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RESUMO

Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) é uma importante espécie de acaro da poeira
domiciliar e estd associado com doencas alérgicas. Alérgenos de Dp sdo causas
importantes de sensibilizacdo e resposta mediada por imunoglobulina E (IgE) entre
pacientes com asma e rinite alérgica. O objetivo deste estudo foi produzir as proteinas
recombinantes Der p 1 e os epitopos ligantes de IgE relacionados com a proteina Der p
1 (fragmento com os aminoacidos 172-243 (rDer p 1172-243)) para avaliar sua reatividade
a IgE no soro de individuos sensibilizados ao acaro usando ensaio imunoenzimatico. A
sequéncia de Der p 1 total e Der p 1172243 foram amplificados e subclonados em E. coli.
Apos a expressdo e a purificacdo, a reatividade de IgE para rDer p 1 e rDer p 1172-243 foi
determinada por ELISA. Os resultados demonstraram que a proteina rDer p 1 expressa
em E. coli apresentou um peso molecular estimado de 26 kDa e rDer p 1i72-243
aproximadamente 8kDa. A proteina Der p 1 expressa e rDer p lizpp3 reagiu
positivamente a IgE em 88% e 84% nos soros de pacientes alérgicos, respectivamente.
Entretanto, soros de pacientes negativos demonstrou reatividade cruzada para rDer p 1,
conquanto o mesmo néo foi observado com rDer p 1172-243. Pode-se sugerir que rDer p 1
172-243 SA0 candidatos promissores para o diagndstico de alergia causada por D.

pteronyssinus em pacientes sensibilizados a este acaro.

Palavras-chave: Alergia, Dermatophagoides pteronyssinus, alérgenos recombinantes.



ABSTRACT

Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) is an important specie of house dust mite
associated with allergic diseases. Allergens from Dp are important causes of
sensitization and mediated responses to specific immunoglobulin E (IgE) among
patients with asthma and allergic rhinitis. The aim of this study was to produce
recombinant protein Der p 1 and Der p 1-related IgE binding epitopes (rDer p 1172-243)
to evaluate their reactivity to IgE in the serum of mite sensitized individuals using
enzyme immunoassays. The sequences of rDer p 1 and rDer p 1i72-243 Were amplified
and subcloned into E. coli. After expression and purification the reactivity of IgE to
rDer p 1 and rDer pl;72-243 Was determined by ELISA. The results showed that rDer p 1
expressed in E. coli presented an estimated molecular weight of about 26 kDa and rDer
p lizz243 about 8kDa. The expressed rDer p 1 protein and rDer p 1li72-243 reacted
positively with IgE in 88% and 84% of sera from allergic patients, respectively.
However, sera from negative patients showed crossreactivity to rDer p 1, although the
same was not observed for rDer p 1172-243. It can be suggested that rDer p 1172-243 are
promising candidates for the diagnosis of allergy caused by D. pteronyssinus in mite

sensitized patients.

Keywords: Allergy, Dermatophagoides pteronyssinus, recombinant allergens.
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1. INTRODUCAO

1.1  Alergiae atopia

Considera-se 0 inicio histérico da aergia moderna o ano de 1819, quando John
Bostock descreveu a “febre do feno”, denominada atualmente de rinite aérgica (MY GIND,
1993). Tempos depois, Clemens Von Pirquet relatou reacbes mais répidas e graves em
criangas que receberam injecoes repetidas de antitoxina estreptocdcica equina ou da vacina
contra variola. Diante destes fatos, em 1906, Von Pirquet, juntamente com Béla Schick,
cunhou o termo alergia para descrever a reatividade modificada, onde allos denomina
“outro”, ou desvio de um comportamento norma e ergon “reacdo” (MYGIND, 1993;
SIMONS, 1994). Hodiernamente denominada como hipersensibilidade imediata, o termo
dergia é utilizado para designar reagcBes nas quais aguns individuos podem apresentar
manifestagdes clinicas desencadeadas pela exposicdo a um determinado estimulo, que em
pessoas normais € toleravel. Tal reacdo € caracterizada, muitas vezes, por mecanismos
imunol 6gicos mediados por células de padréo Th2 e anticorpos, geramente representados
peloisotipo IgE (JOHANSSON et. al., 2004).

A atopia, muitas vezes caracterizada como aergia, refere-se a tendéncia pessoa ou
familiar, de ordem genética que induz a sintese de IgE especifica a componentes protéicos de
alérgenos ambientais, tais como proteinas antigénicas de acaros, fungos e pdlens
(JOHANSSON et a., 2004; HOLGATE; POLOSA, 2008). Sendo assim, sdo considerados
atdpicos os individuos que quando expostos a diferentes alérgenos, respondem por meio da
producéo de altos niveis de IgE e desenvolvem doencas tipicas, tais como asma, rinite ou
dermatite atdpica (JOHANSSON et a., 2004).

1.2 Doencas Alérgicas

Asma e rinite sdo as principais doencas alérgicas respiratorias no Brasil e no mundo. A
prevaléncia da asma varia de 1% a 30% entre a populacéo de diferentes paises e a da rinite
aérgica de 10% a 25% da populagdo gera; nota-se, contudo, que ambas as doencas tém
apresentado uma crescente prevaléncia nas Ultimas décadas. A rinite aérgica esta ganhando
grande importancia socio-econdmica, devido ao rapido aumento de sua prevaléncia mundia e
a ser a causa de vérios desgastes, ocasionando modificagdes na vida socia dos pacientes e
afetando 0 desempenho escolar e a produtividade no trabalho (VON MUTIUS, 1998;
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BEASLEY et al., 2000; BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001). Ha
uma ata concomitancia da rinite alérgica em pacientes com asma, conforme Linneberg e
colaboradores (2002), que descrevem que 25 a 50% dos individuos com rinite apresentam
sintomas de asma. Nos Estados Unidos e na Europa, a porcentagem de adultos asmaticos com
rinite € de 50 a 100 (GAUGRIS; SAZONOV-KOCEVAR; THOMAS, 2006). Esta
coprevaléncia é possivel, dentre outros fatores, pela intima relacdo entre as mucosas das vias
respiratéria superior e inferior, aém da similaridade dos componentes e mecanismos
inflamatorios envolvidos nestes disturbios (JEFFERY et a., 2006).

Com base nas observagdes clinicas, a asma alérgica é caracterizada por inflamacéo do
sistema respiratorio inferior, induzindo quadro de hiper-reatividade brénquica e,
consequentemente, episodios recorrentes de sibilancia, dispnéia, opressdo toracica e tosse
(LEMANSKE-JUNIOR & BUSSE, 2003). Apesar de apresentar perfil imunologico
semelhante a asma, arinite alérgica se distingue pelas inflamagdes nasais, tais como: aumento
de secrecdo, obstrucdo da cavidade, espirros e prurido. Pode também ser acompanhada de
conjuntivite, constituindo-se num quadro denominado de rinoconjuntivite, que se caracteriza
por lacrimgamento, prurido conjuntival e fotofobia (TERR, 1997, JOHANSSON et a.,
2004).

