadrado) e da barata B. germanica, onde 11 pacientes apresentaram

sensibilidade aos dois extratos (26,2%, p = 0,0029; Teste Qui-quadrado).
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5.1.5- Padronizagdo do extrato bruto de traca L. saccharina em Unidades Bioldgicas

Para a padronizagdo do extrato de L. saccharina em UB, observou-se que o
tamanho da pdpula durante o teste com os extratos de traga e correspondente, ou melhor,
equivalente aquela do cloridrato de histamina foi de 29.336 PNU/mL, resultado esse

representando 1.000 UB/mL.

Curva Média de Correlacdao de Valores de
Teste de Puntura a Extrato de Traca-de-Livro
em Diferentes Concentracoes

20

10

Area da papula (média em mm?)

0 5000 10000 15000 20000 25000
Concentracao (PNU/mL)
Grafico 6- Curva média de correlacio de valores de teste de puntura a extrato de

traca-de-livro em diferentes concentragdes.

5.2- Avaliacdo da Sensibilidade Imediata ao Extrato Padronizado de Traca

L. saccharina através de Teste de Puntura
5.2.1- Comparagao dos grupos em relacdo ao sexo e a idade

Foram inclusos nessa etapa do estudo 37 individuos, onde 21 (56,8%) se
enquadraram no grupo de pacientes com atopia, chamado como TRACA grupo estudo
(TGE). Do TGE, 14 pacientes (66,7%) eram do sexo feminino, enquanto 7 pacientes
(33,3%) eram do sexo masculino. A idade desse grupo variou de 6 a 46 anos (22,1 + 10, 8).
O grupo de individuos sem histérico de atopia, chamado como TRACA grupo controle
(TGC) foi formado por 16 voluntirios (25,6% do total), sendo 10 do sexo feminino

(62,5%) e 6 do sexo masculino (37,5%). A idade desse grupo variou de 6 a 41 anos

Resultados

46



(28,3 £ 9,2). Nao houve diferenca estatisticamente significativa quando se comparou a

1dade e o sexo dos pacientes em relacdo aos grupos investigados.

5.2.2- Comparagao dos grupos em relacdo as patologias atépicas e alérgenos testados

Quanto aos pacientes inclusos no TGE (n=21, 100%), 20 (95,2%) apresentavam
quadro de rinite alérgica (RA) como sintoma de alergia, estando associada a quadro
sugestivo de asma bronquica (AB) em 4 (19,0%). Um paciente (4,8%) apresentava histdria
de RA associada a quadro de estréfulo, um outro paciente apresentou RA associada a
dermatite atdpica, e em um terceiro paciente, a RA esteve associada a presenca de dermatite
de contato (n=1, 4,8% cada). Um tunico paciente sem rinite alérgica apresentava quadro
cutaneo de estr6fulo. Nenhum voluntdrio do TGC referiu doenca clinica diagnosticada ou

em tratamento.

Houve uma diferenca estatisticamente significativa quando se estudou a
sensibilidade imediata ao extrato de dcaro D. pteronyssinus, verificando um maior grau de
positividade no TGE se comparado ao TGC (p<0,0001). O mesmo ocorreu quando se
avaliou a sensibilidade aos extratos dos &caros B. tropicalis (p=0,0023) e de poeira

intradomiciliar (p=0,0002) [Tabela 4; Grafico 7].

A avaliagdo da sensibilidade ao extrato padronizado da traca L. saccharina
(100 UB/mL) demonstrou sensibilidade de 14,3% no grupo de pacientes atopicos € 8,1% de

prevaléncia global em ambos os grupos pesquisados.

5.2.3- Comparacgao dos alérgenos testados

A comparacdo entre os grupos dos resultados do teste de puntura do extrato de
traca padronizada em 100 UB (2.933,6 PNU/mL) com outros extratos testados

ndo demonstrou nenhuma associacdo estatisticamente significativa, ao contrdrio daquela

observada quando do uso das diferentes concentracoes (antes da padronizagao do extrato de

traca em UB).
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Tabela 4- Porcentagem de Sensibilidade dos pacientes do TGC e TGE em relagdo aos

extratos testados.

