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RESUMO

O latex de borracha natural extraido da Hevea brasiliensis ¢ utilizado na manufatura de
diversos artigos que entram em contato com a pele, como por exemplo luvas, preservativos e
cateteres. A partir desse contato direto, ocorrem reagdes alérgicas relatadas ha mais de 50 anos,
causadas por algumas proteinas presentes no latex. Atualmente, 15 proteinas do latex sdo

reconhecidas como alérgenos.

Os taninos constituem um grupo de polifenodis que possuem caracteristicas complexantes
de proteinas por meio de grupos de hidroxilas. Uma aplicagdo mundialmente conhecida ¢ o
curtimento de peles de animais para obten¢ao de couro em que os grupos de hidroxilas formam
complexos com as proteinas do coldgeno impedindo a agdo bacteriana. Assim, surge a hipdtese
formulada por Pastore Junior (2017) que os taninos vegetais podem ser utilizados para inativar

as proteinas do latex e impedir sua agdo alergénica.

Desta maneira, o presente estudo tem como objetivo verificar a alergenicidade do latex
de borracha natural, tratado com tanino vegetal por meio de uma pesquisa clinica experimental,
com uma expectativa de 90 voluntérios, dividida em duas etapas. A primeira, consiste patch
test e coleta de sangue no Ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB) e a segunda, nas andlises parametros soroldgicos indicativos de alergia, como IgE e
citocina e na avaliagdo em eosinodfilos realizada no Laboratorio de Imunologia Celular da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

A presente dissertagdo de mestrado seguiu as normas citadas nas consideragdes finais.
Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade

de Brasilia sob o nimero CAAE 68060823.7.0000.5558 e niimero de parecer: 6.207.871.

Palavras-chave: latex de borracha natural, alergia, tanino vegetal, patch test.
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ABSTRACT

Natural rubber latex extracted from Hevea brasiliensis is used in the manufacture of
various articles that come into contact with the skin, such as gloves, condoms and catheters.
From this direct contact, allergic reactions have been reported for more than 50 years, caused
by some proteins present in latex. Currently, 15 latex proteins are recognized as allergens.

Tannins constitute a group of polyphenols that have protein complexing characteristics
through hydroxyl groups. A world-renowned application is the tanning of animal skins to obtain
leather in which the hydroxyl groups form complexes with collagen proteins, preventing
bacterial action. Thus arises the hypothesis formulated by Pastore Junior (2017) that vegetable
tannins can be used to inactivate latex proteins and prevent their allergenic action.

Thus, the present study aims to verify the allergenicity of natural rubber latex treated with
vegetable tannin through experimental clinical research, with an expectation of 200 volunteers,
divided into two stages.

The first stage involves a patch test and blood collection at the Dermatology Outpatient
Clinic of the University Hospital of Brasilia (HUB). The second stage consists of analyzing
serological parameters indicative of allergy, such as IgE and cytokines, as well as the evaluation
of eosinophils, conducted at the Cellular Immunology Laboratory of the Faculty of Medicine
at the University of Brasilia.

This master’s dissertation followed the guidelines stated in the final considerations.

This study was approved by the Ethics Committee of Faculty of Medicine of the
University of Brasilia under the CAAE number 68060823.7.0000.5558 and report number:
6.207.871.

Keywords: Natural rubber latex, allergy, vegetable tannin, patch test.
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1. INTRODUCAO
O latex de borracha natural (LBN), obtido a partir da Hevea brasiliensis, ¢ uma suspensao
coloidal em meio aquoso, composta por aproximadamente 33% (m/m) do cis-1,4-polisopreno

(Figura 1), polimero responsavel pelas caracteristicas fisicas elastoméricas dos artigos de latex,

5-6% (m/m) de proteina, carboidratos e sais minerais. (BLACKLEY, 1997b).

Figura 1- Cis-1,4-poliisopreno

E ]

3

Apos a coleta, o LBN apresenta um pH entre 6,5 ¢ 7,0, tornando-se vulneravel a
desestabilizacdo quimica. Isso ocorre porque as cargas negativas presentes na superficie das
particulas de borracha, que mantém sua estabilidade por repulsdo elétrica, sdo suscetiveis a
reacdes com 4cidos, os quais podem ser decorrentes da degradacdo microbiana ou de fontes
externas. Na auséncia de agentes estabilizantes e preservantes, como a amodnia, amplamente
empregada atualmente, ocorre o colapso das particulas, resultando na coagulacdo do latex.
(BLACKLEY, 1997b).

A partir da coagulacdo do LBN, ¢ obtida a borracha natural (BN) que possui propriedades
unicas em relagdo aos polimeros naturais e sintéticos, o que possibilita a criagdo de incontdveis
artefatos e aplicacdo em diversos setores da sociedade (DAVIES, 1986). O LBN também ¢
processado na sua forma coloidal por meio da concentragdo da borracha (cis-1,4-poliisopreno)
por centrifugacao atingindo um teor de 60% (v/v) para a obtencao de produtos de imersao como
baldes, preservativos, cateteres, luvas etc. (BLACKLEY, 1997b; YIP & CACIOLI, 2002).

O processo de imersdo, também conhecido como dipping, consiste em mergulhar um
molde com o formato do artefato final em latex de borracha natural (LBN) contendo o agente
vulcanizante. Antes disso, o molde € previamente imerso em uma solu¢do coagulante a base de
sais de cdlcio (como nitrato ou cloreto de célcio), que deposita sobre sua superficie uma fina
camada do sal. Essa camada desestabiliza o coloide, promovendo a formagao de uma pelicula
de borracha, a qual € posteriormente submetida a estufa para a vulcanizacao e secagem do

artefato. (BLACKLEY, 1997b).
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O LBN tem ampla aplicagdo industrial e doméstica devido as suas propriedades elésticas,
impermedéveis e de alta resisténcia mecanica (OWNBY, 2002). Seu uso pela populagdo em geral
¢ diversificado, abrangendo desde artigos de uso cotidiano, como baldes, elasticos e calgados,
até produtos médicos e odontologicos como luvas, preservativos e dispositivos cirargicos
(ANDRADE et al., 2021; OWNBY, 2002).

Na area da saude, o LBN ¢ utilizado para confec¢do de artigos cirirgicos como cateteres,
torniquetes e adesivos, além das luvas descartaveis e camisinhas, itens fundamentais na
prevencdo de infec¢des tanto em contextos hospitalares quanto em usos pela populagdo
(ANDRADE et al., 2021). Historicamente, as luvas produzidas de tecidos animais foram
empregadas desde 1813 como uma forma eficaz de protecao individual evitando contaminagdes
cruzadas entre pacientes e profissionais de satde (RANDERS-PEHRSON, 1960).

Apesar de seu uso inicial, as luvas confeccionadas a partir de tecidos animais
apresentavam eficécia limitada na barreira contra microrganismos, baixa resisténcia mecanica
e elevada permeabilidade a fluidos biologicos (GRAVES; TWOMEY, 2002).

A introducdo das luvas cirtrgicas de borracha, em 1890, no Hospital John Hopkins,
representou um marco histoérico na medicina, pois passou a garantir a protecdo nao apenas a
equipe cirurgica, mas também aos pacientes (MILLER, 2013). As luvas de LBN apresentaram
vantagens significativas em relacdo aos materiais de origem animal, como alta elasticidade,
impermeabilidade, conforto, boa adaptacdo anatdomica as maos € a possibilidade de produgao
em larga escala (GRAVES; TWOMEY, 2002).

O dominio do latex de borracha natural consolidou a manufatura de itens como luvas de
borracha natural, de grande interesse e aplicabilidade devido as suas propriedades eldsticas e
resisténcia mecanica (OWNBY, 2002).

A hipersensibilidade ¢ definida como uma resposta imunologica exacerbada e prejudicial
que ocorre quando o sistema imune reage de forma inadequada a um antigeno, resultando em
inflamacao e possivel dano tecidual. Segundo a classificacao proposta por Gell e Coombs, a
hipersensibilidade pode ser dividida em quatro tipos principais de mecanismos imunoldgicos:
tipo 1, tipo II e tipo III, mediados por anticorpos, e tipo IV, mediado por linfécitos T (GELL;
COOMBS, 1963; PICHLER, 2019).

Destes mecanismos, a hipersensibilidade ao latex de borracha natural pode se manifestar
tanto de forma imediata (tipo 1), mediada por IgE e associada a manifestacdes como urticaria,

rinite, conjuntivite e anafilaxia, quanto de forma tardia (tipo IV) mediada por células T e
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relacionada principalmente a dermatite de contato (GAWCHIK, 2011; NGUYEN; KOHLI;
BYERS, 2023).

A alergia ao latex ocorre quando ha contato direto das proteinas com a pele ou mucosa
causando, na sua forma mais branda, reacdes locais como irritagao, vermelhidao, urticaria e
coceira podendo progredir para reagdes mais graves e, mesmo, potencialmente fatais.
(NUCERA et al., 2020).

O LBN ¢ composto por cerca de 1-2% de proteinas, sendo algumas delas essenciais para
suas propriedades fisico-mecanicas, como elasticidade, resisténcia e formacdo de redes
poliméricas que conferem estabilidade ao material (CORNISH; BACKHAUS, 2003).
Entretanto, somente parte das proteinas presentes sao responsaveis pelas reagdes alérgicas e

estdo distribuidas desigualmente nas fragdes do latex.

Figura 2- Latex de borracha natural em diferentes escalas. A) LBN na caneca na escala macro. B) Visao dos

componentes do LBN: particula de borracha, lutoides e particulas de Frey-Wyssling. C) Visdo detalhada da

composi¢do dos componentes majoritarios: particula de borracha e lutoides. Fonte: Adaptada de BOTTIER.

2020.

(A)

~s

Latex: Lgtg) fg
stpersao Particula de borraha pequena
coloidal de 01-04pm 1
pamcu!as_ Particula de borracha grande

mxcr'ometnc 0,4-1,0 pm
as dispersas Particuka Frey-Wyssling
no soro C 5.6 ym
(c ) Legenda

Moléculas
w fosfolipidicas
' Proteina

ﬁ:- Cis-1,4-poliisopreno

Lutéide: bicamada Particula de borracha: monocamada
envolvendo um nucleo envolvendo um nicleo hidrofobico
hidrofébico feito soro B feito de cadesas cis-1,4 polisopreno

Nas particulas de borracha, as proteinas estdo na superficie junto a uma camada

fosfolipidica, empacotando o polimero cis-1,4-poliisopreno no seu interior, como mostra a
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Figura 2. As proteinas também ocorrem no soro citoplasmatico, ou soro C (meio aquoso), €

nos lutdides, particulas de maior dimensdo compostas pelo soro B e por uma bicamada

fosfolipidica na superficie (BOTTIER, 2020; YEANG et al., 2002).0 Comité Internacional de

Nomenclatura de Alérgenos da Unido Internacional de Sociedades Imunologicas, IUIS (da sigla

em inglés, Internacional Union of Immnunological Socities) (UPTON; SMITH; JONES, 2020)

identifica e caracteriza 15 alérgenos do latex denominados Hev b1 a Hev b15 como apresentado

na Tabela 1.

Tabela 1- Nome, caracterizagdo e fungdo das proteinas alérgenas.

Rota de exposicao

Alérgeno Nome bioquimico Funcio .
ao alérgeno
Hev bl Fator de Alongamento da Borracha Sintese de borracha Contato
Hev b2 B -1,3 glucanase Proteina relacionada a defesa Contato
Proteinas das Pequenas Particulas
i h
Hev b3 de Borracha (SRPP) Sintese de borracha Contato
Hev b4 Homologo de Lecitinase Componente da micro-hélice Contato
Hev b5 Proteina Acida do Latex Proteina estrutural Contato
Hev b6 Hevein Precursor Lecitina, coagulagdo do latex Contato
Hev b7 Patatina like Proteina relacionada a defesa Contato
Hev b8 Profilina Ligagdo da actina citoesquelética Contato
Hev b9 Enolase Enzima glicolitica Contato
o . Enzi laci i¢a
Hev b10 Superoxido dismutase nzima re amonat_ia a destruigao/ Contato
eliminagdo de radical
Hev bll Quitinase da classe 1 Proteina relacionada a defesa Contato
Hev b12 Pr.o‘fema de Tr? nsferéncia de Proteina relacionada a defesa Contato
Lipideos de Latex
Hev b13 Estearase Proteina relacionada a defesa Contato
Hev bl4 Heveamina Proteina relacionada a defesa Contato
. . i laci
Hev bl15 Inibidor de Serina Protease Proteina relacionada Contato

a defesa

Fonte: Comité Internacional de Nomenclatura de Alérgenos da Unido Internacional das Sociedade
Imunolégicas- IUIS e NUCERA et al., 2020.

Assim, este trabalho tem como objetivo de propor um novo material, um latex de borracha

natural tratado com tanino vegetal.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho de mestrado ¢ determinar se artigos produzidos

com latex de borracha natural tratado com tanino vegetal provocam reagdes alérgicas.

2.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos do estudo sao:

° Avaliar, de forma preliminar, a seguranca associada ao biomaterial em estudo;

. Verificar a alergenicidade do LBN, tratado com tanino vegetal, por meio de um
estudo clinico de patch test em grupos de voluntérios alérgicos e ndo alérgicos ao latex no
Hospital Universitario de Brasilia (HUB);

o Avaliar a presenga de sinais imuno dermatoldégicos na area de contato do latex
com a pele; e

. Avaliar parametros soroldgicos indicativos de alergia, incluindo a quantificacio

de Imunoglobulina E (IgE) total, analise de citocinas, expressao de ciclo oxigenasse (COX),

bem como a desgranulagdo de eosinofilos.

17



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Incidéncia

O primeiro relato clinico descritivo de alergia por hipersensibilidade imediata ao LBN
surge em 1927 na Alemanha durante um procedimento dentario (BUENO; SOL, 2007; STERN,
1927). Apesar de que ndo tenham sido realizados testes comprobatdrios para o diagndstico de
alergia, a descri¢ao do caso € muito sugestiva.

Nas décadas de 80 e 90, apos o estabelecimento das medidas de protecao universal e da
utilizagdo de artigos de LBN para a profilaxia de contagio dos virus de doengas como hepatites
e imunodeficiéncia humana, ocorre um aumento significativo de numero de relatos de reagdes
alérgicas leves e graves ao latex (ALLMERS, 2019; NUCERA et al., 2020). Atualmente, a
alergia ao latex ¢ reconhecida como um problema internacional de saude, em que menos de 1%
da populagdo mundial apresenta algum tipo de sensibilizagdo ao LBN (TURJANMAA et al.,

1996). Entretanto, essa incidéncia muda de patamar quando sdo avaliados os principais grupos

de riscos:
. Individuos expostos frequentemente ao latex;
. Individuos que realizaram multiplas cirurgias, principalmente quando crianga;
. Individuos que possuem a espinha bifida e
J Individuos que possuem historico de alergia alimentar relacionada com a

sindrome latex-fruta.
Esses grupos possuem uma incidéncia de até 72% de casos (KONZ et al., 1995; LISS;
SUSSMAN, 1999; VALLS et al., 2004). Na Tabela 2, estdo apresentados estudos realizados

em diferentes paises verificando a prevaléncia da alergia ao latex em grupos especificos.
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Tabela 2- Estudos de alergia a latex de borracha natural em grupos especificos.

