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Resumo Abstract

Alergia a barata é um importante fator de risco para asma
em todo o mundo, inclusive no Brasil. Evidéncias indicam que a
combinagdo de sensibilizagdo a barata e exposigdo a alérgenos
de barata no domicilio estd associada a asma mais grave. Es-
sas observagdes sugerem que alérgenos de barata sdo particu-
larmente potentes em induzir resposta IgE. Estratégias para
diminuir a exposigdo ambiental a alérgenos de barata reque-
rem limpeza extensa, educagdo e exterminio profissional de
insetos, que podem ser dificeis de manter. Um dos principais
alérgenos de barata, tropomiosina, é compartilhado com &ca-
ros, camardo e outros crustaceos e moluscos, e com o parasita
intestinal Ascaris lumbricoides. Analise da identidade de se-
qliéncias e da estrutura tridimensional obtida por modelagem
dessas moléculas permite-nos formular a hipdtese de que rea-
tividade cruzada IgE para tropomiosina poderia ter relevancia
clinica e ter um papel na imunomodulagdo de parasitas sobre o
desenvolvimento de alergia e asma. Estudo futuros investigan-
do novas estratégias para diagndstico e tratamento de alergia
a barata podem incluir o uso de alérgenos recombinantes para
testes in vivo e in vitro, e imunoterapia alérgeno-especifica,
que podera beneficiar pacientes com asma e/ou rinite alérgicos
a esse inseto.
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Introducdo

Baratas: caracteristicas biolégicas

Mais de 5000 espécies de barata ja foram identificadas e
nomeadas nos ultimos dois séculos, e cientistas acreditam
que um mesmo numero permanece por ser encontrado.
Por serem animais que preferem calor e umidade, a maio-
ria das baratas tém as florestas tropicais por seu habitat
favorito. Apenas 1% busca convivio com o homem, a pro-
cura de alimento, abrigo e dgua. Essas espécies sdo cha-
madas baratas domiciliares, e vivem dentro de residéncias
ou no peridomicilio. Estudos de fésseis de baratas demons-

Cockroach allergy is an important risk factor for asthma
worldwide, including Brazil. Evidence indicates that the com-
bination of sensitization and environmental exposure to co-
ckroach is associated with more severe asthma. These obser-
vations suggest that cockroach allergens are particularly potent
in inducing IgE responses. Strategies to decrease environmen-
tal exposure to cockroach allergens require extensive cleaning,
education and professional extermination of the insect, and
these measures are difficult to maintain. One of the major co-
ckroach allergens, tropomyosin, is shared with mites, shrimp
and other Crustacea and Mollusks, and with the intestinal pa-
rasite Ascaris lumbricoides. Analysis of sequence identity and
tri-dimensional structure obtained by molecular modeling of
these molecules allows us to formulate the hypothesis that the
IgE cross-reactivity to tropomyosin could have clinical relevan-
ce and have a role in the immunomodulation by parasites on
the development of allergy and asthma. Future studies investi-
gating novel strategies for diagnosis and treatment of cock-
roach allergy may include the use of recombinant allergens for
in vivo and in vitro testing, and allergen-specific immunothe-
rapy, which might benefit patients with asthma and/or rhinitis
allergic to this insect.

Rev. bras. alerg. imunopatol. 2005; 28(4):172-180 cockro-
ach, allergy, asthma, tropomyosin, parasite infections, Ascaris
lumbricoides, Periplaneta americana

tram que esses insetos mudaram pouco nos 350 milhdes
de anos que existem na face da terra. As baratas datam do
periodo Carbonifero, precederam os dinossauros por mais
de 150 milhdes de anos, e os humanos por mais de 300
milhdes de anos. Considera-se que a barata é uma das es-
pécies de maior capacidade de adaptagdo e resisténcia do
reino animal. Embora numerosos animais sejam classifica-
dos como onivoros - que comem qualquer coisa - poucos
desempenham essa caracteristica ti0 bem como a barata'.

As espécies domiciliares de baratas mais comuns sédo
Blattella germanica (barata germanica), e Periplaneta ame-
ricana (barata americana). B. germanica é uma barata pe-
quena, de aproximadamente 2cm de comprimento, que co-
mumente infesta residéncias nos Estados Unidos: cozinhas
e banheiros sao locais preferenciais de infestagdo. P. ame-
ricana é uma barata maior, de cerca de 4cm de compri-
mento, que infesta casas, escolas, hospitais e outros pré-
dios grandes. P. americana tem menos fecundidade que B.
germanica, e requer temperatura e umidade mais elevadas
para 6timo crescimento, sendo a espécie predominante em
paises tropicais incluindo Taiwan e o Brasil. Acredita-se que
a Blattella germanica veio com os Fenicios através do Me-
diterrdneo, a partir da Africa, e se espalhou pela Russia,
Europa e para as Américas. A Periplaneta americana ndo é
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originaria das Américas, mas veio da Africa em navios ne-
greiros. Outras espécies que podem ser encontradas no
domicilio incluem Blatta orientalis, Suppela longipalpa e
Periplaneta fuliginosa. Todas as baratas pertencem a or-
dem Blattaria, com origem na palavra grega b/attae, com a
qual os Gregos antigos designavam essas pestes domés-
ticas.

Embora ndo sejam animais sociais, como as abelhas,
formigas e cupins, as baratas sdo gregarias, sendo comum
ocorrer a presenga em grupos. Feroménios de agregagdo
contribuem para essa caracteristica. Possuem habitos no-
turnos, sendo mais ativas a noite, quando saem do abrigo
para alimentagdo, cbpula, oviposigdo, dispersdo, vbo.
Quando baratas sdo vistas a luz do dia, € um mau sinal, de
infestagdo séria: significa em geral excesso de populagdo,
ou falta de alimento ou agua (estresse). As caracteristicas
fisicas da barata propiciam uma vida em um mundo para-
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lelo ao nosso: atrds de papel de parede, escondida em ar-
marios de cozinha, sob o refrigerador, dentro do banheiro
proximo a agua, e vdarias geragdes podem nascer, viver e
morrer sem serem vistas pelo olho humano, embora seus
mundos ocupem 0 mesmo espago. Baratas ndo sdo trans-
missoras de doengas, embora possam ocasionalmente
transportar agentes patogénicos, como vetor mecanico.
Patégenos encontrados em baratas incluem Salmonella,
Staphylococcus, Streptococcus, Bacillus e Clostridium, Es-
cherichia coli, Shigella dysenteriae, Toxoplasma e virus da
hepatite B. Entretanto, nenhuma epidemia ou doenga foi
associada a infestagdo por baratas'. Por outro lado, a asma
é a Unica doenga consistentemente associada a presenga
de barata no ambiente. Algumas das caracteristicas biold-
gicas das espécies B. germanica e P. americana sdo relata-
das na tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas biolégicas de P. americana e B. germanica