N (%) de Sensibilidade no Teste Imediato de Puntura

Extrato TGC TGE Valor de p
D. pteronyssinus 2 (12,5) 15 (88,2) <0,0001
B. tropicalis 3 (18,8) 11 (73,3) 0,0023
T. putrescentiae 2 (12,5) 6 (40,0) NS
Poeira domiciliar 1(6,3) 11 (73,3) 0,0002
B. germanica 2 (12,5) 4 (26,7) NS
P. americana 2(12,5) 3(20,0) NS
Epitélio cao 0 (0,0) 1(6,7) NS
Epitélio gato 0(0,0) 2 (13,3) NS
Traca L. saccharina 100 B/mL 0(0,0) 3(14,3) NS

TGE= grupo de estudo para teste com extrato padronizado de traca; GC= grupo controle para teste com

extrato padronizado de traca; NS= ndo significativos; *Teste de Fisher, p<0,0001.
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Grafico 7- O grafico de barras representa a comparagdo da porcentagem de positividade
dos alérgenos testados com os grupos investigados. GE= grupo de estudo;
GC= grupo controle; (*Teste Exato de Fisher: p<0,003; ***Teste Exato de
Fisher: p<0,0003).
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6- DISCUSSAO
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Neste estudo, nos avaliamos a sensibilidade imediata ao extrato bruto de
traga-de-livro Lepisma saccharina por sensibilizacdo ao teste de puntura (prick test) e a
padronizacdo desse extrato em Unidades Bioldgicas em comparagdo aos niveis de

histamina encontrado nos pacientes.

Resultados da literatura sugerem que individuos que apresentam sensibilidade
imediata a extratos de insetos (aproximadamente 30%) também apresentam sensibilidade a
extratos de 4caros da poeira domiciliar (WITTEMAN et al., 1995). Por técnica de inibi¢ao
por RAST, os autores encontraram reagdo-cruzada entre silverfish (L. saccharina),
barata (B. germanica) e é4caros. BALDO & PANZINI (1988), selecionaram pacientes
australianos com histdrico de alergia respiratdria e resultado de prick test positivo a pelo
menos um dos extratos de insetos testados, encontrando apenas 6 (14,6%) pacientes com
reacdo negativa ao extrato de d4caro Dermatophagoides farinae. Ao encontrar 0s
componentes que reagem com IgE e que apresentam o mesmo peso molecular,
sugeriram uma possivel reagdo-cruzada entre diferentes espécies de insetos. Esta alergia

pode se estender além dos insetos a artropodes em geral, aracnideos e até crustaceos.

Nos nossos pacientes, essa comparacao de sensibilidade foi de 38,1% e de
30,9%, quando se comparou pacientes alérgicos ao extrato de L. saccharina aos extratos de
Blomia tropicalis e de T. putrescentiae, respectivamente, ndo sendo significativo ao se
comparar o grau de positividade do teste ao extrato de D. pteronyssinus com o extrato em
questdo. Esses resultados, no entanto sé foram observados com os extratos de traca
padronizados em PNU/mL e ndo ocorreram quando da utilizacdo do extrato em UBE/mL.
Isso talvez esteja relacionado ao baixo nimero de voluntdrios utilizados na avaliagdo da
prevaléncia de positividade, necessitando assim de um nimero maior de voluntarios para

sua confirmacao.

z

O género Dermatophagoides € o maior alérgeno encontrado na poeira
domiciliar e a sensibilizag@o a estes dcaros é reconhecida como a maior causa de asma no
mundo. Em paises de clima tropical e subtropical, o dcaro B. tropicalis € comumente
encontrado nas casas. Muitos pacientes, mais de 90% com doenga alérgica, apresentam
positividade ao extrato deste dcaro no teste de puntura, podendo estar associado a asma.