Vé&ios fatores podem influenciar no desenvolvimento de doencas aérgicas. Dentre
eles, destacam-se os fatores genéticos, como € evidenciado pela maior ocorréncia de atopia
entre gémeos univitelinos do que em gémeos bivitelinos (COOKSON, 1999). Além disso,
uma das principais preocupacdes em relacdo ao desenvolvimento de doencas aérgicas € a
influencia do melo ambiente. Sublinha-se que na sociedade moderna ocorre grande
concentragdo habitacional nas metrépoles, com predominio do estilo de vida sedentério e de
confinamento, gastando-se a maior parte do tempo no ambiente interno das moradias, nos
quais, muitas vezes, ha a presenca de carpetes, cortinas, condicionadores de ar €/ou animais
domésticos;, esses fatores, somados a outros, ocasionam 0 aumento da quantidade de
substancias estranhas e alérgenos circulantes, contribuindo para a maior sensibilizacdo de
individuos geneticamente predispostos. Igualmente, ndo se pode olvidar o uso abusivo de
antibidticos, que leva a destruicéo significativa da flora bacteriana intestinal. Evidentemente,
estes fatores contribuem para 0 aumento da prevaléncia de doencas a érgicas, principal mente
aasmaearinite (POPE et a., 1993; SOARES et al., 2007).

Os estimulos responsaveis pelas manifestagcbes clinicas da alergia podem ser
desencadeados por componentes de origem protéica estranhos ao organismo, comumente

conhecidos como alérgenos, presentes em componentes comuns a0 Nosso meio ambiente,
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como polens de plantas ou acaros da poeira domiciliar (HUBY; DEARMAN; KIMBER,
2000).

1.3 Alérgenos

Alérgenos sdo 0s antigenos causadores de doencgas a érgicas, segundo Johansson et al.
(2004). Estdo presentes no ambiente extra-domiciliar, como por exemplo, os gréos de polens e
principalmente no ambiente domiciliar, como em animais domesticos (caos e gatos), baratas,
fungos e derivados de acaros da poeira domiciliar (CROMWELL, 1997; GALLI; LANTZ,
1999). Geramente, estes aérgenos sao provenientes de diversas fontes, podendo ser de
origem protéica, glicoprotéica, compostos inorganicos que podem atuar como haptenos
podendo ligar-se a proteinas e desempenhar papel imunogénico, ou até mesmo carboidratos
podem ter relevancia na sensibilizagdo alergénica, conforme tem sido demonstrado pela
avaliagdo da imunogenicidade da por¢cdo glicidica de muitas proteinas glicosiladas,
salientando aimportancia dos epitopos de origem glicosidica, e ndo so 0s de origem peptidica
na geracdo de respostas do sistema imunoldgico (FOTISCH; VIETHS, 2001; MEYER;
COMINH; DEMOLY, 2004).

A porcdo do alérgeno reconhecida pelos anticorpos e receptores de membrana das
células efetoras € conhecida como epitopo, ou determinante antigénico. O epitopo de um
alérgeno € pequeno, geramente formado por residuos de aminoécidos que combinam com a
regido variavel do anticorpo e por outros aminoécidos que se ligam a células T. Constitui-se
de forma linear, quando as sequéncias de aminoécidos estdo contiguas, ou conformacional,
caso 0s aminoacidos estejam separados na cadeia polipeptidica de forma que o dobramento
possibilite espacialmente a ligagdo. Tal processo leva a caracterizacdo do perfil de
componente do sistema imune que sera ativado apds o seu reconhecimento (SELA, 1969;
LAVER et d., 1990; ARLIAN; MORGAN; NEAL, 2002; CRAMERI, 2003).

A fim de possibilitar a organizacdo das informagdes presentes no meio cientifico, fez-
se necess&rio a criacdo de uma nomenclatura padronizada dos alérgenos, sobretudo no
desenvolvimento de mecanismos de diagndstico especifico e de extratos imunoterapicos com
alérgenos recombinantes, a qua foi viabilizada pelo Subcomité de Nomenclatura de
Alérgenos, que por sua vez, € regulado pela Unido Internacional das Sociedades de
Imunologia (1.U.1.S.) e também pela Organizacdo Mundia da Saide (W.H.O.). Sendo assim,
foi determinado que a designacéo dos al érgenos fosse representada pelas trés primeiras letras

do género ao qual o organismo pertence, juntamente com a primeira letra (ou mesmo as duas
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primeiras, no caso de ambiglidade) da espécie a partir da qual o aérgeno é derivado,
acrescido de um numeral ardbico, que se refere ao grupo o qual pertence o aérgeno. Como
exemplo, 0 aérgeno do grupo 1 derivado da espécie Dermatophagoides pteronyssinus é
chamado, dessaforma, de Der p 1 (KING et ., 1995).

Para manter a unificagdo do sistema de nomenclatura, na qual uma determinada
proteina € designada como alérgeno e nomeada segundo os critérios definidos, preconiza-se
gue a mesma se ligue a IgE de 5% dos soros de pessoas com aergia a acaro da poeira
domiciliar, 0 que € critico para conhecer a importancia relativa dos diferentes aérgenos
(THOMAS €t d., 2007). Se o aérgeno apresentar reatividade de IgE maior do que 50% dos
pacientes contra uma determinada fonte alergénica, o alérgeno € denominado principal, ou
major, em inglés. Se a reatividade de IgE for menor do que este valor, o aérgeno é
“minoritario”, ou minor (LARSEN; LOWERSTEIN, 1996).

Existe uma diversidade de alérgenos capazes de provocar doengas aérgicas e, dentre
estes, encontram-se os aimentares, os aeroalérgenos, os fa&rmacos e a pegonha de alguns
himenopteros. Os aeroal érgenos, designacdo dada aos a érgenos transportados pelo ar, estéo
frequentemente associados a particulas (como fezes de acaros) e sd0 0s mais importantes
agentes etioldgicos da atopia (JOHANSSON et al., 2004). Sdo proteinas relativamente
pequenas, atamente sollveis em meio aguoso, 0 que permitem se dispersarem no muco e
fluidos corporais.

1.4 Acaros da poeira domiciliar

Desde a descoberta de que a poeiradomiciliar tinha a capacidade de causar alergia, por
conter antigenos que produzem uma reacdo imunol 6gica mediada por IgE, por volta de 1920,
muitos estudos tém sido feitos correlacionando a exposicéo de acaros e sua influéncia na
prevaléncia de doencas aérgicas (VOORHORST, 1967). Sendo assim, a exposicdo a
aeroal érgenos provenientes de &caros pode ser uma das causas primarias ou um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doencas aérgicas, e pode agir também como sinal
para exacerbacdo dos sintomas, os quais mais de 50% dos pacientes aérgicos sao
sensibilizados (PLATTSMILLS, DE WECK, 1989; PLATTSMILLS e 4d. 1992
SQUILLACE et ., 1997).