Grupo de estudo Quantidade de pessoas Prevaléncia . A
~ ~ Pais Referéncia
(populacgio) (contando com as evasdes) (%)
Estudantes da 619 4% Itisia  (LAMBERTI et al., 2015)
area de saude
(VANGVEERAVONG;
Fetudantes de 617 5% Tailandia SIRIKUL;
& DAENGSUWAN, 2011)
Profissionais de satide 4.528 3,3% Tailandia (BOONCI;(?IIA‘? al,
Profissionais de satide 1.115 4,2% Turquia (KOSE et al., 2014)
Profissionais de saude 178 9,8% Paises baixos (DE GROOT et al., 2013)
Profissionais de satude 337 5,9% Africa do sul (PHASW‘%}(\)I%;)NAIDOO’
Profissionais de satde 144 8,3% Africadosul (RISENGA etal., 2013)
Enfermeiras 8.485 8,8% China (LIU et al., 2013)
(SUPAPVANICH;
Enfermeiras 899 18% Tailandia POVEY; DE VOCHT,
2013).

Criangas com 400 49,

doencas alérgicas Egito (EL-SAYED et al., 2014)

(CHUA; MOHAMED;

. , 0 .
Espinha bifida 35 46% Singapura VAN BEVER, 2013)
Espinha bifida 96 47,9% Alemanha (CREMER;zg/{%\]NICKEN’
Espinha bifida 88 16% Turquia (OZKAYA etal., 2010)
Espinha bifida 96 1% Turquia (BOZKURT et al., 2010)

Além disso, individuos sensibilizados ao latex podem apresentar reatividade cruzada,
desenvolvendo reagdes alérgicas a determinadas frutas que contém proteinas estruturalmente
semelhantes aos alérgenos do latex, condi¢do conhecida como sindrome latex-fruta (GROMEK
et al., 2024). De acordo com Gromek et al (2024), as frutas alergénicas mais prevalentes sdo a

banana, abacate, kiwi e mamao.

3.2 Tratamentos de inativacao e retirada de alergénicos de artigos de LBN
Compreendendo a relagdo direta entre as proteinas do latex e as reagdes de
hipersensibilidade, diversas estratégias tém sido investigadas para reduzir ou eliminar o
potencial alergénico desse material. Essas abordagens podem ser divididas em fisicas, quimicas
€ enzimaticas, e sdo frequentemente combinadas para maximizar a eficiéncia.
Os processos fisicos, como a centrifuga¢do repetida, visam remover fisicamente as
proteinas soluiveis, presentes majoritariamente no soro aquoso. A dupla centrifugacido ¢ uma

técnica comum, na qual o latex ¢ diluido e recentrifugado, podendo remover mais de 60% das
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proteinas soluveis (PERELLA; GASPARI, 2002). De modo similar, o creaming (concentragdo
por gravidade com agentes espessantes) também se mostra eficaz (PERRELLA; GASPARI,
2002; YIP; CACIOLI, 2002). Entretanto, tais métodos sao menos eficazes na remog¢ao de
proteinas intimamente ligadas a superficie das particulas de borracha.

Os processos quimicos empregam reagentes para modificar ou extrair as proteinas. A
lixiviagdo (leaching) em adgua quente ¢ uma etapa quase universal na fabricagdo de luvas, eficaz
na remoc¢ao de componentes hidrofilicos da superficie do produto (PERRELLA; GASPARI,
2002; NAWAMAWAT; SAKDAPIPANICH; HO, 2010). A cloragao oxida e degrada proteinas
superficiais pela aplicacdo de hipoclorito, reduzindo a alergenicidade e melhorando a facilidade
de vestir a luva, mas pode comprometer a integridade do filme e sua resisténcia a tragdo a longo
prazo (PERRELLA; GASPARI, 2002; SEN et al., 2001). Outra abordagem quimica potente ¢
o uso de surfactantes, como SDS (dodecil sulfato de sddio) ou sistemas alcalinos para
saponificar e solubilizar as proteinas, promovendo sua remoc¢ao durante a lavagem. Embora
esta seja uma das abordagens mais eficazes para eliminar proteinas, ela frequentemente tem
como consequéncia a diminui¢do das propriedades mecanicas do material, em especial uma
reducdo expressiva na green strenght (resisténcia antes da vulcanizacdo), impactando
adversamente a performance estrutural do latex tratado (NAWAMAWAT; SAKDAPIPANICH;
HO, 2010).

Por fim, os processos enzimaticos, considerados tecnologias verdes, utilizam proteases
para hidrolisar as ligagdes peptidicas, fragmentando as proteinas naturais em peptideos
menores. Essas fragmentacdes destroem os epitopos conformacionais necessarios para o
reconhecimento pelo sistema imunologico, reduzindo drasticamente o potencial alergénico
(PERRELA; GASPARI, 2002). Estudos mais recentes corroboram que a desproteinizagdo
enzimatica, quando otimizada, consegue alcangar niveis extremamente baixos de proteinas
residuais, pois possui acao altamente seletiva (JUNOI; CHISTI; HANSUPALAKA, 2014). No
entanto, a remog¢ao completa dessas proteinas pode afetar a rede de reticulagdo e a densidade
de emaranhamento do polimero, levando a uma diminuicao das propriedades mecénicas finais

do filme vulcanizado, como a resisténcia a tragdo e ao rasgo (WANG et al., 2024).

3.3 Latex e tanino vegetal
Os taninos, derivados do metabolismo secundario de plantas, constituem um grupo de
polifendis que possuem caracteristicas complexantes por meio de grupos reativos de hidroxilas

que formam complexos com proteinas por ligacdes de hidrogénio (NCUBE; VAN STADEN,
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2015; SANCHES SILVA et al., 2020). Esta rea¢do de complexacdo ¢ amplamente utilizada na
industria de curtume do couro, em que as proteinas do colageno sdo complexadas por taninos
para evitar a putrefagio da pele animal e torna-la mais resistente mecanicamente (PINTO et
al., 2013; SCHROPFER; MEYER, 2016).

Os taninos podem ser classificados em duas principais categorias: hidrolisaveis e
condensados. Os taninos hidrolisaveis possuem ligacdes éster hidrolisaveis através da estrutura
central da molécula (agucar), enquanto os condensados sdo formados pela condensagao
oxidativa de flavondides (NACZK; SHAHIDI, 2006; SANCHES SILVA et al., 2020;
ZAPROMETOV, 1988).

Considerando as reagdes caracteristicas complexantes do tanino, Pastore Junior (2017)
propds a tese que o tanino vegetal em solucdo com o LBN inativa as proteinas alérgenas do
latex e o protege da degradacdo bacteriana. Deste modo, o objetivo desta pesquisa € verificar
de maneira experimental se a tese ¢ verdadeira no que concerne a inativagdo das proteinas

alergénicas do latex (PASTORE et al., 2017)

3.4 Interacio tanino-proteina
Os taninos condensados podem formar complexos com proteinas, que podem ser
reversiveis ou irreversiveis. Os complexos reversiveis se formam por meio de ligacdo de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas, enquanto as irreversiveis ocorrem em condigdes
oxidativas, por meio de ligacdes covalentes (ZUANAZZI, 2000).
As ligagdes de hidrogénio provavelmente surgem entre as hidroxilas fenolicas dos taninos
e as fungdes carbonilicas das ligacdes peptidicas das proteinas. As interagdes hidrofobicas, por
sua vez, ocorrem entre os anéis aromaticos dos taninos e as cadeias laterais alifaticas ou
aromaticas dos aminoacidos das proteinas (LUCK ET AL., 1994). A solubilidade dos
complexos reversiveis, que podem ser soliveis ou insoluveis, depedem da proporgdo de taninos
e proteinas, do pH e da forca i6nica do meio. Segundo Zuanazzi (2000), a capacidade dos
taninos em formar complexos com proteinas ¢ influenciada por varios fatores como:
J Peso molecular: proteinas com maior peso molecular tendem a se associar mais
fortemente com taninos (FRUTOS et al., 2004);
. Estrutura das proteinas: proteinas com estruturas mais abertas e flexiveis
apresentam maior afinidade com taninos, enquanto proteinas globulares, por terem uma

estrutura mais compacta, apresentam menor afinidade (FRUTOS et al., 2004);
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o Ponto isoelétrico: a afinidade das proteinas pelos taninos aumenta no ponto
isoelétrico da proteina (SILANIKOVE et al., 2001; FRUTOS et al., 2004);

o Conteudo de prolina: proteinas ricas em prolina, como a zeinas do milho e
kafirina do sorgo, sdo lineares, o que aumente a superficie de contato dos polipeptideos e

favorece a interagao com os taninos (COELHO, 2007).
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo sobre a alergenicidade do latex de borracha natural tratado com tanino
vegetal insere-se em um contexto sistematico de avaliagao da seguranca bioldgica de materiais,
cuja metodologia classica prevé a realizagdo de ensaios pré-clinicos em animais antes da
validacdo quimica e clinica em humanos. No entanto, considerando a ampla literatura
disponivel sobre testes dermatolégicos empregados na andlise da alergenicidade do latex em
estudos clinicos, bem como a consolidacdo de metodologias reconhecidas e validadas em
parceria com o Instituto Allergisa, o projeto foi direcionado diretamente para a etapa de ensaio
clinico, prescindindo, neste caso, da fase prévia de experimentacdo animal. Essa decisdo
encontra respaldo nas diretrizes contemporaneas da ciéncia translacional, que promovem a
integracdo entre abordagens quimicas, toxicologicas e clinicas, favorecendo um didlogo
transversal entre a pesquisa bésica e a aplicacdo regulatoria. Ademais, tal estratégia antecipa a
conformidade com a Lei n° 15.183/2025, de julho de 2025, que dispde sobre a reducao
progressiva do uso de animais em atividades de pesquisa e desenvolvimento cientifico no
Brasil, reafirmando o compromisso ético e inovador da investigagdo com o emprego de métodos

alternativos validados e sustentaveis.

4.1 Coleta do latex

O latex de borracha natural foi coletado no seringal da Fazenda Seringal Maira-
Agropecudria Terra Fértil localizada na Cidade Ocidental, Goias (Figura 3). Para a sua
conservagdo, o latex foi tratado de duas maneiras: a convencional, a partir da adicdo de
hidréxido de amdnia (solucdo aquosa a 28% m/m) a 3,2% (v/v) da marca CRQ Produtos

Quimicos, e a proposta pelo grupo de pesquisa LATEQ, baseado em tanino vegetal.
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Figura 3- Seringal da Fazenda Maira-Agropecuaria, Cidade Ocidental-GO

. > : ' " ' R RESCR T

Fonte: Autora

Para a obten¢do do latex tratado com tanino foram utilizados dois componentes: o
primeiro, composto por uma solucao de tanino vegetal, previamente diluida a 25% (m/v) (sélido
em po, marca Weibull TANAC), uma solu¢@o aquosa de acido bdrico a 5% (m/v) (s6lido, marca
Quiroborax) e uma solugdo aquosa de hidroxido de potassio (lentilhas, com 99% de pureza,
marca NutriKOH) a 6% (v/v) (2 M). O segundo componente, ¢ adicionado apds
homogeneizagdo e um periodo de repouso de cerca de 2 horas, e contém lauril éter sulfato de
sodio (LESS) (solucdo aquosa, marca BORHIO) a 25% (v/v) e uma solugdo aquosa de hidroxido
de potassio 6% (v/v) (2 M).

4.2 Producio de filmes de latex de borracha natural

Apos os tratamentos, os dois tipos de latex, com amonia e tanino foram concentrados pela
técnica de centrifuga¢do na empresa Latex Jasmim, especializada no beneficiamento de LBN,
localizada na cidade de Ipigua — SP. Esse processo aumentou o Teor de Sélidos Totais (TSC),
que ¢ uma medida representativa do contetido de borracha no latex, de 30-40% para 60%.

Para a producao de filmes, € necessario que os latex sejam previamente vulcanizados. A
pré-vulcanizacdo envolve a mistura inicial dos agentes vulcanizantes, composta por enxofre e
ativadores de vulcanizacdo (1% m/m de Vulkatarg MC, marca Target Especialidades

Quimicas), realizada sob agitagcdo continua e a temperatura de 60°C, durante 6 horas. Esse
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estagio ¢ essencial para iniciar a reticulacdo das cadeias poliméricas da borracha natural,
mantendo o latex em estado liquido. Além disso, o processo evita flutuagdes significativas de
temperatura e a adicao abrupta de grandes quantidades de aditivos. Apos a pré-vulcanizagao, a
carga complementar de componentes vulcanizantes (2% m/m de Vulkatarg MC, marca Target
Especialidades Quimicas) foi incorporada até alcangar uma mistura completamente homogénea,
a temperatura ambiente. Também foram incorporados: agente antioxidante (4% m/m de
Vulkasperse SK, marca Target Especialidades Quimicas), antiespumante (0,5% m/m Antifoam
W50, marca Target Especialidades Quimicas e emulsdao composta por uma mistura de ceras,
utilizada para conferir maciez ao toque do artefato (3% de Vulkasoft W marca Target
Especialidades Quimicas).

Os moldes sdo entdo, mergulhados em uma solu¢do coagulante que contém 30% (m/v)
cloreto de calcio e 10% (m/v) carbonato de célcio, substancias que promovem a coagulacdao do
latex sobre a superficie do molde e facilitam o processo de desmoldagem. Essa etapa resulta na
formagao de uma pelicula que desestabiliza o material em contato com o molde. Em seguida,

os moldes recobertos por essa camada sao imersos no latex pré-vulcanizado.

Finalmente, os moldes revestidos com o latex coagulado sdo colocados em uma estufa a
100°C por 25 minutos, onde ocorre a consolidacdo da reticulagdo das cadeias poliméricas e a

remo¢ao da agua residual, resultando em um filme de borracha natural homogéneo e coeso.

