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‘A ciéncia € diferente de muitos outros empreendimentos humanos
evidentemente ndo pelo fato de seus profissionais sofrerem influéncia da
cultura em que se criaram, nem pelo fato de ora estarem certos, ora errados, (0
que € comum a toda atividade humana), mas pela sua paixdo em formular
hipéteses testaveis, pela sua busca de experimentos definitivos que confirmem
ou neguem as idéias, pelo vigor de seu debate substantivo e pela sua
disposicéo a abandonar as ideias que foram consideradas deficientes. Porém,
se ndo tivessemos consciéncia de nossas limitagdes, se ndo procurassemos
outros dados, se recusassemos a realizar experimentos controlados, se n&o
respeitdssemos a evidéncia, teriamos muito pouca for¢a em nossa busca da
verdade”.

Carl Sagan, o mundo assombrado pelos deménios, 1995.
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Resumo

RESUMO

JUSTIFICATIVA: A incidéncia de doencas alérgicas tem aumentado em todo o mundo,
especialmente, nos paises desenvolvidos. Além da caracteristica genética da
predisposicdo a alergia, fatores ambientais vigentes, durante a gravidez, poderiam ser
importantes para o desenvolvimento da doenga. Tentativas de identificar, através da
celularidade do sangue de corddo, um marcador preditivo de desenvolvimento da
doencga, tém mostrado resultados conflitantes. Sensibilizag&do alergénica in utero ja foi
demonstrada através de ensaios de proliferacdo e producéo de citocinas por células
mononucleares de sangue de corddo (CBMC). OBJETIVO: Determinar eventual
alteragdo no perfil fenotipico de CBMC de criangas nascidas de mées alérgicas e
investigar possiveis marcadores preditivos de desenvolvimento de atopia, através de
estudo prospectivo longitudinal de recém-nascidos, durante doze meses.
METODOLOGIA: A prevaléncia de alergia e a sensibilizagdo alergénica foram
pesquisadas em gestantes atendidas no servigo de pré-natal do Hospital das Clinicas,
Belo Horizonte, Brasil (n=210), durante o periodo de a ., através de questionario clinico
e teste cuténeo. As pacientes foram classificadas em Grupo Controle (n=64) e Grupo
Caso (n=65). Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e CBMC de
parturientes e seus respectivos recém-nascidos (Grupo Controle, n=14; Grupo Caso,
n=16) foram analisadas, por citometria de fluxo. Foi realizado acompanhamento
ambulatorial dos recém-nascidos por periodo de doze meses. RESULTADOS: Foi
encontrada a prevaléncia global de 31% de alergia nas gestantes, com 29% de
prevaléncia para rinite e 16,6% de prevaléncia para asma. Os alergenos mais
freqlientes foram o Dermatophagoides pteronissinus (95%) e D. farinae (70%). A
freqliéncia de células T CD4+ expressando a isoforma CD45R0O foi maior nas PBMC de
parturientes alérgicas (48,4% + 16,1 versus 23,5% + 22,1), mas ndo observou-se
qualquer diferenga na ativagédo celular (CD19+CD5+, CD3+CD25+, CD3+HLA-DR+) e
na freqiéncia das isoformas de CD45 (CD4+CD45RA+, CD4+CD45R0O+,
CD8+CD45RA+, CD8+CD45R0O+) entre as CBMC entre dos dois grupos. Dentre as
criangas do Grupo Caso, 25% desenvolveram quadro de atopia no primeiro ano de
vida, enquanto, no Grupo Controle, nenhum caso foi detectado. CONCLUSAO: Em
nossa populacéo, o estado de ativagcdo celular de CBMC de criangas nascidas de maes
alérgicas néo diferiu daquele observado em criangas filhas de mées nédo alérgicas.
Assim, a determinagéo desse perfil ndo se mostrou util na predigdo do desenvolvimento

de alergia no primeiro ano de vida.
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Abstract

ABSTRACT

BACKGROUND: Several reports have established that allergic diseases are increasing
worldwide.  Despite our knowledge that heredity influences the progress of asthma in
childhood, it is been claimed that fetal environmental factors occurring during pregnancy
might be of importance for the development of the disease. Attempts to identify a
predictive marker of disease development in the cord blood cellularity have given conflicting
results. Both proliferative and cytokine responses have been detected in cord blood
mononuclear cells (CBMC), suggesting in utero allergen priming. OBJECTIVE: To
determine if lymphocyte profile and activation status are altered Iby maternal history of
allergy and to investigate the relationship between lymphocyte activation status and the
development of allergic disease at twelve month of age, in a longitudinal study of high-risk
children. METHODS: Prevalence of allergy and allergen sensitization were determined in
pregnant women, attending pre-natal service in Belo Horizonte, Brazil (n=210). They were
classified, based on clinical history and skin test, in Case and Control groups.
Determination of the CD45 isoform of T cell subsets, as well as the determination of T cells
expressing IL-2 receptor (CD25) and HLA-DR were evaluated in CBMC and peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) obtained from pregnant women (group Case, n = 16; group
Control, n = 14). Prospective newborns clinical follow-up was performed for 1 year.
RESULTS: The prevalence of allergic disease during pregnancy was 16,6% for asthma
and 29% for rhinitis, and house mites were the most frequent allergen (in Case group,
Dermatophagoides pteronissinus, 95%; D. farinae, 70%). The frequency of CD4+ T cells
carrying CD45RO marker was higher in PBMC of allergic pregnant women (48,4% + 16,1
versus 23,5% + 22,1), but no difference in CBMC activation status profile (CD19+CD5+,
CD3+CD25+, CD3+HLA-DR+, CD4+CD45RA+, CD4+CD45R0QO+, CD8+CD45RA+,
CD8+CD45R0O+) between both groups was observed. At 12 months of age, 25% Case
group children but none of the Control group had developed an atopic disease.
CONCLUSION: In our population, CBMC activation profile did not differ between the two
groups, so its determination could not predict the development of atopic diseases, for the

first year of life.
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Introducédo

1.1. REVISAO DE LITERATURA

Houve aumento consideravel da prevaléncia de criangas com asma, e
outras doencas alérgicas nas Ultimas décadas (WARNER et al, 2000).
Investigacdes epidemiologicas foram realizadas em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, e mostraram variagbes consideraveis na prevaléncia da
asma e outras doencas alérgicas nos ultimos 20 a 30 anos. observou-se um
aumento de doencas alérgicas respiratorias, principalmente na populagéo
pediatrica (HOLT et al.1997). Este aumento verificado em paises em
desenvolvimento € atualmente motivo de intensa investigag&o, na tentativa de

identificar possiveis razdes desta ocorréncia. (WEIMBERG et al., 2000).

Fatores genéticos sdo pouco provaveis para explicar este rapido
aumento, e entre os potenciais fatores ambientais, a poluicdo do ar, esta sendo
amplamente debatida (MUTIUS et al., 1998). Apesar de alguns pesquisadores
sugerirem que este aumento pode ser pelo menos em parte, devido as
mudangas em critérios diagnésticos (MAGNUS & JAAKKOLA, 1997 WIERINGA
et al., 2001), doencas alergicas principalmente a asma, s&o importantes em
termos de saude publica n&do sO em paises desenvolvidos como em

desenvolvimento.

O estilo de vida de populacdes ocidentais tem sido considerado o fator
mais importante, e isto implica um modo de vida onde criangas sdo expostas a
uma série de antigenos alimentares, irritantes quimicos, produtos de

1



Introducéao

combustdo de motores, antigenos domiciliares e extradomiciliares
(WEIMBERG et al., 2000). Desde que ndo ha evidéncia sugerindo que a
exposigao alergénica materna tem aumentado nos Ultimos anos, alguma
mudanca na sensibilizagéo intra-Gtero deve ter ocorrido juntamente com outros
fatores ambientais. E provavel que a interacédo entre sensibilizacdo para
alergenos intra-Utero e fatores ambientais tenham contribuido para o recente
aumento das doencas atopicas (DEVEREUX, 2000). Destes e outros estudos
sobre as doencas alérgicas, podemos tirar algumas conclusdes sobre a asma
no mundo:

1) A prevaléncia da asma esta aumentando no mundo todo.

2) A asma é mais comum em paises ocidentais.

3) E mais prevalente em paises que falam a lingua inglesa.

4) A prevaléncia da asma estd aumentando em paises em
desenvolvimento.

5) A prevaléncia de outras desordens alérgicas estda aumentando no

mundo.(BEASLEY, 2000).

Argumenta-se, que a evolugdo criou um grande mecanismo seletivo,
para a regulagdo dos aspectos patolégicos na resposta imune a antigenos
ambientais. Este mecanismo formaria a base de um longo periodo de protecao
contra a sensibilizagdo aos alergenos do ar e de alimentos. A ocasional falta
deste mecanismo seria responsavel pela resposta inapropriada das células T,
levando a producdo de IgE contra estes antigenos nos individuos atopicos

(HOLT et al. 1997).
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Acredita-se que nos estagios iniciais durante a sensibilizacdo do
processo alérgico seja essencial a diferenciagdo do subtipo T helper tendo as
citocinas produzidas pelo subgrupo Th2 papel fundamental em desencadear
0s processos envolvidos nas reacdes alérgicas.( HOLT et al., 1999).

Atopia € um tipo de reacdo inflamatoria de hipersensibilidade do tipo I,
expressando-se, clinicamente, sob a forma de asma, eczema e/ou
rinoconjuntivite (HOLGATE, 1997). Segundo ROMAGNANI (1996), o termo
atopia indica uma desordem geneticamente determinada, caracterizada pela
capacidade aumentada dos linfécitos B em formar anticorpos da classe IgE
reativos a antigenos ambientais, que sensibilizaram o sistema imune através
da inalagdo, ingestdo ou penetracdo através da pele. Assim, uma das
hipéteses para explicar o aumento da producdo de IgE especifica para
alergenos em pacientes atopicos resulta de uma regulacdo aberrante na

producgéo de IL-4 ao nivel de células T .

Baseando-se nestes dados, procura-se novos conhecimentos sobre a
atopia, com interesse na regulagao de aspectos importantes na imunidade de
células T na infancia. Com o objetivo de atuar na imunomodulacdo, houve
grande aumento no numero de pesquisas nesta area. HOLT et al.,, 1997,
mostrou evidéncias indicando que os padrdes de reatividade de células T
contra antigenos ambientais, que determinam a resposta fenotipica em adultos,
s&o em muitos casos estabelecidos durante a infancia. Parece provavel que as
respostas das células T sejam iniciadas antes do nascimento, via transferéncia
transplacentaria de baixos niveis de alergenos, os quais as mées foram

expostas durante a gravidez.
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1.2. ASMA

Asma é uma doencga complexa e multifatorial, na qual, fatores alérgicos
e ndo alérgicos interagem e resultam em obstrucéo bronquica e inflamacéo
(BOUSQUET et al. 1998). Caracteriza-se pela inflamag&o bronquica e a sua
histéria natural é fortemente influenciada por alergenos, irritantes, e infecgdes

que promovem a inflamacéo das vias aéreas. (GERN, 2000).

A asma ocorre como uma resposta excessiva da arvore bronquica a
varios estimulos, resultando em obstrucdo variavel da via respiratoria que &
pelo menos parcialmente, reversivel. Os sintomas de tosse episodica, sibilos e
dispnéia sugerem o diagnostico de asma. A tosse pode ser a principal

manifestacdo da asma na lactancia e infancia. (SKONER 1988).

NZo existe uma definicdo Unica para asma, podendo ser considerada
uma doenca pulmonar obstrutiva difusa com (1) hiperreatividade aérea aos
estimulos, (2) alto grau de reversibilidade do processo obstrutivo, que ocorre

espontaneamente ou em consequéncia ao tratamento. (MUTIUS, 1998).

A intensidade da hiperreatividade das vias aéreas varia de um paciente
para outro, e pode estar aumentada durante infeccoes respiratérias virais, apos
exposicdo a poluentes do ar, alergenos ou substéncias quimicas e apos

administracédo de antagonistas de receptores  (SLY, 1997)
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1.3. RINITE:

A rinite alérgica € um disturbio inflamatdrio da mucosa nasal iniciado por

uma hipersensibilidade mediada pela IgE. E a doenca crénica mais comum do

trato respiratorio, ocorrendo em aproximadamente 10% das criangas € em mais

de 29% dos adolescentes e adultos jovens.(SIMONS et al., 1988).

O diagnéstico da rinite € baseado no relato subjetivo de queixas nasais
na auséncia de infecgbes respiratérias, outras doengas ou anormalidades
funcionais. Os pacientes apresentam-se com irritagdo nasal, espirros, rinorréia
e obstrugdo nasal, sintomas, estes, que podem ocorrer em decorréncia a
exposicdo a alergenos (podlen, animais de estimacdo, acaro na poeira

doméstica etc.). (HOLGATE, 1996).