Acaros da poeira domicilar s30 animais microscopicos, praticamente invisiveis a olho
nu, com tamanho entre 0,1 a 0,6 mm de comprimento, possuem corpo ovoide, com oito

pernas articulaveis e um ciclo de vida passando pelos estagios de ovo, larva, protoninfa,
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tritoninfa e adulto (ARLIAN; RAPP, AHMED, 1990; DE BOER, 1998, PIKE;
CUNNINGHAM; LESTER, 2005). Algumas condi¢bes ambientais como temperatura em
torno de 30°C e umidade do ar elevada (entre 75 e 80%), favorecem o crescimento e
proliferacdo dos mesmos, determinando com isso diferencas geogréficas e sazonais na
prevaléncia e concentragdo de determinada espécie desses alérgenos (ARLIAN et ., 1992;
ANDRADE et a., 1995; MUNIR et a., 1995; BOQUETE et al., 2006). A presenca destes
animais na poeira esta i ntimamente relacionada ao seu habito alimentar, que consiste de restos
de pele humana e demais detritos organicos presentes no ambiente, ndo € sem razéo, que a
principal espécie de &caro tem o nome cientifico de dermatophagoides que literamente
significa comedor de pele. Portanto, o colchdo e o travesseiro tornam-se um habitat ideal para
a proliferacdo e crescimento dos mesmos (HART, 1998). O &caro em si ndo produz nem
conduz doengas, sd0 as proteinas presentes no seu corpo e fezes que sdo capazes de induzir
uma resposta imune e causar aergia em individuos susceptiveis (PLATTS-MILLS; DE
WECK, 1989).

Varias medidas tém sido sugeridas para reduzir a exposi¢cdo dos individuos asmaticos
aos acaros. As recomendacOes profiléaticas sdo perfeitamente exequiveis na sua maioria, como
por exemplo, 0 uso de acaricidas e aspiradores de pd, a lavagem dos comodos com égua
guente, o encapamento de colchdes e travesseiros e 0 uso de equipamentos que aumentam a
ventilacdo no ambiente. Assim € possivel eliminar do ambiente quase todos os objetos cujas
superficies favorecem a proliferaco dos acaros e/ou impregnacdo da matéria mucosa de suas
fezes (HALLAS, 1991, HART, 1998, ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001).

Os é&caros presentes na poeira domiciliar foram descritos a partir da familia Acaridae,
Glycophagidae e Pyroglypidae. Os &caros da familia Acaridae, Acarus siro e Tyrophagus
putrescentiae sdo fontes de menor importancia entre os alérgenos da poeira domeéstica. Para a
familia Glyciphagidae, Lepidoglyphus destructor € considerado um acaro essencialmente de
armazenamento, enguanto que Blomia tropicalis tem emergido como um importante acaro da
poeira doméstica em regides tropicais e subtropicais. Os acaros da familia Pyroglyphidae,
Dermatophagoides pteronyssinus, sdo distribuidos a partir de regides com clima temperado
para tropical, enquanto Dermatophagoides farinae séo encontrados em regifes mais secas.
Por outro lado, o Euroglyphus maynei € encontrado em regifes temperadas, mas em menor
abundancia (PLATTSMILLS, 2001; ARLIAN, 2002; THOMAS e 4. 2007). D.
pteronyssinus e D. farinae sd0 os acaros mais encontrados na poeira domiciliar, sendo
representados por 80 a 90% do total (ARLIAN et a, 1992; GELBER et a., 1993). Ressalta-se
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o fato que D. pteronyssinus é mais difundido comparado a D. farinae, o qual predomina em
regides com baixa umidade relativa (THOMAS et al., 2007).

1.5  Dermatophagoides pteronyssinus

Antes de 1960, diferentes fontes de alérgenos napoeira  doméstica haviam  sido
identificadas, incluindo pélos de animais, insetos e fungos. Apenas em 1967 evidenciou-se
gue um acaro presente na poeira, 0 Dermatophagoides pteronyssinus, levava a grande reacéo
na pele, sendo entdo considerado o principal agente aergénico na poeira doméstica
(PLATTS-MILLS, 2003).

Segundo Arlian e Morgan (2003) e Dabert e colaboradores (2010), D. pteronyssinus

ocupa uma posicdo taxondmica proxima aos demais acaros da poeira domicilar, conforme a

Figura 1.
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Figura 1. Distribuico taxonbmica das espécies mais importantes na sensibilizacéo alergénica, com
énfase para Dermatophagoides pteronyssinus. Adaptado de Arlian e Morgan (2003), Dabert e
colaboradores (2010).

Esta espécie tem sido amplamente estudada devido a sua forte ligacdo com a
sensibilizagdo dos individuos, evidenciando assim o papel que possuem no desencadeamento
de doencas aérgicas especialmente rinite e asma em pessoas geneticamente predispostas
(VOORHORST et d., 1967, VAN BRONSWIJK; SINHA, 1971; PLATTS-MILLS et 4.,
1997). Afirmagdo esta que tem sido confirmada por diferentes estudos epidemiol 6gicos que
reportam este acaro como o principal agente alergénico em varios paises como Holanda,
Reino Unido, Austradia, Japdo e Brasil (PLATTS-MILLS, 2003).
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No Brasil, similares pesquisas tém confirmado estes dados em diferentes regides. Em
estudo conduzido por Arruda e colaboradores (1991) na cidade de S&o Paulo foi avaliado
tanto a exposicdo quanto a sensibilizacdo de criancas asmaticas, o0 que revelou atos niveis de
alérgenos do acaro D. pteronyssinus por grama de poeira com destaque para os dois principais
grupos (Der p 1 e Der p 2) em 90% das residéncias, bem como altos niveis de IgE especifica
em 95% das criangas inclusas no estudo. Com este mesmo propdsito, Terra e colaboradores
(2004) avadiaram o grau de exposicdo a alérgenos da poeira domiciliar em Uberaba,
constatando que D. pteronyssinus era a espéecie mais frequente nas amostras analisadas.

Grande parte dos aérgenos de D. pteronyssinus séo elementos presentes no corpo ou
na maté&ia fecal dos &caros. Os aérgenos relacionados as fezes sdo originados do trato
gastrointestinal do &caro, e alguns desses também se encontram presentes em sua saliva. Outra
provavel fonte de alérgenos desta espécie inclui enzimas associadas aos processos de
mudancas de estégios (TOVEY; CHAPMAN; PLATTS-MILLS, 1981; ARLIAN et a., 1987).