Caracteristicas Biologicas

Espécie

Periplaneta americana

Blattella germanica

Tamanho 30 - 45 mm 15 - 20 mm
Coloragao castanho escuro caramelo
Ootecas por fémea 10 a 15 4a8
Incubagdo da ooteca 30 - 40 dias 17 dias
Ovos por ooteca 14 a 28 37
Longevidade do macho 2 a 3 anos 128 dias
Longevidade da fémea 2 a 3 anos 150 dias

Caixas de esgoto e gordura, caixas
d“aqua, cisternas, areas de servigo,
sanitarios e vestiarios, pordes, sétaos,
forros, jardins, areas externas

Habitat

Cozinhas, depésitos de alimentos e
embalagens, sob geladeiras e freezers,
sob pias e bancadas, frestas na
alvenaria, armarios embutidos,
sanitdrios e vestiarios

Importancia da alergia a barata na asma

Baratas foram inicialmente reconhecidas como causa de
resposta IgE e asma por Bernton e Brown, em 1964. Esses
autores demonstraram, através de testes cutdneos de hi-
persensibilidade imediata que aproximadamente 40% dos
pacientes com asma em Nova lorque eram sensibilizados a
alérgenos de barata®. Kang et al® confirmaram a relagdo
existente entre alergia a barata e asma através de testes
de broncoprovocagdo, descrevendo respostas imediatas e
de fase tardia apds a inalagdo de extrato de barata por in-
dividuos asmaticos sensibilizados. Além disso, também ve-
rificaram aumento significante no nimero de eosinéfilos no
sangue periférico 24 a 48 horas apés o desafio. Um traba-
Iho mais recente relatou aumento do numero de eosindfilos
e neutroéfilos no escarro de pacientes asmaticos alérgicos a
barata 24 horas ap6s inalagido de extrato de barata®. Estes
estudos confirmam o papel de alérgenos de barata na in-
dugdo de inflamagdo brénquica em pacientes sensibili-
zados.

Alergia a barata estd fortemente ligada a fatores socioe-
condmicos e ocorre mais frequentemente quando as condi-
¢Oes de vida favorecem a infestagdo pelo inseto. Alergia a
barata é causa importante de visita a servigos de emergén-
cia por crises agudas de asma, tanto entre paciente adultos
como entre criangas® ©, Infestacdo de ambientes domicilia-
res por barata estd associada a sensibilizagdo e desenvol-
vimento de alergia e asma, e existe uma relagdo dose-res-
posta entre niveis de alérgenos de baratas no domicilio e a
freqliéncia de testes cutaneos de hipersensibilidade imedia-
ta positivos para barata’.

Resultados do National Cooperative Inner City Asthma
Study (NCICAS) revelaram que a combinagdao de sensibi-

lizagdo e exposicdo a alérgenos de barata é um dos fatores
de risco mais importantes para gravidade da asma entre
criangas vivendo em grandes cidades dos Estados Unidos®,
Mais recentemente, a avaliagdo mais ampla de um grupo
de aproximadamente 1000 criangas vivendo em cidades
distribuidas por diferentes regides nos Estados Unidos con-
firmou que exposicdo a alérgenos de barata juntamente
com sensibilizagdo a barata foi associada a morbidade au-
mentada por asma, sugerindo que alérgenos de barata tém
um efeito maior sobre morbidade por asma quando compa-
rados a alérgenos de dcaros ou de animais de estimagdo,
entre criangas asmaticas vivendo em grandes cidades nos
Estados Unidos®. Embora a infestagio por baratas e a ex-
posigdo a alérgenos de barata tenham sido mais freqliente-
mente ligadas a condigdes que incluem viver em grandes
cidades, ter baixo poder aquisitivo e ter menos educagao,
foi demonstrado que uma significante proporgdo de crian-
gas de classe média nos Estados Unidos, vivendo fora do
ambiente urbano, estd exposta a niveis de alérgenos de
barata suficientes para causar sensibilizacdo'®. A explica-
¢do mais provavel dada para esses achados seria a distri-
buicdo passiva de alérgenos de barata, veiculados até o
domicilio por sapatos ou produtos de papel.