Esses dados também foram encontrados no estudo, quando comparamos a porcentagem de
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sensibilidade dos pacientes do GC e GE em relacdo aos extratos de &4caros testados:
D. pteronyssinus (p<0,0001), B. tropicalis (p=0,0002) e T. putrescentiae (p<0,0001).
Vale ressaltar que, embora sem histéria de atopia, uma voluntdria do GC apresentou
positividade a vdrios extratos testados (D. pteronyssinus, T. putrescentiae, B. tropicalis e
P. americana), sendo excluida da andlise geral e estatistica. Acredita-se que seja uma
sensibilizacdo profissional, uma vez que a mesma trabalha em laboratério de biologia em

culturas de 4caros da poeira domiciliar.

Recentemente, o maior alérgeno de 14 kDa de B. tropicalis, Blo t 5,
foi identificado, clonado e seqiienciado e mostra 40% de seqii€éncia idéntica ao alérgeno de
D. pteronyssinus, Der p 5 (ARRUDA et al., 1997). Aproximadamente 70% de pacientes

atopicos expostos a B. tropicalis produzem anticorpo IgE a este alérgeno.

SIMPSON et al., (2003) investigou a reatividade de B. tropicalis in vivo
(usando teste de puntura) e in vitro (medindo IgE especifica), entre pacientes ingleses
sabidamente sensibilizados por D. pteronyssinus. Sabendo que o dcaro B. tropicalis nao faz
parte da fauna acarina intradomiciliar da Inglaterra, dos pacientes sensiveis ao
D. pteronyssinus, 37% tiveram um resultado positivo ao extrato de B. tropicalis,
fornecendo uma evidéncia parcial de reacdo-cruzada entre as duas espécies estudadas.
Este estudo sugere que, em dreas onde B. tropicalis faz parte da acarofauna intradomiciliar,
a sensibilizacdo a este dcaro € um fator de risco independente para asma e deve ser incluido

para a avaliag@o da sensibilidade imediata.

PUERTA et al., (2005) estudaram a composi¢ao alergénica do dcaro Suidasia
medanensis € a reagdo-cruzada com o dcaro B. tropicalis, encontrando 69% de positividade
em RAST a ambos os extratos dos dcaros, usando soro de pacientes moradores de ambiente
tropical. Este estudo demonstra a alta freqiiéncia de sensibilidade a S. medanensis em

pacientes asmaticos alérgicos, podendo ser observada reacao cruzada com outros dcaros.

Sugere-se que a tropomiosina é o mais especializado alérgeno de camardo e
apresenta reacao cruzada entre camardo, acaros e insetos, sendo um alérgeno estdvel a altas
temperaturas (SANTOS et al., 1999; REESE et al., 1999; MARTINEZ et al., 1997;
LEUNG et al., 1996; WITTEMAN et al., 1994). Segundo WITTEMAN et al., (1995),
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a elevada concentracdo de tropomiosina em amostras de poeira domiciliar ndo pode ser
explicada apenas pela presenca de acaros, sendo necessariamente relacionada a presenca de

outros insetos como as tracas e baratas.

Estudos sugerem que a reagdo-cruzada observada com a tropomiosina se deva
por sensibiliza¢do via inalatdria e por ingestdo de alimentos que a contém. Esta difusao de
reacdo cruzada pode resultar em conseqiiéncias clinicas. Muitos estudos indicam que a
exposicdo e sensibilizacdo a um alérgeno de alimento em particular, podem direcionar a
sensibilizacdo a certos aeroalérgenos (BARLETTA et al., 2005). Estudos sugerem que a
imunoterapia a dcaros da poeira domiciliar pode conduzir a sensibilizagdo a tropomiosinas
de alimentos oriundos do mar e vice-versa (VAN REE et al, 1996).
Entretanto, mais trabalhos devem ser realizados para se esclarecer quais sdo as causas de

diferentes alergenicidades.