4.3 Ensaios biologicos preliminares

Para avaliar a possivel indugao de hipersensibilidade ao LBN, amostras de filmes de LBN
tratado com tanino vegetal foram utilizados em testes do tipo patch em um estudo preliminar
com 42 voluntarios saudaveis que declararam nao possuir alergia ao latex. Dos 42 participantes
incluidos no estudo 37 eram mulheres e 5 eram homens, com idades variando de 18 a 63 anos,
mas somente 35 completaram o estudo. Os testes foram realizados no Instituto de Pesquisa
Cientifica Allergisa de acordo com os principios da Declaragdo de Helsinque, as solicitagdes
regulatorias aplicaveis, incluindo a Resolugdo CNS N° 466/12, e de acordo com as Boas
Praticas Clinicas (Documento das Américas e ICH E6: Boas Préticas Clinicas).

Nos estudos Allergisa 1 e Allergisa 2 foram avaliados, o potencial de irritacdo primaria,
acumulada e sensibilizag¢ao cutanea e o potencial de fotoalergia e fototoxicidade em condi¢des

controladas e maximizadas respectivamente.
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O LBN tratado com tanino vegetal e o controle (latex tratado com amoénia) foram
aplicados no dorso (area escapular) direito ou esquerdo dos participantes das pesquisas. Os dois
estudos foram divididos em trés partes:

. Periodo de Indugdo: As aplicagdes ocorreram durante 3 semanas consecutivas.
Transcorrido um periodo de 48h, ou 72h (aos fins de semana), apds a sua aplicagdo, o
produto foi removido por técnicos treinados e foi realizada a avaliagao do local para
verificagdo de possiveis sinais clinicos;

o Periodo de Descanso: Apods a indugdo seguiu-se um periodo de, no minimo, 10
dias, no qual nenhum produto foi aplicado no dorso dos participantes e

o Periodo de Desafio (Challenge Test): Em seguida, iniciou-se o periodo de
desafio: uma unica aplicagdo do produto foi realizada, seguida de leituras apds 48h e 72h
de sua fixagdo no dorso dos participantes.

Foram realizadas avalia¢des clinicas dermatoldgicas no inicio e no final dos estudos e os
participantes foram acompanhados por médico dermatologista durante todo o decorrer das
pesquisas. As avaliagdes (leituras) foram realizadas imediatamente e, aproximadamente, 24
horas (leitura 72h) apos a retirada do produto.

Durante o estudo, as regides de aplicagdo do produto e do controle foram avaliadas e
classificadas de acordo com a escala preconizada (Tabela 3) pelo Grupo Internacional de

Pesquisa de Dermatite de Contato - ICDRG (FISHER, 1995).

Tabela 3- Escala do Grupo Internacional Investigador de Dermatites de Contato - ICDRG

Reacio Resultado
0- Ausente Negativo (-)
1-  Eritema Leve Duvidoso (?)
2-  Eritema Nitido Positivo (+)
3- Eritema + Edema + Papulas Positivo (++)
4- FEritema+ Edema+ Papulas+ Vesicula Positivo (+++)

4.4 Ensaio bioldgico principal

O estudo se baseia em uma pesquisa clinica experimental realizada em duas etapas. A
primeira, realizada no Ambulatério de Dermatologia do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB) sob orientagdo e acompanhamento do Dr. Ciro Martins Gomes. Nesta etapa foram
aplicados questionarios e o patch test (teste de contato ou epicutaneo) (KLIGMAN;
WOODING, 1967) com o latex de borracha natural tratado com tanino em comparagdo com o

mesmo latex, s6 que tratado da maneira convencional, utilizando-se amonia.
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A captacdo de voluntarios ocorreu prioritariamente no Ambulatério de Dermatologia do
HUB devido a reconhecida alta incidéncia de pacientes com alergia ao latex. Em conjunto, foi
realizada uma ampla divulgacao da pesquisa por meio de folhetos (Figura 4), redes sociais, e-
mails e em clinicas particulares de alergia, com o objetivo de expandir a captagao de

voluntarios.

Figura 4- Panfleto de captacdo de voluntarios.

CONHECE ALGUEM cOm COMO ACONTECERAO 05

ALERGIA AO LATEX DE TESTES?
BORRACHA NATURAL? Aplicagdo de testes de contato (adesivo com o

material) no dorso do brago e coleta de sangue.
Onde: Hospital Universitario de Brasilia (HUB)

VENHA CONHECER E PARTICIPAR

DESSA PESQUISA!

coleta de sangue. coleta de sangue e
retirada do teste.

Re?isfro fotografico, . »
aplicagéo dos testes e oREQ'“ro fotografico,

Venha participar, sua contribuigéo é importante!

o : : Aplicagdo do teste Registro
Obijetivo: Testar se o ldtex tratado com taninc vegetal sl = e e fotegrafico &
causa alergia.

o fotogrdfico. retirada do teste
Quem pode participar? Pessoas com ou sem alergia [=]

ao latex. i
Quer participar? Acesse o QR CODE ao lado ou
mande um zap para: (61) 98327-0974 (Nathdlia)

Essa pesquisa ocorre como um projeto de Mestrado do PPGQ do 1Q
em conjunto com a FM e HUB. Possui aprovagéo no CEP/FM, n°®
CAAE: 68060823.7.0000.5558

Fonte: Autora.

Os voluntarios interessados em participar da pesquisa preencheram um formulério online,
disponibilizado por meio da plataforma Google Forms, ou responderam a um questionario
presencialmente. Esses instrumentos foram utilizados para avaliar a elegibilidade dos
participantes com base nos critérios de inclusdo e exclusao descritos nos topicos a seguir.

Para ser incluido no painel de testagem, o individuo atendeu aos seguintes critérios:

° Ser homem ou mulher, voluntario, maior de 18 anos e menor de 60 anos;

o Possuir alergia ao latex de borracha natural por comprovacgao clinica ou de
exame especifico ao latex para o grupo de teste;

. Nao possuir alergia ao latex de borracha natural (para o grupo de controle);

o Assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo
CEP (Anexo 1);

o Ter capacidade de compreender e seguir os procedimentos do estudo;

. Nao possuir nenhuma doenga que pudesse afetar a resposta imunologica ao teste,
tais como diabetes, cancer, imunodeficiéncias, autoimunidades, infec¢des de pele, doengas

gripais, e outras infec¢des sistémicas;
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J Pacientes que ndo tivessem feito uso de bebidas alcodlicas pelo menos trés dias
antes da aplicacao do teste;

° Pacientes que ndo estivessem em uso, a pelo menos 10 dias anteriores ao teste,
dos seguintes medicamentos: antibidticos, antialérgicos, anti-histaminicos, anti-
leucotrienos, antigripais, analgésicos, anti-inflamatorios, antidepressivos, e

. Pacientes que nao tivessem recebido qualquer vacina, pelo menos 1 més antes
da realizacao do teste.

Nao puderam participar do estudo, individuos que apresentavam uma ou mais das seguintes
condicoes:

o Ter historico de reagdo alérgica grave ao latex para o grupo teste e ndo ter

historico de alergia para o grupo controle;

. Ter historico de anafilaxia, urticaria ou angioedema;

. Ter historico de espinha bifida quando crianca;

. Ter historico de multiplas cirurgias quando crianga;

. Ter participado em outro estudo clinico similar em periodo inferior a um ano (a

menos que fosse justificado como benéfico pelo investigador);

o Ter realizado procedimentos com microagulhamento na regido dorsal dos bragos

ha menos de 1 més;

o Ter realizado procedimentos estéticos hd menos de 1 més;
o Estar com qualquer infecgao sistémica ou de pele;
) Estar em uso de medicamentos de utilizagdo continua, ou de antibidticos,

antialérgicos, anti-histaminicos, anti-leucotrienos, antigripais, analgésicos, anti-
inflamatorios, antidepressivos, hd menos de 10 dias antes do teste;

. Ser portador de qualquer doenga que afete a resposta imunologica;

o Pacientes que estejam realizando esquema vacinal durante o periodo do teste;

. Ser gestante e

. Ser imunossuprimido.

Apos a selegdo dos voluntarios, eles foram classificados por sexo e idade para formar dois
blocos homogéneos e similares: grupo de controle e grupo de intervengdo. O grupo de controle
foi composto por individuos sem alergia ao latex, enquanto o grupo de intervengdo incluiu

participantes diagnosticados com alergia ao latex.
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Na segunda etapa, foi coletado sangue para obtengdo de soro e avaliagdo da ativagdo de
eosinofilos. O sangue foi coletado no HUB e o processamento e analises foram realizados no
Laboratério de Imunologia Celular da Faculdade de Medicina, Campus Darcy Ribeiro, sob
responsabilidade da Dra. Tatiana Karla dos Santos Borges, coorientadora da presente
dissertacdo de mestrado. A seguir estd representado o fluxograma da metodologia utilizada

(Figura 5).

Figura 5- Fluxograma da metodologia adotada no estudo.

S ————

Pré-vulcanizacao

(60°C, 6h)

icaca Avaliacdo pos
patch test teste

Fonte: Autora.
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Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade

de Brasilia sob o nimero CAAE 68060823.7.0000.5558 e nimero de parecer: 6.207.871.

4.4.1 Cegamento do estudo e producio dos testes de contato
O LBN tratado com amdnia e o tratado com tanino vegetal apresentam coloragdes
distintas: enquanto o LBN tratado com tanino possui uma tonalidade marrom, semelhante a de
cascas de arvores, o LBN tratado com amonia apresenta coloragao branca. Para este estudo, foi
adicionado um corante vermelho ao LBN tratado com amdnia, a fim de igualar suas cores, como

ilustrado na Figura 6.

Figura 6- Latex tratado com tanino vegetal, a esquerda e latex tratado com aménia tingido, a direita

Fonte: Autora

A partir desses materiais, foram confeccionados filmes no formato de luvas com cores
semelhantes, conforme demonstrado na Figura 7, e cortados em forma circular com didmetro

de 1 cm, utilizando perfurador.
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Figura 7- Filme tingido com corante vermelho a direita e filme tratado com tanino a esquerda junto ao perfurador

utilizado para o recorte do filme.

Fonte: Autora.

4.4.2  Aplicacao do teste de contato e coleta de sangue

Os locais de aplicacdo dos testes escolhidos foram os dorsos dos antebragos dos
voluntarios, devidamente limpos com alcool 70% antes da aplicagdo, protegidos e removidos
apos 48 horas de contato com a pele. A coleta de sangue ocorreu junto a aplicagdo e remogao
do patch.

Foram aplicados em cada voluntarios de cada grupo um patch com o latex na forma
liquida, cerca de SpuL, e um patch na forma de filme tratado com tanino vegetal com distancia
de cerca de 1 cm entre eles. Apds 48 horas, o patch foi retirado, a area foi fotografada e o local
de contato do latex com a pele foi avaliado em relagdo a presenga de sinais de alergia, tais como
vermelhiddo, edema, erupgdo e prurido. Depois de uma semana estes mesmos voluntérios
foram submetidos a aplicagdo do patch com o latex tratado com amoénia no outro antebrago
conforme o esquema a seguir (Figura 8). A avaliagdo imuno dermatologica foi novamente
realizada pela pesquisadora deste estudo logo apds a retirada do patch.

A coleta de sangue foi feita por um profissional de satide antes da aplicacdo do patch e
apods 48 horas no mesmo brago de aplicacdao do teste. Para tal, foi utilizada a venipungao por
sistema fechado a vacuo para obten¢ao de 10 mL de sangue total heparinizado.

A Figura 8 apresenta o esquema do ensaio clinico dos grupos de estudo. O grupo de
controle (n= 15) foi submetido apenas a aplicagcdo de patch test com o latex tratado com tanino
vegetal, correspondente at¢ metade do ensaio clinico apresentado, uma vez que se tratam de

individuos declarados sem alergia ao latex. Ja o grupo de intervengao (n=9) recebeu a aplicagao
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dos dois tipos de latex, contudo, devido a indisponibilidade de horario dos voluntarios em tempo

habil, apenas 4 participantes completaram todas as etapas do estudo.

Figura 8- Esquema do ensaio clinico

Coleta de sangue e Coleta de sangue, Aplicagdo do patch com Retirada do patch

aplicacédo do patch retrada do patch e latex  tratado  com e registro

com o litex tratado registro fotografico aménia no  outro fotografico
antebraco

] |

t=0 t= 2 dias t=9 dias t=11 dias

I
7 dias (periodo de washout)

4.4.3 Processamento do sangue para analises sorologicas

O sangue heparinizado foi prontamente enviado para o Laboratério de Imunologia
Celular da Faculdade de Medicina/UnB apds cada coleta. No laboratério, o sangue foi
processado para obtencdo de plasma destinado a dosagem de IgE total, interleucina-4, eotaxina,
TNF. Outra parte do sangue foi utilizada para avaliagao intracelular da expressao de COX-1 e
COX-2 obtenc¢ao de eosinodfilos.

Para obtencdo do plasma, 10 mL de sangue heparinizado foram centrifugados a 2000 rpm
por periodo de 10 minutos. O plasma foi armazenado a -80°C até a realiza¢do dos experimentos
de quantificacao.

Para a avaliagdo do COX, o creme leucocitario foi separado do sangue total por
centrifugacdo em gradiente de densidade, utilizando a solugdo de Percoll. O sangue foi
cuidadosamente depositado sobre gradiente e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Ap6s a centrifugacdo, a camada superficial contendo a "nuvem de células" foi cuidadosamente
transferida para um novo tubo Falcon, lavada duas vezes com STF e submetida a nova
centrifugacdo a 2000 rpm por 10 minutos. O pellet celular obtido foi entdo recolhido e

ressuspenso em meio de criopreservacao para armazenamento em micro tubo de 2 mL a -80°C.
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4.4.4  Avaliacido da expressio de COX-1 e COX-2

A avaliag¢do da expressdo de ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2) foi
realizada em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), isoladas por gradiende de
densidade com Percoll.

As PBMCs de cada voluntario, segregadas por grupo experimental, foram contabilizadas e
a concentragdo foi ajustada para 200.000 células/100 pL de meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram depositadas em placas de
cultura de 96 pocos.

Para a fixagao celular utilizou-se paraformaldeido a 1% por um periodo de 20 minutos,
seguido de lavagem com solucdo STF contendo 2% de BSA, com objetivo de bloquear sitios
de ligacdes inespecificos. Em seguida, a permeabilizacio das membranas celulares foi
conduzida com uma solugdo de saponina a 0,2% por 15 minutos, permitindo o acesso dos
anticorpos aos antigenos intracelulares.