Um estudo prospectivo demonstrou uma associagdo
significante entre exposigdo a alérgenos de barata nos
primeiros trés meses de vida e desenvolvimento de chiado
recorrente, entre criangas com risco elevado para alergia
vivendo na regido metropolitana de Boston!!, Estudo dos
irmdos dessas criangas-indice que participaram na coorte
de Boston, mostrou que a exposi¢do a alérgenos de barata
cedo na vida, foi também associada a asma diagnosticada
por médico e a crises repetidas de chiado em um periodo
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de seguimento de 22 meses'?. Criancas expostas a niveis
maiores que 2 U/g Bla g 1 ou Bla g 2 no domicilio tiveram
um risco relativo de asma incidente de 35%, mostraram
risco mais elevado para crises repetidas de chiado, e apre-
sentaram respostas proliferativas de linfécitos T a alérgeno
de barata Bla g 2''**. Exposicdo precoce a alérgenos de
barata foi também descrita como fator de risco para sinto-
mas mais graves de asma em um grupo multi-étnico de
criangas de baixo nivel sécio-econémico, com idade abaixo
de dois anos, em Denver'*. Além disso, a sensibilizac3o a
barata germanica foi identificada como fator critico para
fungdo pulmonar diminuida em criangas asmaticas de
escola elementar, vivendo em Taiwan!®>. Em nosso meio,
Solé et al'®* demonstraram que a presenca de alergia a
barata foi associada a maior gravidade da asma e maior
hiperreatividade bronquica entre adolescentes vivendo em
Sdo Paulo, sugerindo que sensibilizagdo a barata é um
marcador de gravidade da asma. Exposigdo a barata em
domicilio entre criangas vivendo em Recife foi associada a
maior freqUéncia de asma, sugerindo que a exposi¢do a
barata poderia ser fator de risco para o desenvolvimento
da doenca'’. Esses estudos em conjunto apontam para o
papel importante de alérgenos de barata ndo sé no
desenvolvimento de asma como na apresentagdo da
doenga, com maior morbidade e gravidade dos sintomas.
Estudos realizados por nosso grupo revelaram que 55%
de criangas e jovens com asma e/ou rinite alérgica, atendi-
dos em clinicas especializadas em Ribeirdo Preto e Sdo
Paulo, apresentam testes cutdneos de hipersensibilidade
imediata positivos para baratas'®, Estudamos também um
grupo de criangas de 0 a 12 anos que procuraram cuidados
em pronto-socorro por crise aguda de chiado. Os resulta-
dos desse estudo caso-controle revelaram que sensibiliza-
¢do a barata determinada pela presenga de anticorpos IgE
especificos no soro, foi um fator de risco significante para
chiado entre criangas de 2 a 12 anos'®. Além disso, infec-
¢Oes respiratorias virais, particularmente aquelas causadas
pelo Virus Respiratério Sincicial (VRS), foram fatores de
risco principais para chiado agudo entre o sub-grupo de
criangas de 0 a 2 anos. O seguimento prospectivo dessas
criangas de 0 a 2 anos por dois anos revelou que 52%
continuaram a ter episédios repetidos de chiado entre 2 e
4 anos de idade, e que esse outcome foi altamente asso-
ciado ao desenvolvimento de sensibilizagdo a alérgenos do
interior do domicilio. Sensibilizagdo alérgica, particular-
mente a dcaros e barata, e exposigdo a alérgenos de bara-
ta foram fortemente associados, de forma independente, a
persisténcia de chiado entre essas criangas de baixa ida-
de®, Nossos resultados sugerem que a alta taxa de sensi-
bilizagdo a esses alérgenos pode ser devida a exposigdo a
niveis elevados no domicilio. Em nosso estudo prospecti-
vo®, 74% e 37,5% das criangas estavam expostas a niveis
elevados de alérgenos de acaros e baratas, respectivamen-
te, de forma semelhante a outros estudos realizados no
Brasil?* %2, Além do ambiente domiciliar, exposicio a niveis
significantes de alérgenos de barata foi demonstrada em
escolas e creches na cidade de Sdo Paulo, podendo ser um
fator de risco adicional para sensibilizagdo e desenvolvi-
mento de asma®>. Em nossa &rea, a exposi¢do a alérgenos
de gato e cachorro tem sido consistentemente baixa, tanto
em casas como em escolas®' 22, Sensibilizacdo a animais
de estimagdo, que geralmente sdao mantidos fora da casa,
tem sido encontrada em baixa freqliéncia e ndo tem sido
associada a crise aguda de chiado nos nossos pacientes.

Alérgenos de barata: clonagem molecular, estrutu-
ra e funcao

alérgenos de baratas sdo derivados de varias fontes, in-
cluindo saliva, material fecal, secregdes, ovos, fragmentos
e baratas mortas. Quantidades significantes de alérgenos
de barata podem ser recuperadas de lavados de barata e
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de material acumulado em recipientes onde as baratas sao
mantidas no laboratério. Alguns alérgenos sdo encontrados
em células epiteliais do trato digestivo e em tubulos de
Malfere, sugerindo que poderiam ser enzimas digestivas®*.
Os alérgenos de barata tém propriedades semelhantes
aquelas de alérgenos de dcaros: sdo particulas relativa-
mente grandes (>10 mm de didmetro), detectdveis apéds
movimentacdo no ambiente em que se encontram?> %, A
diminuigdo da exposigdo ambiental a alérgenos de barata é
dificil de ser realizada. Apesar de ocorrer uma diminuigdo
significante no nimero de baratas apds aplicagdo de inseti-
cidas, niveis elevados de alérgenos, considerados clinica-
mente relevantes, ainda permanecem no ambiente por va-
rios meses?” ", Um estudo recente avaliou a eliminagio de
baratas e redugdo na concentragdo de alérgenos em 16 do-
micilios de pessoas de baixo nivel sécio-econémico®! 32, Os
autores verificaram que, para atingir redugdo significante
nos niveis de alérgenos e infestagdo por baratas, foi neces-
sdria intervengdo que incluia aplicagdo profissional de inse-
ticida, educagdo, e limpeza profissional.

Varios alérgenos de barata foram identificados por técni-
cas de imunoquimica e clonagem molecular, incluindo alér-
genos de B. germanica, Bla g 1, Bla g 2, Blag 4, Blag 5,
Bla g 6 e Blag 7, e de P. americana, Per a 1, Per a 3 e Per
a 7% 3%% Essas proteinas so potentes indutoras de res-
posta IgE em individuos geneticamente predispostos, vi-
vendo em ambiente infestado por baratas, e anticorpos IgE
especificos antiBlag 1,Blag2,Blag4,Blag5eBlagé6
podem ser detectados em 30 a 70% dos pacientes alérgi-
cos**. A maior parte desses alérgenos é espécie-especifica.
Entretanto, homélogos de alérgenos do grupo 1 (Blag 1 e
Per a 1) e grupo 7 (Bla g 7 e Per a 7) foram identificados
nas duas espécies.

Os primeiros alérgenos de barata identificados, usando
imunoquimica, foram Bla g 1 e Bla g 2** %, Blag 1 tem um
homélogo estrutural em P. americana, Per a 1. Andlise de
cDNAs que codificam Bla g 1 revelou 70 a 72% de iden-
tidade de seqliéncia com Per a 1. Ambas as moléculas tém
uma estrutura pouco usual, consistindo em uma série de
até sete sequéncias internas repetidas, cada uma de ta-
manho aproximado de 100 residuos de aminoacidos, ndo
apresentam residuos de cisteina e nenhum sitio de N-gli-
cosilagdo*® *°, Esses alérgenos de barata do Grupo 1 apre-
sentam 30% de homologia com um precursor de proteina
do mosquito Anopheles gambiae, ANG12, que é secretado
somente pela fémea deste inseto apds ela alimentar-se de
sangue, sugerindo que essas proteinas poderiam ter fun-
cdo digestiva*® *¢. Wu et al*’ identificaram regides de liga-
¢do a IgE na molécula de Per a 1.