Os pacientes com rinite alérgica estéo predispostos a apresentar uma
resposta prolongada do anticorpo IgE, no tecido linfoide do trato respiratério
superior ap0s exposicao a alergenos inalados. Quando sintomaticos,
apresentam aumento de mastdcitos e basofilos na mucosa e secregdes nasais.
As moléculas de IgE fixam-se a superficie dessas células através de seus
fragmentos fc. Dentro de minutos apds a exposicdo a alergenos inalados
contidos no ar, aos quais o paciente & sensivel, como o podlen, ocorre uma
reacdo antigeno anticorpo IgE, em que o antigeno reage com a por¢éo fab da
molécula IgE. A transposicdo de duas ou mais moléculas de IgE ligadas a
célula pelo alergeno resulta em agregacéo dos receptores de IgE na superficie
celular; ativacdo das enzimas proteoliticas associadas a membrana e
desencadeamento de uma cascata de reagdes enzimaticas no interior das

5
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células. Essas células s&o submetidas a um processo néo citolitico dependente
de energia, em que os granulos intracelulares fundem-se com a membrana
celular e mediadores da inflamagé&o pré-formados, como histamina, serotonina,
fatores quimiotaxicos e eosindfilos e dos neutréfilos e proteases dos mastdcitos
s&o liberados no ambiente extracelular. Mediadores lipidicos derivados da
membrana e recém formados como prostraglandinas outros metabdlitos do
acido aracddnico, produtos de lipoxigenase, como leucotrienos, e metabdlitos
fosfolipidicos como o fator ativador de plaquetas também séo

liberados.(SIMONS, 1988),

Varios grupos que investigam a capacidade preditiva do aumento da IgE
no sangue de corddo para o desenvolvimento de doenca alérgica tém
demonstrado que IgE especifica para certos alergenos pode ser encontrada ao
nascimento (BERGMANN, 1997). Esta tendéncia pode estar presente intra-
utero, tendo sido ja relatados resultados positivos ao teste radioalergossorvente

(RAST) mesmo no corddo umbilical (BOUSQUET, 1980).

Qutro trabalho mostrou que os niveis séricos da IgE medidos com a
idade de 1 ano de idade sdo preditivos do desenvolvimento de sintomas

topicos na idade de 2 anos (ORGEL, 1975).

1.4 PREVALENCIA DA ASMA E RINITE ALERGICA:

Apesar dos avangos ocorridos nos critérios diagnosticos, exames

complementares e atengdo a saude, os quais devem ser considerados na
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analise das taxas de prevaléncia, estudos usando diferentes definicbes da
doenga e metodologias concluiram um aumento significante da asma em

criangas ocorrido nas ultimas décadas (MUTIUS et al., 1998).

Desde meados de 1960, observou-se um surpreendente aumento nas
taxas de admissdo hospitalar por asma na Nova Zelandia, Inglaterra, EUA,
Canada e Australia. (HOWARD et al, 1984). Uma mudanga na
susceptibilidade da populacdo, provavelmente devido a mudancas no
ambiente, poderia contribuir para o aumento na frequéncia da doenca e o alto
peso na economia, conseqlente a este aumento deve ser considerado.

(Warner et al., 2000).

Durante 1990, o custo do tratamento para asma calculado foi de 6,4
bilhdes de ddélares nos EUA (SULLIVAN, 1993). No Reino Unido, 11% do total
de custos com prescrigdes foram gastos com a asma. Neste mesmo ano,
houve 103.000 admissbes hospitalares por asma da qual metade era da faixa

pediatrica.(WARNER et al., 2000).

Varios dos estudos conduzidos nas décadas de 60 e 70 foram repetidos
nos ultimos anos usando metodologia similar e mostraram um aumento na
prevaléncia destas doencas na Inglaterra, Austrdlia, Escandinavia, Israel e
Taiwan, embora a magnitude das doencas varie entre os paises estudados
(ASHER et al. 1998).Variagbes geograficas na prevaléncia de doencas
respiratérias entre paises, foi observada nos estudos da Comunidade Européia,

quando analisou-se a populagéo adulta . As prevaléncias mais baixas foram
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encontradas na india, Italia, Franca, Bélgica e Alemanha, e as mais altas na
Nova Zelandia, Australia, (e USA e paises que falam a lingua inglesa), (

BEASLEY et al., 2000).

Trabalho realizado pelo ISAAC (International Study of Astma and
Allergies in Childhood), em 120 centros de 50 paises e envolveu mais de
500.000 criangas na faixa etaria de 6-7 anos e 13-14 anos, encontrou a
prevaléncia de sibilancia de 1,9% a 35,3% na idade de 13 — 14 anos em
diferentes centros, e de 1,6% a 27,2% para o grupo de 6-7 anos, (BEASLEY et

al., 2000).

Diferengas dentro de um pais foram encontradas em Papua, Nova Guiné
e Sul da Africa com édreas urbanas apresentando maior prevaléncia do que
areas rurais (DOWNSE, 1986). Embora fatores genéticos predisponham para
asma, estudos em criangcas cujos pais migraram de paises em
desenvolvimento para paises desenvolvidos sugeriram um aumento no risco de
asma associada com o estilo de vida e ambiente da sociedade industrializada

(WAITE D. A, 1980).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia da asma varia de 3,6% a 9,5%,
enquanto a rinite alérgica atinge 14,2% da populagdo, sendo esta mais
prevalente na faixa etaria entre 18 e 49 anos (GERGEN et. al 1988, NATHAN
et. al. 1997). Em 1998, nos EUA, dados do NCHS Health E-Stats (National
Center for Health Statistics e-Stats) — Division of Data Services do Centers for

Disease Control and Prevention ( CDC) estimavam em 10,6 milhdes ( 39 por
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1.000) o numero de pacientes com asma. Isto representa 6,8 milhdes de
adultos (35 por 1.000) e 3,8 milhdes de criangas (53 por 1.000), tendo ocorrido

mais de 2 milhdes de visitas a servicos de emergéncia.(MUTIUS, 2000).

No Brasil, dados apresentados no estudo ISAAC (International Study of
Asthma and Allergies in Childhood) mostrou que a prevaléncia da asma
brénquica varia de 4,8% a 21,8%, enquanto a rinite alérgica varia de 7,9% a
21,8%, variando de acordo com as regides estudadas (NASPITZ, 1997). Em
estudo realizado em 1994 para determinar a prevaléncia da asma rinite e
eczema em santa Maria do Itabira (MG), o ISAAC verificou a prevaléncia de

sibilancia foi 14,3% (7-8 anos) e 9,3% (13-14 anos).(WERNEK, 1999).

Em outro estudo realizado em S&o Paulo, o questionario foi aplicado em
3.005 criangas com idade de 6-7 anos e 3008 criangas com idade de 13-14
anos e a prevaléncia da asma foi de 7,3% para meninos e 4,9% para meninas

no grupo de 13-14 anos. (Sole et al., 1999).

A asma incide em 0,4% a 1,3% das gestantes (MINITZ, 1976; De SWIET
1977, WEIBERG et al. 1980). A asma bronquica e a alergia sdo afeccdes
comuns, sendo a asma, a doenca pulmonar obstrutiva mais freqiente na
gestacdo (GELLER, 1986). A morbidade substancial causada pelas doencas
alérgicas, principalmente pela asma, traduz a necessidade de medidas
preventivas urgentes para limitar o aumento na prevaléncia destas doencas

(HOLT et al., 1997). Porém, para o desenvolvimento destas medidas, é
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necessario um conhecimento mais detalhado da etiologia das doencas

alérgicas.

1.5 ETIOLOGIA E FATORES DE RISCO:

A etiologia destas doencas alérgicas ainda permanece pouco
conhecida, apesar do grande nimero de pesquisas clinicas e epidemiolégicas
que procuram explicar porque, alguns individuos desenvolvem alergia e outros
ngo. Embora fatores geneéticos sejam claramente importantes para o
desenvolvimento da atopia, ndo podem explicar o aumento da prevaléncia
destas doencas (HOLGATE, 1997). Dieta materna e da crianca, exposicéo a
antigenos em uma fase precoce da vida pré e pdés-natal, vacinaggo e infecgbes
da trato respiratorio e gastrointestinal (virus, bactérias e parasitas) contribuem

para o desenvolvimento do sistema imune (WEIS, 1998).

Teoria da higiene: especula-se que a melhoria nas condigbes sanitarias
e a redugdo das infecgbes na infancia, nos paises desenvolvidos, s&o
importantes no aumento observado na prevaléncia das doencas alérgicas.
Postula-se que infecgbes precocemente na infancia, poderiam reduzir o risco
de alergia, (STRACHAN et al., 1989). Tal teoria foi reforcada por achados de
que criancas que vivem em condigdes antroposoficas, e em maior contato com
agentes infecciosos, apresentam numero menor de doengas alérgicas.

(ALM.et. al, 1999).

Estudos epidemiolégicos mostram uma relagéo inversa entre atopia e

uma série de infeccdes bacterianas (Mycobactyerium tuberculosis, Helicobacter
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pylori), viréticas (sarampo, hepatite A) e por protozoarios (Toxoplasma gondi).
(SALEN et al. 1996, MATRIACARDI et al, 2000). O mecanismo proposto para
esta teoria seria que estas infecgbes desviariam o balango da resposta imune
em direcéo a resposta do tipo Th1, reduzindo assim a expresséo se citocinas
Th2. Criancgas japonesas, com sensibilidade tardia a tuberculina, uma resposta
do tipo Th1, sdo menos susceptiveis a alergia (SHIRAKAWA et al, 1997).
Entretanto as infecgdes por helmintos ndo estdo sujeitas a tal conceito, uma
vez que sdo potentes estimuladores da producéo de IgE, refletindo uma
expansao da resposta Th2. A menor prevaléncia de doengas alérgicas na
populagéo infectada por helmintos, parece ocorrer por outro mecanismos, com
o aumento policlonal de IgE, aumento da concentracdo de IgG4 antigeno
especifica e maior produgdo de IL-10, uma citocina anti inflamatéria (VAN DEN

BIGGELAR et al. 2000).

Segundo ROMANANI et al, 2000, os principias estudos epidemiologicos
gue sustentam a hipotese da higiene postulam:

a) o aumento no nuimero de irméos diminui o risco para a alergia que e
mais alto no primeiro filho.

b) Ha relacdo inversa entre risco de atopia e ocorréncia de algumas
infecgdes na crianga.

c) Ha reducdo na prevaléncia da asma e alergia em pacientes com
esclerose multipla, uma desordem mediada por células Th1.

d) O nivel total da IgE diminui em pacientes infectados por parasitas
apos o tratamento para tuberculose.

e) Prevaléncia de atopia é baixa em criangas de familias antroposoficas.

1
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Apesar de ser atrativo sugerir que infecgéo precoce poderia estimular a
resposta Th1 e entdo influenciar subsequentes respostas para alergenos
inalados, nenhuma evidéncia epidemiolégica detalhada para esta hipdtese esta

disponivel (PLATTS MILLS, 2000).

Varios trabalhos séo realizados abordando fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas alérgicas. Investiga-se a relagdo de diversos
fatores de risco, com o desenvolvimento da asma: exposigdo aos alergenos,
exposicdo ao tabaco, presenca de doencas respiratdrias, sexo e outras

doencas atopicas associadas (WEISS, 1998).

a) Predisposicdo genética: Uma predisposicdo genética combinada a
fatores ambientais explica a maioria dos casos de asma infantil (SLY
et. al, 1988). Estudos genéticos tem identificado multiplas regites
dos cromossomos gue contém genes que contribuem para asma,
atopia ou ambos. Evidéncia para o controle da producdo de IgE
foram identificados nos cromossomos 5q, 11q, e 12 g, ( HOWARD,

2000).

b) O fumo: o fumo materno € outro fator de risco claramente
demonstrado para o desenvolvimento da asma. O efeito predominante do fumo
seria ainda intra-utero, induzindo a diminui¢&o da fungc&o pulmonar ao nascer.
Discute-se se o fumo materno pode tambéem alterar a resposta a alergenos,

uma vez que tem sido associado ao aumento no sangue periférico de

12
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eosinofilos, nivel sérico de IgE e reatividade ao teste cutaneo. Porém, ainda
ndo €& claro o seu papel no desenvolvimento da atopia. Sabe-se que a
exposicdo ao fumo materno esta associado com a ocorréncia de infecgdes do
trato respiratorio em criangas e como potenciador do efeito das infecc¢des

viréticas, no desenvolvimento da asma (WEISS, 1998).

MARTINEZ (1992) estudou criangcas até 5 anos de idade, e
posteriormente varias vezes durante a infancia ate a idade de 11 anos.
Observou que entre as criangas que ndo apresentaram asma até os cinco anos
e cujas maes tinham 12 anos ou menos de educagao, a incidéncia de novos
casos de asma era de 2,5 vezes maior se a mae fumava 10 cigarros ou mais
do que se a mae nao fumava. Os mecanismos pelos quais o ambiente com
fumaca de cigarro pode causar asma nao estao bem compreendidos (DOULL
et. al. 1997). A fumaca de cigarro ambiental também pode exacerbar a
responsividade bronguica, sendo esse efeito aparentemente independente
daquele do tabagismo passivo sobre a sensibilizagdo alérgica (MARTINEZ et

al., 1988).

b) Peso de nascimento: criangas com baixo peso ao nascer apresentam
maior probabilidade de ter asma do que aquelas com pesos maiores
ao nascer, e esta relacdo nao parece ser explicada por ragca ou
situacéo sécio econdmica. E possivel que as condicdes intra-uterinas
predisponham ao baixo péso e a prematuridade tambem possam
afetar o  desenvolvimento pulmonar e  aumentar a

hiperresponsividade bronquica.(MARTINEZ et al. 1988).

13
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d) IVAS (infeccBes de vias aéreas respiratorias): Aproximadamente 80%
das exacerbacdes de asma em criangas na idade de 9 a 11 anos na Inglaterra
sd0 associadas a infecgdes respiratérias virdticas (JOHNSTON, 1995). Sabe-
se que criangas com alguma predisposi¢éo genética para asma e atopia,
quando expostas ao virus sincicial respiratério, ao desenvolver infeccdo do
trato respiratorio, produzem IgE e apresentam processo inflamatério e asma. O
mecanismo preciso para que isto aconteca ainda é desconhecido (WEISS,
1998). Asma e bronquiolite sdo causas muito comuns de morbidez nos Estado
Unidos, sendo responsaveis por 450.000 e 100.000 internagdes/ano,
respectivamente (SKONER,1988). As infeccdes virais séo responséveis por até
40% dos episddios de sibilos em criangas pequenas, durante o outono e o

inverno (HOLFMAN, 1973).

e) Sexo: A incidéncia da doenga até a puberdade € maior nos meninos
gue meninas, na proporcédo 2:1, respectivamente. Na puberdade, estas taxas
se igualam (HENDERSON, 1979). Apds a puberdade, a incidéncia € maior em
mulheres, o que indica possivel influéncia de fatores hormonais (WEISS, 1998).
A maioria dos estudos acerca da asma em criangas dos paises ocidentais tem
observado maior prevaléncia nos meninos do que nas meninas, com uma
proporcéo de aproximadamente 2:1. As causas desta diferenga ainda n&o sdo
bem compreendias. Ha consenso sobre o fato de que os niveis séricos totais
de IgE sdo maiores nos meninos do que nas meninas (VORGAN & MARTINEZ

1988).