1.6 Principais alérgenos de D. pteronyssinus

O é&caro D. pteronyssinus apresenta diversas proteinas com capacidade aergénica,
algumas proteinas ja sGo bem caracterizadas e organizadas em grupos definidos segundo
parémetros de identidade bioquimica, homologia e peso molecular. Desde a caracterizagcdo do
primeiro alérgeno denominado P1 por Chapman e Platts-Mills (1980) tem sido crescente o
nimero de alérgenos descobertos. Atualmente, pelo menos 18 grupos de aérgenos de D.
pteronyssinus ja foram caracterizados, dos quais 10 grupos de aérgenos foram clonados e
identificados (SMITH et al., 2001). Assim, quinze grupos foram, oficialmente, descritos e
listados pelo Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos, e trés outros grupos descritos por
Lorenz e colaboradores (2009) e O’ Neil e colaboradores (2006), representados no Quadro 1.

Der p 1 e Der p 2 séo as proteinas alergénicas mais importantes encontradas no écaro
D. pteronyssinus, ndo so devido as altas concentragdes destas na poeira, mas também devido
aos atos niveis de IgE especifica as mesmas presente nos individuos a érgicos. Der p 1 é uma
proteina glicosilada encontrada em fezes de &caros com peso de 25 kDa com funcdo de
cisteina protease enquanto Der p 2 € uma proteina procedente do corpo do acaro, com funcéo
bioldgica relacionada com transporte de colesterol e que apresenta peso aproximado de 14
kDa(PLATTS-MILLS et d., 1992; ICHIKAWA et al., 2005; JOHANNESSEN et d., 2005).

Chapman e colaboradores (1983) na avaliacdo da sensibilizacdo de pacientes
alérgicos, confirmou que 70-80% dos mesmos possuem anticorpos IgE especificos ao
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alérgeno Der p 1. Em trabalho realizado por Smith e colaboradores (1998) em um grupo de
criangas do estado do Novo México e da Virginia nos EUA, foi verificado atos indices de
sensibilizagdo (90%) ao antigeno do grupo 2 (Der p 2). A relevancia na sensibilizacéo de
individuos a outros alérgenos como Der p 3, 5, 6, 7 e 8 tem também sido avaliada por Thomas
e colaboradores (2002) que encontraram 50% dos individuos sensibilizados a estes
componentes, apresentando indices variavels de IgE. Estudos dos grupos 11, 14, 15 e 18, os
quais apresentam maiores pesos moleculares também tem revelado altos indices (54%-80%)
de ligacéo a IgE, contudo as concentragdes dos mesmos encontradas nos extratos apresentam
variagOes devido aos diferentes métodos de obtencdo dos extratos. Ressalta-se o fato, além
disso, de que alérgenos presentes em baixas concentracfes podem induzir a atos titulos de
anticorpos IgE (THOMAS; SMITH; HALES, 2004; LEE et a., 2004; O'NEIL et al., 2006).
Também, ha que se ressaltar que polipeptideos pertencentes a outros grupos ndo alergénicos,
considerados, por isso, ndo téo relevantes, podem ser atamente imunogénicos, sendo capazes
de induzir um balango na resposta de citocinas Th1/Th2 (EPTON et al., 2002).



Derp1 Der p 1.0101 — Der p 1.0124 24 Cisteina protease
Derp2 Der p 2.0101 — Der p 2.0115 15 FamiliaNPC2
Derp 3 Der p 3.0101 31 Tripsina
Derp4 Der p 4.0101 60 AlfaAmilase
Derp5 Der p 5.0101 e Der p 5.0102 14 ND
Der p 6 Der p 6.0101 25 Quimiotripsina
Derp7 Der p 7.0101 26,30e31 ND
Derp8 Der p 8.0101 27 Glutationa S-transferase
Derp9 Der p 9.0101 e Der p 9.0102 29 Seina protes-ase
coleagenolitica
Der p 10 Der p 10.0101 — Der p 10.0103 36 Tropomiosina
Der p 11 Der p 11.0101 103 Paramiosina
Der p 13+ ) 15 Proteina ligante de &cido
graxo
Der p 14 Der p 14.0101 177 (variavel) Apolipoforina
Der p 15* - 63-105 Quitinase
Der p 18* - 60 Quitinase
Der p 20 Der p 20.0101 40 Arginina quinase
Der p 21 Der p 21.0101 16 ND
Func&o desconhecida,
Der p 23 Der p 23.0101 14 homologia ao dominio A da
peritrofina
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Quadro 1. Listagem dos grupos de aérgenos de D. pteronyssinus de acordo com a identidade
bioguimica. Segundo: Subcomité de Nomenclatura dos alérgenos. 1.U.1.S (www.allergen.org), Lorenz
e colaboradores (2009), O'Neil e colaboradores (2006) e Allergome (www.allergome.com).
* Alérgenos ndo presentes na lista oficial da I.U.I.S. NPC2, Niemann-Pick C2; -, ndo existente; ND,

ndo determinado.

A dta alergenicidade de Der p 1 esta relacionada com sua funcéo biolégica, pois sua

acao de protease sobre CD23, um importante inibidor da sintese de IgE, resulta em uma

estimulagdo mais intensa para a sintese de anticorpos IgE. Der p 1 também atua como

adjuvante de células Th2 clivando CD25 e agravando os efeitos broncoconstritores em
pulmdes de pacientes asmaticos (HEWITT et a., 1995).


http://www.allergen.org/�
http://www.allergome.com/�
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1.7 Fisiopatologia da alergia

O desencadeamento da resposta al érgica depende da natureza do estimulo antigénico e
de vérias etapas da resposta imune do hospedeiro. O processamento do alérgeno pela APC
resulta na formag3o de peptideos que s30 apresentados a célula T CD4" em associago com
moléculas de classe || do complexo principa de histocompatibilidade (MHC) (MARONE,
1998).

O reconhecimento do conjunto peptideo/MHC 11 por umacélulaT CD4" com receptor
especifico para o aérgeno, reforcado pela ligacdo de moléculas coestimulatorias B7-
1(CD80)/B7-2 (CD86) e CD28, leva a ativagdo de células Th (T helper ou T auxiliadora),
particularmente do fendtipo Th2, o qual esta associado com resposta imune a aérgenos e
helmintos. O sistema imune caracteriza-se por apresentar pelo menos dois tipos distintos de
células T helper, Thl e Th2. O fenétipo Thl primariamente € responsavel pela imunidade a
bactérias intracelulares, protozoarios, e virus. Uma resposta imune tipica de células Thl
especificas é caracterizada por respostas cutaneas de hipersensibilidade tardia e ativacdo de
linfocitos B produtores de anticorpos 1gG. Células Th2 ativadas secretam citocinas, tais como
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que estimulam as células B a produzirem anticorpos IgE e 1gG4,
bem como ativam eosindfilos, basdfilos e mastécitos. A IL-5 € um importante fator de
crescimento seletivo para diferenciagdo terminal, ativacéo e manutencdo dos eosinofilos nos
tecidos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Uma variedade de citocinas tem sido
implicadas na modulacéo da sintese de IgE. A presenca de IFN-y e TNF-p produzidas por
células do perfil Thl inibem a sintese de IgE pelas células B, enquanto IL-4, IL-5, IL-6, IL-9
e IL-13 estimulam sua sintese (WORM; HENZ, 1997).