Para a marcagdo antigénica, as células foram incubadas com o cocktail de anticorpos
monoclonais anti-COX-1 conjugado com o FITC (clone A570) e anti-COX-2 conjugados com
PE (clone A567) (Marca: Becton Dickinson and Company- BD), na dilui¢do recomendada pelo
fabricante. A incubagao foi realizada por 30 minutos, sob refrigeracdo e prote¢ao contra a luz.
Ap6s o periodo de incubagdo, as células foram lavadas com STF/BSA 2% para remocao do
excesso de anticorpos ndo ligados e, posteriormente, ressuspensos em STF e transferidos para
o tubo eppendorf para a analise no citometro

O sinal fluorecente foi adquirido no citometro de fluxo FACSVerse (BD Bioscience) no
Instituto de Biologia da UnB. Para cada ensaio, foram utilizadas controle positivo e controle
isotipico. Foram adquiridos 5.000 eventos, ajustando o citdmetro por tamanho e granulosidade,
com threshold de 1000. Os dados foram tratados no programa Flowjo (BD) para obten¢do das
Meédias de Intensidade de Fluorescéncia (MFI).

4.4.5 Quantificaciao de IgE Total e citocinas

A dosagem de IgE, eotaxina, IL-4 e TNF foi avaliada utilizando-se o kit comercial BD
CBA Human Soluble Protein Flex Sets e as seguintes beads: IgE Flex Set Hu (558682), Eotaxin
Flex Set Hu (558329), IL-4 Flex Set Hu (558272) e TNF Flex Set Hu (560112) todos da marca
BD Bioscience.

As amostras de plasma foram diluidas a 1:4 em Assay Diluent para minimizar as

interferéncias matriciais e melhorar a recuperacao analitica. Um pool de padrdes liofilizados de
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cada analito foi reconstituido em 4 mL de Assay Diluent e submetido a dilui¢des seriadas (1:2
a 1:256) para gerar uma curva padrdo multiplexada com concentragdes entre 10 a 2.500 pg/mL.

As beads de captura de cada analito foram combinadas em um tubo Unico para serem
utilizadas no ensaio multiplex. A cada 50 pL de amostra de plasma foram adicionados 50 pL
de plasma e 50 pL de reagente de deteccdo marcado com PE, e as placas foram deixadas a
temperatura ambiente no escuro por 3 horas. ApoOs este periodo, realizou-se a lavagem das
placas a 200g por 5 minutos, utilizando reagente especifico disponibilizado pelo kit. Em
seguida, as beads foram ressuspensas em solucdo de lavagem e a reacdo bead de captura, do
analito e reagente de detec¢do foi avaliada por citometria. O sinal fluorescente das beads foi
obtido no citometro de FACSVerse (BD Bioscience) ajustando as configuragdes pré
estabelecidas para o sistema CBA: canal PE (reporter) e canais APC/APC-Cy7 (identificagdo
das beads). Um gate foi inserido na maior concentragdo de eventos e nele, pelo menos 300
eventos foram adquiridos para cada populacdo de beads. As concentragdes das proteinas
avaliadas foram obtidas a partir da curva padrao e os resultados foram apresentados como

pg/dL.

4.4.6  Avaliacdo da desgranulacio de eosinéfilos

A avaliacdo do estado de ativacdo dos ecosinofilos foi realizada conforme descrito
previamente por Botan ef al. (2017). Resumidamente, em uma lamina de vidro com 8 sitios de
escavagdes, previamente lavada com Extran e 4gua destilada, foram depositados 40uL do
sangue coletado. As laminulas com o sangue foram mantidas em repouso por 45 minutos em
camara Umida, a fim de permitir a adesdo dos leucocitos. Em seguida, a 1amina foi lavada com
solucdo salina fosfatada (STF), pH 7.2, e depois fixadas em metanol por 1 minuto e coradas
com giemsa a 10% por 10 minutos. Por microscopia otica, 100 eosinofilos foram avaliados em
relagdo aos seguintes parametros morfoldgicos: normalidade, presenga de pseuddpodes,
liberagao de granulos, espraiamento e granulos livres. Os eosindfilos com os parametros acima

foram tabulados como ativados e os resultados foram apresentados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados dos Ensaios preliminares

O estudo preliminar foi realizado no Instituto de Pesquisa Cientifica Allergisa, com o
ensaio potencial de irritagdo primaria, acumulada e sensibiliza¢do cutinea e o potencial de foto
alergia e foto toxicidade. Os voluntarios desse estudo foram pessoas saudaveis que declararam
ndo possuir alergia ao latex.

O estudo foi iniciado com 42 voluntarios, mas somente 35 completaram o estudo.
Nenhum dos 35 voluntarios apresentaram sinais clinicos de reagdo inflamatdria cutinea
(eritema, edema, papula e vesicula) sendo entdo classificados com o score 0.

Assim, o objeto de estudo recebeu o claim de que o produto ¢ “dermatologicamente

testado, ndo apresenta potencial irritante ou sensibilizante e ndo apresenta potencial foto toxico

e fotossensibilizante”, sendo considerado seguro nas condi¢des dos testes.

5.2 Resultados do ensaio principal

5.2.1  Perfil dos pacientes

No total, foram recrutados 24 voluntérios para o estudo, sendo 15 pertencentes ao grupo
controle, composto por individuos sem alergia ao LBN, e 9 ao grupo de intervencao, formado

por pessoas com alergia ao latex. Entre os participantes, 20 sdo mulheres e 4 s3o homens. No
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grupo controle, dos 15 voluntarios, 12 sdo mulheres e 3 sdo homens. J4 no grupo de intervencao,
8 voluntérios sdo do sexo feminino e 1 do sexo masculino. Na tabela a seguir (Tabela 4) estdo

apresentados a caracteristica dos pacientes.

Tabela 4- Perfil dos pacientes do ensaio clinico principal.

Mulheres Homens Idade média Total
Pacientes com alergia 89% (8) 11% (1) 37 anos 9
Pacientes sem alergia 80% (12) 20% (3) 30 anos 15

O perfil dos voluntarios recrutados neste estudo evidenciou uma predominancia do sexo
feminino (83%, n=20), com idade média de 37 anos entre os participantes com alergia ao latex.
Esse resultado corrobora com pesquisas anteriores conduzidas em diferentes populagdes, que
também relataram maior prevaléncia de mulheres entre os sensibilizados ao latex, em especial
em contextos ocupacionais ligados a area da saude. Estudos realizados com profissionais de
satde e estudantes demonstraram propor¢des semelhantes, sugerindo que a maior representagao
feminina nesses grupos pode refletir tanto na composicdo de género dessas categorias
profissionais quanto uma possivel maior exposi¢ao ocupacional (BOONCHAI et al., 2014; LIU
et al., 2013; SUPAPVANICH; POVEY; DE VOCHT, 2013).

No que se refere a faixa etaria, a média encontrada no presente estudo ¢ comparavel as
pesquisas com estudantes e trabalhadores da area da saude, cuja idade predominante situa-se
no periodo da vida adulta (LAMBERTI et al., 2015; KOSE et al., 2014).

Outro aspecto relevante diz respeito ao recrutamento e a retengao de participagdo. Apesar
de, ao longo de 11 meses, mais de 50 pessoas demonstrarem interesse em participar do estudo,
diversos fatores limitaram a inclusdo de voluntarios, como a exigéncia de comparecimento
presencial ao local de coleta em quatro dias, distribuidos ao longo de duas semanas, e os
critérios de exclusdo estabelecidos, como, por exemplo, o uso continuo de medicamentos, que
resultaram na exclusdo de grande parte dos interessados de ambos os grupos. No Anexo 2
(Tabela 20), estdo apresentadas todas as caracteristicas coletadas de cada paciente voluntario.

Essa limitacdo ndo ¢ exclusiva deste estudo, uma vez que estudo prévios também
relataram entraves semelhantes, sobretudo quando o protocolo requer multiplas visitas
presenciais, envolve critérios de exclusdo rigorosos ou exige a suspensdo de determinados
medicamentos (RISENGA et al., 2013; PHASWANA; NAIDOO, 2013)

Assim, os resultados obtidos sdo compativeis com o relatado em estudo prévios,

evidenciando predominio do sexo feminino e idade média na faixa média da vida adulta.
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Ademais, as dificuldades encontradas nos processos de recrutamento, relacionadas tanto a
exigéncia logistica quanto a critérios de elegibilidade, reforcam a complexidade inerente a
conducdo de pesquisas clinicas envolvendo pacientes alérgicos ao latex. Esses elementos
devem ser considerados na interpretacao dos resultados obtidos e na elaboragdo de protocolos

futuros, de modos a favorecer maior adesdo e representatividade da amostra estudada.

5.2.2  Avaliacdo imuno dermatoldgica apods a aplicaciao dos testes de contato.

O local de aplicagdo do patch test, antes e depois do procedimento, foi registrado
fotograficamente e avaliado. Caso algum sinal clinico fosse identificado, este seria classificado
conforme a escala previamente apresentada na Tabela 3. No entanto, todos os 24 voluntarios
apresentaram escore 0, indicando auséncia de reagdes. Segue um exemplo de resultado obtido
de um dos voluntarios do grupo de intervencdo. Os registros fotograficos de todos os

voluntarios estdo apresentados no Anexo 3.

Figura 9- Registro fotograficos do brago esquerdo no tempo de t=0, t=2 e brago direito em t=9 e t=11.

Fonte: Autora

A auséncia de reacdes cutaneas nos tempos 0 e 2 eram esperadas, uma vez que, nessas
etapas, foram aplicados o patch de latex natural previamente tratado com tanino vegetal
inclusive no grupo com diagnostico de alergia ao latex. Esse resultado ¢ compativel com a
hipdtese de que o processo de complexacdo proteica promovido pelo tanino vegetal reduz a

disponibilidade de alérgenos, minimizando o potencial de induzir resposta imunologicas.
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Por outro lado, a auséncia de reatividade nos tempos 9 e 11, quando foi utilizado o patch
test com latex natural sem tratamento em individuos alérgicos, ndo era inicialmente esperada.
Estudos prévios relatam taxas expressivas de positividade quando o material ndo passa por
nenhum tipo de tratamento. Por exemplo, Kose et al (2014) observaram prevaléncia de
sensibilizacdo entre profissionais de saude com exposi¢ao ocupacional, e Lamberti et al (2015)
também descreveram reatividade em estudantes da area da satide, mesmo apds periodos
relativamente curtos de contato.

Alguns fatores podem justificar a discrepancia entre os achados do presente estudo e os
reportados na literatura. Primeiramente, a metodologia empregada no patch test se baseia em
uma reacgdo de hipersensibilidade tardia (tipo IV), enquanto grande parte das manifestagdes
clinicas da alergia ao latex correspondem a mecanismos de hipersensibilidade imediata,
mediados por IgE (CREMER; MENNICKEN, 2011; DE GROOT et al., 2013). Dessa forma, ¢
possivel que individuos alérgicos apresentem reacdo mais em testes cutdneos de leitura
imediata, como o prick test, do que no patch test. Além disso, variaveis como a concentracao
do material aplicado, o tempo de contato com a pele e o grau de sensibilizacdo podem

influenciar a intensidade das respostas, resultando, em alguns casos, leituras negativas.

5.2.3  Quantificacio e avaliacao da IgE total
Apoés as andlises foram obtidas as concentragdes da IgE dos pacientes do grupo de
controle e intervengdo antes e depois da aplicagdo do patch test com o LBN tratado com tanino

vegetal. Os dados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Concentragdo de IgE em pg/mL dos grupos de controle e interven¢do no tempo 0 e 2.

Pacientes Grupo IgE t=0 (pg/mL) IgE t=2 (pg/mL)
2 2,97 3,04
3 2,45 2,42
7 83,01 93,56
9 18,73 21,47
10 65,50 64,29
11 Controle 131,96 130,29
12 24,28 17,70
14 1,48 1,59
16 76,94 72,28
17 199,05 190,61
18 56,48 5415
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Pacientes Grupo IgE t=0 (pg/mL) IgE t=2 (pg/mL)

19 81,92 85,53
20 24,91 24,32
24 87,30 85,91
25 51,87 49,72
4 3,80 3,86
6 9,86 781
8 5.72 5,23
13 170,71 219,72
15 Intervencgao 20,37 25,54
26 195,12 186,77
27 133,76 121,21
28 69,15 66,94
29 103,13 178,57

A avaliagdo da resposta imunoldgica ¢ essencial para determinar o potencial alergénico
de substancias como o latex de borracha natural. Em relac¢do as concentragdes da IgE total dos
voluntarios do grupo de controle antes e depois da aplicacdo do patch test com tanino vegetal,
observou-se que ndo houve aumento de IgE total no grupo controle (p=0,4971, teste t de
Student). A quantidade de IgE total no grupo controle no tempo t=0 (60,59 +13,95) nao
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao tempo 2 (59,79 £ 13,68). No grupo intervengao
também nao houve aumento significativo do tempo 0 (79,07+ 24,95) para o tempo 2, apos
aplicagdo do patch, (90,63 + 29,12), (p=0,2796, teste t de Student).

O grafico da Figura 10 mostra a distribuicdo das concentracdes de IgE nos diferentes
grupos e tempos avaliados por meio do diagrama de caixas (boxplots).

A faixa total (linhas dos extremos) indica os valores minimos € maximos observados em
cada grupo. A caixa central delimita o intervalo interquartil, a linha horizontal dentro da caixa
representa a mediana dos dados, e os valores atipicos (outliers), quando presentes, sdao

apresentados como pontos isolados.
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Figura 10- Gréfico das concentracdes de eotaxina (pg/mL) dos grupos de controle e intervencao nos tempos

antes e depois da aplicacdo do patch test.
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No grupo controle, tanto antes quanto apds o tempo t = 2, os niveis de IgE permaneceram
relativamente baixos, com variagao discreta entre os individuos e presenca de poucos valores
atipicos.

J& no grupo intervencao, observa-se uma maior dispersdao dos dados, com concentragdes
que variam amplamente entre os participantes. Apesar disso, a mediana dos valores de IgE
manteve-se estavel entre os tempos t = 0 e t = 2, o que indica que ndo houve aumento
significativo da IgE apds a exposicao ao alérgeno tratado.

Essa estabilidade sugere que, a aplicacdo do material modificado ndo resultou em uma
resposta alérgica no grupo intervencdo. Tais resultados estdo em concordincia com as analises
estatisticas, que ndo evidenciaram diferenca significativa entre os tempos avaliados (p>0,05).

Assim, os dados sustentam a auséncia de ativagdo imune sist€émica mediada por IgE apos
a intervengdo, o que contribui para a hipotese de que o alérgeno possa estar interagindo com o

tanino vegetal de forma a reduzir a probabilidade de desencadear reagdes alérgicas imediatas.
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Embora, tenha ocorrido aumento de IgE em dois voluntarios, no 13 e 29 (Tabela 6), esses
resultados ndo impactaram no resultado. Apds avaliagdo dos questionarios, ndo foi possivel
encontrar a causa para aumento de IgE nestes dois casos.