14
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f) Associacdo com dermatite atdpica: A presenca de rinite alérgica ef ou
dermatite atopica em conjunto com asma € associada a pior prognostico. A
gravidade das condigdes atdpicas sdo também fatores preditivos, isto é, quanto
mais grave a dermatite atopica e rinite associadas, mais grave sera a asma e

com menor tendéncia a remissdes.(MORGAN & MARTINEZ, 1988).

g) Fatores relacionados com a gravidez: A asma durante a gravidez
pode resultar em aumento da letalidade materna pré-natal, prematuridade e
retardo do crescimento intra-uterino, com baixo peso do recém nascido.
Pacientes com asma sem tratamento conveniente apresentam elevada
mortalidade e maior incidéncia de hiperemese gravidica, toxemia, hipertensao
arterial e hemorragia vaginal espontanea (NAFSTAD et al.,). Este estudo
relatou ainda que complicagdes relacionadas ao utero, durante a gravidez,
como hemorragia antes do parto, contracbes prematuras, insuficiéncia
placentaria e crescimento uterino retardado aumentam o risco de obstrucéo

bronquica.

h) ldade materna: Criangas de mé&es mais jovens, com menos de 20
anos de idade, apresentam probabilidade 2 vezes maior de apresentarem
asma do que aguelas de mées mais velhas. N&o ha uma explicacdo clara para

este achado (MARTINEZ, 1988).

Os mecanismos pelos quais estes fatores aumentam o risco de asma

s@o desconhecidos, embora tenha sido sugerido que o estresse durante o
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periodo neonatal tenha o potencial de aumentar o risco de desenvolvimento de

alergia (BJORKSTEN, 1990).

i) Fatores ambientais:

Segundo Warner, (1994), a exposicdo a alergenos ambientais, apds o
nascimento, é fator determinante no aparecimento da sintomatologia alérgica,
em um bebé com predisposicdo genética. A exposigdo ao polen de arvore ou
capim nas primeiras semanas de vida parece sustentar o achado de maior
prevaléncia de rinite em criangcas nascidas na primavera e verao; no entanto, a
rinite ndo atépica € também mais comum naqueles nascidos na primavera ou
verdo, indicando que outros fatores além dos polens ambientais s&o

responsaveis por esta relacdo (HOLGATE, 1996).

Em estudo realizado com o objetivo de analisar a relagdo entre
exposicdo a alergenos e o risco de desenvolver asma, SPORIK, (1990)
descreveu o seguimento, por 11 anos, de 67 criancas filhas de pais atopicos.
Aproximadamente metade deles foram considerados atopicos através de teste
cutaneo positivo para aeroalergenos comuns. Dezessete criangas
desenvolveram asma, sendo que 16 destas eram do grupo atdpico e eram
sensibilizadas a poeira doméstica. Das criancas que foram expostas a 10ug de
poeira doméstica no primeiro ano de vida, todas, exceto uma, desenvolveram

asma até a idade de 11 anos.

) O papel dos alergenos:
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Os alergenos foram descritos como causadores da “asma do feno’desde
1873 por Charles Blackley. O estabelecimento de que os alégenos s&o uma
causa importante de asma implica a demonstracéo da sensibilizac&o especifica
e a demonstracdo de que a exposi¢do continuada leva aos sintomas da asma
ou a hipereatividade bronquica (DUFF, 1988). A exposicado precoce a
alergenos pode ser o ponto critico para a sensibilizagdo primaria. A redugdo na
exposicdo pode oferecer uma mudancga real para a prevengéo primaria e
sensibilizacdo, mas é essencial a implementacdo de medidas que possam

alcancar e manter o baixo nivel de alergeno no ambiente. (CUSTOVIC, 2000).

PLATTS MILLS et al, em 2000, descrevem a importancia da exposi¢éo
aos alergenos para o desenvolvimento da asma. Devido a produgéo realizada
por plantas e animais, enzimas e outras proteinas, & inevitavel que nos
sejamos expostos a esta extensa quantidade de proteinas imunogénicas. Para
muitos consiste em inalar pequenas quantidades e a resposta para esta
exposicdo é a hipersensibilidade imediata (por anticorpos). Os alergenos s&o
em geral proteinas ou glicoproteinas que sdo capazes de induzir a formacao de
anticorpo IgE humano(sensibilizagdo) quando inalados, ingeridos ou injetados.
A freqiéncia e a magnitude da sensibilizacdo aos alergenos refletem a
interacdo de muitas variaveis, incluindo a estrutura do alergeno, os niveis de
exposicdo, e os multiplos fatores que regulam a resposta da IgE humana.

(YUNGINGER, 1988).

Os acaros da poeira sdo provavelmente os alérgenos domiciliares mais

bem estudados e comumente sensibilizadores. Os acaros desenvolvem-se em
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ambientes Umidos o que parece ser o fator limitante decisivo para o seu

crescimento. (DUFF & PLATTS MILLS 1988).

Os gatos domésticos s&o a principal fonte de alergenos na casa.
Aproximadamente 3% da populagdo em geral sdo alérgicos a gato. O principal
alergeno do gato Feld |. Este alergeno € encontrado na saliva e pélo do animal.

(DUFF, 1988).

Os restos de barata sdo uma fonte comum de alergenos domiciliares
sendo trés espécies predominantes nos Estados Unidos: Periplaneta
americana, Blatella germanica e Blatella orietallis. Os alergenos definidos s&o:

Blagl, Blagll, e Peral. (CHAPMAN, 1993).

O alergeno do cdo Can f |, que foi recentemente purificado é tido como
um importante agente sensibilizante, e tem as mesmas propiedades

aerodinamicas.(PLATTS MILLS et al.,1997).

Os mofos (fungos) sdo encontrados s&o encontrados em ambientes intra
e extra domiciliares, sendo os mais comumente identificados no domicilio:

Aspergillus, Penicilium, e Rhizopus.(DUFF, 1988).

A medida dos alergenos na poeira domeéstica tornou-se possivel quando
os alergenos foram purificados e quantificados através do uso de anticorpos
monoclonais. Estudo realizado comparando antigenos dentro de casas na

Australia, Inglaterra e Alemanha, e entre zonas climaticas diferentes, na Franga
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mostrou que em comunidades onde a média de alergenos é 2ug/g de poeira, a
sensibilizacdo para poeira doméstica € comum e seria significativamente
associada com asma (PLATTS MILLS, 2000). Os estudos realizados nos
primeiros anos de vida sugerem que a exposigéo no primeiro ano de vida pode
influenciar a resposta. PLATTS MILLS(2000), mostrou em estudo realizado nos
2 primeiros anos de vida, que medidas de alergenos no quarto de dormir prediz

a sensibilizac&o.

k) A influéncia do ambiente intra-uterino:

Muitos trabalhos realizados fundamentam-se no estudo da doenca
alérgica apos a instalag&o do processo. Pouco se sabe, e é investigado, sobre
as condicdes preexistentes do hospedeiro. Os fatores congénitos, relacionados
com as interagdes materno fetal observadas no periodo gestacional, sao
elementos que sabidamente influenciam a resposta imune do individuo (HOLT
et al. 1997). OLSON & LESLIE 1981; WILKER et al. 1980, postularam sobre
redes imunorreguladoras que sdo responsaveis por algumas interagbes
maternas fetais. Estas redes consistem de anticorpos ou células imunes
maternas, que presentes durante a gestacéo e ou durante o periodo neonatal,
seriam capazes de alterar permanentemente a expressao de repertorio imune
do recém nascido. Dependendo do tipo de conexdes existentes, diferentes
padrées de respostas seriam favorecidos em determinados individuos. Isto
explicaria porque individuos diferentes reagem de formas distintas e utilizam
um repertorio idiotipico também distinto quando confrontados com um mesmo

antigeno.
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Varios estudos experimentais e em humanos, com mées portadoras de
doencas infecciosas, apresentam evidéncias sobre a influéncia materna nos
padrdes de resposta imune e graus de sensibilizagdo imunologica. GILL et al,
(1983), imunizaram mulheres gravidas com toxdide tetanico e constataram
sensibilizacdo dos recém nascidos ao tétano. Em recém nascidos de mées nao
imunizadas esta resposta ndo foi observada. Concluiram, portanto que, a

imunizacgdo transplacentaria ocorre em humanos .

2 - INFLUENCIAS MATERNAS:

Até recentemente, no campo da alergia, a possibilidade da resposta
imune fetal ser influenciada pela mae durante a gravidez ndo era reconhecida,
e 0 ambiente uterino, era considerado o local onde as respostas governadas
pela experiéncia genética predominavam sobre as influencias ambientais

(WARNER 1998).

2.1 A UNIDADE FETO PLACENTARIA:

Na gravidez vivipara o contato entre a mae e o feto se realiza ao nivel
da placenta, atavés do trofoblasto, na sua face fetal e da decidua, componente
do endométrio uterino, que por sua vez encontra-se invadida pelo trofoblasto.
Nas placentas humanas, do tipo hemocorial, o trofoblasto invade o endometrio
provocando eros&o dos vasos uterinos e destruindo a parede dos mesmos.
Desta forma, a superficie das células que compde o trofoblasto encontram-se
em contato direto com o sangue materno (BERNIRSCKHE & KAUFMANN,
1990). Células fetais migram para dentro da mée e a andlise da célula fetal no
sangue materno tem sido proposta como um método de diagnéstico pré -natal
(BONNEY 1998).
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A gravidez do ponto de vista imunolégico, constitui uma situagéo
singular: O feto e a placenta possuem antigenos de origem paterna, e a
gestante imunocompetente normalmente nao rejeita o feto. Assim uma
gestacao nao sensibiliza o organismo materno para gestagdes subsequentes,
as quais continuam sendo bem toleradas. A observagdo que O
desenvolvimento fetal ndo é prejudicado, embora antigenos fetais sejam
reconhecidos como estranhos pela mae, é comumente referida como o
paradoxo imunoldgico da gravidez (ROMAGNANI 1995).

Estéd claramente demonstrado que ha uma interagdo entre o sistema
imune materno e o sistema reprodutivo durante a gravidez. Entdo o sistema
imune materno pode aumentar ou inibir o desenvolvimento da unidade feto-
placentaria e a unidade feto placentaria por sua vez, pode redirecionar o

caminho da imunidade materna (ROMAGNANI 1994).

2.2- 0O SISTEMA IMUNE FETAL:

O sistema imune humano surge no embrido a partir de tecido associado
ao intestino. Surgem em primeiro lugar as celulas pluripotenciais
hematopoiéticas no saco vitelino com 2,5 a 3 semanas de gestagcdo. Estas
células migram para o figado fetal com 5 semanas e mais tarde, passam a
residir na medula oOssea onde permanecerdo por toda a vida do
individuo(BUCKLEY 1997). O estabelecimento do repertorio das ceélulas
comega com 8- 10 semanas de gestagcdo (BECKLEY1997). Quando os

timécitos corticais imaturos comecam a expressar os TCR, o repertério sera
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modificado ou moldado por dois processos de selegdo relacionados: a selecéo
positiva, processo no qual o repertdrio de linfocito torna-se restrito ao MHC
proprio, e a selecdo negativa elimina ou inativa clones potencialmente auto
reativos, assegurando que os linfécito T maduros sejam auto tolerantes
(ABBAS 1995). Deve ser lembrado que o desenvolvimento do receptor dos.
linfécitos T tem lugar cedo na vida fetal, por esta raz&o a aquisi¢éo inteira dos
repertérios de receptores dos linfocitos T e a eliminagdo dos receptores
antipréprio anti- self), ocorre independente da exposicdo aos antigenos
estranhos (HOLGATE 1996).

Observa-se que células T podem ser isoladas do timo fetal, com
resposta proliferativa a fitohemaglutinina com 10 semanas de gestacdo

(WARNER 1994).

Existe ainda, consideravel controvérsia em relagédo a influencia do
ambiente uterino no desenvolvimento da alergia. Segundo WARNER (1994), a
exposicdo a alergenos ambientais apds o nascimento seria considerada como
fator determinante ao aparecimento de sintomatologia alérgica, em um bebé
com predisposicédo geneética. Demonstrou-se que bebés de mées alérgicas sdo
mais provaveis para desenvolver alergia do que bebés de pais alérgicos,
causando interesse no conceito de “primagem” intra-utero. Sugere-se que as
respostas geradas pela mée, exposta aos fatores desencadeantes de doenca,
durante a gravidez, também afetariam a resposta do feto aos mesmos fatores
(WARNER, 1998). Os ftrabalhos neste campo focalizavam o estudo da
patogénese destas doencas em adultos (HOLT et al., 1997). Porém doencgas

alérgicas séo importantes doencas pediatricas, e isto levou a investigacao de
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quando e como a sensibilizacdo a alergenos se inicia. Varios grupos dentre
eles, HOLT et al., 1997 mostraram que células mononucleares isoladas de
corddo umbilical de recem nascidos proliferam e produzem citocinas em
resposta a estimulacdo com diferentes antigenos. Estes resultados poderiam
ser interpretados como evidéncia de que a sensibilizagdo ocorre ja no Utero.
Sugerindo que a sensibilizacéo inicial poderia ocorrer como resultado de
tranferéncia transplacentaria de antigenos importantes particularmente durante

o ultimo trimestre (WARNER, 1996).