Desta forma, as principais etapas envolvidas no desenvolvimento da reacdo de
hi persensibilidade imediata séo: (1) exposic¢ao ao aérgeno que estimula respostas imunes com
padrédo Th2 com consequente producdo de IgE em individuos geneticamente predispostos; (2)
ligac&o do anticorpo IgE a receptores Fenos mastcitos; (3) ligagdo cruzada dos antigenos
pelas moléculas de IgE previamente ligadas aos receptores Fce nos mastcitos; e (4) ativagdo
de mastdcitos que leva & despolarizaco da membrana celular, influxo de Ca?* extracelular e
posterior liberagdo de Ca* intracelular, culminando com a ativacdo de enzimas, para
liberacdo de mediadores inflamatoérios (ROITT; BROSTOFF & MALE, 2002), tais como as
prostaglandinas D2 (PGD>) ou leucotrienos (LTC4, LTD,4 € LTE,) e a exocitose de granulos

secretores. A exocitose de histamina e outros mediadores pré-formados promovem aumento
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da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, edema e contragcdo de musculos lisos, fenbmenos
esses responsaveis pelas manifestactes clinicas preliminares das reagdes a érgicas, ocorrendo
nos primeiros 30 minutos seguidos a exposi¢ao alergénica (ABBAS & LICHTMAN, 2003).
Nas 12 (doze) horas que sucedentes, ocorre progressiva infiltragdo tecidual de células
inflamatérias, desde neutrofilos a eosindfilos e células mononucleares, em resposta a
mediadores quimicos (TERR, 1997; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Desde a década de 80, quando Coffman e Mosmann identificaram a existéncia das
subpopulacdes de linfécitos Thl e Th2, os imunologistas acostumaram-se com a ideia da
diferenciacdo termina de linfocitos altamente especializados e restritos a producdo de
determinadas citocinas (MOSMANN et a., 1986). A partir de entdo, a medida que se
identificavam células que produziam preferencialmente certos padrdes de citocinas, novos
subtipos de linfécitos foram classificados, incluindo as células T reguladoras, Thl7, Th9,
Th22 e T helper foliculares. No entanto, esse conceito da estabilidade do diferentes subtipos
linfocitos T tem cedido lugar a idéia da plasticidade celular. Hoje, sabe-se da existéncia de
plasticidade entre células Thl7 e T reguladoras, T reguladoras e Thl, Th2 e Th9. Assim, 0
comprometimento de linfocitos T com determinados subtipos "Th" pode ser aterado pelos
estimul os presentes no microambiente tecidual, que induzem a diferenciacéo de células com
mais de um padréo, Thl/Th2, Th2/Th9, Th2/Thl7, por exemplo (MURPHY et al., 2010;
PRUSSIN; YIN; UPADHYAYA, 2010).

Subpopulagdes de células T CD4'CD25" denominadas de células Treg produtoras de
TGF-B e IL-10 tém sido reconhecidas com propriedades imunomoduladoras (inibitorias) do
perfil Thl bem como estimulo para a producéo de anticorpos da classe IgA (WEINER, 1997).
Além disso, tem sido mostrada sua capacidade de regular a respostaimune Th2, apresentando
possivel papel no controle de respostas aérgicas (McHUGH; SHEVACH, 2002). Em suma,
acredita-se que Treg contribui para controlar a resposta imune inflamatoria alérgica de varios
modos. supressdo de células apresentadoras de antigenos indutoras de células T efetoras,
supressdo de mastocitos, basdfilos e eosindfilos, supressdo da sintese de anticorpos IgE e
indugdo de anticorpos 1gG4 (AKDIS, AKDIS, 2007; MEILER et a.; 2008,
NANDAKUMAR; MILLER; KUMARAGURU, 2009).

Tais estudos demonstram que 0 processo inflamatério alérgico é resultado de um
complexo sistema de liberacdo de mediadores, cujo sincronismo esta diretamente relacionado

ao equilibrio entre as atividades dos diferentes perfis de células TCD4+.
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1.8 Diagnosticos de Alergia

O diagnodstico da aergia baseia-se na combinacdo de historia tipica de sintomas
alérgicos, associado aos resultados obtidos através de testes diagndsticos. Estes podem ser
realizados por meio de métodos in vivo (testes cuténeos de puntura ou intradérmico) e/ou in
vitro (determinagdo dos niveis de IgE sérica especifica), que sdo Uteis para a identificacdo da
sensibilizagdo de pacientes aum painel de alérgenos (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE;
KHALTAEV, 2001).

Os testes cutaneos de hipersensibilidade imediata podem ser epicutaneos (conhecido
como teste cuténeo de puntura (TCP)) ou intradérmicos. O teste cuténeo, por suavez € o mais
empregado por ser um método simples, de rgpida execucdo, baixa ocorréncia de efeitos
adversos, atamente sensivel e especifico e sd0 mais econdmicos quando comparado a
determinacdo laboratorial dalgE séricaespecifica. Contudo, o teste cuténeo ndo diagnosticaa
doenca alérgica, apenas determina a presenca ou auséncia de anticorpos IgE aérgeno-
especificos, importantes na patogénese da doenca aérgica (OWNBY, 1988;
TURKELTAUCB; GERGEN, 1989; DREBORSG, 1989; BOUSQUET; VAN
CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001).

Ambos os métodos in vivo (TCP e intradérmico) dependem da apresentacdo do
alérgeno a IgE aérgeno-especifica ligada aos receptores de IgE na superficie dos mastocitos
residentes na pele. Com a ligac&o de uma quantidade suficiente de IgE aos receptores e entéo
aos alérgenos, ha a agregacdo dos complexos na superficie celular e assim via mecanismos
intracelulares ha a liberacdo de mediadores pré-formados e sintese e liberagdo do outros
mediadores. A presenca de mediadores vasoativos leva a formagdo de eritema e edema local .
A histamina, o0 mediador mais prevalente causa coceira no loca da puntura, juntamente com
vasodilatacdo e extravasamento plasmatico, o que produz a pgpula (WILLIAMS, 2008).

Os testes in vitro sdo preferencialmente utilizados quando os pacientes ndo podem ser
submetidos ao teste cutdneo em virtude da presenca de lesbes cuténeas, ingestdo de
medicamentos ou histéria de possivel anafilaxia. Um resultado positivo, assm como nos
testes cutaneos, ndo € suficiente para o diagnostico, € necessario ter associacdo com aclinica
do paciente, que gerdmente se caracteriza por espirro, coriza, coceira e congestao
(BERNSTEIN; STORMS, 1995; MASTRANDREA et d., 1997; SILVA et a., 2001).