Bla g 2 parece ser um alérgeno especialmente potente,
que induz resposta IgE em aproximadamente 60% dos
pacientes alérgicos a B. germanica, a niveis de exposigdo
que sdo 10 a 100 vezes mais baixos que outros alérgenos
inalantes comuns como &caros e gato*®. Além de ser secre-
tado pela barata, é encontrado em concentragdes elevadas
nos 6rgdos digestivos do inseto, principalmente eséfago e
pré ventriculo, levantando a possibilidade de ser uma enzi-
ma digestiva. Utilizando técnicas de clonagem molecular
para determinar a seqléncia de aminoéacidos de Bla g 2,
estabelecemos que esse alérgeno é uma proteina de 36 kD
gue apresenta homologia com as proteases asparticas, in-
cluindo enzimas digestivas pepsina, catepsina e quimosi-
na® *. Modelos moleculares e ensaios funcionais revela-
ram que Bla g 2 é uma protease aspartica inativa, por con-
ter substituigdes criticas localizadas ao redor do sitio catali-
tico da molécula. Portanto, a atividade enzimatica ndo pa-
rece contribuir para promover a atividade alergénica de Bla
g 2, como tem sido sugerido para varios dos alérgenos de
acaros (Der p 1, Der p 3, Derp 6 and Der p 9), que funcio-
nam como enzimas digestivas. A estrutura primaria de Bla
g 2 estd relacionada a um grupo de proteases asparticas
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inativas de mamiferos, conhecidas como glicoproteinas as-
sociadas a gravidez (pregnancy-associated glycoproteins,
PAG), que sdo expressadas no cérion de fémeas gravidas
de mamiferos como porco, cavalo, vaca e ovelha*. Recen-
temente, a estrutura tridimensional de Bla g 2 foi determi-
nada por cristalografia, trazendo informag8es sobre as ba-
ses estruturais para as propriedades alergénicas da molé-
cula*®, Substituiges de aminoécidos e aspectos pouco
usuais do sitio ativo, incluindo maior distancia entre os re-
siduos cataliticos, podem explicar a auséncia de atividade
enzimatica de Bla g 2. Além disso, a presenga de cinco
pontes dissulfeto e um sitio de ligagdo a Zinco aumentam a
estabilidade da estrutura do alérgeno, podendo contribuir
para sensibilizagdo a niveis de exposigdo mais baixos que
para outros alérgenos.

Previamente, noés relatamos a clonagem e expressdo de
Bla g 4, e identificamos que esse alérgeno pertence a su-
per familia das /igand-binding proteins (lipocalinas ou cali-
cinas)®. Posteriormente ficou evidente que essa familia
inclui varios outros alérgenos de animais, como cachorro,
vaca e cavalo, além da B-lactoglobulina do leite de vaca.
As lipocalinas ou calicinas sdo proteinas extracelulares que
se ligam a moléculas hidrofébicas com alta afinidade e se-
letividade. De forma interessante, membros dessa familia
apresentam baixa identidade de sequéncia de aminoéacidos
(18% a 23%), entretanto sua estrutura tri-dimensional é
muito semelhante. Modelos tri-dimensionais da estrutura
tercidria de Bla g 4 foram obtidos e mostraram uma estru-
tura semelhante a de outros membros da familia das calici-
nas®. Bla g 4 recombinante expressada em sistemas de
bactéria e de levedura apresenta excelente atividade aler-
génica® *' %0, Um estudo recente revelou que Bla g 4 é ex-
pressada apenas no sistema reprodutivo do macho e que a
produgcdo de alérgeno é estimulada pelo horménio juve-
nil*t,

Bla g 5 ¢ um membro da familia das enzimas glutathio-
ne-S-transferases (GST). Essas enzimas sdao envolvidas na
detoxificagdo de compostos téxicos enddégenos ou xenobid-
ticos, e em insetos a produgdo de GST estd associada a re-
sisténcia a inseticidas®. Bla g 6 apresenta 70% de homolo-
gia com troponina-C.

Embora existam dados detalhados sobre alérgenos de B.
germanica, ha informagdes limitadas relativas aos alérge-
nos de P. americana, a espécie de barata mais prevalente
em domicilios em Ribeirdo Preto. Em Taiwan, Wu et al des-
creveram a identificagdo de Per a 3, uma proteina de ar-
mazenamento em insetos relacionada a arilforina, de 72
kDa, capaz de induzir proliferagdo de células T em pacien-
tes alérgicos a barata®” *, Este mesmo grupo identificou
epitopos de ligagio a IgE na molécula de Per a 3°2, Apesar
deste alérgeno ser importante em Taiwan, em nosso meio
ndo temos informagd8es importantes a respeito da reativi-
dade IgE.

Através de rastreamento de biblioteca de cDNA utilizan-
do poo/ de soros de pacientes com asma, alérgicos a bara-
ta, identificamos em nosso laboratério um alérgeno princi-
pal de P. americana, Per a 7, que mostrou reatividade IgE
em 50% dos pacientes alérgicos a barata. A sequéncia de
aminodcidos de Per a 7 mostrou alto grau de identidade
com tropomiosinas de invertebrados, particularmente de
4caros (80%) e camardo (82%)'®. Mais recentemente, tro-
pomiosinas de B. germanica (Bla g 7), e de P. fuliginosa
foram identificadas, e a andlise das seqliéncias revelou que
essas proteinas apresentaram 97% a 98,9% de identidade
com tropomiosina de P. americana® 5. Utilizando soros de
pacientes alérgicos a B. germanica, Jeong et al.*?, verifica-
ram que apenas 19,4% dos pacientes alérgicos vivendo na
Coréia mostraram reatividade para Bla g 7 recombinante.
Tropomiosinas foram identificadas como alérgenos impor-
tantes em dcaros (Dermatophagoides pteronyssinus, D.
farinae e Blomia tropicalis Der p 10, Der f 10 e Blo t 10,
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respectivamente) e camardo. De forma interessante, um
anticorpo monoclonal desenvolvido contra tropomiosina de
D. pteronyssinus (mAb 1A6) mostrou reatividade a tropo-
miosina de camardo e reconheceu tropomiosina de barata
em imunofluorescéncia. Em nosso laboratério, realizamos a
produgdo de tropomiosina recombinante de P. americana
(rPer a 7) em sistema Pichia pastoris, com excelente ativi-
dade biolégica in vivo e in vitro. A produgdo de rPer a 7
com elevado grau de pureza inclui purificagdo por croma-
tografia de afinidade utilizando o anticorpo monoclonal
1A6.