O aumento de niveis de IgE estd normalmente associado a ativagdo de mecanismos de
hipersensibilidade do tipo I (Unsel et al., 2012). Neste estudo, ndo avaliamos a IgE especifica
ao latex, mas sim a IgE total, que pode aumentar em fung¢do a exposi¢do de outros alérgenos.
Portanto, a auséncia de aumento significativo da IgE total sugere que, de maneira geral nao
houve ativagao localizado de mecanismo de hipersensibilidade imediata. Resultados
semelhantes foram observados por Unsel et al. (2012), que relataram que a IgE especifica ¢
mais sensivel para detectar a sensibilizacdo ao latex do que a IgE total.

Também foram analisados alguns pacientes em tigual a9 e a 11 em pessoas no grupo no
qual possui a alergia ao latex e que foram expostos ao latex tratado com amodnia apds um periodo

de washout (7 dias). Os dados estdo apresentados na tabela a seguir (Tabela 6).

Tabela 6- Concentragdo de IgE em pg/mL dos grupos intervengdo no tempo 9 e 11.

Pacientes Grupo IgE t=9 (pg/mL) IgE t=11 (pg/mL)
13 212,42 225,41
27 193,74 223,94
Intervengao
78 62,15 68,93
29 114,33 95,37

Na etapa em que foram analisados os niveis de IgE total em individuos do grupo de
intervengao, isto €, com alergia ao latex, antes (t=9) e depois (t=11) da aplicagdo do patch test
contendo LBN tratado com amonia, tratamento que mantem caracteristicas alergénicas,
observou-se que nao houve diferengas significativas entre os dois momentos avaliados
(p=0,6250, teste de Wilcoxon).

E importante ressaltar que mesmos em individuos sensibilizados, a resposta alérgica

imediata pode depender de diversos fatores, como por exemplo a dose de antigeno, a via de
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exposicao, o tempo de contato etc. (SICHERER E SAMPSON, 2018). Portanto, embora os
dados obtidos indiquem que o LBN tratado com amodnia nao induziu um aumento significativo
de IgE nos participantes alérgicos neste experimento, esse dado deve ser interpretado com
cautela e reforca a necessidade de investigacdes adicionais com maior nimero amostral.

Portanto, embora os resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos, algumas
tendéncias foram observadas:

. O grupo alérgico exposto ao alérgeno sem tratamento apresentou niveis médios
mais elevados de IgE, que estd de acordo com a resposta esperada frente ao estimulo
alérgico;

o O grupo alérgico que foi exposto ao alérgeno tratado com tanino vegetal ndo
apresentou aumento significativo nos niveis de IgE, o que pode indicar potencial eficicia
do tratamento do LBN; e

o O grupo controle manteve niveis basais de IgE.
5.2.4  Quantificacio e avaliacdo da Interleucina-4.

As concentragoes da citocina IL-4 estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7- Concentragdo de IL-4 no tempo t=0 e t=2 dos grupos de controle e intervencao.

Pacientes Grupo IL-4 t=0 (pg/mL) IL-4 t=2 (pg/mL)
2 3,66 3,62
3 3,57 3,53
7 3,51 3,46
9 3,53 3,55
10 3,90 3,53
1 3,73 3,79
12 3,66 3,86
14 Controle 381 3,68
16 3,84 3,81
17 3,86 3,90
18 3,55 3,36
19 424 4,50
20 3,51 3,69
24 3,79 3,38
25 3,47 3,36
4 3,29 3,27
6 3,29 3,44
8 3,60 3,71
13 3,49 3,68
15 Intervengao 3,47 3,62
26 3,71 3,46
27 3,58 3,55
28 3,33 3,55
29 3.47 3.75

Em relagdo a IL-4, observou-se que ndo houveram diferencas estatisticamente
significativas (p=0,4884, teste de Wilcoxon) destas citocinas nos voluntarios nio alérgicos
(grupo controle) dos niveis antes da aplicagdo (t=0: 3,709+ 0,0532) e apos aplicagdo do patch
test com latex tratado com tanino vegetal (t=2: 3,810+0,0752).

Ja no grupo de intervencao, os niveis de IL-4 também permaneceram estaveis apos a
exposicdo ao alérgeno tratado, ndo sendo identificadas diferencas significativas entre os
momentos avaliados (p= 0,1406, teste t de Student). Os valores médios registrados foram 3,470

+ 0,0488 no tempo 0 e 3,559 + 0,0507 no tempo 2.
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O diagrama de caixa abaixo (Figura 11) apresenta a variagdo total da concentragdo de
IL-4, seus valores maximos € minimos por grupo. A caixa representa o intervalo interquartil,
que abrange 50% dos valores centrais dos dados. A linha interna representa a mediana enquanto
os pontos isolados indicam os valores discrepante, os outliers.

Figura 11- Grafico das concentragdes de IL-4 (pg/mL) dos grupos de controle e intervencdo nos tempos antes e

depois da aplicagdo do patch test.
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A Figura 11 apresenta a distribui¢do das concentragdes de IL-4 entre os grupos controle
e intervencao em cada tempo analisado. No grupo controle, as concentragoes médias de 1L-4 se
mantiveram semelhantes entre os tempos t=0 e t=2, com baixa varia¢do individual e presenca
de um outlier em t=2.

Ja no grupo de intervencao, os niveis de IL-4 também permaneceram estaveis apos a
exposicao ao alérgeno tratado, com pequenas variagdes dentro do intervalo interquartil e
auséncia de valores atipicos. A mediana permaneceu praticamente inalterada entre os dois
momentos.

A estabilidade nos niveis de IL-4, observada em ambos os grupos sugere que nao houve
ativacdo significativa da via Th2 induzida pela aplicagao topica do material. Essa interpretagao
¢ confirmada pela auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os tempos dos

grupos avaliados. Portanto, os dados apresentados mostram que a exposi¢cdo ao LBN tratado
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ndo induziu resposta inflamatoria, contribuindo para a hipétese de que o material pode ter
condi¢des seguras para o grupo controle.

Avaliou-se os 4 pacientes do grupo de intervengao que participaram da exposi¢cdo ao LBN
tratado com amonia, apos um periodo de washout (7 dias) obteve-se as concentragdes de 1L-4

no tempo 9 e 11 (Tabela 8).

Tabela 8- Concentragdo de IL-4 no tempo t=9 e t=11 do grupo intervencao.

Pacientes Grupo IL-4 t=9 (pg/mL) IL-4 t=11 (pg/mL)
13 3,66 3,6
27 3,9 3,75
Intervencdo
28 3,51 3,88
29 3,58 3,57

O resultado (p=0,8750, teste de Wilcoxon) indicou que a exposi¢ao ao LBN tratado com
amoOnia ndao causou aumento significativo nos niveis de 1L-4, sugerindo auséncia de resposta
inflamatoria apds a intervengao. Os valores médios em t=9 e t=11 foram 3,663 + 0,0849 ¢ 3,7
+ 0,0717 respectivamente.

A IL-4 ¢ uma citocina com papel central na reposta imune, atuando tanto sobre os
linfocitos B quanto sobre linfocitos T. No contexto da ativagdo de linfocito T, a presenga de IL-
4 no ambiente inflamatdrio promove a diferenciagdo dessas células para o fendtipo Th2, o qual
estimulas os linfocitos B na producdo de IgE (KEEGAN; LEONARD; ZHU, 2021). Assim a
IL-4 esta diretamente envolvida em respostas de hipersensibilidade imediata (tipo I), nas quais
a produgdo de IgE desempenha papel fundamental. Além disso, também pode participar nas
reacoes de hipersensibilidade tardia (tipo 1V), nas quais a exarcebacdo do perfil Th2 e
manutencdo da produgdo de IL-4 contribuem para uma inflamagcdo mais prolongada
(ASHERSON et al., 1996).

Na hipersensibilidade do tipo 1 ao latex, estudos recentes em profissionais da saude
indicaram que apenas uma pequena parcela dos individuos sintomaticos apresenta
sensibilizacdo mediada por IgE. Akson, Akdeniz e Karakurt (2023) verificaram que cerca de
9,2% dos trabalhadores com sintomas imediatos tiveram resultados positivos no skin prick test
para latex. De forma semelhante, pesquisa conduzida no sul da India identificou prevaléncia de
9,1% de alergia a luvas de latex entre trabalhadores da saude, utilizando investigacao clinica,
skin prick test, IgE sérica total e patch test (Rajendran et al., 2022). Ressalta-se que o patch test
ndo ¢ empregado para avaliar reagdes mediadas por IgE, mas sim para reacdes tardias, do tipo
IV. Nesse sentido, Aksoy Akdeniz e Karakurt (2023) observaram positividade em 17,3% dos
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participantes ao patch test com aditivos da borracha ou fragmentos de luvas, evidenciando a
ocorréncia de dermatite de contato alérgica.

No que diz respeito especificamente aos taninos, trabalhos experimentais tém indicado
que essas moléculas podem modular repostas imunes associadas aos perfis Thl, Th2 e Thl17,
sugerindo um papel anti-inflamatério (PIAZZA et al., 2022).

No presente estudo, foi observado que os niveis de IL-4 permaneceram estdveis nos
voluntarios de ambos os grupos apos 48 horas de contato com o material, nao havendo diferenca
estatisticamente significativa entre os momentos avaliados. Esse achado sugere que aplicagdo
topica do latex tratado com tanino vegetal ndo desencadeou mecanismo associados a reagdes

de hipersensibilidade imediata ou tardia.
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5.2.5 Quantificacdo e avaliagdo de eotaxina

A quimiocina eotaxina (CCL11) foi avaliada antes e depois da aplicacao do patch test,

os dados obtidos estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9- Concentragdo de eotaxinas no tempo t=0 e t=2 dos grupos de controle e intervengao.

Pacientes Grupo eotaxina t=0 (pg/mL) eotaxinas t=2 (pg/mL)
2 77,30 70,78
3 136,61 94,89
7 74,43 106,31
9 67,40 77,22
10 109,15 98,25
11 68,92 65,92
12 146,77 96,11
14 Controle 77,08 113,22
16 126,27 140,79
17 74,23 67,57
18 65,44 66,92
19 72,13 77,80
20 101,84 81,43
24 34,12 36,01
25 22,64 24,42
4 128,38 112,20
6 138,26 153,10
8 129,44 130,94
13 68,90 75,27
15 Intervengao 72,08 83,20
26 29,10 28,28
27 154,59 174,93
28 86,53 80,44
29 95,27 171,71

Foi observado que no grupo controle ndo houve aumento de eotaxina apds 48h de contato
da pele com o latex tratado com tanino vegetal (81,18 £7,538) em relagdo aos valores basais

(83,62 + 8,988) (p= 0,6889, teste t de Student). No grupo de alérgicos, também ndo houve
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aumento nos niveis de eotaxinas apds aplicacdo do patch (112,2 + 16,56) em relacdo aos niveis
basais (100,3 + 13,48) (p=0,2147, teste t de Student). Apesar desse aumento aparente no grupo
de intervencao, a analise estatistica nao indicou diferengas significativas entre os grupos ou
entre os tempos avaliados

Os resultados obtidos ndo demonstraram diferencas significativas, indicando estabilidade
nos valores analisados dentro de cada grupo. Para facilitar a visualizagdo de dados, utilizou-se
o grafico de caixas (Figura 12).

Figura 12- Grafico de caixas (box plots) das concentragdes de eotaxina (pg/mL) dos grupos de controle e

interven¢@o nos tempos antes e depois da aplicacdo do patch test.
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A Figura 12 apresenta a distribuicdo das concentragdes de eotaxina nos grupos de
controle e intervengao, nos tempos basal (t=0) e ap6s a exposicao ao LBN tratado com tanino
vegetal (t=2). Observa-se que os niveis medianos de eotaxina permaneceram relativamente
estaveis no grupo de controle, com leve redu¢do no t=2. J& no grupo de intervencao, houve um
discreto aumento na média e na amplitude dos valores ap6s aplicacao do patch tratado.

Esses resultados sugerem que a aplicagdo do alérgeno tratado ndo desencadeou uma

resposta inflamatoria relevante.
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As concentragdes de eotaxina dos pacientes 13, 27, 28 e 29 estdo apresentadas na Tabela

10.

Tabela 10- Concentracdo de eotaxina no tempo t=9 ¢ t=11 do grupo intervencgao.

Pacientes Grupo Eotaxina t=9 (pg/mL) Eotaxina t=11 (pg/mL)
13 69,97 97,25
27 26,74 27,96
Intervengdo
28 86,15 79,02
29 77,52 80,02

A comparagdo entre os tempos t=9 (65,10 = 13,21) e t=11 (71,06 £ 14,96) evidenciou
p=0,6250 (teste de Wilcoxon), indicando que ndo houve aumento significativo da eotaxina apos
o contato com o LBN tratado, sugerindo auséncia de reacao relevante no local da exposigao.

A eotaxina (CCL11), produzida principalmente por fibroblasto, atua como um potente
quimioatraente para eosindfilos, modulando sua migrag@o para os sitios de desafio alergénico
(ZAJKOWSKA; MROCZKO, 2021). Além disso, essa quimiocina atrai linfocito Th2 para o
local da resposta ao alérgeno, promovendo a producao de IL-4 e IL-5, citocinas essenciais para
a ativagao e recrutamento de eosinofilos (SALLUSTO; MACKAY; LANZAVECCHIA, 1997).
Logo, a presenca elevada de eotaxina ¢ um sinal do corpo ativando a resposta eosinofilica tipica
da alergia mediada por IgE (tipo I), que € o mecanismo da alergia ao latex. Sua auséncia de
aumento apds a exposicao, sugere que o latex tratado com tanino provavelmente ndo induziu a

resposta Th2 no local apds 48 horas de exposi¢ao.
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5.2.6 Quantificacio e avaliacdo de Fator de necrose tumoral (TNF)
As concentragdes de TNF dos pacientes dos grupos de controle e intervengao, medidas
antes e depois do teste de contato com o LBN tratado com tanino vegetal, estao apresentadas na

Tabela 11.

Tabela 11- Concentracdo de TNF no tempo t=0 e t=2 dos grupos de controle e intervencao.

Pacientes Grupo TNF t=0 (pg/mL) TNF t=2 (pg/mL)
2 3,52 3,29
3 3,33 2,80
7 3,06 3,20
9 3,24 3,37
10 3,58 3,82
11 3,44 3,50
12 3,20 3,24
14 Controle 3,37 3,10
16 3,97 4,60
17 3,73 4,10
18 2,89 3,06
19 6,64 7,11
20 2,95 3,14
24 3,48 3,46
25 3,601 3,69
4 3,22 2,95
6 3,90 3,08
8 2,93 3,06
13 3,29 3,63
15 Intervengao 2,97 3,99
26 4,47 4,21
27 2,97 3,14
28 2,87 2,91
29 3,20 2,82

A analise comparativa dos niveis de TNF antes e apOs o patch test com tanino vegetal
mostrou que ndo houve variagdes estatisticamente significativas em nenhum dos grupos
estudados. No grupo controle, os niveis basais (3,601+£0,2297) mantiveram-se estaveis
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(3,699+0,2703; p=0,1688, teste de Wilcoxon). De forma similar no grupo de intervencao ndo
houve diferenga significativa entre os valores inicial (3,313 £+ 0,1781) e final (3,310+ 0,1687
p=0,9102, teste de Wilcoxon).