Varios estudos demonstram que o0 emprego de testes, in vivo e in vitro para a
determinacéo de IgE especifica a aeroalérgenos domiciliares, pode ser uma ferramenta valiosa

no diagndstico de pacientes atdpicos.
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1.9  Alérgenos Recombinantes

Tradicionamente, extratos alergénicos obtidos de fontes naturais tém sido utilizados
para diagnodstico e imunoterapia. Contudo, apesar dos avangos nas técnicas de purificagdo e
padronizacdo de alérgenos, esses extratos consistem em misturas complexas de componentes
heteogéneos e muitas vezes com quantidades indefinidas e até mesmo ausentes dos a érgenos
relevantes. Com o uso da tecnologia de DNA recombinante, tornou-se possivel caracterizar de
forma precisa a natureza molecular dos a érgenos, produzir os mesmos com elevado grau de
pureza, obter atos rendimentos a baixo custo, determinar a sua concentragdo protéica e poder
produzir misturas padronizadas de alérgenos de diferentes fontes. Com essas novas técnicas, é
possivel manter as mesmas caracteristicas imunologicas dos alérgenos naturais ou até
modificar algumas de suas propriedades, com a finalidade de reduzir a alergenicidade e
aumentar a imunogenicidade, podendo ser usados para mehoria da eficacia clinica do
diagndstico e tratamento de aergias respiratorias (CHAPMAN et a., 2000; LIM et al.. 2004;
GAO et d., 2007; VALENTA et al., 2010).

Atuamente, os estudos em geral de aérgenos recombinantes tém focado em
comparagles entre proteinas nativas, proteinas recombinantes e peptideos derivados da
molécula recombinante. Estudos comparativos entre proteinas recombinantes inteiras e
fragmentos (peptideos) tém demonstrado diferencas de reatividade para IgE, podendo ser
encontradas porcdes tanto hiper- quanto hipoalergénicas da molécula. Niederberger e
colaboradores (2004) produziram peptideos derivados de Bet v 1, o principal aérgeno de
pélen de Bétula, cuja reatividade para IgE foi 100 vezes menor que da proteina inteira, para
utilizacdo em diferentes protocolos de vacinacdo. Por outro lado, varios pesquisadores tém
focado sua atencéo na identificacdo de epitopos de alérgenos que se liguem mais fortemente a
IgE, com o objetivo de melhora do diagndstico de doencgas alérgicas (Yi et a., 2002; RAMOS
et al., 2003). Os primeiros alérgenos recombinantes para diagnéstico in vivo de adergia IgE
mediada foram usados com sucesso em 1994, assm, os testes cutéaneos realizados mostraram
que eles possuem reatividade especificain vivo comparavel aos aérgenos naturais (MENZ et
al., 1996; HEISS et al., 1999).

Tém sido utilizados vérios sistemas de expressdo para producdo de aérgenos
recombinantes. A maioria dos protocolos utiliza o sistema de expresséo em E. coli, um
organismo procarioto, pouco exigente e de crescimento acelerado, com ciclos completos a
cada 20 minutos. No entanto, alguns casos de proteinas expressas ndo reativas neste sistema

foram evidenciados, possivelmente devido as diferencas nos mecanismos de expresséo e/ou
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modificagbes pos-traducionais, exclusivas de sistemas eucariotos. Proteinas com atividade
enzimética como Der p 1, quando produzidas em bactéria como Escherichia coli, sdo
secretadas na forma de pré-proteinas e apresentam menor ligagdo a anticorpos IgE de
pacientes atopicos, quando comparadas a proteinas nativas (THOMAS et al., 1988; YUUKI et
a., 1991; BEST et d., 2000; CUI et al., 2009; KOYANAGI et a., 2010). Na tentativa de
reparar esses danos, outros sistemas de expressdo em organismos eucariotos vém sendo
requeridos, entre eles, insetos (células de Drosophila), animais (células de ovario de
Hamster), Pichia pastoris e células de tabaco (GELLISSEN, 2000; JACQUET et a., 2000;
MASSAER et a., 2001; JACQUET et a., 2002; VAN OORT et d., 2002; TAKAI et 4.,
2002; BURTIN et al., 2009)

Nas Ultimas décadas grande progresso na caracterizacdo molecular dos alérgenos foi
alcancado e os determinantes maiores mais importantes foram clonados. Portanto, cada vez
mais alérgenos recombinantes estdo sendo produzidos para serem incorporados no

diagndstico e tratamento de doencas a érgicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

> O objetivo principal desta proposta foi utilizar a metodologia de producéo de
proteinas recombinantes, relacionadas com o alérgeno Der p 1 de D. pteronyssinus, de ata
pureza, sensibilidade e especificidade, com a finalidade de aplicacéo na avaliagdo da resposta

imune humoral e celular de pacientes com doencas al érgicas respiratorias.

2.2 Especificos

> Clonar, expressar e purificar a proteina Der p 1 recombinante de D.
pteronyssinus e epitopos recombinantes derivados de Der p 1;

> Veificar se as proteinas produzidas sdo reconhecidas pelo anticorpo
monoclonal (origem comercia) e policlona (proveniente de pacientes atOpicos) através de
Slot blot;

> Comparar aresposta de anticorpo IgE a alérgenos de D. pternonyssinus, Der p
1 recombinante e epitopos recombinantes derivados de Der p 1 em pacientes atdpicos através

de ensai o imunoenzi mético.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob processo n® 322/08 (Anexo A), que
regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, segundo as normas da Resolucdo CNS
196/96. Os individuos que concordaram em participar da pesquisa assinaram um Termo de
Consentimento livre e esclarecido (Anexo B), estando cientes de todos os procedimentos
adotados e responderam a um question&rio clinico elaborado segundo International Sudy of
Asthma and Allergiesin Childhood (ISSAC, 1998) (Anexo C).

3.2 Pacientes

Um total de 80 pacientes foi avaliado e distribuido em dois grupos. O primeiro grupo
composto por 50 individuos atépicos, com idade entre 18 e 48 anos, de ambos os géneros foi
selecionado no Ambulatério de Alergia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU). Os critérios de inclusdo para esses pacientes foram: (1) histériaclinica
de sintomas respiratorios relacionados com exposicdo a poeira domiciliar; (2) teste cutéaneo de
puntura (TCP) positivo a D. pteronyssinus (Dp) e (3) presenca de IgE sérica especifica ao
alérgeno determinada por ELISA. Os critérios de exclusdo para o estudo foram: (1) uso de
anti-histaminicos ou corticosteréides por via oral ou topica, ha semana anterior ao teste; (2)
uso de corticosterdides sistémicos por periodo de tempo prolongado; (3) presenca de lesbes
dermatol 6gicas na area de realizagéo do teste cuténeo; (4) estar incluso em procedimento de
imunoterapia ao a érgeno testado. No segundo grupo, 30 pacientes ndo-atopicos, de ambos os
géneros e idade entre 18 e 47 anos, foram selecionados entre os aunos dos cursos de
graduacdo e pos-graduacéo, professores e funcionarios da UFU e de membros da populagéo
de Uberlandia. Os critérios de inclusdo foram auséncia de sintomas e de antecedentes pessoais

de doencas a érgicas e TCP negativo aum painel de extratos alergénicosinaavels.
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3.3 Teste Cutéaneo de Puntura (TCP)