Nesses estudos, os experimentos realizados por RAST para insetos sdo inibidos
em 90% por extratos de acaros, entretanto, quando se inibe um RAST para dcaros com
extrato de insetos, isso ocorre parcialmente, sugerindo que os dcaros ainda sdo os agentes
sensibilizantes primdrios. Estudo com a tragca-de-livros Ctenolepisma longicaudata
demonstrou a presenca de pelo menos 12 alérgenos diferentes, quando utilizado RAST com

capta¢do de iodo marcado BALDO & PANZANI, (1988).

Silverfish € um inseto da Ordem Thysanura, medindo de 3 a 12 mm de
comprimento, apresenta trés projecOes na cauda, parecidas com antenas e seu corpo €
coberto por listras. As tracas evitam a luz e necessitam de umidade para sobrevivem e sua
dieta basica consiste de carboidratos, como papel, cola de livro, migalhas de pao e farinha.
Essas condi¢Oes sdo 6timas em residéncias e escritdrios e sua presenga passa desapercebida
por seus habitos. Segundo WITTEMAN et al., (1996), alérgenos da traca L. saccharina
foram encontrados em cerca de 80% das amostras de poeira domiciliar analisadas,
demonstrando sua elevada prevaléncia no ambiente intradomiciliar, mesmo quando sua
presenca € negada pelos habitantes (WITTEMAN et al.,1996). Esse fato pode ser explicado
por ter a traca, hibitos noturnos e se desenvolver, sobretudo em locais de menor atividade

humana como armarios, sotaos, etc.
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Entretanto, alguns autores (AALBERSE et al., 2000; WITTEMAN et al., 1996)
demonstraram que existem significativos niveis de antigenos de silverfish na poeira
domiciliar, sendo parte importante desses antigenos inibida por antigenos acarinos,

quando testados através da técnica de inibicdo do RAST (WITTEMAN et al., 1995).

Acredita-se que a forma de sensibilizacdo a traga-de-livro L. saccharina ocorra,
sobretudo por via inalatéria, uma vez que esse inseto sofre muda durante sua vida.
O alérgeno mais importante e identificado até o momento € a tropomiosina, porém
acredita-se que outros alérgenos de tal importancia ou maior existam e ainda precisam ser

identificados.

Nas alergias por insetos inalados grandes aten¢do tem sido dada as baratas,
J4 que estas se apresentam como importante alérgeno como causa de asma e outras doengas
alérgicas em muitas regides do mundo, uma vez que a hipersensibilidade por baratas esta
claramente relatada por causa de residéncias infestadas (MILLER & PETERS, 2004;
CHAPMAN et al., 1996; KANG et al., 1987). A prevaléncia de IgE especificas a baratas
tém sido considerada como o segundo alérgeno mais importante, depois dos anticorpos
especificos aos dcaros da poeira domiciliar, representando um fator de risco para asma na
forma aguda (UZEL et al., 2005; KYOUNG et al., 2004). Neste trabalho, os autores
sugeriram através de seus resultados, que as reagdes cruzadas também ocorrem por outros
alérgenos sendo a tropomiosina, sendo necessaria a investigacao de outros alérgenos para se

entender com precisdo a reacdo cruzada com alérgenos de baratas.

Muitos estudos tém mostrado testes de provocacdo em pacientes com
anticorpos IgE especificos para baratas, mas ainda nao se encontrou estudos com testes de

provocacao para extrato de traca (WITTEMAN et al., 1995).