Essa auséncia de alteracao significativa sugere que a aplicagdo do patch com LBN tratado
com tanino vegetal ndo induziu uma resposta inflamatéria sistémica medida por TNF nas
condi¢des experimentais avaliadas.

No grafico a seguir (Figura 13) estdo apresentadas as distribui¢des das concentragdes de
TNF (pg/mL) dos grupos de controle e intervengdo, nos tempos t=0 (basal) e t=2 (apods
exposicdo ao LBN tratado com tanino). Utilizou-se o grafico de caixas para representar a

dispersao de dados.

Figura 13- Grafico de caixas (box plots) das concentragdes de TNF (pg/mL) dos grupos de controle e intervengéo

nos tempos antes e depois da aplicacdo do patch test.
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As caixas apresentam distribuicdes semelhantes entre os grupos, sem alteragdes visiveis
relevantes entre os tempos analisados, tanto no grupo controle quanto no grupo intervencao. A

mediana e a amplitude interquartil mantem-se proximas, com leve variagdo dentro da faixa
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esperada. Nao foram observadas mudancas consistentes ou deslocamentos expressivos nas
concentragdes de TNF que indicassem uma reposta inflamatoria induzida pela inflamagao.

Essa observacdo ¢ consistente com os resultados estatisticos prévios, os quais nao
identificaram diferencas significativas entre os grupos ou tempos analisados (p>0,05). Assim,
conclui-se que a exposicao ao latex tratado ndo induziu aumento significativo da producao de
TNF, sugerindo auséncia de resposta inflamatoria relevante.

Analisou-se as concentragdes de TNF de 4 pacientes no tempo 9 e 11 do grupo de
intervencao, grupo alérgico ao LBN e que foram expostos ao alérgeno sem tratamento apos o

periodo de washout de 7 dias.

Tabela 12- Concentragdo de TNF no tempo t=9 e t=11 do grupo intervengéo

Pacientes Grupo TNF t=9 (pg/mL) TNF t=11 (pg/mL)
13 3,37 3,37
27 4,14 4,36
Intervengao
28 2,85 2,95
29 3,24 2,99

Fonte: Autor.

A andlise estatistica (teste de Wilcoxon, p>0,99) ndo revelou uma elevagao significativa
na concentragao de TNF apos a exposi¢ao ao LBN, com os niveis basais em 3,400 + 0,2703,
em t=9, para 3,418 + 0,3281, em t=11. Assim, o resultado estatistico (p>0,99) demonstrou que
ndo houve variagdo significativa nos niveis de TNF, sugerindo que o material testado nao
induziu ativacao inflamatoria sistémica medida por esta citocina.

O TNF ¢ uma citocina pleiotrdpica, propriedade pela qual um Unico gene influencia
multiplas caracteristicas, presente principalmente nas respostas inflamatdrias com perfil Thl.
No entanto, sua atua¢do vai além desse contexto, abrangendo também mecanismos de
hipersensibilidade. Na hipersensibilidade imediata (tipo I), por exemplo, o TNF pode ser
liberado por mastocitos durante a fase tardia da resposta, desempenhando papel relevante na
amplificagdo do recrutamento de leucocitos para o sitio inflamatério e na manutengao da reagao
(YAMAGUCHI; YAMAGUCHI; PEEVA, 2023). De forma semelhante, sua participagdo ¢é
crucial em repostas tardias (tipo IV) , como a dermatite de contato alérgica (MARTIN, 2016).

No caso de alergia ao latex, um alérgeno capaz de induzir tanto reagdes imediatas (tipo I)
quanto tardias (tipo IV), o TNF atua como um eixo comum entre esses dois mecanismos. Sua

producdo pode contribuir para a persisténcia e intensidade das manifestagdes clinicas, seja
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ampliando a inflamagdo na fase tardia da hipersensibilidade imediata, seja coordenando a
resposta tipica da hipersensibilidade tardia.

Portanto, os resultados do estudo indicam que a manutencao nos niveis de concentragao
de TNF apos a exposicao ao latex tratado com tanino vegetal sugere que o alérgeno tratado nao
desencadeou, nas condi¢des analisadas, uma resposta inflamatoria caracteristica da reacdo do

tipo I, nem a do tipo IV ap6s 48 horas de exposigao.
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5.2.7 Quantificacio e avaliacdo da expressio de COX-1 e COX-2

A expressao das enzimas COX-1 e COX-2 foi feita no interior dos PBMCs, de tal forma
a obter a quantidade percentual de células que expressam COX-1, COX-2, a relagdo COX-
1/COX-2 (%) e a quantidade desta enzima nas células (MFI- média de intensidade de
fluorescéncia).

Apos as analises foram obtidas as concentracdes da COX-1 dos pacientes do grupo de
controle e intervengao antes e depois da aplicacao do patch test com o LBN tratado com tanino

vegetal. Os dados estdao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13- Concentra¢do de COX-1 em porcentagem e a média de intensidade de fluorescéncia no tempo t=0 e

t=2 dos grupos de controle ¢ intervengao.

Pacientes Grupo COX-1(%)t=0 COX-1(%)t=2 COX-1MFIt=0 COX1MFIt=2
2 3,29 4,57 376 357
3 6,95 6,21 3375 3515
7 6,28 11,90 361 330,5
9 6,09 6,53 313 276
10 7,09 5,15 321 316
11 5,48 7,01 327 331
12 4,92 6,20 344,5 364
14 Controle 23,94 18,59 339 385
16 21,69 3,50 355 355
17 12,54 23,84 276 370,5
18 10,83 9,89 394,5 382
19 13,59 26,79 343 423,5
20 11,89 24,64 389 391,5
24 13,84 13,84 402,5 372
25 18,99 12,99 386 413
4 6,46 8,68 364 3385
6 8,30 8,67 386,5 313,5
8 9,14 5,21 359,5 298,5
13 5,44 6,94 335 3185

Intervengdo
15 10,94 6,65 386,5 370
26 6,83 13,35 331,5 402
27 13,39 4,37 365 486,5
28 9,87 12,64 346,5 376.,5
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29 11,99 11,74 336,5 349

O teste de contato com tanino vegetal ndo causou um aumento significativo nos niveis de
COX-1 (%) em nenhum dos grupos estudados. No grupo controle, os niveis iniciais de COX-1
(11,16 £ 1,645) permaneceram estaveis apos a aplicagao (12,11 +2,032), com p= 0,6516 (teste
de t de Student). De forma similar, o grupo de intervengdo ndo apresentou uma diferenca
significativa nos valores de COX-1 (%), que variaram de 9,51 = 0,8887 (t=0) para 8,694+1,084
(t=2) com p=0,7745 (teste de Student).

Na Figura 14 estdo apresentados os dados em boxplots.

Figura 14- Grafico de caixas (box plots) das concentragdes de COX-1 (%) dos grupos de controle e intervengéo

nos tempos antes e depois da aplica¢do do patch test tratado com tanino vegetal.
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Observa-se uma dispersdo semelhante entre os valores dos dois grupos nas duas
condi¢cdes temporais. Essa distribui¢cdo visual corrobora com os resultados estatisticos, os quais
indicaram que ndo houve diferencas significativas nas expressdoes de COX-1 entre os grupos
controle e de intervengao, tanto no tempo basal quanto ap6s aplicacao do patch.

Nas andlises COX-1 MFI, verificou-se que, no grupo controle, ndo houve diferenca

significativa (p=0,3241, teste de t de Student) entre os momentos antes (351,0 £+ 8,979) e depois
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(361,2 £ 9,759) da exposicdo ao latex com tanino vegetal. De forma semelhante, no grupo de
interveng@o, composto por pessoas alérgicas ao latex, também ndo foram observadas diferencas
significativas (p= 0,8272, teste t de Student), com valores variando de 356,8 + 6,996 (t=0) para
361,4 £ 19,14 (t=2). Assim, estes resultados indicam que a exposi¢ao do material aos grupos

ndo provocou alteragdes expressivas da concentragdo da enzima.

Figura 15- Gréafico de caixas (box plots) das concentragdes de COX-1 MFI dos grupos de controle e intervencao

antes e depois da aplicag¢@o do patch test tratado com tanino vegetal.
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A Figura 15 apresenta os valores de COX-1 MFI distribuidos em diagramas de caixas
para os grupos controles e intervencao, avaliados nos tempos t=0 (antes) e t=2 (apds a exposicao
ao latex tratado com tanino vegetal). Observa-se que no grupo controle, as medianas
mantiveram-se proximas entre os dois tempos, com amplitudes interquartis semelhantes e sem
alteracdes expressivas nos valores maximos e minimos. Esse comportamento indica
estabilidade dos niveis de COX-1 nesse grupo, o que esta de acordo com a auséncia de diferenca
estatistica significativa.

No grupo de intervencdo, composto por individuos alérgicos ao latex, a mediana dos
valores manteve-se em patamares semelhantes entre t=0 e t=2. No entanto, a andlise visual do
box plot evidencia que, em t=2, hd uma maior dispersao de dados em comparagao a t=0, refletida

pelo aumento da amplitude interquartil e pelo alongamento da extremidade do diagrama. O
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aumento da variabilidade sugere diferencas individuais na reposta dos participantes alérgicos a
exposicdo, ainda que, em termos gerais, a média global n3o tenha se alterado de forma
significativa. Assim, a andlise conjunta estatistica e da representa¢dao grafica indica que a
exposicao ao latex tratado com tanino vegetal ndo promoveu alteragdes relevantes nos niveis de
COX-1 MFI, tanto no grupo controle quanto no grupo de intervengao.

Por conseguinte, analisou-se o parametro ap6s a aplicagdo do patch test com LBN tratado
com amoOnia no grupo alérgico. Os resultados obtidos estao apresentados a seguir.

Tabela 14- Concentragdo de COX-1 em porcentagem ¢ média de intensidade de fluorescéncia no tempo t=9 e

t=11 do grupo de intervencao.

Pacientes Grupo COX-1(%)t=9 COX-1(%)t=11 COX-1MFIt=9 COX1MFIt=11
13 16,69 3,08 332 294
27 15,24 13,04 429 351,5
Intervengao
28 14,19 8,86 342,5 389,5
29 9,07 0,17 387 301

A andlise estatistica indicou auséncia de diferencas significativas nos niveis de COX-1
entre o periodo basal (13,80 + 1,657) e ap6s aplica¢ao do patch tratado com amonia (6,288 =+
2,886), conforme teste de Wilcoxon (p=0,1250). Para os valores de COX-1 MFI, ndo foram
detectadas alteragdes relevantes entre os niveis basais (372,6 £ 22,25) e os niveis pds-aplicagao
(334,0 £ 22,50), também pelo teste de Wilcoxon.

Esses resultados sugerem que a exposicdo ao LBN tratado ndo provocou alteragdes
relevantes na expressao da enzima COX-1, fundamental na resposta inflamatoria. Dessa forma,
infere-se que o material ndo induziu resposta inflamatdria significativas nos pacientes
estudados.

As cicloxigenases (COX) sdo enzimas responsaveis pela conversao do acido araquidonico
em prostaglandinas e tromboxanos, mediadores lipidicos importantes nos processos
inflamatérios (SMITH; LANGEBACH, 2001; RAO; KNAUS, 2008). Existem duas isoformas
principais: a COX-1, expressa constitutivamente em diversos tecidos, ¢ a COX-2, cuja
expressao ¢ induzida em resposta a estimulos pro-inflamatorios, como citocinas, fatores de
crescimento e antigenos, estando associada a sintese de prostaglandinas em processos de
inflamacdo aguda e cronica (SMITH; LANGENBACH, 2001). Embora a COX-1 também
produza prostaglandinas, seu papel em reacdes imediatas de hipersensibilidade ¢ menos

predominante do que o da COX-2 (RAO; KNAUS, 2008).

Por conseguinte, foi analisado o COX-2 e obteve-se os seguintes resultados.
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Tabela 15- Concentragao da média de intensidade de fluorescéncia de COX 2 no tempo t=0 e t=2 dos grupos de

controle e intervengao.

Pacientes Grupo COX-2 (%) t=0 COX-2(%)t=2 COX2MFIt=0 COX 2 MFI t=2

2 1,78 2,21 445 429
3 2,46 2,62 389,5 435,5
7 1,85 2,71 403 392,5
9 2,31 1,77 486 448
10 2,51 2,52 513 432
11 2,13 3,08 479 460
12 2,84 2,57 567 486,5
14 Controle 4,74 4,59 390,5 4255
16 3,95 1,80 441 483
17 1,96 4,74 504,5 352
18 3,97 3,34 430,5 467,5
19 3,54 7,57 479,5 396
20 4,91 6,75 462,5 393
24 6,49 4,60 507,5 421,5
25 5,30 4,53 480 442.5
4 2,85 3,26 403,5 412
6 5,05 2,16 509 454,5
8 2,27 1,34 475 4245
13 2,95 0,84 453,5 464,5
15 Intervengao 32 2,83 480,5 500
26 2,01 4,01 480 460,5
27 2,58 2,59 381 450
28 2,44 2,89 399 398
29 2,58 2,88 453 421,5

No caso da expressao de COX-2, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tempos avaliados. No grupo controle, os valores médios permaneceram estaveis, variando de
t=0 (3,383 + 0,3765) para t=2 (3,693 + 0,4501), sem significancia estatistica (p=0,6788, teste
de Wilcoxon). Da mesma forma, no grupo intervengao, os niveis de COX-2 ndo apresentaram
aumento relevante apds aplicacdo do patch test com tanino vegetal, passando de 2,881 + 0,2963
(t=0) para 2,533 £+ 0,3223 (t=2), diferenca também nao significativa (p=0,7344, teste de

Wilcoxon).
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A andlise revelou que ndo houve diferengas estatisticamente significativas nas
concentragdes de COX-2(%), apos a aplicacdo do patch, tanto no grupo controle quanto no
grupo de interven¢do. Na Figura 16, observa-se a distribuicdo do COX-2(%) no tempo basal e
pOs aplicacao do patch test nos grupos de controle e intervengao.

Figura 16- Gréfico de caixas (box plots) das concentragdes de COX-2 (%) dos grupos de controle e intervencao

nos tempos antes e depois da aplicacdo do patch test tratado com tanino vegetal.