O TCP foi redlizado de acordo com Ownby (1988), utilizando varios extratos
alergénicos inaaveis. acaros (D. pteronyssinus, D. farinae e Blomia tropicalis); epitélio de
cdo (Canis familiaris), epitdlio de gato (Felis domesticus), barata (Blattella germanica e
Periplaneta americana) e fungo (Alternaria alternata). Para o controle positivo, utilizou-se
cloridrato de histamina a 10 mg/mL e para o controle negativo utilizou-se solucéo salina
fisiologica em fenol 0,4% e dlicerina diluida a 50% (SQUILLACE et a., 1997,
OPPENHEIMER, NELSON, 2006). Os extratos alergénicos comerciais e solugdes controle
foram comprados da FDA Allergenic, RJ, Brasil. Apos 15 minutos da realizagdo do teste, as
papulas foram mensuradas e o teste foi considerado positivo quando as mesmas apresentaram

diametro médio maior que 3 mm que agquelas do controle negativo (ANEXO D).

3.4 Obtencéo do soro de pacientes

Soros de individuos atopicos foram utilizados neste trabalho, de acordo com o quadro
clinico do paciente e teste cutaneo positivo ap acaro Dermatophagoides pteronyssinus, bem
como soros de individuos normais (teste cutdneo negativo). As amostras de sangue (10 ml)
foram coletadas sem anti-coagulante de cada individuo por pungdo venosa na regido do
antebraco. Posteriormente, foram centrifugadas a 700 x g por 10 minutos e os soros obtidos
foram distribuidos em aiquotas e armazenados a —20°C até a realizacdo dos testes

sorol égicos.

3.5 Pesquisa da sequéncia génica Der p 1 de Dermatophagoides pteronyssinus

Através da andlise da sequéncia génica de Der p 1 do é&caro Dermatophagoides
pteronyssinus presente na poeira domicilar, em bancos de dados no Pubmed
(<http://mmw.ncbi.nim.nih.gov>) com nimero de acesso U11695, evidenciamos que essa
sequéncia apresenta 1099 pb e codifica um produto protéico de 320 aminoéacidos (nimero de
acesso AAB60215). Além disso, esse mesmo aérgeno estd oficiadmente nomeado e
depositado no banco de dados IUIS Allergen Nomenclature
(<http://mmw.allergen.org/allergen.aspx>), onde foi possivel verificar que o peso predito
dessa proteina é de aproximadamente 24 kDa. Também, foram profetados epitopos ligantes de

IgE relacionados a Der p 1 (Der p 1i172243) @pés andise dos pontos quentes da sequéncia
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nativa, incluindo os trés principais epitopos ligantes de IgE (aminoacidos 172-198, 199-210 e
211-243) conforme ja descrito (GREENE; THOMAS, 1992; JEANNIN et a., 1992,
JEANNIN et a., 1993; DE HALLEUX et a., 2006). Este fragmento (aminoacidos 172-243)
codifica uma sequéncia génica com 216 pb e um produto protéico de 72 aminoacidos com

peso molecular aproximado de 8 kDa (Fig. 2).

MKIVLATASL LALSAVYAR;0 SSIKTFEEYK KAFNKSYAT;‘:0 EDEEAARKNF LESVKYVQSN60
GGAINHLSDL SLDEFKNRFaLO MSAEAFEHLK TQFDLNAETISOACSINGNAPA EIDLRQMRTi/20
TPIRMQGGCG SCWAFSGV;?A(\) TESAYLAYRN QSLDLAEQElIfOVDCASQHGCH GDTIPRGIElY80
1QHNGVVQES YYRYVARE?)OS0 CRRPNAQRFG ISNYCQIYPIZDZONVNKIREALA QTHSAIAVI?40
GIKDLDAFRH YDGRTIIQ;(ISDo NGYQPNYHAV NIVGYSNAQésOVDYWIVRNSW DTNWGDNGY?()B00
YFAANIDLMM IEEYPYVV?;ZI?

Figura 2. Sequéncia de aminoacidos que codifica a protein Der p 1 de Dermatophagoides
pteronyssinus obtidas no Genbank com nimero de acesso AAB60215. Os nimeros referem a posicao
dos aminoé&cidos e as cores representam os trés principais epitopos (172-198, 199-210, e 211-243).

3.6 Sintese dos genes artificiais

Inicialmente, para a sintese dos genes artificiais, a sequéncia de DNA foi determinada
por busca em banco de dados tais como o GenBank (<http://www.ncbi.nim.nih.gov>).
Posteriormente, a empresa responsavel pela producdo dos genes artificiais (Genscript:
<http://mww.genscript.com>) dispds a sequéncia na forma semelhante a proteina nativa e
também forneceu um fragmento composto dos trés principais epitopos ligantes de IgE,
utilizando a metodologia de sintese “ Gene-on-Demand®”, produzindo sequéncias de DNA
em tandem, com presenca de sitios de restricdo para as enzimas Ndel e BamHI. As mesmas
foram ligadas e clonadas no vetor pUC18 e sub-clonadas para o vetor de expressdo pET14b

(Novagen), afim de armazenar e promover a expressao do gene, respectivamente.

3.7 Producéo de células bacterianas competentes

As células tornaram-se competentes com utilizagdo inicial de um pré-indculo em meio

de cultura LB caldo (10 g de NaCl, 10 g de bactroptona e 5 g de extrato de levedura por litro
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pH 7,5) (Sigma-Aldrich Co., MO, EUA) crescido previamente por 18 horas (E. coli cepa
DH5-a. (Novagen, EUA)). Inoculou-se 250 ul do pré-inéculo em 25 ml de meio de cultura LB
caldo incubado em agitador orbital a 180 rpm a 37°C até atingir densidade optica (D.O) de 0,1
a 0,3 (aproximadamente 1 hora). As células foram posteriormente centrifugadas a 3000 X g a
4°C durante 15 minutos e o sedimento ressuspenso em 5 ml de solu¢dao de CaCl, a50 mM a
4°C com suave agitacdo por inversdao do tubo. A partir desse momento a suspensdo de células
manteve-se no banho de agua com gelo. Centrifugou-se novamente a 3000 x g a4°C por 15
minutos, descartou-se 0 sobrenadante e 0 sedimento foi ressuspenso lentamente em 500 pul de
solugdo de CaCl, a 50 mM a 4C com adigdo de 250 pl de meio de cultura LB caldo. As
células foram mantidas por 1 hora em banho de gelo, sendo a partir de entdo consideradas
competentes (AZEVEDO, 2003). As células assim tratadas foram imediatamente utilizadas
paratransformacédo de E. coli com pET14b-Der p 1 e pET14b-Der p 1172-243.