No nosso estudo também foi dada atencdo quando comparamos pacientes que
apresentaram sensibilizacdo ao extrato padronizado em PNU/mL de L. saccharina e ao
extrato de B. germanica (26,2%). Houve uma correlacao de positividade do teste entre os
extratos. Essa observacdo, no entanto ndo foi observada com o extrato padronizado da traca
em U.B., demonstrando a necessidade de ampliagdo do nimero de voluntérios testados para

se confirmar esses resultados.
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Duas espécies de baratas sdo consideradas mundialmente como pestes,
B. germanica e P. americana (MILLER & PETERS, 2004). Alérgenos de baratas causam
sensibilidade que varia de 23 a 60% em pacientes atopicos (ARLIAN, 2002).
Tem-se encontrado uma associacdo entre alérgenos de barata e asma, podendo também
causar rinite e dermatite (LITONJUA et al., 2001). Entre todas as espécies de baratas,
a B. germanica é conhecida como tendo uma alta poténcia imunoldgica, € sugerem que 0O
aumento na prevaléncia, morbidade e mortalidade da asma podem ser origindrios de

sensibilidade a baratas (UZEL et al., 2005).

Muitos estudos tém examinado a exposicdo a alérgenos de barata e o risco de
desenvolvimento de asma. ARRUDA, et al., (2001) encontrou que niveis maiores de
8 microgramas de um alérgeno no quarto de uma crian¢a conduziu a um aumento na
admissao hospitalar tendo como causa a asma. A sensibilidade a baratas pode ser observada
mesmo sem a evidéncia de infestacdo desse inseto, os quais podem ser encontrados,

além de residéncias, em escolas, escritérios e outras dreas urbanas (UZEL et al., 2005).

Em outros estudos, também se observa a reacdo cruzada ao extrato de
B. germanica e 4caros da poeira domiciliar. UZEL et al., (2005), em seu estudo com
114 pacientes turcos asmdticos encontraram asma associada a RA em 75,9% dos pacientes
sem sensibilidade a B. germanica e em 24,1% desses casos com sensibilidade a barata.
Entre todos os pacientes asmaticos, em pacientes sem sensibilidade a barata, observaram
resultados de teste de puntura positivo (28,6%) a dcaros da poeira domiciliar,
D. pteronyssinus e D. farinae. Em contraste, entre 0s pacientes que apresentavam
sensibilidade a barata, foi observado que 73,9% desses pacientes tiveram resultado positivo
ao teste de puntura com extratos dos mesmos dcaros, sendo estatisticamente significativo,

sugerindo reagdo-cruzada desses antigenos.

A alta taxa de sensibilizacdo coexistente entre 4caros e barata pode ser
associada com uma predisposicdo imunoldgica, em termos de sensibilizacdo por IgE.
Neste mesmo estudo, também se verificou que asmadticos sensiveis a barata apresentavam
sintomas perenes e cronicos, € quando se avaliou a gravidade da asma, encontraram que a
maioria dos pacientes com sensibilidades as baratas apresentava asma moderada (48,8%)

(UZEL et al., 2005). Devido a essa alta taxa de sensibilizagdo dos pacientes com asma
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bronquica ao extrato de barata com ou sem sensibilidade aos extratos de D. pteronyssinus
e D. farinae, por causa dessa reacdo cruzada a sensibilidade as baratas deve ser investigada
em pacientes que apresentam resultados positivos aos extratos de &dcaros da poeira

domiciliar.

Nao verificamos diferenca estatisticamente significativa ao se comparar oS
grupos com os extratos de epitélio de cdo e gato. LINNEBERG et al., (2003) encontraram
uma incidéncia de sensibilizacdo a cdo e gato significativamente associada com a presenga
de IgE e sensibilizacdo a outros alérgenos comuns. Sugeriram que uma predisposi¢ao
imunolégica deve ser vista como um determinante importante para o desenvolvimento de

novas sensibilizacoes.

Sdo apresentados na literatura diferentes métodos para se obter um extrato
alergénico derivado de insetos (WITTEMAN et al., 1995), confirmando que as condicdes
de extracdo podem afetar a qualidade das proteinas alergénicas. Identificar as condicdes
Otimas de extracdo e caracterizacdo de extratos alergénicos s@o o primeiro passo para se

obter uma eficiente extracao para diagndstico e terapia (BARLETTA et al., 2002).