Ha indicios que este processo de sensibilizagdo possa ocorrer em maior
numero nas criangas com histéria familiar positiva para atopia, podendo ser via
transferéncia transplacentaria de anticorpos da subclasse IgG antigenos

especificos maternos(Holt et al., 1997).

Entretanto em alguns outros estudos, ndo se detectou uma forte
associacdo entre a resposta proliferativa aos alergenos e subsequente
desenvolvimento de doengas alérgicas, (MILLER et al., 2001), sugerindo que
esta proliferacéo ndo esta relacionada necessariamente ao desenvolvimento da

sensibilizac&o alérgica.

DEVEREUX et al,, 2001, verificaram que CBMC proliferam quando
estimuladas com alérgenos, porem SMILES et al., 2001, ndo evidenciaram
qualquer efeito secundario a exposicdo intra-Utero a alergenos da poeira
doméstica, utilizando-se de ensaios de proliferacdo. SZEPFALUSI et al, 2000,

apresentaram importantes dados de proliferacéo celular em CBMC de recém
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nascidos a termo e pré-termo, onde foi sugerido que a sensibilizacéo ocorreria
precocemente em torno de 20 semanas de gestacdo, uma vez que a resposta
proliferativa para alergenos inalantes é comparavel para RN a termo e pré-
termo. Estes resultados levantaram possibilidades de se identificar em qual
estagio da gravidez a sensibilizagdo transplacentaria ocorre para estes
antigenos, como também investigar a relagéo entre resposta no sangue de

corddo e exposicado materna a antigenos.(PLATTS MILLS et al., 2000).

Estudos em sangue de corddo de recém nascidos de maes alérgicas
tém revelado também dados conflitantes, em relagéo ao percentual de células
empresando as isoformas CD45RA e CD45R0, utilizados como marcadores de
células nado sensibilizadas, virgens ou sensibilizadas(de memoria)
respectivamente.( PRESCOTT et al.,, 2000). Inicialmente em criancas
australianas, foi observada uma menor propor¢cdo de células T helper
expressando o fendtipo de CD45R0O+ e inversamente, uma maior proporgao de
células CD45RA+, o que foi considerado, pelos autores, como uma forma de
inibicdo da ativacéo das células T, ou mesmo, uma auséncia de sensibilizag&o
na populacédo de risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas (MILLES
et al., 1994). Posteriormente HANGEDORENS et al., 2000, ndo observaram
diferencas significativas nas populagbes de células CD3+, CD4+, CD8+,
CD19+, e CD45R0O, CD45RA entre criangas belgas com e sem predisposigéo
genética para o desenvolvimento de atopia. Recentemente VAN DEL VELDEN
e colaboradores, (2001), na Holanda, observaram, em sangue de cordao de
recém nascidos que desenvolvem atopia ao longo do primeiro ano de vida, um

aumento na percentagem de células CD4+CD45R0. Em trabalho realizado em

24



Introducéo

1996, NASERT et al., avaliou a distribuicdo das células CD45RA e CD45R0O
em pacientes atopicos e mais detalhadamente avaliou o papel funcional destas
células na imunopatogénese das doencas alérgicas e produgdo de
Imunoglobulinas. Células T CD4+ podem ser subdivididas em duas
subpopulagbes baseado na expressdo de isoformas CD45 em sua superficie.
Esta expressdo correlaciona com o estado da func&o celular. Um distribuigdo
relativa das células CD45 RA é dependente da idade, com uma frequéncia
mais alta ao nascimento e diminui com o passar do tempo. Ha relativamente
poucas células CD45RO em neonatos, comparados com adultos, como
mostrado por DEVEREUX 2000 & BOFILL1994), consistente com a expectativa
que neonatos possuem um grande repertorio de células T inativo.

Como observado por PRESCOTT(2001) a expresséo de CD45RA e
CD45R0O, s&o geralmente consideradas como nao sensibilizadas e
sensibilizadas. InvestigagGes tem mostrado que a percentagem de CD45RO
esta dramaticamente diminuida na circulagdo no periodo neonatal,

compreendendo 10%. Em adultos correspondem a 50% (Prescott 2001).

Tem-se difundido que a sensibilizacdo do sistema imune fetal pelos
alergenos € fator determinante em estabelecer o desvio imunolégico em
direcdo a alergia. Em estudo realizado por Devereux (2000), procurou-se
determinar se a sensibilizacdo alergeno especifica pode ocorrer in Utero, pela
determinacéo da isoforma CD45 de células mononucleares em proliferacéo.
Houve uma tendéncia p=o, 08, para a resposta proliferativa mediada por
células Th que haviam sido primadas in Utero por ser mais alta do que aquelas

células Th ndo estimuladas. No homem, todos os leucécitos expressam uma

25



Introducéo

glicoproteina de peso molecular de aproximadamente 200kd, denominada
CD45, que existe em diferentes isoformas(DEVEREUX 2000). Determinacdes
mais precisas do peso molecular desta glicoproteina demonstraram que ela
existe em varias formas, podendo ser divididas em CD45RA e CD45R0, sendo
o primeiro um antigeno de peso molecular de 200Kd, e o segundo, de 180Kd.
Estas formas foram identificadas através de anticorpos monoclonais
especificos. Células de memodria podem atualmente ser caracterizadas através
de marcadores especificos. Estes ja s&o conhecidos tanto para o homem como

para animais comumente utilizados em laboratdrios de pesquisa.

ROMAGNANI (1996), em um estudo feito em células do corddo umbilical
de recém nascidos, onde pelo menos um dos pais era atopico, analisou a
produgéo de citocinas (IL-4, IL-5, INFy ) por clones de células T. Encontrou um
aumento na capacidade de produzir citocinas Th2 (IL-4, IL-5), nas amostras
colhidas de recém nascidos filhos de pais atépicos quando comparado com
amostras de recém nascidos filhos de pais nédo atopicos. Os clones de células
T de recém nascidos de pais atopicos, estimulados com fitohemaglutinina e
Dermatophagoides pteronyssinus, aumentaram a capacidade de produzir
citocinas Th2 (IL-4) e (IL-5), comparado com clones de pacientes de pais néo
atépicos. Observou-se que o aumento na produgéo de IL-4e IL-5 ndo somente
parece estar relacionado com o estado dos pais, mas com o subsequente

desenvolvimento de atopia nas criangas.
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Em outro estudo, WARNER (1994) observou que a produgéo de INF-y

foi menor em filhos de pais atopicos.

MARTINEZ (1995) avaliou a capacidade de células de sangue periférico
e corddo umbilical produzir interferon gama e interleucina 2 (IL-2), ao
nascimento e aos nove meses de idade. A produc&o destas citocinas aos nove
meses de idade foi inversamente relacionada a reatividade cutanea, por testes
com sete alergenos comuns regionais, Entretanto, nenhuma relacéo foi
evidente entre o nivel total sérico de IgE e a produc&o destas citocinas com 9
meses de idade. As proporgdes de linfocitos circulantes e célulasCD4+ e CD8+
também n&o foram relacionadas com a reatividade do teste com a idade de 6

anos.

Estes dados 'sugerem gue mecanismos reguladores da reatividade a
alergenos inalados podem envolver produgao deficiente de interferon gama e
IL-2, durante e ou precedendo o tempo de sensibilizagdo inicial, e que

mecanismos adicionais estdo envolvidos na regulagéo do nivel sérico de IgE.

Um dos mais importantes trabalhos sobre este tema foi desenvolvido por
PRESCOTT e colaboradores, em 1999. Em um estudo prospectivo, os autores
mensuraram, semestralmente, a resposta de proliferagdo e a producdo de
citocinas de células mononucleares de criangas atdpicas e ndo atdpicas desde
0 nascimento até os dois anos de idade. Observou-se que ao nascimento, a
producéo de interferon y foi baixa em ambos os grupos de criangas. A resposta

Th2 neonatal foi, inclusive, menor no grupo atépico do que no nao atopico.
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Entretanto observou-se uma rapida supressdo da resposta Th2 durante o
primeiro ano de vida nas criangas nédo atépicas, € a manutengdo da produg&o

inferior de IFNy nas criangas atdpicas.

Contudo estudos posteriores ndo reproduziram esses resultados, tendo
alguns (GABRIELSOM et al, 2001) e outros preconizando que os perfis de
citocinas nao podem predizer o desenvolvimento de doengas alérgicas
(HANGENDORENS et al, 2000, YANG et al, 2000, WARNER et al, 2000 e

SPINOZZ| et al, 2001).

2.3 DESVIO IMUNE DA RESPOSTA TH2:

Revendo 2 fases na histéria da descoberta da patogénese das doencas
alérgicas, (ROMANANI 2000), relata que a primeira fase iniciou em 1879
quando Erlich descreveu mastécitos e eosindfilos, incluindo a descoberta de
reaginas por Prausnitz e Kustner em 1921, e em fins de 1967 com a
identificacéo da IgE. A segunda fase iniciou em 1986 com a descoberta das
citocinas derivadas das células T e que regulam a producdo de IgE pelas
células B, realizado por COFMMAN e CARTY em camundongos e DEE
PREET et.al, em humanos, incluindo a descricdo das células T helper por
MOSMAN et.al, em camundongos e PRETE et.al, em humanos, sendo até hoje

reconhecidos.

A reacdo alérgica parece ser o resultado da resposta da célula th2
(Romanani 2000). Como observado em varios trabalhos, o sistema imune de

animais ao nascer esta intrinsecamente desviado para o fenétipo THZ e
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sugere-se que esta polarizacdo seja mantida por um periodo significante
durante a infancia.(HOLT, 1997). Os dados relatados para humanos s&o menos
claros, mas é evidente que a capacidade de produzir a principal citocina Th1,
INFy,esta baixa durante a infancia, como resultado de deficiéncias em ambos
compartimentos: célula apresentadora de e células T( HOLT, 1997). Citocinas
Th2 predominam em frequéncia e quantidade absoluta, talvez como
conseqléncia da producéo de citocinas durante a gravidez, onde podem Ter
importante papel na modulagdo da tolerancia materna ao feto( WEIGMAMN et

al., 1993).

Macaubas em 2000 ao discutir sobre alergia, relata que a alergia e as
doengas alérgicas precisam ser interpretadas mais amplamente que uma
simples dicotomia Th1 versus Th2. A associag@o entre deficiéncia na producao
de ambos os tipos de citocinas no periodo neonatal e aparecimento de
sintomas alérgicos sugere gue o estabelecimento de uma resposta alérgica

necessita de ambos os tipos de citocinas.

Dados os muitos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de uma
resposta imune, ainda sabemos muito pouco sobre como estes mecanismos
estdo exatamente envolvidos na determinacdo de uma resposta alérgica ou

tolerante.

Informacgbes sobre estes eventos tornam-se cada vez mais importantes

para o desenvolvimento de projetos estratégicos, objetivando atuar ndo no
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tratamento de doencas alérgicas, mas na sua prevengdo e melhor

entendimento de sua fisiopatologia.
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Objetivos

2.0 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral:

Como objetivo principal, este estudo visa avangar estudos no entendimento
das relacdes imunes materno fetais através da verificagéo do perfil fenotipico
e funcional de linfocitos de sangue de corddo umbilical de recém nascidos
filhos de maes atopicas e correlacionar os achados imunologicos com o

desenvolvimento de sintomatologia especifica no primeiro ano de vida.

2.2 — Objetivos especificos

Para tanto, propds-se como objetivos especificos:

1. Determinar a prevaléncia de manifestagdes alérgicas respiratérias (asma
bronquica efou rinite alérgica) em gestantes atendidas no Servico de Pré

Natal do Hospital das Clinicas da UFMG.

2. Determinar a prevaléncia de sensibilizac&o a aeroalergenos em gestantes
com manifestagdes alérgicas respiratorias e controles, em uma amostra de

populacéo, atendida no Servigo de Pré Natal do Hospital das Clinicas.

3. Analisar o perfil fenotipico das populacdes (linfécitos T, linfocitos B) e

subpopulacdes (linfocitos T "helper”, T supressor / citotoxico e linfocitos B

CD5+) de linfocitos fetais e maternos circulantes.
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4. Analisar o estado de ativacdo de linfécitos circulantes, através da
expressdo de HLA-DR e receptores de IL-2 (CD25) na circulaggdo materna e

fetal.

5. Analisar a populacédo de linfocitos de memoria (CD45R0+) na circulagdo

fetal.

6. Acompanhar, clinicamente, as criangas no Ambulatério de Imunologia

Pediatrica e verificar a ocorréncia de sintomas alérgicos.

7. Correlacionar os achados imunolégicos com o desenvolvimento de

sintomatologia especifica.
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3.1 - DESCRICAO DA METODOLOGIA EMPREGADA

Modelo do experimento:
Estudo caso controle nao pareado, com amostragem por conveniéncia,

com estudo de coorte, para complementacao de dados.

Aspectos éticos:

O projeto foi, previamente, aprovado pelo comité de Etica Médica do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A inclusao

o

dos pacientes no estudo, todos voluntarios, foi realizada, somente, apos
esclarecimento sobre seus objetivos, procedimentos e riscos, seguido da
assinatura de termo de consentimento livre, pelos pais da crianga ou pela
gestante. Participaram, deste estudo, somente as criangas, cujas gestantes,
estavam de acordo e assinaram o termo de consentimento (Anexo 1).

Todas as informacdes, obtidas de prontuarios medicos, entrevistas e
exames laboratoriais, foram mantidas em cadastro, de acesso exclusivo dos

pesquisadores e resguardados sob os principios da confidencialidade e

privacidade.