COX2 (%)

Os valores sdo apresentados pelo boxplot, o qual ilustra a mediana, o intervalo interquartil
e a dispersdo dos dados. No grupo controle, ndo houve diferenca evidente entre os tempos, com
medianas semelhantes e amplitude de variagdo comparavel. O mesmo padrdo também foi
observado no grupo de intervencao onde a mediana se manteve praticamente inalterada entre os
tempos 0 e 2, apesar de uma ligeira ampliacdo de dispersdo de dados no tempo dois. Um ponto
fora da caixa, no tempo 0, indica a presenca de um outlier.

Esses resultados corroboram com os resultados do teste de Wilcoxon, que indicaram
auséncia de diferenga significativa nas concentragcdes de COX-2 entre os tempos avaliados nos
dois grupos.

Em relagdo ao COX-2 MFI, a andlise pelo teste t de Student indicou diferenca
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significativa no grupo controle (p= 0,0397). Nesse grupo, os niveis médios apresentaram
reducdo de 465,2 + 12,80 no tempo basal para 431 + 9,491 apo6s aplicagdo do patch, sugerindo
uma diminui¢do da enzima ao longo do periodo experimental. Esse achado pode estar associado
a fatores ndo controlados, como variagcdes ambientais ou oscilagdes fisiologicas inerentes aos
individuos.

No grupo de intervengdo, entretanto, ndo foram detectadas diferencas estatisticamente
significativas entres os tempos avaliados (p=0,6839), com valores variando de 448,3 + 14,65
(t=0) para 442,8 + 10,53 (t=2). A manutencao dos niveis médios nesse grupo sustenta a
interpretacdo de que a exposi¢do ao LBN tratado com tanino vegetal ndo desencadeou resposta
inflamatoria sistémica mensuravel por meio da expressdo de COX-2, dentro das condi¢des do
experimento.

Figura 17- Grafico de caixas (box plots) das concentragdoes de COX-2 MFI dos grupos de controle e intervencéo

nos tempos antes e depois da aplica¢do do patch test tratado com tanino vegetal
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A Figura 17 apresenta a distribui¢do dos valores de COX-2 (MFT) para os grupos contoles
e interveng¢ao, comparando o tempo basal (t=0) e apds a aplicacao do patch test com latex tratado
com tanino vegetal (t=2).

No grupo controle, observa-se que a mediana dos valores de COX-2 apresenta reducao
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entre t=0 e t=2. Além disso, a amplitude interquartil também se desloca para patamares mais
baixos, embora a variabilidade geral do grupo permaneca evidente, com alguns valores
extremos representados pelas extremidades do diagrama. Esse comportamento sugere que
houve uma diminuigao significativa dos niveis de COX-2 no grupo controle ao longo do periodo
experimental.

No grupo de interven¢do, a mediana dos valores manteve-se relativamente estavel entre
t=0 e t=2, variando em torno de 450 MFI, sem diferengas aparentes relevantes. A dispersao dos
dados ¢ semelhante nos dois momentos, o que refor¢a a ideia de estabilidade nos niveis de COX-
2 apo6s a exposicdo ao latex tratado com tanino vegetal nesse grupo.

De forma geral, a andlise grafica mostra que a principal alteragdo ocorreu no grupo
controle, com uma reducdo nos niveis médios de COX-2, possivelmente associada a fatores
externos ou variacdes fisioldgicas ndo controladas. J4 no grupo de intervencdo, a auséncia de
mudanca marcante sugere que, nas condi¢des do experimento, o tratamento com latex contendo
tanino ndo induziu resposta inflamatoria sistémica detectavel por meio da expressdo de COX-
2.

Foram avaliados quatros pacientes do grupo de interven¢do nos tempos 9 e 11, antes e
apos aplicagdo do patch test do latex tratado com amonia, ap6s um periodo de 7 dias (washout).

Na Tabela 16 abaixo, estdo os dados de COX-2 dos grupos de intervengao nos tempos 9 e 11.

Tabela 16- Concentra¢do da média de intensidade de fluorescéncia de COX 2 no tempo t=9 e t=11 do grupo de

intervengao.
Pacientes  Grupp ~ COX2(%)  COX2(%) COX-2MFI  COX-2 MFI
t=9 t=11 t=9 t=11
13 3,77 1,60 507 541
27 5,37 3,44 428 4435
Intervencao
28 2,22 1,88 391 366,5
29 2,92 0,52 432 421

A andlise estatistica ndo revelou diferencas significativas nos niveis de COX-2 entre o
momento basal (3,570 = 0,6785) e apos aplicagdo do patch tratado com aménia (1,860 =+
0,6028), de acordo com o teste de Wilcoxon (p=0,1250). De maneira semelhante, os valores de
COX-2 MFI nao apresentaram variagdes relevantes entre os periodos inicial (439,5 + 24,32) e
o tempo poés-aplicacdo (443,0+36,45) sendo a diferenca estatisticamente ndo significativa

(p=0,8750, teste de Wilcoxon).
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Nenhuma das comparacdes foi estatisticamente significativa entre os grupos. Esses
resultados reforcam a auséncia de efeito patch test sobre a expressao de COX-2 nas condigdes
avaliadas, sugerindo que, mesmo apds o contato com o alérgeno ou com o material tratado, ndo
houve ativacdo inflamatéria sistémica detectavel por esse marcador bioquimico. Assim, 0s
dados reforgam a hipdtese de seguranca do uso do LBN tratado com tanino vegetal.

Por ultimo, avaliou-se a relagdo COX1/COX2 (%). A relagdo no tempo 0 e 2 estdo

apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17- Relagdo entre as expressdes de COX-1 e COX-2 (%) nos tempos basal (t=0) e pds-intervengao (t=2)

em pacientes do grupo controle e intervengao.

Pacientes Grupo COX1/COX2 (%) t=0 COX1/COX2 (%) t=2
2 1,68 2,13
3 2,42 2,44
7 1,75 2,35
9 0,99 1,16
10 1,64 1,64
1 1,32 2,11
12 0,97 2,38
14 Controle 438 424
16 3,65 0,75
17 1,26 4,61
18 3,51 2,31
19 3,45 7,43
20 4,06 6,74
24 4,94 422
25 522 4,46
4 2,74 2,94
6 5,01 2,02
8 233 1,02
13 2,09 0,69
15 Intervengao 2,57 2,69
26 1,46 3,97
27 2.42 2,52
28 2,46 2,81
29 2,57 2,89
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A comparagdo dos niveis de COX1/COX2 (%) nos diferentes momentos de coleta ndo
revelou alteracdes estatisticamente significativas. No grupo de controle, os valores médios
inicias (2,749 + 0,3852) permaneceram proximos aos observados apds aplicagdo do patch
tratado com amonia (3,265 £+ 0,5059), sem diferenca relevante (p=0,2814, teste de t de Student).
No grupo interven¢ao, os niveis também nao apresentaram variagdes expressivas passando de
2,628 £+ 0,3229 no basal para 2,394 + 0,3382 no periodo pds aplicagdo (p>0,99, teste de
Wilcoxon).

A relacio COX-1/COX-2 também foi avaliada nos tempos t=9 e t=11 no grupo

intervengdo (Tabela 18).

Tabela 18- Relacdo entre as expressdes de COX-1 e COX-2 (%) nos tempos basal (t=9) e pos-intervengdo (t=11)

em pacientes do grupo intervengao.

Pacientes Grupo COX1/COX2 (%) t=9 COX1/COX2 (%) t=11
13 2,88 0,01
27 5,28 2,85
Intervencdo
28 2,13 1,59
29 2,67 -0,48

A avaliagdo dos niveis de COX1/COX2 (%) antes e ap6s aplicacdo do patch tratado com
amonia indicou que ndo ocorreram diferencas significativas entre os momentos analisados. No
grupo basal, os valores médios foram de 3,240 + 0,6981, enquanto apds a intervengdo
registraram-se 1,113 £ 0,6892 (p=0,1250, teste de Wilcoxon).

A expressao das enzimas COX-1 e COX-2 em porcentagem indica a propor¢ao de células,
jdarazao COX-1/COX-2, também expressa em porcentagem, indica a relagao entre a expressao
das duas isoformas em uma mesma amostra. Essa relacdo ¢ util para entender o perfil
inflamatorio: enquanto a COX-1 € normalmente constante e associada a fungdes fisiologicas de
manutengdo, a COX-2 tende a se elevar em contextos inflamatorios. Portanto, uma diminuicao
da razao pode indicar uma resposta mais intensa, como ocorre em processos alérgicos.

Assim, os resultados obtidos para o COX-1, COX-2 e a razdo entre essas enzimas,
mostrou que a exposicao ao latex tratado com tanino vegetal ndo promoveu alteracdes
inflamatoérias detectaveis. A estabilidade dos niveis avaliados sugere que o tratamento reduziu
o potencial inflamatdrio do latex, reforgando sua possivel aplicacdo como alternativa mais

segura para individuos sensiveis ao latex natural.
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5.2.8 Resultados da avaliacio da degranulacio de eosinofilos

A desgranulagdo de eosindfilos foi avaliada e foram caracterizados 100 eosindfilos por
lamina, com base em suas caracteristicas morfologicas, classificados em: nao ativado (NA),
ativado (A), espraiado (E), com pseudopodes isolados (PI), com pseudopodes multiplos (PM),
com granulos grandes (GG), com granulos pequenos (GP), com granulos isolados (GI) e com
vacuolos (V), em laminas contendo oito pocos. As leituras foram realizadas nos tempos
estabelecidos na metodologia.

Devido a algumas intercorréncias experimentais tais como a ndo fixacdo adequada de
células e erros de procedimento durante o processo, nao foi possivel realizar a leitura de todas
as laminas de eosindfilos de todos os pacientes. De todo os 24 voluntarios, somente 14 laminas
foram avaliadas, sendo 6 do grupo controle e 8 do grupo de intervengao.

A Tabela 19 apresenta a quantidade de eosinofilos ativados no tempo 0 e 2 dias e a
porcentagem de aumento de cada paciente durante a intervengao principal, aplicagdo do patch
com o LBN tratado com ATL. Os dados completos estdo disponiveis nas Tabela 21 e 22 do

Anexo 4, devido ao grande volume de informagdes coletadas.

Tabela 19- Quantidade em unidades de eosinoéfilos ativados no tempo 0 ¢ 2 dos grupos de controle e intervengao.

Pacientes Grupo Eosinoéfilos ativados t=0 Eosinéfilos ativados t=2
12 13 16
14 2 4
e Controle 16 23
17 3 8
18 5 23
25 8 12
4 29 38
6 11 35
8 3 22
13 47 30

Intervencao
15 25 57
26 55 51
28 35 19
29 58 19
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No grupo composto de pessoas alérgicas, intervenc¢ao, ndo houve aumento de eosinéfilos
ativados estatisticamente significativos indicando a auséncia da alergenicidade do material
avaliado (p=0,9104, teste de t de Student). Os niveis médios de eosinofilos variaram de 32,88
+ 7,037 do nivel basal para 33,88 £ 5,080 pos aplicdo do patch. Em contrapartida, no grupo
controle, constituido por pessoas ndo alérgicas, foi verificado um aumento significativo nos
eosinofilos ativados (p=0,313, teste de Wilcoxon) em contraste do que ¢ esperado para esse
perfil de participantes. Observou-se um aumento na média de eosinofilos que variou de 7,883
+ 2,301 no tempo 0 para 14,33 + 3,190 no tempo 2.

Ressalta-se que, em condigdes ideais o grupo controle deveria resultar em uma resposta
inflamatoria minima ou nula, sem aumento significativo na atividade de eosinofilos.

A observacdo de aumento significativo de eosindfilos no grupo de controle pode estar
associada a diferentes fatores, incluindo a sensibilizacdo cruzada nao diagnosticada, como a
existente com determinadas frutas (por exemplo, banana, kiwi e abacate) capaz de gerar uma
resposta eosinofilica discreta sem manifestagdo clinica evidente (BREHLER, 1997). Outra
possibilidade ¢ a interferéncia de fatores experimentais, como o estresse celular durante o
processamento (MEI et al., 2024), ou o ainda o tamanho reduzido da amostra, que potencializa

o impacto de resposta atipicas.

5.3 Integracao de resultados

As analises preliminares conduzidas nos estudos Allergisa 1 e Allergisa 2 indicaram um
perfil favoravel de seguranca para latex tratado com tanino vegetal. A seguranca dermatologica
foi verificada por meio da aplicagdo direta do material na pele dos voluntarios, com avaliacdo
baseada na escala do Grupo Internacional de Pesquisa de Dermatite de Contato (ICDRG).
Nenhum dos 50 participantes apresentaram sinais clinicos de irritagdo ou sensibilizacdo, sendo
todos classificados com escore 0, indicando completa auséncia de reacdes cutineas. Diante dos
resultados desse estudo preliminar, o produto foi considerado dermatologicamente testado, sem
potencial irritante, sensibilizante, fototéxico ou fotossensibilizante, nas condigdes em que foi
avaliado.

As andlises dermoclinicas utilizando o patch test com o latex tratado com tanino no
segundo estudo demonstraram auséncia de reatividade cutdnea em todos os 24 voluntarios
avaliados nos primeiros minutos de aplicacao até 48 horas de contato. A auséncia de resposta
logo nos primeiros minutos de aplicagdo demonstra que a hipersensibilidade imediata (tipo I)

que depende da presenga de mastocitos sensibilizados com IgE especifico, ndo estava presente.
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Ademais, a auséncia de sinais clinicos de irritagdo ou sensibilizagdo dérmica nas avaliagoes
fotograficas realizadas nos tempos de exposi¢ao mais prolongado, sugerem que 0os mecanismos
de hipersensibilidade tardia (tipo IV) nao foram acionados nos voluntarios.

Em conjunto, esses dados adicionados aos resultados da Allergisa sugerem fortemente
que o latex tratado com tanino vegetal tem grande potencial para ser utilizado de forma topica

por individuos alérgicos e ndo alérgicos a esse produto.
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6. CONCLUSAO, LIMITACOES E PERPECTIVAS

Os dados avaliados em conjunto mostraram que o LBN tratado com tanino vegetal possui
grande potencial para ser utilizado por individuos com alergia ao latex, uma vez que nao houve
alteragoes clinicas dermatologicas e ativagdo de marcadores importantes presentes nas reagoes
de hipersensibilidade dos tipos I e IV. Esses achados representam um avanco significativo na
busca por alternativas mais seguras ao latex convencional, contribuindo diretamente para a
diminui¢do dos riscos ocupacionais e hospitalares associado a exposi¢ao ao material.