No nosso trabalho, optamos por utilizar solu¢do de COCA como solucdo
extratora e diluidora, diferentemente do método utilizado por Barletta et al., (2002).
Os resultados dos testes demonstraram que o extrato obtido com essa solu¢do foi de

qualidade satisfatoria.

BARLETTA et al., (2002), em estudo realizado com teste imunoenzimatico e
Western blott de extrato de traca L. saccharina demonstrou 17 alérgenos diferentes para o
sobrenadante do extrato preparado e 21 alérgenos para o precipitado. Ainda segundo esse
mesmo estudo, para se preparar e identificar componentes alergénicos do extrato de corpo
inteiro de traga-de-livro L. saccharina, confirmaram que as condi¢des de extracdo podem
afetar a qualidade das proteinas alergénicas, onde perceberam em 21% dos casos um
componente com peso molecular de 31-35 kDa presente somente na fracao insolivel do
extrato, sugerindo ser tropomiosina de traca. Outro estudo do mesmo grupo
(BARLETTA et al., 2005) propds -caracterizar tropomiosina recombinante de

L. saccharina, rLep s1, encontrando reac¢do cruzada com tropomiosina natural de camarao e
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com tropomiosinas recombinantes de barata P. americana (rPer a7) e
acaro D. pteronyssinus (rDer p 10), sugerindo reacdo cruzada por partes dos epitopos de

IgE para tropomiosinas de diferentes origens.

A fim de se obter a padronizacdo do extrato de corpo inteiro de traca-de-livro
L. saccharina, realizamos teste de puntura em nossos pacientes em trés concentragoes
diferentes: 5.000, 10.000 e 25.000 PNU/mL. Encontramos uma positividade no GE de
15,6% na concentracdo de 5.000 PNU/mL e de 37,5% tanto na concentracao de 10.000 e
25.000 PNU/mL. Quanto ao GC, observamos uma positividade de 30% somente na
concentracdo de 25.000 PNU/mL. Nossos resultados ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa em comparacdes das concentracdes testadas no GE.
Houve, no entanto, uma diferenca significativa entre os grupos controle e estudo apenas na

concentracdo de 10.000 PNU/mL (p=0,04).

Além desses resultados, também observamos um aumento progressivo do
tamanho da drea da papula em relagdo as concentragdes de 5.000, 10.000 e 25.000 PNU/mL
no grupo de estudo, sendo significativo ao se comparar o tamanho formado com o uso de
5.000 e 10.000 PNU/mL (p<0,05) e 5.000 e 25.000 PNU/mL (p<0,01), sugerindo irritagao
cutanea de pele. Essa irritagcdo também pode ser observada com a diferenca encontrada na

positividade entre os grupos para o extrato na concentracao de 10.000 PNU/mL.

Para a padronizacdo do nosso extrato utilizamos as trés concentragdes citadas
anteriormente para se fazer a transformacdo em unidades bioldgicas (UB) por teste de
regressdo linear (DREBORG et al.,, 1987) onde a unidade de referéncia é 1 HEP,
que corresponde a unidade equivalente ao tamanho da pdpula formada pela histamina no
teste cutaneo de puntura, significando essa unidade, equivalente a 1.000 UB/mL.
Encontramos que a concentracio equivalente aquela da histamina foi de 29.336 PNU/mL,
sendo a prevaléncia estimada de sensibilidade ao extrato de L. saccharina na concentraciao
de 100 U.B., utilizada para o teste cutineo de puntura, de aproximadamente 14,3% no
grupo de pacientes atopicos e de 8,1% na populagcdo geral estudada na segunda fase do

estudo.
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Diante do exposto podemos concluir que:

1- A prevaléncia da sensibilidade ao extrato padronizado em UB de traca-de-livro

L. saccharina foi considerada leve (14,3%) no grupo de atépicos.

2- Justifica-se a adicdo do extrato de traga L. saccharina na bateria padrao de teste de
puntura (prick test), em vista de ser a prevaléncia de sensibilidade ao extrato
padronizado, maior que aquelas observadas com outros antigenos inalatérios como de

animais domésticos.