Local de estudo:

A selecao de pacientes foi realizada no servico de pré-natal do
Ambulatério Carlos Chagas e Maternidade Oto Cirne do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da UFMG. O acompanhamento das criangas foi
realizado no Servico de Alergia Pediatrica do ambulatério Sao Vicente da

Faculdade de Medicina da UFMG.
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Populagao Estudada:

A partir da populacado rotineiramente atendida no Servico de
Ginecologia e Obstetricia do Ambulatério Carlos Chagas e na Maternidade
Oto Cirne do Hospital das Clinicas, no periodo de julho de 1997 a abril de
1999, foram selecionadas 210 pacientes gravidas, com idade de 15 a 41
anos. Dentre estas pacientes, 65 eram casos, 74 eram controles e 71 foram
classificadas como discordantes (historia clinica e teste cutaneo para

aeroalergenos).

Definicao e sele¢ao dos Casos:

Definiram-se como casos, as pacientes com histoéria clinica positiva e
teste cutaneo positivo. Foram selecionadas 62 gestantes, todas procedentes
do Servigco de pre-natal do Hospital das Clinicas. Todas as gestantes eram
portadoras de sinais e sintomas de rinite alérgica efou asma, sendo
classificadas apds questionario abordando a historia clinica e teste cuténeo
alérgico (Anexo 2).

O diagnoéstico de asma brénquica foi estabelecido, considerando—se a
presenca de episodios de dispneia e sibilancia, alguma vez na vida, em
pacientes com historia pessoal e/ou familiar positivas para doengas atopicas
(ISAAC MANUAL1992).

O diagndstico clinico de rinite alergica foi estabelecido pela presenca
de manifestagcbes de espirros em salva, rinorréia e/ou obstrucdo nasal
intermitentes, relacionadas a exposicdo a alergenos inalantes e a historia

pessoal e/ou familiar positivas para doencgas atopicas (NORMAN 1985).
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Definigcao e selegao dos Controles:

Definiu-se como controles, as pacientes com histéria clinica negativa e
teste cutdneo negativo. Foram selecionadas 74 pacientes clinicamente
desprovidas de sinais e sintomas de doencas alérgicas que também
possuiam historia pessoal e familiar negativas para doengas atopicas, com
boas condi¢gbes de saude e apresentando teste cutaneo, por punctura, para

alergenos, negativo.

Critérios de exclusao:

1. Pacientes com historia de Diabetes Mellitus.

2. Pacientes com hipertensdo arterial crénica ou com diagnostico de
hipertensao arterial durante o periodo gestacional.

3. Pacientes com doengas auto-imunes, disturbios da glandula tiredide, ou
outros problemas endocrinos.

4. Pacientes com doencas Iinfecto-parasitarias (doengca de Chagas,
esquistossomose, malaria, toxoplasmose, dengue etc.), devendo
apresentar exame parasitolégico negativo durante o periodo gestacional.

5. Pacientes com patologia renal, doencas sexualmente transmissiveis,
historia de abortos seguidos ou outros problemas ginecoldgicos (tumores,
disfungao hormonal).

6. Pacientes com doengas dermatologicas (impedindo a aplicacao de testes
cutaneos).

7. Uso de determinados medicamentos por via oral, venosa, intra-muscular

ou topica conforme a droga usada e periodo de uso:
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8. Uso de anti-histaminicos (deveriam estar suspensos 3 dias antes do teste
cuténeo).

9. Uso de outras medicacgdes (anti-hipertensivo, antidepressivos, antibioticos,
corticosteroides).

10.Recusa em participar do estudo.

Meétodos:

a) Anamnese:

Apo6s consulta com o médico ginecologista assistente, as pacientes
submetiam-se a anamnese, para confirmacdo dos dados do prontuario, e a
questionario padronizado (Anexo Il ). O questionario enfoca sinais e sintomas
de doencas atopicas, histéria de tabagismo, situagao socio-econdmica,
condicbes de habitagao, presenca de cuidados ambientais, histéria familiar de
atopia. Através do prontuario, foram conferidos dados clinicos, do exame

fisico realizados pelo médico assistente.

b) Teste cutaneo:

Apos a realizagdo da entrevista, realizou-se o teste cutédneo de
hipersensibilidade imediata (teste cutdneo por punctura). No total, foram
analisadas 210 pacientes.

As solucdes antigénicas (MERCK@) - poeira doméstica, Dermatophagoides
pteronyssimus, Dermatophagoides farinae, Fungos |, Funges Il, epitélio de
Cao, epitélio de gato - juntamente com o controle histaminico (positivo) na
concentracado de 1: 1000 e controle negativo (solugao fisiologica) excipiente,

foram colocadas sobre superficie volar do antebrago direito, com a
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observacdo de uma distancia minima, entre elas, de 3 cm. A ponta de uma
agulha descartavel (agulhas descartaveis 13 x 3, Becton & Dickson Industrias
Cirtrgicas S.A) foi introduzida na pele e levemente tracionada para permitir a
introducdo de quantidade minima do material nas camadas superficiais da
pele. A area de medida de resposta ao teste cutdneo foi demarcada com
caneta hidrografica azul e o resultado copiado com fita adesiva transparente,
que foi afixada no questionario da paciente.

A disposicdo dos extratos seguiu uma ordem constante e, em todos os testes
cutdneos, as pacientes foram submetidas a um total de 09 puncturas. As
leituras foram feitas 15 minutos apds a aplicacao dos extratos.

Os extratos alergenos utilizados foram mantidos a temperatura de 2 a 8 graus
centigrados e utilizados dentro do prazo de validade.

A medida dos testes foi realizada utilizando-se uma régua especial (Greer
Laboratories, Inc. Lenoir, NC USA). Optou-se pela medicao do tamanho da
papula, j& que um eritema com 10 mm de didmetro tem a mesma
sensibilidade que uma papula de 3 mm (ADINOFF et al., 1990). Um teste foi
considerado positivo quando a papula em questdo foi, no minimo, 3 mm
maior que a papula produzida pelo controle negativo. O controle histaminico
na concentracdo de 1 mg/ml foi utilizado em todos os pacientes para que

pudéssemos detectar supressao histaminica.

c) Imunofenotipagem:

Estudos de imunofenotipagem celular foram realizados, utilizando-se da

técnica de imunofluorescéncia direta por citometria de fluxo. A
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imunofenotipagem consiste na identificacdo de populacées de células pelos
seus marcadores de superficie.

A citometria de fluxo € um método moderno que possibilita a contagem
de milhares de celulas e analise quantitativa de uma multiplicidade de
propriedades (fisicas e biolégicas). Neste sistema, a corrente de fluido que
contém as células, ou as particulas em estudo, passa por um fluxo linear de
maneira que uma por uma das células passa através de um feixe laser
dispersando a luz em todas as diregdes. A luz dispersa para frente (FOWARD
SCATTER) mede o tamanho da célula e a luz dispersa a 90° (SIDE
SCATTER) mede a organizagao interna dos granulos citoplasmaticos,
densidade e configuragao nuclear.

Utilizou-se anticorpos monoclonais especificos (Becton Dickinson @).
ligados a compostos quimicos fluorescentes, denominados fluorocromos, a
fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE) referidas no citdmetro, como FL1
(fluorescéncia 1) e FL2 (fluorescéncia 2), respectivamente.

Os diferentes anticorpos utilizados estao listados na tabela abaixo.

Reagente Marcagao
lgG1 FITC, PE
Anti CD4 FITC, PE
Anti CD8 FITC, PE
Anti CD3 FLIC
Anti CD19 FITC
Anti CD5 PE
Anti HLA DR PE
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Anti CD25 PE
Anti CD 28 PE
Anti CD45RA PE
Anti CD45RO PE

FITC= Isotiocianato de fluoresceina PE=Ficoeritrina

A coleta do material (sangue periférico das gestantes) foi realizada em
tubos contendo heparina, tamanho 16 x 100mm (Becton Dickinson @) e o
sangue de cordao em tubos Falcon @ de 50 ml, contendo 0,25 ml de
heparina, estéreis e com tampa de rosca.

Para a marcacao celular por anticorpos monoclonais, procedeu-se a
seguinte tecnica de preparo:100ul de sangue periférico ou de cordao
umbilical foram incubados com 5 ul de anticorpo monoclonal conjugado e
incubados ao abrigo da luz por 30 minutos, a temperatura ambiente.
Posteriormente, o material foi processado no equipamento Multi-Q-Prep
(Coulter @), para hemolise e fixacao.

A leitura da fluorescéncia se deu em citdmetro de fluxo Epics XL (Coulter@),
onde a identificacao de populacdes de interesse, bem como a determinagao
do valor percentual destas populagdes e subpopulagdes, foram feitas através
de um sistema “software" especifico, acoplado ao citbmetro. Este software
fornece um perfil de distribuicdo das células de acordo com o tamanho e
granulosidade. A analise levou em consideracao a populacao de células
selecionadas, avaliando o perfil fenotipico por emissdo de fluorescéncia,

utilizando-se de graficos de fluorescéncia 1 versus 2 (Figura 1).
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Estudo estatistico
Analises comparativas foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e,
quando indicado, pelo teste de Wilcoxon, para amostras pareadas

(parturiente/RN).
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3.2 - DISCUSSAO E APRECIACAO DA METODOLOGIA

EMPREGADA

Este trabalho foi realizado com base em um modelo de pesquisa
observacional, nao pareado, com amostragem por conveniéncia. O ponto de
partida foi a identificagdo de individuos (pacientes gravidas) que
apresentavam sintomas aléergicos respiratorios e testes cutaneos positivos
(casos), que foram comparados a individuos sem sintomas e com testes
cutaneos negativos (controles), com caracteristicas semelhantes.

Na andlise, objetivou-se quantificar a freqiéncia com que a alergia
esteve presente nos dois grupos, através do questionario e teste cutaneo de
leitura imediata.

Os testes cutaneos com alergenos visam revelar a formacdo de
anticorpos nos individuos atopicos, através da formagéo de reagdes de placa
urticada e eritema locais (SLY et al., 1988). Na verdade, uma variedade de
outros marcadores tem sido utilizada nos estudos feitos em criangas com
asma, principalmente, em estudos epidemioldgicos. A medida do nivel
sérico de IgE e o teste de punctura com alergenos permanecem os métodos
mais comuns de avaliar a resposta alergica. Ambos sao capazes de medir a
sensibilizagdo e exposicao a alergenos ambientais (WEISS et al., 1998).

Q Q

A reatividade do teste cutaneo depende de 3 fatores: a) um sistema

imune intacto; b) a presenca de um complexo basoéfilo/mastécito que pode

combinar-se com a IgE e liberar mediadores quando expostos ao antigeno; e

c) pele em condicbes adequadas de responder a histamina, com o
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desenvolvimento de resposta inflamatoria local, incluindo eritema e induracao
(WEISS et al., 1998).

Os testes alérgicos nao diagnosticam doenga alérgica; apenas
determinam a presengca ou auséncia de anticorpos IgE alergénicos
especificos. Apesar dos anticorpos IgE alergeno-especificos sejam um
componente necessario na patogenia da doenga alérgica, € da incumbéncia
do médico decidir se os sinais e sintomas do paciente sao compativeis com a
doenca alérgica (OWNBY et al., 1992). O teste cutaneo, da forma como &
realizado em situagég}s clinicas, em geral, € realizado para identificar
individuos sensibilizados ao alergeno em questao (YUNGINGER ef al., 1988)
e constituem o método de escolha no diagnodstico das doencgas alérgicas, por
sua alta sensibilidade, rapidez dos resultados, baixo custo e facilidade de
execucao (OWNBY, 1988).

Como a confiabilidade e interpretacao dos testes de punctura estdo na
dependéncia da habilidade técnica do aplicador, padronizagao, composicao,
poténcia e procedéncia dos extratos utilizados (BASOMBA et al., 1985), todos
estes fatores foram considerados, no decorrer do estudo.

Com relacao a interpretacao apropriada dos testes alérgicos, € sabido
que controles positivo e negativo devem ser sempre usados, por causa da
variabilidade cutanea. O controle negativo deve ser constituido do mesmo
diluente usado nos extratos antigénicos. Sua utilizagao e importante para que
se possa verificar a presenca de reatividade nao especifica, como
dermografismo ou reatividade traumatica induzida pelo instrumento utilizado
para punctura (GLEICH et al.,1974). Os padrdes de medicao e interpretagéo

dos resultados dos testes cutaneos variam muito. O metodo mais aceito para

42



Detalhamento metodologico

mensuragao da resposta cutanea ao teste € a soma da medida do didmetro
mais longo (D) e do diametro perpendicular a este(s), dividido por 2
(BOUSQUET, et al., 1988). A maioria dos pesquisadores considera um teste
por punctura positivo quando a papula do alergeno em questdao for, no
minimo, 2 ou 3 mm maior que a papula produzida pelo controle negativo
(OWNBY et al., 1996). No estudo, considerou-se este parametro.

Em alguns casos n&o se contatou correlagao entre a historia clinica e o
teste cutdneo. Nos casos de pacientes com teste positivo e histdria negativa,
as possiveis explicacdes encontradas na literatura sao:

a) Individuo destituido de tracos hereditarios de atopia que se
sensibilizou por exposicao a altas concentragbes antigénicas e que ainda nao
desenvolveu sintomas (KUEHR ef al.,1994);

b) Pacientes portadores de IgE alergeno-especifica que nao
respondem clinicamente a provocagao alergénica, sugerindo que um teste
cutaneo positivo nao significa necessariamente alergia clinica (BERNSTEIN&
STORMS, 1995)

C) Individuo nao sensibilizado no qual o teste cutaneo resultou
positivo pela presenca de impurezas, contaminantes ou ativacdo local
atraves do reflexo axdnico disparado por uma reag¢do vizinha fortemente

positiva, e a presencga de dermografismo.