Nossos resultados levantam a possibilidade de que tro-
pomiosina possa ser a base para reatividade cruzada entre
dcaros, barata, camardo e outros invertebrados, e que o
alto grau de identidade de seqliéncias tenha significado
clinico.

Tropomiosina e reatividade cruzada entre inverte-
brados

Tropomiosinas tém sido identificadas como moléculas
indutoras de resposta IgE e associadas a reatividade cru-
zada IgE entre invertebrados, incluindo barata, acaros, ca-
mardo e outros crustdceos e moluscos, A. lumbricoides e
outros parasitas®®. Tropomiosina pertence a uma familia de
proteinas altamente conservadas com multiplas isoformas.
E encontrada em células musculares e ndo musculares de
todas as espécies de vertebrados e invertebrados. Atua
como a principal molécula regulatéria do sistema contractil
em células musculares e constitui importante componente
do citoesqueleto em células ndo musculares®. No musculo,
duas moléculas paralelas de tropomiosina, constituidas por
alfa-hélices, se enrolam ao redor de si mesmas para for-
mar uma estrutura coiled-coil. Tropomiosinas alergénicas
sdo encontradas em invertebrados, entretanto tropomiosi-
nas de vertebrados ndo sdo alergénicas.

Estudos detalhados sobre epitopos IgE forneceram for-
tes evidéncias moleculares para reatividade cruzada entre
tropomiosinas de invertebrados. Um trabalho utilizando
peptideos sintéticos derivados da seqiéncia de tropomio-
sina de camardo descreveu cinco principais sitios de liga-
¢do a IgE na molécula (Pen a 1) e uma alta identidade de
sequéncia foi observada entre essas regifes e regides ho-
mélogas de tropomiosinas de outros invertebrados®®, En-
tretanto, até o momento ndo estd claro se a reatividade
cruzada alergénica entre acaros, barata e alimentos é clini-
camente relevante. Sintomas de alergia alimentar apds a
ingestdo de camardo e moluscos foram relatados em paci-
entes Europeus alérgicos a dcaros recebendo imunoterapia,
e acredita-se que a tropomiosina seja uma das moléculas
envolvidas® 7, A resposta IgE a camardo, dcaro e barata
foi analisada entre judeus ortodoxos, 0s quais obedecem
estritamente as leis da dieta Kosher, que proibe a ingestdo
de crustdceos. Nove pacientes selecionados apresentaram
testes cutdneos positivos para camardo e, dentre eles, trés
demonstraram reatividade IgE para tropomiosina de cama-
rao por RAST e immunoblotting. Uma significante inibigdo
da ligagdo de IgE a tropomiosina de camardo foi verificada
guando os soros dos individuos envolvidos no estudo foram
pré-incubados com extratos de D. pteronyssinus, B. ger-
manica e P. americana. Estes resultados indicam que a
reatividade de IgE para camardo neste grupo de judeus,
ndo expostos a camardo, ocorreu como resultado de sensi-
bilizagdo indireta, por reatividade cruzada de IgE para tro-
pomiosinas de acaro e barata®,

Estudos prévios de inibigdo identificaram reatividade
cruzada IgE entre insetos e parasitas, e foi sugerido que
essa reatividade cruzada pode ser devida a tropomiosina.
Sequéncia de tropomiosina de Anisakis simplex revelou
que tropomiosinas em nematdédeos sdo altamente conser-
vadas™. A ingestfo de alimento contaminado com Anisakis
simplex, um nematédeo que parasita peixes, crustdceos e
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cefalépodes, no seu terceiro estagio larval (Ls), pode indu-
zir no homem uma resposta IgE especifica com sintomas
alérgicos, geralmente urticdria. Asturias et al®® clonaram,
seqlenciaram e produziram tropomiosina recombinante de
A. simplex, e verificaram que tropomiosina de A. simplex
apresenta alta homologia com tropomiosinas de outros ne-
matddeos tais como Trichostrongylus colubriformis, Cae-
norhabditis elegans e Onchocerca volvulus e menor homo-
logia com tropomiosinas de outros invertebrados, incluindo
crustaceos, insetos e moluscos. Um estudo que avaliou a
reatividade de anticorpos IgE para artrépodes e nematé-
deos, incluindo A. simplex e Ascaris suis, relatou que o
componente ao qual anticorpos IgE reagiam era tropomio-
sina, sugerindo a ocorréncia de reatividade cruzada de IgE
para tropomiosinas de insetos, dcaros, crustdceos, molus-
cos e parasitas®.

Relagdo entre parasitoses, alergia e desenvolvi-
mento de asma: tropomiosina como modelo

Noés recentemente determinamos a sequiéncia completa
da tropomiosina de A. lumbricoides, e demonstramos que
essa proteina liga-se a IgE. Andlise da sequéncia mostrou
um alto grau de identidade de tropomiosina de A. lumbri-
coides com tropomiosinas de &caros, barata, camardo e
outros parasitas como A. simplex e Onchocerca volvulus
(69% a 98% identidade). Além disso, demonstramos uma
intensa reatividade de tecido de A. /lumbricoides com anti-
corpo monoclonal 1A6, contra tropomiosina de acaro e que
reconhece tropomiosinas de barata e camardo.