3- Além disso, observou-se uma correlacdo positiva estatisticamente significativa na
positividade dos testes de puntura aos extratos de dcaros B. tropicalis e T. putrescentiae,
e de barata B. germdnica com o extrato de traca padronizado em PNU/mL.
Esses resultados, no entanto ndo foram observados quando da utilizacdo do extrato de
traca padronizado em UBE/mL, demonstrando a necessidade de novos estudos para se

confirmar ou descartar tal possivel correlacao.

4- O extrato de tragca na concentragdo de 25.000 PNU/mL demonstrou ser irritativo a pele.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo para Avaliacdo da Sensibilidade Imediata de Pacientes Atdpicos por
meio de Teste Cutdneo de Puntura (prick test) ao Extrato da traca-de-livro

Lepisma saccharina padronizado em Unidades Biologicas

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Sua participagcdo é
importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacodes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos

desta pesquisa sejam esclarecidos.
Responsdveis: Daniela Regina dos Santos e Dr. Celso H. de Oliveira.

O abaixo-assinado, , anos,

RG n° declara que ¢é de livre e espontdnea vontade que estd

participando como voluntdrio do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade do
médico Celso Henrique de Oliveira, do Ambulatério de Alergia do Departamento de

Pediatria da Unicamp. O abaixo-assinado estd ciente que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

z

O objetivo da pesquisa € verificar se o extrato da traca-de-livro
Lepisma saccharina produzido pelo Laboratério de Biologia Molecular do CIPED -
Departamento de Pediatria da Unicamp acarreta rea¢ao na pele sugestiva de alergia durante
um ‘teste de alergia’. Vocé fard um exame chamado de ‘teste de sensibilidade imediata’ ou
teste de puntura para os Extratos de d&caros (Dermatophagoides pteronyssinus,
Blomia tropicalis, Tyrophagus putrescenciae), epitélio de cdo (Canis familiaris),
epitélio de gato (Felis catus), baratas (Blatella germanica, Periplaneta americana), poeira,

traga-de-livro (Lepisma saccharina), num total de 13.

Antes de sua participacdo no estudo vocé serd examinado por um médico que
lhe fard um exame completo. O médico lhe perguntard se vocé teve ou tem alguma doenca

alérgica e se vocé faz uso de algum medicamento.
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Ap6s a sua aceitacdo de participagdo no estudo, vocé serd submetido a um teste
de alergia através da pele com extratos da traca-de-livro Lepisma saccharina e outros
dcaros e insetos como a barata. Os testes serdo feitos com um pequeno volume do extrato,
no seu bragco. Além disso, serd coletado um total de 10 mL de sangue para avaliacdo do

mesmo extrato através de exames em laboratorio.

Os testes de puntura sdo procedimentos bem estabelecidos na medicina e sio
realizados com puntores de plastico descartaveis através de arranhdo da pele do brago
(ndo € injecdo). O tempo total do teste € de 15 minutos apds a aplicacdo dos extratos na

pele.

E condicdo indispensdvel, para participacdo no ensaio clinico, que vocé nao
esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou
medicacdes (exceto as por spray ou ‘bombinhas’). Além das regras quanto aos

medicamentos, vocé ndo poderd ter realizado nenhum teste de alergia nos tltimos 7 dias.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A realizacdo de testes de sensibilidade imediata com extratos alergénicos de
qualquer natureza geralmente ndo acarreta eventos adversos podendo, no entanto,
ocorrer em casos raros pequenos inchago no local da aplicacdo. Casos de reagdo alérgica
como urticdria, asma, rinite € mesmo tontura e diminui¢do da pressdo sangiiinea podem

também ocorrer muito raramente.