Ja nos casos de histéria positiva e teste negativo, as possibilidades
citadas sao:
a) Utilizagdo de farmacos pelo paciente que possam intervir

com a resposta cutdnea (BOUQUET et al.,, 1988);
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b) Utilizacdo de extratos pouco potentes, de procedéncia nao
confiavel ou com validade vencida (BOUSQUET et al., 1988);
C) Presenca de doencas no paciente que possam interferir na

reatividade cutdnea como dermatite atépica (BOUSQUET et al., 1988);

Nos nossos casos, as trés primeiras possibilidades foram
cuidadosamente afastadas. Todos as pacientes foram submetidas ao teste
cutaneo apds anamnese, certificando-se de que ndo usaram as drogas
especificadas em Metodologia, pelo periodo previsto. A técnica utilizada, foi a
de punctura (PEPYS et al., 1975); a disposigao dos extratos foi uniforme em
todos os testes e os extratos foram mantidos a temperatura de 2° a 8 graus,
sendo utilizados dentro do prazo de validade. A medida da papula foi
realizada com régua especial para medicao de testes alérgicos.

Em relagdo aos questionarios (Anexo ll), sua aplicagao foi realizada
por dois entrevistadores que desconheciam a condicdo do pacientes
(presenca ou nao de manifestagdes alérgicas), o que reduziu a possibilidade
de viés de suspeicao diagndstica.

O controle da evolugdo das gestagdes das pacientes foi realizado
através das consultas de pré-natal, com a realizagdo de nova entrevista no
altimo retorno, de maneira a evitar a interferéncia de situagbes clinicas
intercorrentes.

A avaliagdo imunoldgica realizada consistiu em estudos de
imunofenotipagem por citometria de fluxo de ceélulas mononucleares de
sangue de corddo umbilical. Esta & a técnica mais indicada para fins de

estudos de populagdes e subpopulacdes celulares, uma vez que apresenta
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grande versatilidade, precisao e especificidade, permitindo a detecgédo de
diversos parametros em nivel celular individual e rapida analise de um grande
namero de células, tornando, assim, as mensuragdes significativas. A
sensibilidade foi garantida através da obtencao de pelo menos 5.000 eventos
selecionados (“gated”) de cada amostra.

A analise estatistica utilizou o teste de Kruskal-Wallis, quando se
comparou 0s grupos de recém-nascidos e os grupos de parturientes, uma vez
que tal teste tem como objetivo comparar duas ou mais amostras
independentes em relacao a uma variavel de interesse. Além disso, trata-se
de um teste nao paramétrico, isto €, nao se baseia na média e desvio-padrao
e nem na mediana e, sim, nas posi¢oes (“rank”) das medidas das variaveis de
cada grupo estudado.

Quando se comparou o resultado entre os recem-nascidos e as
parturientes, utilizou-se o teste de Wilcoxon para amostras pareadas, que,
também, trata-se de um teste nao paramétrico, e tem como objetivo comparar

medidas realizadas na mesma unidade amostral.
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INTRODUQI\Ol

A identificacdo precoce de grupos de pacientes de alto risco para o
desenvolvimento de doencas alérgicas seria de grande valia para tomada de
medidas preventivas eficazes. |dealmente, tal identificacdo deveria ser possivel
ainda no periodo neonatal, uma vez que as doencas atopicas acometem pacientes
ainda muito jovens.

A influéncia genética é de sabida importancia nas doencas alérgicas como

revisto recentemente por . Entretanto, o aumento na prevaléncia de alergia,
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.\.ferificada nas UIfifnaé décadas, né”o.p.ode ser explicado apenas pelos genéticoé, e
sugere que fatores ambientais devam desempenhar papel importante na génese
do perfil atopico.

Existem evidéncias de que alguns aspectos particulares do perfil
imunologico alérgico estejam presentes ja ao nascimento. Linfocitos de sangue de
corddo sdo capazes de reconhecer e proliferar em resposta a certos alergenos
como a proteina do leite e também a aeroalergenos, como a poeira doméstica e
polen, indicando a sensibilizagédo intra-uterina a antigenos ambientais. Especula-
se que tal sensibilizagdo seja secundaria a transferéncia trans-placentaria de
baixas concentragbes de alergenos aos quais as méaes s&o expostas durante a
gravidez, especialmente, durante o ultimo trimestre (Holt 1996).

Varios métodos sdo empregados para estimar a intensidade da exposicao
intra uterina a alergenos ambientais. Dentre os mais citados na literatura,
encontram-se a determinacdo do nivel de IgE sérica no sangue de cordao, a
verificagcdo da capacidade proliferativa de linfocitos de sangue de corddo induzida
por estimulo antigénico especifico e a determinacéo da subpopulacgéo de linfécitos
neonatais considerados como linfécitos de meméria (Holgate e Doull, 1997). Tais
linfécitos apresentam, em sua superficie, expressdo da isoforma CD45R0O, em
contraste com aqueles descritos como linfécitos virgens (ou naive), nos quais
predomina a isoforma CD45RA. Esta estabelecido que, no sangue de corddo, ha
um predominio absoluto de linfocitos virgens, enquanto, no sangue periférico de
individuos adultos, os linfécitos de memoéria sdo os mais frequentes, sugerindo,
assim, que a quantidade de linfocitos de memoria circulante € proporcional a

exposicdo antigénica vivenciada pelo sistema imune.
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Oé achados da. literat.ura.r.el.éti.v.é.s.é(.)s percentuais de linfocitos dé.memc')rié
e linfécitos virgens em sangue de corddo de recém-nascidos filhos de mées
atépicas ainda sdo conflitantes. Inicialmente, Warner e colaboradores relataram
uma diminuicdo do percentual de células de memdria em sangue de corddo de
criancas filhas de mées alérgicas, quando comparadas a criangas nascidas de
maes ndo alérgicas. Posteriormente, outro estudo ndo detectou diferenca
significativa (Hagendorens et al., 2000) e, mais recentemente, outro estudo relatou
aumento nas células expressando a isoforma CD45R0O no sangue de corddo de
criancas nascidas de maes alérgicas (van der Velten ef al., 2001).

Sem dados relativos a populacdes de paisés em desenvolvimento, onde a
presenca de outros fatores ambientais, como por exemplo, infeccOes mais
frequentes, decidimos desenvolver o presente estudo, onde, numa primeira fase,
avaliariamos a freqiéncia de alergia na populacéo de gestantes atendidas em um
hospital publico de Belo Horizonte, Brasil, e posteriormente, avaliariamos o perfil
linfocitario de sangue corddo de recém-nascidos filhos de méaes alérgicas,
verificando a distribuicdo das populacdes e subpopulagdes linfocitarias e seu
estado de ativacdo celular e de expressdo das isoformas CD45RA e CD45R0O.
Complementado, verificariamos a ocorréncia de manifestagbes alérgicas durante o

primeiro ano de vida.

MATERIAL E METODOS:

Modelo do experimento: Estudo caso-controle ndo pareado.
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Aspec.t.os. éticos: O projeto foi previame.nte aproQado pelo comité de Etica
Médica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A
inclusdo dos pacientes no estudo, todos voluntarios, foi realizada somente apds
esclarecimento sobre seus objetivos, procedimentos e riscos, seguido da
assinatura de termo de consentimento livre pelos pais da crianca ou pela gestante.
Participaram deste estudo, somente as criangas cujas gestantes estavam de

acordo e assinaram o termo de consentimento.

Populagdo Estudada: Foram selecionadas, no Servico de Ginecologia e
Obstetricia do Ambulatério Carlos Chagas e na Maternidade Oto Cirne do Hospital
das Clinicas, no periodo de julho de 1997 a abril de 1999, 210 pacientes gravidas,
com idade variando de 18 a 41 anos, sem outras patologias concomitantes, para
estudo de frequéncia de alergia e posterior selecdo de grupos mae-filho para

acompanhamento.

Avaliagdo clinica: As pacientes foram submetidas & anamnese, para
confirmac&o dos dados do prontuério, e a questionario padronizado, enfocando
sinais e sintomas de doencgas atdpicas, historia de tabagismo, situacéo socio
econdmica, condicdes de habitagdo, presenca de cuidados ambientais, histdria
familiar de atopia. Apos a realizag&o da entrevista, realizou-se testes cutaneos de
hipersensibilidade imediata (teste cutéaneo por punctura). As solugdes antigénicas -
poeira doméstica, Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae,
Fungos |, Fungos I, epitélio de cdo, epitélio de gato (Merck) ,- juntamente com o

controle histaminico (positivo), na concentracdo de 1: 1000, e controle negativo
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(solﬁgéo fisiologica) .éxcipiente, foram aplicadas éobre superficie voléur” .d.o
antebraco direito, com a observagao de uma distancia minima entre elas de 3 cm.
As leituras foram feitas 15 minutos apds a aplicacdo dos extratos, utilizando-se
uma régua propria (Greer Laboratories, Inc. Lenoir, NC USA). Optou-se pela
medic&o do tamanho da papula e o teste foi considerado positivo quando a papula
em questdo foi, no minimo, 3mm maior que a pépula produzida pelo controle

negativo.

Imunofenotipagem: Estudos do fenodtipo linfocitario foram realizados em 16
gestantes do grupo controle e 14 gestantes do grupo, com seus respectivos
recém-nascidos. A imunofenotipagem celular foi realizada utilizando-se da técnica
de citometria de fluxo. em citdmetro de fluxo Epics XL (Coulter@).
Resumidamente, 100ul de sangue periférico ou de corddo umbilical, colhido em
heparina, foram incubados com 5 pl de anticorpo monoclonal e incubados ao
abrigo da luz por 30 minutos, a temperatura ambiente. As celulas foram coradas
em ensaios imunocitométricos de dupla cor, usando simultaneamente, anticorpos
marcados com isotiocianato de fluoresceina e ficoeritrina. Apds coloracéo, o
material foi hemolisado e fixado automaticamente (Multi-Q-Prep, Coulter Co,
Miami, FL). Os anticorpos monoclonais utilizados foram combinados da seguinte
forma: 1IgG1-FITC /lgG1-PE, anti-CD3-FITC/anti-CD4-PE, anti-CD3-FITC/anti-CD8-
PE, anti-CD3-FITC/anti-CD25-PE, anti-CD3-FITC/anti-HLA-DR-PE, anti-CD4-

FITC/anti-CD45RA-PE,  anti-CD4-FITC/anti-CD45R0O-PE,  anti-CD8-FITC/anti-

50



Artigo

(Becton Dickinson, Mountain View, CA)

Para a leitura da fluorescéncia, a identificacdo de populagcdes de interesse,
bem como a determinacdo do valor percentual destas populagdes e
subpopulagbes foram feitas através de “software" especifico, acoplado ao
citbmetro (XL System Il). Este software fornece um perfil de distribuicdo das
células de acordo com o tamanho e granulosidade e a analise levou em
consideracéo a populagdo de células selecionadas, na regido dos linfécitos,
avaliando o perfil fenotipico por emisséo de fluorescéncia, utilizando-se de graficos
de fluorescéncia 1 (isotiocianato de fluoresceina) versus 2 (ficoeritrina). Os
resultados foram expressos como percentagens médias de populagdes e
subpopulagdes linfocitarias. Analises comparativas foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis e, quando indicado, pelo teste de Wilcoxon, para amostras

pareadas (parturiente/RN).

RESULTADOS:

| - Estudo da freqiiénc.ia e de formas de apresentacdo de doencas alérgicas
na populagdo de pacientes gestantes atendidas no servico de pré-natal do
Hospital das Clinicas:

Entrevistou-se 210 gestantes atendidas no Servico de Pré Natal do Hospital
das Clinicas da UFMG, que foram divididas em grupos, baseando-se na historia
clinica (obtida através de questiondrio padronizado) e teste cutaneo com
aeroalergenos. As gestantes que apresentavam sintomatologia e/ou histéria

clinica positiva para asma ou rinite e, concomitantemente, apresentavam teste
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cuténeo positivo for.ér.ﬁ. C.,I.a;s;ifi.ééc.las como casos (n=65), a.s gestantés sem Hfétéria
clinica e com teste cutaneo negativo foram classificadas no grupo de pacientes
controles (n=74). Dentre o total de pacientes entrevistadas, 71 n&o preencheram
os critérios acima, apresentando resultados dos testes cutaneos e questionarios
discordantes.

Desta forma, observou-se a frequéncia de 31% (65/210) de alergia dentre a
populagdo analisada. Quando avaliou-se a forma clinica de apresentagdo do
quadro alérgico, verificou-se que a forma clinica mais frequente (93,6%) foi a
rinite, podendo essa estar ou ndo associada a asma. Dentre as pacientes do
grupo caso, observou-se frequéncias de 47,6%, 46% e 6,1%, de rinite, rinite
associada a asma e asma pura, respectivamente (Figura 1).

Il - Estudo da reatividade ao teste cutaneo na populagdo de pacientes
gestantes atendidas no servigo de pré-natal do Hospital das Clinicas:

O teste cutaneo por puntura foi realizado em todas as 210 gestantes
acompanhadas nesse estudo. A analise dos dados relativos as pacientes do grupo
caso, isto & com reatividade cutanea e histéria clinica positivas, mostrou que a
reatividade mais frequente foi ao Dermatophagoides pteronissinus (95%), seguida
pela reatividade ao Dermatophagoides farinae (70%), a poeira doméstica (57%), a
preparacdo Fungos | (20%), ao epitélio de cdo (14%), a preparagdo Fungos I
(9%) e ao epitélio de gato (12%) (Figura 2).

Uma distribuicdo de frequéncia similar foi observada no grupo de pacientes que
apresentavam apenas reatividade cutanea positiva, sem histéria clinica positiva

(dados ndo mostrados), onde a reatividade aos acaros foi, também, a mais
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freqUente, indicando grande sensibilizagcdo a esses microorganismos, tanto na

populacdo de pacientes sintomaticas quanto na de pacientes assintomaticas.