Nossos resultados demonstram alto grau de identidade
de sequéncia primdria entre tropomiosinas de Ascaris lum-
bricoides e tropomiosinas de alérgenos inalantes como
acaros e baratas, incluindo em areas da molécula identifi-
cadas como epitopos IgE. A estrutura tridimensional dessas
moléculas também parece ser bastante conservada. As evi-
déncias permitem prever que esse grau de identidade es-
trutural seja suficiente para induzir uma resposta IgE cru-
zada a essas moléculas. Resultados de nosso estudo epide-
miolégico em Natal, e de estudos realizados em outros lu-
gares do mundo, indicam que infecgdo por A. lumbricoides
parece nado ter efeito protetor sobre o desenvolvimento de
alergia e asma, como tem sido demonstrado para infecgdes
com Schistosoma. E conhecido que respostas IgE bem es-
tabelecidas para inalantes se desenvolvem mais frequente-
mente apds os dois anos de idade, e que a sensibilizagdo a
alérgenos do interior do domicilio é fortemente associada
com asma. Entretanto, criangas de dreas endémicas sdo
infectadas por Ascaris muito cedo, freqientemente no pri-
meiro ano de vida. Baseados nessas evidéncias, nos for-
mulamos a hipdtese de que exposigdo a alérgenos que
apresentam reagdo cruzada, tais como tropomiosina, cedo
na vida, no momento das infecgdes iniciais por Ascaris, po-
deria facilitar o desenvolvimento subseqiiente de respostas
IgE cruzadas ap0s exposigdo a dcaros ou baratas, que po-
deriam levar a inflamagdo de vias aéreas e asma. Portanto,
infecgao por Ascaris poderia ter um efeito adjuvante no de-
senvolvimento de asma, no subgrupo de criangas infecta-
das por Ascaris que desenvolvem respostas a tropomio-
sina. De forma interessante, comparagdo das sequéncias
de tropomiosinas de Ascaris e Schistosoma revelaram um
grau de identidade mais baixo, da ordem de 57%, quando
comparado a tropomiosinas de acaros, barata e outros pa-
rasitas (70% a 98%). A identidade de seqUéncias de tro-
pomiosinas de invertebrados com tropomiosinas de verte-
brados, que ndo sdo alergénicas, varia de 50% a 60%,
sugerindo que tropomiosinas de Ascaris e Schistosoma
podem nao compartilhar extensa reatividade cruzada.

Noés investigamos a resposta IgE a tropomiosinas de A.
lumbricoides e P. americana em um grupo de criangas vi-
vendo na cidade de Natal, em area endé&mica para parasi-
toses intestinais. Em estudo prévio®!, avaliamos um grupo
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de 150 criangas de trés a seis anos de idade, que freqlen-
tavam creche na cidade de Natal. Evidéncia de infecgdo
com A. lumbricoides foi encontrada em 133/150 (88,6%)
criangas: 106/150 criangas (70,6%) tinham ovos de A.
lumbricoides detectaveis em amostras de fezes, e 123/150
(82%) criangas apresentavam anticorpos IgE para A. lum-
bricoides no soro. A contagem de ovos variou de 48 a
31.200 ovos/g de fezes, indicando que em algumas crian-
gas a carga de larvas de Ascaris nos pulmdes poderia ser
significante. Nesse grupo de criangas, a presenga de A
lumbricoides nas fezes e a presenga de testes cutdneos
positivos para alérgenos inalantes foram fatores de risco
significantes e independentes para presenca de chiado®.
Entretanto, nenhuma das criangas desse grupo apresentou
teste cutdneo de hipersensibilidade imediata positivo para
extrato de barata (B. germanica).

Analisando um painel de soros de um grupo de 146 cri-
angas da mesma creche em Natal, dos quais 45 soros per-
tenciam a criangas que participaram do estudo inicial®?,
houve uma correlagdo excelente entre niveis de anticorpos
IgE especificos para tropomiosinas de A. /lumbricoides e P.
americana, determinados por ELISA quimérico®. Esses re-
sultados sugerem forte reatividade cruzada IgE entre tro-
pomiosinas de Ascaris e baratas. (figura 1)
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Figura 1 — Reatividade a tropomiosina do A. lumbricoides e de
P. americana

O sucesso no diagnéstico de alergia, in vivo através dos
testes cutédneos de leitura imediata e in vitro pela dosagem
de anticorpos IgE especificos no soro, esta fortemente vin-
culado a qualidade dos extratos alergénicos empregados.
Extratos de barata comercializados atualmente sdo defini-
dos pela relagdo entre o peso do material bruto (corpo de
baratas) e o volume de liquido utilizado para preparar o
extrato. Extratos para “prick test” sdao definidos como 1:10
ou 1:20 peso/volume, significando que um grama de mate-
rial bruto foi extraido em 10 ml (1:10) ou em 20 ml (1:20)
de liquido, em geral solugdo salina tamponada. Esse siste-
ma de unidades peso/volume ndo mede o conteldo de
alérgenos e extratos preparados dessa maneira contém
tanto componentes alergénicos como n&o-alergénicos.

Nos Estados Unidos, o licenciamento de produtos
alergénicos para uso clinico é regulado pelo FDA (“Food
and Drug Administration”), através de CBER (“Center for
Biological Evaluation and Research”). Evidéncias consisten-
tes tém apontado para o importante papel da alergia a ba-
rata como causa de asma e de maior morbidade associada
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a doenga, particularmente entre criangas vivendo em gran-
des cidades nos Estados Unidos. Em 2000, o FDA decidiu
gue extratos de barata seriam o préximo alvo para padro-
nizagdo. A poténcia de 18 extratos comerciais de barata foi
comparada, através de inibicdo de ELISA, a poténcia de
padrdes de referéncia de B. germanica (4400 BAU/mI) e P.
americana (1700 BAU/mI), estabelecida por testes cuta-
neos. Os resultados revelaram que a poténcia biolégica de
extratos comerciais (10 — 782 BAU/ml para B. germanica e
10-250 BAU/mI para P. americana) foi inferior a dos extra-
tos de referéncia, e que foi inferior aos valores considera-
dos limite para induzir testes cutaneos positivos de forma
consistente (100-1000 BAU/mI) em 7/18 extratos analisa-
dos. Além disso, houve uma variabilidade grande no con-
teludo de alérgenos principais em 8 extratos de B. germa-
nica que foram analisados para conteido deBlagleBlag
2%, Portanto, o diagndstico de alergia a barata poderia ser
melhorado com a utilizagdo de extratos padronizados, ou
alternativamente com o uso de alérgenos recombinantes.
Embora a qualidade dos extratos alergénicos naturais te-
nha melhorado nos uUltimos 20 anos, estes extratos conti-
nuam sendo misturas heterogéneas, contendo muitas pro-
teinas ndo alergénicas e outras macromoléculas que s&o
administradas juntamente com os componentes ativos, os
alérgenos protéicos. Mesmo com o uso de técnicas moder-
nas, a padronizagdo de extratos contendo multiplos alérge-
nos “major” e “minor” & dificil de ser realizada.