A participacdo neste estudo, ndo tem o objetivo de submeté-lo a um tratamento
terapéutico. Consequentemente, ndo se espera que a participa¢ao no estudo traga qualquer

beneficio em funcdo do mesmo.

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participacdo no
estudo, vocé receberd tratamento nesta Instituicdo, sem qualquer custo. Nao haverd, no
entanto, qualquer compensa¢do de ordem financeira em funcdo do ocorrido. Contudo,

ao assinar este termo, voc€ ndo estd renunciando qualquer direito legal que vocé possui.

Esse estudo ndo remunerara os voluntarios submetidos aos testes de

sensibilidade imediata.
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PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo € voluntdria e voc€ tem a liberdade de desistir ou interromper
a participagdo neste estudo no momento que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisdo ao pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem necessidade
de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento médico deste

ambulatorio.

Vocé obteve todas as informacdes e esclarecimentos necessdrios para poder

decidir conscientemente sobre a participag¢do no referido ensaio clinico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no ensaio clinico
poderd ser interrompida pelo Investigador Principal. Caso haja interrupcdo, essa nao

causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe da Unicamp.

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo,
a ndo ser que haja obrigacao legal de divulgacdo. A Unicamp ndo identificard o voluntario

por ocasido da publicacdo dos resultados obtidos.

Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o Dr. Celso Henrique de
Oliveira (Fone 0xx19 9112-8820). Poderd contatar a Secretaria do Comité de Etica da
Unicamp fone (0xx19) 3788-8936 para apresentar recursos ou reclamagdes em relacdo ao

ensaio clinico.
Se vocé concorda com o exposto acima leia e assine o documento abaixo.

Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds, tive nova oportunidade de fazer perguntas
sobre o conteido do mesmo o também sobre o Estudo e recebi explicacdes que
responderam por completo minhas dividas e reafirmo estar livre e espontaneamente

decidindo participar do Estudo.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou certificando que
toda a informagdo que eu prestei, incluindo minha histéria médica, é verdadeira e correta
até onde € de meu conhecimento, e declaro estar recebendo uma cépia assinada deste
documento. Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as minhas

informacdes, conforme explicitado anteriormente.
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Ao assinar este Termo de Consentimento eu ndo renunciei qualquer direito

legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

Campinas, / /200

Nome do voluntario:

Data:

Assinatura:

Responsével legal:
(Somente necessario se o voluntario for menor de 21 anos de idade)

Data:

Assinatura:

Pessoa que estd obtendo o termo de consentimento:

Data:

Assinatura:

Testemunha:

(Somente necessario se o voluntario nao souber ler)

Data:

Assinatura:

Telefones para contato
Daniela Regina Dos Santos: (11) 8564-9814

Dr. Celso H. De Oliveira: (19) 9112-8820; (19) 3255-6631
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TESTE CUTANEO DE PUNTURA UNICARMB
Laboratério de Biologia Molecular e Cultura de Células
Centro de Investigacdo em Pediatria — CIPED
Ambulatorio de Alergia e Imunologia Clinica

Departamento de Pediatria

TESTE CUTANEO DE PUNTURA (‘Prick Test’)

Nome: HC:
Diagnostico: Responsdvel:
Local: Antebragco  Extrato: Leitura: min. Data: / /

Acaro Dermatophagoides pteronyssinus

Acaro Blomia tropicalis

Acaro Tyrophagus putrescentiae

Cao - Canis familiaris

Gato - Felis catus

Baratal - Blatella germanica

Barata2 — Periplaneta americana

Poeira domiciliar

Traca-de-livro (Lepisma Saccharina)
5.000
10.000
25.000

Controle Positivo

Controle Negativo

Conclusio:
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