Il - Andlise comparativa do perfil fenotipico de linfécitos circulantes de
parturientes e dos recém-nascidos do grupo caso e do grupo controle.

Apos a classificagdo através do questionario e teste cutaneo, acompanhou-
se as pacientes até o momento do parto, quando colheu-se amostras de cordao
umbilical (20 ml em heparina estéril) e sangue periférico da gestante (10 ml em
heparina estéril), procedendo-se, a seguir, a realizacdo de imunofenotipagem de
linfocitos, até 12 horas apds a coleta. Dentre as 210 pacientes, realizou-se ensaios
de imunofenotipagem de 30 pacientes gestantes e seus recém nascidos. Dentre
estas, 14 pacientes pertenciam ao grupo caso e 16 pertenciam ao grupo controle.

Linfocitos circulantes do sangue periférico e do sangue de cordao foram
analisados por citometria de fluxo, a fim de avaliar a distribuicdo das populacdes
de linfocitos T e linfécitos B.

A analise das subpopulagdes linfocitarias maternas (CD3+, CD4+, CD8+ e
CD19+), obtidas no momento do parto, n&o mostrou diferencas significativas entre
0s grupos caso e controle. Pacientes do grupo controle apresentaram percentual
médio de linfocitos T CD3+ de 77,3% * 8,1%, enquanto aquelas do grupo caso
apresentaram percentual médio de 71 + 128%. Da mesma forma, as
subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e T CD8+, apresentavam-se com percentuais
médios indistintos (40,4% = 12%, no grupo controle e 40,4% + 8,2% no grupo caso
para os linfocitos CD4+ e 27,6% * %7,2, no grupo controle e 27,7% + 3,9% no

grupo caso para os linfécitos CD8+). Foi também avaliada a populagdo de
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Iinfécitoé .B, éffavés da pesquisa de Einfc’;cifcs com expresséo. poéitivé de CD19.
Observou que no grupo de pacientes controle, o percentual médio de linfécitos
CD19+ foi de 13,1 £ 8,5%, enquanto nas pacientes do grupo caso foi de 13,1 +
3,6% (Tabela ).

Quando comparou-se recém-nascidos de ambos os grupos, observou-se
que o percentual médio de células T auxiliares (CD3+CD4+) estava
significativamente aumentado no grupo caso quando comparado com o percentual
meédio observado nos recéem-nascidos do grupo controle (54,1% + 7,8% versus
446% * 6,3%). Inversamente, o percentual médio de linfécitos CD19+ foi menor
nos recém-nascidos do grupo caso (116% + 7,4% versus 20 * 13,1%).
Entretanto, o maior percentual de linfécitos T totais (CD3+), observado nos recém-
nascidos do grupo caso (75,8% + 8,7% versus 66,8 + 6,9), ndo foi estatisticamente

significativo (Tabela I).

IV - Analise comparativa dos status de ativagao celular de linfécitos
circulantes de parturientes e dos recém-nascidos do grupo caso e do grupo
controle.

O estado de ativacdo celular foi avaliado na populacdo de linfocitos T,
através da pesquisa da expressao de receptor de IL-2 (CD25) e de moléculas de
HLA-DR na superficie celular. Verificou-se, nas parturientes, que o percentual de
linfécitos circulantes CD3+ expressando CD25 variou de 0,5-12,29%, com média
de 3,7% * 4% no grupo caso e média de 1,6% * 0,9% no grupo controle. Ja as
celulas CD3+ expressando HLA-DR+ variaram de 0,3-8,3%, com média de 3,8% +

2,5% no grupo caso e média de 0,5% = 0,2% no grupo controle. Entretanto, esse
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aumento na expressdo de moléculas de ativagdo n&o foi significativo
estatisticamente.

Na populacéo de linfocitos B, pesquisou a expresséo de CD5+, a fim de avaliar a
populacéo de linfécitos B CD5+, considerado como uma populacéo diferenciada
de linfécitos B, que parece estar aumenta no periodo gestacional e nas doengas
auto-imunes. O aumento observado no grupo de pacientes alérgicas n&o foi
estatisticamente significativo (14,3% versus 5,4% no grupo controle).

Quando analisou-se as populagdes de linfécitos, considerados linfocitos de
memo@ria, isto €, com expressio de CD45RO0, foi encontrada diferenga significativa
na populagdo de células T CD4+CD45RO+, que encontrava-se aumentada no
grupo caso (Tabela Il). Na subpopulacédo de linfécitos T CD8+, n&o foi observada

diferencga significativa.

A analise da ativacéo celular dos linfécitos periféricos dos recém-nascidos mostrou
que o percentual de células T expressando CD25 foi maior no grupo caso (6,1% x
1,9%), assim como o percentual de células T expressando HLA-DR (3,9% x 0,4%)
e o percentual de células B expressando CD5 (31,7 x 21,7%). Entretanto, tais
diferencas n&o foram significativas. O marcador CD45RO foi uniformemente
observado nas criancas dos grupos caso e controle, sendo expressado por 4,6% e
3,9% das células CD4 e em 7,3% e 6,8% das células CD8, respectivamente
(Tabela II). De forma geral, entdo, ndo foi observada qualquer diferengca no estado
de ativacdo e nas populagdes de células de memodria (CD45RO+) e células
virgens (CD45RA+) de recém-nascidos filhos de méaes alérgicas, quando

comparados com aqueles nascidos de maes n&o alérgicas.
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V - Acompanhamento clinico das criangas durante o primeiro ano de vida

Acompanhou-se as criangas desde o nascimento, até um ano de idade,
observando-se o aparecimento de manifestagdes clinicas de doencas alérgicas
respiratérias, asma e rinite alérgica. Em consultas mensais, avaliou-se o
crescimento, desenvolvimento e estado clinico destas criangas.

Observou-se o aparecimento de sintomatologia alérgica (2 casos de rinite e
1 de asma bronquica) em trés criangas do grupo caso.

No grupo “controle”, filhas de maes nao alérgicas, oito criancas foram
acompanhadas durante o primeiro ano de vida. Dentre estas, nenhuma
desenvolveu sintomatologia alérgica.

Ndo observou-se doencas infecto contagiosas, exceto dois episédios
isolados de IVAS. A vacinagéo apresentou-se em dia e as curvas de crescimento
e desenvolvimento-neuro-psicomotor foram normais até 1 ano de idade. As maes
foram orientadas tanto nos casos como nos controles para realizar o controle

ambiental adequado, desde o inicio do acompanhamento.

DISCUSSAO

Um dos paradigmas centrais da literatura a respeito da alergia € o conceito
da ocorréncia de um periodo critico (‘janela”) de sensibilizacdo primaria alérgica,
durante a infancia (Prescott et al.,, 1999). Tal conceito provém de uma vasta
literatura epidemiolégica indicando que a exposi¢do pds-natal precoce, a altos
niveis de alergenos, maximiza o risco de desenvolvimento de reatividade alérgica

a esse antigeno na vida adulta (Holt et al., 1990). Isso sugere que o desafio
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alergénico, durante a infancia, pre.c.:lis.pé.e a crianca a desenvolver memdria
imunolégica especifica direcionada para o perfil Th2. Tal risco € maior em criangas
com pais ou irmaos atdpicos, isto €, com gendtipo atopico (Bjdrkstein, 1994).

O estudo de diferentes populagdes celulares em sangue de corddo de
criancas nascidas de mées alérgicas tem sido um campo de interesse crescente,
por refletir o estado imune derivado do periodo intra-uterino. A maioria dos
trabalhos descrevendo a distribuicdo e o estado de ativagdo celular s&o
conflitantes e, em geral, hipbteses, as vezes imprecisas, as vezes mais
duradouras, sdo formuladas a partir de tais dados.

A importancia de estudar possiveis marcadores precoces de predisposi¢c&o
para o desenvolvimento de alergia deriva da alta prevaléncia das doencas
alérgicas e da alta morbidade, e as vezes, alta mortalidade decorrente de
infecgbes secundarias a quadros primarios alérgicos.

Para avaliar o impacto da doenca alérgica em nosso meio, iniciamos por
estimar sua frequéncia na populagéo de gestantes de um servigo publico de Belo
Horizonte. Encontramos uma frequéncia de 31%, utilizando-se, como critério
diagnostico, as positividades clinica e ao teste cutaneo. Quanto a apresentag&o
clinica verificada nas pacientes do grupo casos (n=65), quatro apresentavam
asma, 31 pacientes tinham rinite e 30 apresentavam associagéo de asma e rinite.
Considerando o numero total de gestantes analisadas, verificou-se a frequéncia de
asma de 16,3% e de rinite de 29%. Os dados relativos a asma estdo coerentes
com os descritos na literatura, para o Brasil, onde a frequéncia varia de 4,8-21,8%

(Werneck et al.,, 1999). Da mesma forma, a frequéncia de rinite foi similar ao
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désérito por Néé.biti (21,8%), erﬁ 1997 e por Vianha.e. colaboradores. (Sé%) em
2001).

Na andlise dos resultados dos testes cutaneos, dentre os alergenos
testados, os mais freqlientemente responsaveis pelos testes positivos foram
Dermatophagoides pteronissinus (95%) e D. farinae (70%). Em recente estudo,
realizado em criangas e adolescentes de Belo Horizonte, Margues confirmou
serem os acaros da poeira domiciliar os principais alergenos sensibilizantes nesta
populacdo (86%) (Marques, 1998). Resultados semelhantes foram encontrados
também por Medeiros, em 1997, nos quais também o grupo de acaros foi o mais
prevalente, com indice de positividade de 86,6%.

A analise conjunta desses dados reforca o local das alergias dentro das
nosologias mais prevalentes na nossa populagéo, e confirma o papel dos acaros
domiciliares como o principal agente sensibilizante.

Entretanto, quando pesquisamos algum marcador de sensibilizagéo pre-
natal que pudesse ser detectado na avaliagdo do perfil de distribuicdo das
populacdes e subpopulagdes de linfocitos de sangue de cordao, nas populagdes
de linfocitos de memdria e linfécitos virgens e na expresséo de marcadores
linfocitarios de ativacdo celular, nenhum achado foi significativo, apesar da maior
incidéncia de manifestacdes alérgicas no primeiro ano de vida nas criangas filhas
maes alérgicas.

Em relacdo a distribuicdo das subpopulagdes de linfocitos de memoria e
linfocitos virgens, & interessante notar, como ja descrito na literatura, que a
distribuicdo relativa de células T virgens (CD45RA) é idade dependente, com

maior freqiiéncia ocorrendo ao nascimento, e decrescendo ao longo das
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experiéncias imunoldgicas do organismo (Bradley et al, 1991). Também, em
nossos dados, quando populacdes linfocitarias maternas foram comparadas com
populacbes fetais, observou-se um claro desvio da predominancia de ceélulas
expressando CD45RA, ao nascimento, para o predominio da expressdo de
CD45R0, na fase adulta (Tabelas Il e lll). Da mesma forma, a frequéncia da
subpopulagdo de células B CD5+ & também idade dependente, sendo mais
frequente nos recém-nascidos, como foi observado em nossos dados, quando
comparamos a frequéncia de linfécitos B CD5+ nas mées e nos seus recém-
nascidos (Tabelas Il e Ill).

Considerando a distribuicdo de linfécitos expressando CD45RA ou
CD45R0O em pacientes alérgicos, Schauer e colaboradores, em 1991, relataram,
surpreendentemente, freqiéncia aumentada da expresséo de CD45RA em células
CD4 de sangue periférico de pacientes atdpicos. Entretanto, nesse estudo
verificamos que a subpopulagcéo de linfécitos T CD4+ expressando CD45RO foi
mais freqUente nas parturientes alérgicas. Ressaltamos aqui, que o primeiro
estudo foi realizado em pacientes de paises desenvolvidos, onde provavelmente a
estimulacéo por antigenos derivados de microorganismos seja menos intensa que
a verificada nas pacientes de nosso estudo.

Interessantemente, na populacéo de recém-nascidos, ndo foi observada
qualquer diferenca relativa a distribuicdo de linfécitos de memoria e linfocitos
virgens nos recém-nascidos filhos de maes alérgicas, quando comparados
aqueles nascidos de maes nao alérgicas, resultado semelhante ao observado por

Hagendorens e colaboradores, em 2000.
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Também, erﬁ relagéo .é exprésééo de moléculas de ativacdo, na populagéo
de células T, ndo houve diferenca significativa. Em adultos, ja havia sido
demonstrado o aumento na expresséo de CD25 e HLA-DR nas células CD4+ de
pacientes alérgicos. Porém, ndo ha qualquer relato referente a expressao de
HLA-DR em CBMC de criancas filhas de maes alérgicas. Em relac&o a expressao
do receptor de IL-2 (CD25), Warner e colaboradores haviam descrito uma
diminuicdo da percentagem de células CD4+ com expresséo aumentada de CD25
(Warner et al., 1997). Em nossos dados, o alto desvio padréo observado (Tabelas
Il e lll) também pode ter contribuido para a auséncia de significacdo estatistica.
Entretanto, & evidente que a diferenca na distribuicdo das isoformas de CD45,
entre os dois grupos de recém-nascidos, foi bem menor que a diferenca
observada na expressao de moléculas de ativagéo.

A grande freqiéncia de gestantes com perfil alérgico, em nossas pacientes,
associada & auséncia de um marcador laboratorial preciso de predicdo de
desenvolvimento de alergia, nos recém-nascidos, estabelece a necessidade do
estabelecimento de condutas universais de puericultura, para com nossas
criangas, principalmente naquelas com histéria familiar positiva. A orientagéo no
sentido de evitar a exposicdo precoce a alergenos, como poeira domestica,
fumacga de cigarro, fungos e insetos, devem ser preconizadas, em todos recém-
nascidos, especialmente, naqueles com histoéria familiar positiva para doencas
aléergicas.