Alérgenos recombinantes apresentam vdrias vantagens
sobre extratos naturais®*. Entretanto, é necessario estabe-
lecer a frequéncia de reatividade a cada alérgeno indivi-
dualmente e comparar a reatividade a alérgenos recombi-
nantes com aquela do extrato natural. Estudos em um nu-
mero pequeno de pacientes alérgicos a barata utilizando
proteinas recombinantes Bla g 2 e Bla g 4, produzidas em
bactéria (Escherichia coli), mostraram que os alérgenos
recombinantes induziram teste cutaneo positivo em con-
centracBes de até 10°mg/ml em pacientes alérgicos, e
nenhuma reagédo foi observada em ndo-alérgicos a concen-
tracdes de 1mg/ml®> %, Outros alérgenos recombinantes
de barata tém sido produzidos em E. coli (Blag 5, Pera 1
e Per a 3) e em Pichia pastoris (Per a1, Blag 2, Blag 4 e
Per a 7). Estudos sorolégicos nos Estados Unidos revela-
ram a prevaléncia de 60% e 70% de anticorpos IgE para
rBla g 4 e rBla g 5, respectivamente, e que o0 uso de um
coquetel de Bla g 1, Bla g 2, Bla g 4 e Bla g 5 diagnosticou
95% dos casos de alergia analisados®™. Esses resultados
sugerem que é possivel usar um coquetel de 3-4 alérge-
nos, ao invés de um extrato bruto de barata, ndo purifica-
do, tanto para diagnéstico como para tratamento, entre-
tanto, estudo clinico com um numero maior de pacientes
serd necessario. Em nosso meio, temos dados limitados
sobre a reatividade in vivo e in vitro a alérgenos recombi-
nantes de barata. Estudos preliminares revelam que a fre-
gUéncia de reatividade a alérgenos recombinantes de B.
germanica em testes de puntura ou “prick test” entre nos-
sos pacientes alérgicos a barata é muito baixa (dados ndo
mostrados).

Em um estudo recente foi avaliado o uso de alérgenos
recombinantes de barata para investigar respostas IgE and
IgG em pacientes alérgicos a barata, e para estabelecer
perfil de reatividade IgE nesses pacientes. Usando ensaio
CAP-streptavidina e ensaio multiplex de citometria de flu-
X0, a prevaléncia de anticorpos IgE a alérgenos recombi-
nantes rBla g 1, rBla g 2, rBla g 4, rBla g 5 and rPer a 7 foi
de 26.1%, 54.4%, 17.4%, 37.4% e 12.7%, respectiva-
mente, entre pacientes alérgicos a barata®®. Nesse grupo,
64% dos soros apresentaram anticorpos IgE a pelo menos
um alérgeno, e anticorpos IgE especificos foram associados
a niveis aumentados de anticorpos IgG. Esses resultados
indicam que o uso potencial de alérgenos recombinantes
para fins diagnésticos pode melhorar nossa capacidade de
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definir padrdes distintos de reatividade IgE e IgG entre pa-
cientes alérgicos a barata. Entretanto, utilizando esse pai-
nel de alérgenos, mais de 30% dos pacientes ndo seriam
diagnosticados. Os dados atuais sugerem que ha um perfil
complexo de reatividade IgE a alérgenos de barata, ndo
havendo alérgenos dominantes ou principais, como os des-
critos para acaros e gato. Embora os alérgenos disponiveis
mostrem boa atividade biolégica, é necessario que maior
numero de alérgenos de barata seja identificado, particu-
larmente da espécie P. americana. Dessa forma, um painel
mais amplo de alérgenos recombinantes poderia substituir
extratos naturais para diagndstico e tratamento. Estudos
estdo em andamento em laboratério para realizar rastrea-
mento de biblioteca de expressdo de cDNA de P. america-
na, utilizando pool de soros de pacientes alérgicos a bara-
ta, mas sem anticorpos IgE para Pera 1 ou Pera 7.

Um aspecto interessante é que a freqiiéncia relatada de
reatividade IgE para tropomiosinas de acaro ou barata tem
sido bem mais baixa entre pacientes alérgicos vivendo na
Europa ou nos Estados Unidos (10% a 13%) quando com-
parada aquela entre pacientes vivendo na Africa ou Brasil
(50-55%)1% &5 €%, Essas observagdes podem refletir sensibi-
lizagdao a outros invertebrados contendo tropomiosina como
alérgeno com reagdo cruzada, tais como parasitas. Mais
estudos para estabelecer a relevancia clinica da reatividade
cruzada entre tropomiosinas de invertebrados serdao neces-
sarios.

Embora a imunoterapia para barata seja realizada por
alguns alergistas de forma anedética, ha apenas um estudo
ndo controlado na literatura, relatando sucesso dessa for-
ma de tratamento em pacientes com asma e alérgicos a
barata®”. O uso de imunoterapia alérgeno-especifica teve
inicio em 1911 na Inglaterra, com os primeiros estudos de
Noon e Freeman, avaliando os efeitos da administragdo de
injeges subcutdneas de doses crescentes de extrato de
pélen de grama a pacientes alérgicos a pélen de grama
que apresentavam rinoconjuntivite ou hay fever. Desde
entdo essa forma de tratamento tem sido amplamente uti-
lizada no manejo de pacientes com asma alérgica, rinite
alérgica persistente ou intermitente, conjuntivite alérgica e
reagdes de hipersensibilidade a venenos de insetos hime-
népteros. Imunoterapia é eficaz em pacientes cuidadosa-
mente selecionados que apresentam doenga mediada por
IgE. Tem sido demonstrada eficacia da IT em anafilaxia por
veneno de insetos himendpteros, e rinoconjuntivite e asma
causadas por alérgenos inalantes. O beneficio da IT é pro-
longado e documentado até pelo menos trés anos apés o
término do tratamento. Em pacientes com alergia a vene-
nos de insetos himendpteros, a protecdo se mantém até 20
a 30 anos ap6s o término do tratamento®® ¢, Em criangas,
foi demonstrado que a IT preveniu o surgimento de novas
sensibilizagdes e reduziu a progressao de rinite para asma
diagnosticada por médico’® 7!, Estudos de metanalise con-
firmaram o efeito benéfico da IT no tratamento da asma e
rinite alérgica causadas por &caros, gato, pélens e alguns
fungos (Alternaria e Cladosporium). Acredita-se que o0 me-
canismo do efeito imunomodulatério da imunoterapia sobre
reagOes alérgicas envolva a produgdo de IL-10 e TGF-B por
células T regulatérias, e produgdo de niveis elevados de
an-ticorpos IgG alérgeno-especificos de alta afinidade, par-
ticularmente IgG4, induzidos no curso do tratamento’* 74,