Além do impacto na area da satde, o desenvolvimento de um LBN tratado com tanino
vegetal também promove beneficios ambientais e econdmicos, ao empregar compostos de
origem renovavel e potencial reduzir a necessidade de substitui¢do por polimeros sintéticos.
Assim, o trabalho amplia seu alcance ao propor uma solugdo sustentavel e viavel tanto para o
setor biomédico quanto para a industria de materiais, refor¢ando a importancia da integracao
entre inovagao tecnologica, seguranga humana e responsabilidade ambiental.

Embora os resultados obtidos neste estudo sejam promissores, algumas limitagdes
metodoldgicas merecem destaques e podem orientar futuras investigagdes. Entre elas estdo: a
reposta imune em humano ¢ dependente de caracteristicas genéticas, status imune, imunidade
prévia, fatores ambientais e habitos de vida e nutricionais. Portanto, seria interessante aumentar
o tamanho (n) amostral e realizar os testes em uma populagdo mais heterogénea. Além disso, a
pequena quantidade de pacientes nos tempos t=9 e t=11 limita a capacidade de generalizacao
dos resultados tardios. A resposta da derme ao latex pode ocorrer ap6s contato prolongado,
podendo surgir vérios dias depois do primeiro contato. Este estudo focou em momentos
pontuais, considerando a dificuldade de obter o retorno dos pacientes em outros dias. Assim,
seria interessante o monitoramento em tempos adicionais para avaliar reacdes tardias ou
adaptagdes do sistema imune apds exposicao repetida ao LBN tratado.

Embora tenham sido avaliados biomarcadores importantes relacionados as respostas
inflamatorias e alérgica (IgE total, IL-4, eotaxina e TNF), a andlise foi restrita ao sangue
circulante no local da aplicacao.

Por fim, a caracterizagdo fisico-quimica mais detalhada do LBN tratado com tanino
vegetal pode ser realizada em estudos complementares, associando os dados biologicos a
composi¢do, estrutura e possiveis modificagdes da matriz polimérica induzidas pelo tanino

vegetal.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho seguiu a resolucao PPGQ 001/2015 que estabelece procedimentos, prazos
e normas para aprovagao de bancas de defesa de projeto de mestrado, de dissertacao, de Exame
de Qualificagio de Doutorado e de Tese de Doutorado (disponivel no site:
http://www.ppgq.unb.br/normas) e as recomendagdes das Normas Técnicas 10520 de 2023 e

ABNT 14724 de 2023.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo I- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Convidamos o(a) Senhor(a) a participar voluntariamente do projeto de pesquisa Estudo
da alergenicidade do latex de borracha natural tratado com tanino vegetal, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Floriano Pastore Junior, Tatiana Karla dos Santos Borges
e Ciro Martins Gomes. O projeto trata de um estudo clinico para testar se o latex de borracha
natural tratado com tanino vegetal ndo causa alergia.

O objetivo desta pesquisa € verificar se o latex de borracha natural tratado com tanino
vegetal ndo causa alergia aos individuos que j4 possuem esta alergia, solucionando um
problema de saide mundial.

O(a) senhor(a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes € no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo
pela omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a).

A sua participagdo se dara por meio do teste de contato ou patch test, no qual a equipe
treinada fixara um adesivo com o filme de latex no antebrago (dorso esquerdo). Este adesivo
ficara em contato com a pele por 48h e apos este periodo sera realizada uma verificagdo da
pele. Ainda sera coletado seu sangue por meio de pequena pungao no brago no dia da aplicagao
do teste e no dia da retirada do adesivo. Apds sete dias, o(a) senhor(a) voltaré ao hospital para
a equipe fixar outro adesivo no antebraco direito (dorso direito) que ficard por mais 48h e
entdo sera realizada outra verificacdo na pele. O ensaio e a coleta de sangue serdo realizados
no Ambulatorio de Dermatologia, localizado no Hospital Universitario de Brasilia, durante
data combinada com os voluntarios com um tempo estimado de 30 minutos para fixagdo. Em
seguida, vocé precisara ficar 30 minutos em observacao e, apds 48 horas, devera retornar ao
hospital para remog¢ao do adesivo, realizando esse mesmo procedimento apds 7 dias.

Os riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa sdo minimos, porém podem
ocorrer possiveis irritagdes dermatologicas locais como: coceira, vermelhiddo e
sensibilizacdo, que desaparecem com a retirada do adesivo ou, caso ocorra incomodo maior,
o médico responsavel ird indicar uma pomada antialérgica. No local da pun¢ao pode ocorrer
desconforto que cessa apds o procedimento. Caso ocorra hematoma no local da pungao, esse
desaparece naturalmente no curso de 2 a 3 dias. Devido a natureza pouco invasiva do patch

test, ndo sdo esperadas reagdes alérgicas graves, como anafilaxia. Ainda assim, o voluntério
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sera monitorado durante 30 minutos no ambulatério apos a aplicagdo, visto que reacdes
possiveis ocorrem em um curto intervalo apos a exposi¢ao.

Hé também o risco minimo de quebra de sigilo de dados nominais dos voluntarios.

Se o(a) senhor(a) aceitar participar, estara contribuindo para solucionar um problema de
sautde mundial, melhorando a qualidade de trabalho de profissionais que trabalham
constantemente com itens de borracha natural como luvas e/ou que possuam algum tipo de
reacao alergia.

O(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento)
qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa
em qualquer momento sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Sua participacdo ¢
voluntaria, isto €, ndo h4 pagamento por sua colaboragao.

Todas as despesas que o(a) senhor(a) tiver relacionadas diretamente ao projeto de
pesquisa (tais como, passagem para o local da pesquisa, alimentacao no local da pesquisa ou
exames para realiza¢do da pesquisa) serdo cobertas pelo pesquisador responsavel.

Caso haja algum dano direto ou indireto decorrente de sua participag@o na pesquisa, o(a)
senhor(a) deverd buscar ser indenizado, obedecendo-se as disposicdes legais vigentes no
Brasil.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia podendo ser
publicados posteriormente. Os dados pessoais, bioldgicos e materiais serdo utilizados somente
para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de cinco anos, apos
isso serdo destruidos.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer divida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para:
Nathélia Shinzato, no telefone (61) 98327-0974 disponivel inclusive para ligacdo a cobrar.
(nathaliasetsu@gmail.com). Ou para Floriano Pastore, no Instituto de Quimica no telefone
(61) 99973-2033, disponivel inclusive para ligacdo a cobrar (fpastorej@gmail.com)

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
(CEP/FM) da Universidade de Brasilia. O CEP ¢ composto por profissionais de diferentes
areas cuja funcdo ¢ defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas
com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem ser
esclarecidas pelo telefone (61) 3107-1918 ou do e-mail cepfm@unb.br, horario de
atendimento de 08:30hs as 12:30hs e de 14:30hs as 16:00hs, de segunda a sexta-feira. O
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CEP/FM esté localizado na Faculdade de Saude/Faculdade de Medicina no 2° andar do prédio,
Campus Universitario Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia, Asa Norte.
Caso concorde em participar, pedimos que assine este documento que foi elaborado em

duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e a outra com o(a) Senhor(a).

Nome e assinatura do Participante de Pesquisa

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Brasilia,  de de
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9.2  Anexo II- Caracteristica dos pacientes-voluntarios do estudo clinico principal

(topico 5.2)

Tabela 20- Caracteristica dos pacientes-voluntarios do estudo clinico principal (topico 5.2)

Voluntario Grupo* Género Idade Observacao
2 Controle F 30
3 Controle F 28
4 Intervencao F 42
6 Intervengao F 31
7 Controle F 39
8 Intervencao F 27
9 Controle F 19

10 Controle F 19
11 Controle M 20
12 Controle F 23
13 Intervencao F 23
14 Controle F 23
15 Intervengao F 60
16 Controle F 40
17 Controle F 37
18 Controle F 45
19 Controle F 30
20 Controle F 37
24 Controle M 21
25 Controle F 21
26 Intervengao F 23
27 Intervencgao M 38
28 Intervencgao F 36
29 Intervencgao F 54

Fonte: Autora.

*Grupo controle: ndo possui alergia ao latex de borracha natural; Grupo intervengdo: possui
alergia ao latex de borracha natural
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9.3 Anexo III- Registro fotografico dos pacientes voluntarios

Grupo controle

Paciente t=0 =2 =9 t=11

10




Paciente

0

2

t=11

11

12

14

16

17
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Paciente

2

9

t=11

18

19

20

24

25
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Grupo de intervencio

Paciente =0

2

9

t=11

13

15
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Paciente

0

2

9

t=11

26

27

28

29

Fonte: Autora.
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9.4 Anexo IV- Avaliacao de Eosinéfilos

Tabela 21- Caracterizagdo dos eosinofilos dos pacientes no tempo 0 e 2 de acordo com suas caracteristicas: Nao ativado (NA), Ativado (A), Espraiado (E), Pseudopodes isolados (PI),
Pseudopodes multiplos (PM), Granulos grandes (GG), Granulos pequenos (GP), Granulos isolados (GI) e Vactolos (V)

Pacientes At=0 NAt=0 E PI PM GP GG GI \% At=2 NAt=2 E PI PM GP GG GI \%
12 8 92 5 6 0 2 0 1 0 78 22 24 37 7 14 9 10 32
14 2 58 0 2 0 1 0 1 0 4 67 0 3 0 3 0 2 0
16 3 97 1 1 0 1 1 0 0 37 63 29 8 4 19 3 3 1
17 3 97 3 0 0 0 0 0 0 8 92 1 3 4 1 0 0 0
18 6 94 6 2 1 2 1 0 0 29 71 18 11 5 11 4 8 0
25 8 92 3 1 4 0 0 0 1 31 61 3 19 5 7 1 1 3
4 29 29 19 8 3 10 3 3 0 38 62 32 11 7 6 1 3 1

6 11 89 5 6 0 0 0 0 1 35 65 24 11 2 3 0 1 1
8 3 97 24 11 2 3 0 1 1 22 38 15 6 3 4 4 4 0
13 47 53 4 6 0 2 3 1 3 30 70 14 12 5 5 6 4 3
15 25 75 2 16 4 4 1 4 7 57 43 40 15 4 9 4 14 5
26 55 45 50 30 6 6 4 7 8 51 49 23 26 9 20 5 4 9
28 35 65 34 14 2 3 1 4 0 19 81 17 2 7 3 1 3 1
29 58 42 30 25 2 14 5 1 30 19 81 4 14 3 9 1 2 6

Fonte: Autora.



Tabela 22- Caracterizacdo dos eosindfilos dos pacientes no tempo 9 e 11 de acordo com suas caracteristicas: Nao ativado (NA), Ativado (A), Espraiado (E), Pseudépodes isolados (PI),

Pseudopodes multiplos (PM), Granulos grandes (GG), Granulos pequenos (GP), Granulos isolados (GI) e Vactolos (V).
Pacientes A t=9 NA t=9 E PI PI GP GG GI \% At=11 NAt=11 E PI PI GP GG GI \%
13 45 55 33 15 7 1 3 5 1 40 60 35 9 6 7 7 4 0
28 35 65 2 11 2 12 21 86 14 46 24 27 6 42 10
29 22 78 20 9 6 5 2 39 61 22 15 3 4 5 0

Fonte: Autora.



9.5 Anexo V- Resultados completos

Tabela 23- Resultado de eotaxina, IgE total, TNF, COX-1 e COX-2 no tempo 0 e 2.

eotaxina t=0  eotaxina t=2 IgE t=0 IgE t=2 IL-4 t=0 IL-4 t=2 COX1 MFI COX1MFI COX2MFI COX2MFI

Pacientes Grupo

(pg/mL) (pg/ mL) (pg/ mL) (pg/ mL) (pg/ mL) (pg/ mL) t=0 t=2 t=0 t=2
2 77,3 70,78 2,97 3,04 3,66 3,62 376 357 445 429
3 136,61 94,89 2,45 2,42 3,57 3,53 337,5 351,5 389,5 435,5
7 74,43 106,31 83,01 93,56 3,51 3,46 361 330,5 403 392,5
9 67,4 77,22 18,73 21,47 3,53 3,55 313 276 486 448
10 109,15 98,25 65,5 64,29 3,9 3,53 321 316 513 432
11 68,92 65,92 131,96 130,29 3,73 3,79 327 331 479 460
12 146,77 96,11 24,28 17,7 3,66 3,86 3445 364 567 486,5
14 Controle 77,08 113,22 1,48 1,59 3,81 3,68 339 385 390,5 425.5
16 126,27 140,79 76,94 72,28 3,84 3,81 355 355 441 483
17 74,23 67,57 199,05 190,61 3,86 3,9 276 370,5 504,5 352
18 65,44 66,92 56,48 54,15 3,55 3,36 394,5 382 430,5 467,5
19 72,13 77,8 81,92 85,53 4,24 4,5 343 423,5 479,5 396
20 101,84 81,43 2491 24,32 3,51 3,69 389 391,5 462,5 393
24 34,12 36,01 87,3 85,91 3,79 3,38 402,5 372 507,5 421,5
25 22,64 24,42 51,87 49,72 3,47 3,36 386 413 480 4425
4 128,38 112,2 3,8 3,86 3,29 3,27 364 338,5 403,5 412
6 138,26 153,1 9,86 7,81 3,29 3,44 386,5 313,5 509 454,5
8 129,44 130,94 5,72 5,23 3,6 3,71 359,5 298,5 475 4245
13 68,9 75,27 170,71 219,72 3,49 3,68 335 318,5 453,5 464,5
15 Intervencio 72,08 83,2 20,37 25,54 3,47 3,62 386,5 370 480,5 500
26 29,1 28,28 195,12 186,77 3,71 3,46 331,5 402 480 460,5
27 154,59 174,93 133,76 121,21 3,58 3,55 365 486,5 381 450
28 86,53 80,44 69,15 66,94 3,33 3,55 346,5 376,5 399 398
29 95,27 171,71 103,13 178,57 3,47 3,75 336,5 349 453 421,5

Fonte: Autora.
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Tabela 24- Resultado de eotaxina, IgE total, TNF, COX-1 e COX-2 no tempo 9 e 11.

Pacientes Grupo eotaxina t=9 eotaxina IgE t=9 IgE t=11 IL-4 t=9 IL-4t=11 COX1MFI COX1MFI COX2 COX 2 MFI
P (pg/mL) t=11 (pg/mL)  (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) t=9 t=11 MFI t=9 t=11
13 69,97 97,25 212,42 225,41 3,37 3,37 332 294 507 541
27 . 26,74 27,96 193,74 223,94 4,14 4,36 429 351,5 428 4435
Intervenc¢ao
28 86,15 79,02 62,15 68,93 2,85 2,95 3425 389,5 391 366,5
29 77,52 80,02 114,33 95,37 3,24 2,99 387 301 432 421

Fonte: Autora.
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