Outro ponto 'que deve ser considerado quando da elaboragdo e
preconizacdo de medidas preventivas para alergia, € o conceito de que o

favorecimento de situacdes, onde a resposta imune do tipo 1 prepondera sobre a
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do tipo 2, traz beneficios para as criangas de alto risco para o desenvolvimento de
alergia, especialmente no primeiro ano de vida. Uma das melhores evidéncias na
literatura foi descrita por Prescott, em 1999, quando esses autores demonstram,
através de estudos retrospectivos, que a capacidade de aumentar rapidamente a
producéo de y-IFN, durante os seis primeiros meses de vida, é considerada crucial
para o desvio da resposta tipo 2, predominante no ambiente gestacional materno,
para o perfil tipo 1, predominante nos adultos n&o atopicos. Vale a pena lembrar
gue exposicdo microbiana, especialmente pela microflora gastrointestinal, é
considerada o fator ambiental mais potente da estimulacdo da fungé&o Th1 (Sudo
et al., 1997).

Tais consideragdes fazem da infancia precoce um periodo Unico durante o
qual, as respostas imunes que acompanham as atopias, possam ser
potencialmente manipuladas, terapéutica ou profilaticamente. Em particular,
funcdes da resposta imune do tipo 1 tornam-se alvos logicos para estratégias
profilaticas.

Estudos devem ser continuados, a fim de estabelecer, com seguranca,
medidas que poderiam ser indicadas a fim de tratar ou prevenir a tdo importante

morbidade das doencas alérgicas.
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Tabela |

MEDIAS DAS PERCENTAGENS DAS POPULACOES E SUBPOPULACOES

LINFOCITARIAS DAS MAES E RECEM-NASCIDOS.

Maes cD3 CD4 CD8 CD19
Caso 71£12,8 40.448.2 27.74£3.9 13.1+£3.6
Controle 77.3+8.1 40.5%12 27.6x7.2 13.1£8.5

Recém-

nascidos cD3 CD4 CDs8 CD19
Caso 75.818.7 54.1+7.8* 24 1147 11.617.4 *
Controle 66.846.9 44 616.3 * 25.246.6 20+13.1°*

* O simbolo * indica diferencas estatisticamente significativa entre os dois grupos.
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Tabela |l

MEDIAS DOS PERCENTUAIS DE LINFOCITOS DE SANGUE PERIFERICO EXPRESSANDO

MOLECULAS DE ATIVAGAO E ISOFORMAS CD45RA E CD45RO

Maes %CD5+ em | %CD25 em | %HLA-DR | %CD45R0O | %CD45RA | %CD45RO | %CD45RA
CD19 CD3 em CD3 em CD4 em CD4 em CD8 em CD8

Caso 14.3+16.7 3.7+4 3.8425 |484+16.1*| 62.6+259 | 35.8+11.1 | 61.0£19.2

Controle 5.4+4.9 1.610.9 0.5+£0.2 |23.5%221*| 43.3+25.2 | 30.7+18 | 71.9+156

O simbolo * indica diferengas estatisticamente significativa entre os dois grupos.

Tabela I

MEDIAS DOS PERCENTUAIS DE LINFOCITOS DE SANGUE DE CORDAO EXPRESSANDO

MOLECULAS DE ATIVAGAO E ISOFORMAS CD45RA E CD45R0O

RN %CD5+ em | %CD25 em | %HLA-DR | %CD45RO | %CD45RA | %CD45R0O | %CD45RA
CD19 CD3 em CD3 em CD4 em CD4 em CD8 em CD8

Caso 31.0+16.7 | 6.116.2 3.9+8.3 4.6+2.6 82.9+7.8 7.3x8.4 91.3+6.0
Controle | 21.7+12.4 | 1.9%1.4 0.4+0.24 3.942.2 | 84.8+14.7| 6.8%5.7 92.5+7.6
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Figura 2: Freqliéncia da reatividade aos diferentes antigenos

empregados no teste cutidneo nas gestantes do grupo caso ( n=65).
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1.

CONCLUSOES

A prevaléncia de alergia (histéria clinica de asma e/ou rinite associada a
teste cutaneo positivo) em gestantes atendidas no ambulatério de pré-natal
do Hospital das Clinicas-UFMG foi de 31%. A prevaléncia de rinite, isolada
ou associada a asma, foi de 29% e a prevaléncia de asma, isolada ou

associada a rinite, foi de 16,6%.

. A sensibilizacdo a alergenos, detectada por teste cutaneo de

hipersensibilidade, mostrou positividade de 95% para D. pteronyssinus e

70% para D. farinae.

A incidéncia de asma, no primeiro ano de vida, em criangas filhas de maes

aléergicas, foi de 25%.

Linfécitos de sangue de corddo apresentam menor percentual de células T
expressando a isoforma CD45R0O e maior percentual de células T CD45RA+

que linfocitos periféricos de parturientes.

Linfocitos de recém-nascidos de méaes alergicas apresentam o mesmo estado

de ativacgéo linfocitaria e propor¢des equivalentes de células de memoria que

recém-nascidos filhos de maes n&o alérgicas.
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Anexo | - Termo de participa¢ao

Faculdade de Medicina
Universidade Federal de Minas Gerais

Comprovante de Participagao em Projeto

Titulo do Projeto

Estudo da memdria embrionaria em criangas nascidas de maes
alérgicas:Investigacao de fatores preditivos de sensibilizagao pré natal.

Descricao de Projeto de Pesquisa
Objetivos do estudo:

Este estudo pretende avaliar criangas filhas de maes alérgicas atraves
de analise do sangue de cordao, a procura de sinais que podem predizer
o surgimento de alergias.

Procedimentos:

Se vocé concordar em participar deste estudo vocé preenchera um
formulario, e sera feito um teste cutaneo para verificar a presenca de
alergia. Quando sua crianga nascer ela também sera avaliada através da
coleta de sangue de cordao umbilical. Durante o primeiro ano de vida
sua crianca sera acompanhada no ambulatoério de pediatria para a
verificacdo do surgimento de alergias.

Riscos e Desconfortos;

A Puncgao venosa para coleta de sangue causa leve dor local, podendo
haver a formacao de hematoma edema locais e discreto sangramento.
A puncao do sangue do cordao umbilical nao causa nenhum problema,
uma vez que é colhido apds o ,mesmo ter sido cortado.

Apos o teste o cutdneo podera ocorrer prurido e eritema locais. Reacgbes
mais graves sao muito raras.

Confidencialidade:
Toda informacg&o obtida sobre vocé e sua crianga sera guardada em

arquivos e apenas pessoas envolvidas no estudo terdo acesso a estas
informacgdes.
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Anexo | — Termo de participagao

Sua participacao neste estudo sera completamente voluntaria. Vocé
pode desistir de participar em qualquer momento. Caso vocé néo queira
participar ou resolva retirar-se do estudo, isso nao afetara o tratamento
que sua crianga recebera na clinica pediatrica.

Se vocé desejar conversar sobre o estudo vocé deve entrar em contato
com os investigadores:
Dra Silvana Maria Eloi Santos  031- 239-7433
Dra Solange Aparecida Pacheco 031-33712900
031-99729148

Se vocé concorda em participar do estudo por favor assine seu nome na
linha abaixo

Assinatura da méae

Enderego para correspondéncia

Telefone para contato : Data / /
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Anexo Il - Questionario

Faculdade de Medicina
Universidade Federal de Minas Gerais

Questionario Projeto: Estudo da memoria embrionaria em criangas nascidas de
maes alérgicas: Investigagao de fatores preditivos de sensibilizacado pré natal.

Nome da paciente:

Registro ldade
Endereco Telefone
Data de nascimento da gestante / /

ldade gestacional estimada:
Data provavel do parto:
Data de preenchimento desta ficha: / /
Data da ultima consulta: / /

1) Cor: ( )Branca ( ) Morena () Negra

2) Renda Familiar Mensal:

() um salario minimo

( ) dois salarios minimos

() trés salarios minimos

() mais de 3 salarios minimos.

3) Numero de Cdmodos da casa:

()2 cébmodos ( )3 cdbmodos ( )4 comodos
()5 comodos ( ) >de 5 cébmodos

4) Numero de pessoas que moram na casa :

( )2 pessoas ( )3 pessoas ( )4 pessoas
()5 pessoas ( )6 pessoas ( )7 pessoas
( )>de7 pessoas.

5) Escolaridade da gestante:
( )analfabeto  ( ) 1°grau completo () 1°grauincompleto
( )2 °grau completo () 2°grau incompleto

6) Local onde a casa foi construida:
( )urbana ( )rural ( ) peri-urbana

7) Fumante na casa:
( )sim ( )nao

8) Tipo de fogao:
() lenha ( )gas
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Anexo Il - Questionario

QUESTIONARIO SOBRE ASMA NA GESTANTE

1) Alguma vez na vida vocé apresentou algum episddio de chieira ou chiado no
peito?
() sim ( )nao () nao sei

2) Vocé ja teve asma ou bronquite alguma vez na vida?
()sim ( )nao ( ) nao sei

3) Nos ultimos 12 meses vocé teve cheira ou chiado durante ou apds exercicios
fisicos?
( )sim ( )nao ( ) nao sei

4) Nos ultimos 12 meses vocé teve tosse seca a noite, sem estar resfriada ou
gripada ou com alguma infeccgéo respiratoria?
()sim ( )nao () nao sei

5) Vocé teve chieira ou chiado no peito durante ja gravidez?
()sim ( )nao ( ) nao sei

6) Quantos ataques de chieira ou chiado no peito vocé teve nesta gravidez?
() nenhum { )la3 ( )4a12 ( )maisde 12

7) Em que época aconteceram estes ataques?
() 1°trimestre ( )2°trimestre ( ) 3 °trimestre

8) Nesta gravidez , com qual frequéncia ou quantas vezes em média vocé
acordou a noite com chieira?
( )nunca ( ) menosde 1 noite por semana
() uma ou mais noites por semana

9) Nesta gravidez a chieira foi grave o suficiente para que vocé interrompesse a

fala ou a conversa por falta de ar?
()sim ( )nao () nao sei.

QUESTIONARIO SOBRE RINITE PARA A GESTANTE:

Todas as questdes se referem a problemas que ocorrem quando vocé nio
esta gripada ou resfriada:

1) Vocé ja teve alguma vez na vida, problemas de espirros, nariz entupido,

escorrendo ou cocando sem estar resfriado ou gripado?
()sim ( )nao ( )naosei
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Anexo Il - Questionario

2) Nesta gravidez vocé teve problema de espirros, nariz escorrendo, entupido
ou cocando sem estar resfriada ou gripada?
()sim ( )nao ( ) nao sei

Se respondeu nao ou nao sei , passar para a questao 6.

3) Em que periodo isto ocorreu?

() 1° trimestre ()2 °trimestre ()3 °trimestre

4) Nesta gravidez este problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou
coceira nos olhos?

( )sim ( )nao ( ) nao sei

o) Nesta gravidez este problema atrapalhou suas atividades diarias?
( )nao () um pouco ( )muito

6) Vocé ja teve problemas de espirros, nariz escorrendo, entupido ou com

coceira, entre os meses de agosto e outubro?
( )sim ( )nao () nao sei

RESULTADO DOS TESTES CUTANEOS ( PUNTURA):

Extrato Tamanho da papula

Controle negativo ( excipiente)

Controle positivo ( histamina)

Poeira domiciliar

Dermatophagoides pteronyssimus

Dermatophagoides farinae

Fungosl

Fungos Il

Epitélio de cao

Epitélio de gato
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Dados demograficos

ANEXOS DEMOGRAFICOS:
Dados demograficos das pacientes avaliadas:
-
o0
.
-
£ 5 14901 [0 Branca
2 ous [INegra
& 401 wray  fooimmEmmg o E = Morena
5
o
10+
0 T

Caso Controle

Grupo

GRAFICO 1: Anilise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto a cor

Nota: O valor de p nos graficos refere-se a probabilidade de significancia do teste

Exato de Fisher
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Dados demogréficos

7 85(38)
£ @
&
e 504 0 De 1 a 20 anos
o [1De 21 230 anos
£ - [ Mais de 30 anos

30 20003) 21,5(14) 21.6(16)

20 108(®)

10|

1] T 1

Caso Controle
Grupo p=0,235

GRAFICO 2: Analise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto a

faixa etaria
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Dados demogréficos

56,9 (37)

52,7(39)
473 (35)

[ Até 4 comodos
[0 Mais de 4 cémodos

Porcentagem
3
1

0 e e : ;
Caso Controle

Grupo

GRAFICO 3: Analise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto ao

numero cémodos da casa

70|
E &
1)
B
5 e [ Até 4 pessoas
E 40 297 (22) [JMais de 4 pessoas

30_

20

10

0 : - .

Controle
Grupo p=0333

GRAFICO 4: Anélise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto ao

numero de habitantes
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Dados demograficos

40,5 (30) B Até2 SM
O Entre 2 a3 SM
[ Mais de 3 SM

369Q4) 354 3)

Porcentagem
3
]

27,708 SRR

30

20+

10+

Controle

Grupo

GRAFICO 5: Anilise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto 3

renda per capta

60| 51,4 (38)
45,1 (30)
.

[J 1° grau incompleto
[ 1° grau completo
2° grau incompleto ou mais

Porcentagem
3
1

29,7 (22)

26207
27,718

Caso Controle

Grupo

GRAFICO 6: Analise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto a

escolaridade
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Dados demograficos
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GRAFICO 7: Anilise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto ao

local de moradia

100 £ Fumante
[ONao fumante

53,9(35)

Porcentagem
1%
b

40
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20+

, e | o |
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GRAFICO 8: Anilise comparativa entre os 2 grupos de parturientes quanto ao
habito de fumar
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