A qualidade dos extratos alergénicos e a utilizagdo de
altas doses de alérgeno sdo fatores criticos ndo sé para o
sucesso do diagnéstico de alergia, mas também da imuno-
terapia alérgeno-especifica. Recentemente, o conteudo de
endotoxina de vacinas alergénicas padronizadas, comercia-
lizadas nos Estados Unidos foi avaliado. A andlise de 58
vacinas mostrou niveis variando de indetectdveis a 34.000
EU/mL, sendo os niveis mais altos encontrados em vacinas
de gato e 4caro D. farinae’®. Nesse estudo, extratos de ba-
rata ndo foram analisados porque ndo sdo licenciados para
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imunoterapia pelo FDA nos Estados Unidos. A presenga de
niveis elevados de endotoxina, um potente composto pro-
inflamatério presente na parede de bactérias Gram-negati-
vas, em alguns dos extratos utilizados para imunoterapia,
levanta questdes quanto a influéncia do conteudo de endo-
toxina na eficdcia e no desenvolvimento de reagfes adver-
sas a essa forma de tratamento. Esse estudo ilustra limita-
g¢bes do uso dos extratos atualmente disponiveis para o
diagnéstico e tratamento das doengas alérgicas. Essas li-
mitagBes poderiam ser minimizadas com a utilizagdo de
alérgenos recombinantes.

Em resumo, nos ultimos dez anos tem havido um gran-
de progresso na identificagdo de alérgenos de barata das
espécies B. germanica e P. americana. Esses alérgenos sdo
produzidos como proteinas recombinantes, com atividade
biolégica comparavel a de seus homélogos naturais, e po-
dem potencialmente ser Uteis para melhorar a especifici-
dade do diagnéstico de alergia a barata e para investigar a
eficdcia da imunoterapia em pacientes alérgicos a este in-
seto. Alérgenos de barata sdo dificeis de ser removidos do
ambiente, mesmo apds exterminio eficiente de baratas;
podem ser carreados de forma passiva para o domicilio, e
podem estar presentes em quantidades significantes em
locais publicos como escolas. Portanto, a imunoterapia com
alérgenos de barata poderia ser um tratamento adjuvante
eficaz para pacientes com asma e/ou rinite alérgicos a ba-
rata, considerando-se que baixos niveis de alérgenos de
barata sdo dificeis de manter no ambiente, e que a combi-
nagdo de exposicdo a niveis elevados de alérgenos de ba-
rata e sensibilizagdo a barata estd associada a maior mor-
bidade por asma. O perfil de reatividade a alérgenos indivi-
duais, complexo e varidvel entre pacientes com asma e/ou
rinite alérgicos a barata, precisa ser mais bem estabeleci-
do, particularmente em nosso meio. Estudos com pacientes
vivendo nos Estados Unidos revelaram que o painel de
alérgenos recombinantes disponiveis no momento pode
identificar aproximadamente 70% dos pacientes alérgicos a
barata, definidos pela presenga de teste cutdneo de hiper-
sensibilidade imediata e/ou presenga de anticorpos IgE es-
pecificos para barata no soro, utilizando extratos brutos,
comerciais. Esses resultados sugerem que um painel mais
amplo precisa ser utilizado, e estudos para identificagdo de
novos alérgenos de barata estdo em andamento.

A relagdo entre asma e alergia, e infecgdes por helmin-
tos permanece controversa’®. Mais provavelmente, ao in-
vés de um efeito causal direto, a exposi¢do precoce a hel-
mintos poderia modular mecanismos imuno-inflamatérios
envolvidos na intrincada patogénese da asma. A identifi-
cagdo de moléculas de parasitas intestinais, particularmen-
te de Schistosoma mansoni e Ascaris lumbricoides, asso-
ciadas com protegdo ou com promogao de alergia e asma,
podera fornecer a base para novas formas de tratamento
ou prevengdo de doengas alérgicas. Estudos prospectivos
serdo necessarios para esclarecer o papel da tropomiosina
e de outros antigenos de parasitas compartilhados com
alérgenos inalantes ou alimentares no desenvolvimento de
doencas alérgicas. Além disso, é importante considerar que
varios fatores, tais como exposicdo precoce a endotoxina
ou animais de estimagao, infecgdes bacterianas e virais na
infancia, uso de antibidticos, condigbes de habitagdo, estilo
de vida, atividade fisica, e dieta, poderiam coletivamente
resultar no desenvolvimento de hiperreatividade de vias
aéreas em partes diferentes deste mundo culturalmente
diverso.

Conclusoes

Alergia a barata é um importante fator de risco para as-
ma em todo o mundo, inclusive no Brasil. Evidéncias con-
sistentes indicam que a combinagdo de sensibilizagdo a ba-
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rata e exposicdo a alérgenos de barata no domicilio esta
associada a asma mais grave, particularmente entre crian-
gas vivendo em grandes cidades. Essas observagdes suge-
rem que alérgenos de barata sdo particularmente potentes
em induzir resposta IgE. Estratégias para diminuir a expo-
sicdo ambiental a alérgenos de barata requerem limpeza
extensa, educagdo e exterminio profissional de insetos, que
podem ser dificeis de manter. Um dos principais alérgenos
de barata, tropomiosina, é compartilhado com &acaros, ca-
mardo e outros crustdceos e moluscos, e com parasita in-
testinal Ascaris lumbricoides. Andlise da identidade de se-
glUéncias e da estrutura tridimensional obtida por modela-
gem dessas moléculas permite-nos formular a hipétese de
que reatividade cruzada IgE para tropomiosina poderia ter
relevancia clinica e ter um papel na imunomodulagdo de
parasitas sobre desenvolvimento de alergia e asma. Estu-
dos futuros investigando novas estratégias para diagnés-
tico e tratamento de alergia a barata podem incluir o uso
de alérgenos recombinantes para testes in vivo e in vitro, e
imunoterapia alérgeno-especifica, que poderd beneficiar
pacientes com asma e/ou rinite alérgicos a esse inseto.
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