3.8 Reacéo de transformacéo de E. coli DH5-a com pET14b-Der p 1 e pET14b-Der p

1172243

A transformagdo das células competentes foi realizada através da incubagdo de 20 pl
destas a partir de suspensoes celulares com D.O 0,6 acrescidos de 20 ng de pET14b-Der p 1
e/ou pET14b-Der p 1172243 €m gelo durante 5 minutos. Posteriormente, realizou-se o choque
térmico da reagdo por 3 minutos a 42 com subseqiiente banho de gelo por 10 minutos.
Adicionou-se 250ul de meio SOC (Qiagen Inc., CA, EUA) e areagdo foi incubada por 1 hora
a 37°C em agitagdo orbital a 180 rpm. A suspensdo bacteriana obtida foi adicionada a placas
de petri contendo meio de cultura LB Agar com ampicilina (Sigma) a 10 pg/ml e incubada
por 18h a 37C. Foram utilizados diferentes volumes de suspenssdo bacteriana (10 ul, 15 pl,
25 pl, 50 ul e 150 ul). As coldnias transformadas foram coletadas e incubadas em meio de
cultura LB caldo acrescido de ampicilina a 10 pg/ml por 18h a 3C para extragao do
plasmideo contendo o inserto.

3.9 Extracéo do plasmideo pET14b-Der p 1 e pET14b-Der p 1172243 de Escherichia coli
DH5-a

A fim de promover a extracdo do inserto pET14b-Der p 1 e pET14b-Der p 1172243 da
E. coli DH5-a (bactéria de estocagem) para transfectar em BL21 (Novagen) (bactéria de
expressdo) utilizou-se o protocolo “Miniprep Plasmid DNA kit” (Qiagen) conforme

instrugdes do fabricante. Os indculos crescidos por 18 horas foram centrifugados a 4700 rpm
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por 5 minutos, desprezou-se 0 sobrenadante e o sedimento foi processado utilizando o Kit
Qiagen (QIAprep Spin Miniprep Kit). Brevemente, foram adicionados em cada reagéo 250
do tampé&o P1 e posteriormente 250 ul do tampéao P2 e 350 ul do tampdo N3, invertendo o
tubo cuidadosamente 6 vezes. Centrifugou-se a 25'C por 10 minutos com rotagdo de 10000 x
g. O sobrenadante foi aplicado a coluna fornecida pelo Kit e foi realizada outra centrifugagéo
por 1 minuto a 10000 x g a 25C para retengdo do DNA. Para lavagem da micro -coluna,
utilizou-se 750 pl do tampéo PE, com posterior centrifugacdo por 1 minuto 10000 x g a25°C.
Para remover residuos do tampéo de lavagem, desprezou-se 0 sobrenadante e centrifugou-se
por 1 minuto 10000 x g a 25C. Para eluir o DNA a micro-coluna foi transferida para um
microtubo limpo e foi adicionado 50 ul de tamp&o EB, centrifugando-se novamente por 1
minuto 10000 x g a25°C. A confirmagdo da presenga do gene para Der p 1 e Der p 1172.043 fOI
realizada através da andlise por eletroforese em gel de agarose a 1% (Invitrogen, CA, EUA)
com corrida de 50 minutos a 120 Volts, utilizando como corante Blue Green Loading (LGC
BiotecnologiaLTDA).

3.10 Reacdo de transformacao do vetor pET14b-Der pl e 0 pET14b-Der p 1172243 em E.
coli BL21

A transformacéo de E. coli com pET14b-Der p 1 e pET14b-Der p 1172-243 fOI realizada

em condi¢des semel hantes como descrito no item 3.9.

3.11 Expressédo de Der p 1 e Der p 1172243 recombinante em E. coli BL21 (DE3) pLysS

A expressdo da proteinaDer p 1 e Der p 1172243 recombinante foi dividida em trés etapas:

1) Teste de inducéo da expressdo protéica em menor escala, com o objetivo de verificar se a
expressdo foi alcancada

2) Producdo em larga escala, visando a producdo de proteinas recombinantes para posterior
purificacdo em quantidade suficiente para os ensai 0s biol 6gicos subseqguientes.

3) Teste de solubilidade para avaliar as melhores condigdes de purificagdo e escolha do

tampéo de lise.
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3.11.1 Teste de Inducéo da Expressdo de Der p 1 e Der p 1172-243 em E. coli BL21(DE3)
pLysS

Para realizar o teste de expresséo de Der p 1 e Der p 1172243 €m E. coli BL21 (DE3)
pLysS foram selecionadas 6 colonias. As colbnias foram inoculadas em 5 ml de meio de
cultura LB caldo com ampicilinaa 10 pg/ml e incubadas por 18 horas a 37C em agitacdo de
180 rpm Um volume de 250 pl dos indculos foi suspenso em 25 ml de meio de cultura LB
caldo com ampicilinaa 10 pg/ml e incubado em agitacéo de 180 rpm a 37°C até atingir a D.O
de 0.6 (aproximadamente 3 horas). As aiquotas de 1 ml de suspensdo bacteriana sem inducéo
(Tempo Inicia) foram separadas, centrifugadas a 9000 x g por 2 minutos e o sedimento foi
ressupenso em 50 pul de tampdo de amostra (TrissHCI 0,AM pH 6 SDS a 4%, azul de
bromofenol a 0,2% Glicerol a20%). O volume restante foi utilizado para os testes de inducéo
da expressao protéica.

Para iniciar os ensaios de expressao adicionou-se IPTG (Sigma) aos indculos em
concentracdo de 0,3 mM, sendo estes incubados a 30C em agitagao de 180 rpm por 18 horas.
Foram retiradas aliquotas de 1 ml apés o periodo de inducéo (Tempo Final) e o sedimento foi
ressuspenso em 100 pl de tampéo de amostra. Para verificar a expressédo da Der p 1 e Der p
1172243, 0 contelido protéico das amostras foi analisado em gel SDS-PAGE como descrito por
LAEMMIL (1970) (item 3.13). O Benchmark (Invitrogen) foi usado como padréo de peso

molecular.

3.11.2 Producéo de Der p 1 e Der p 1172-243 em E. coli BL21 (DE3) pLysS em larga escala

Para producéo de Der p 1 e Der p 1172243 €m larga escala utilizou-se a cepa E. coli
BL21 (DE3) pLysS transformada com vetor pET 14b selecionada no teste de expressao, sendo
esta inoculada em 100 ml de meio de cultura LB caldo com ampicilinaa 10 pg/ml a37°C por
18 horas. As céulas foram re-inoculadas em 900 ml de meio de cultura LB caldo, totalizando
um volume final de 1L, e incubadas a 37 C até atingir uma D.O de 0,6 (aproximadamente 1
hora). Adicionou-se 0,3 mM de IPTG e incubou-se por 18 horas no agitador orbital a 180 rpm
a20°C.

Células foram cultivadas por 18 horas sem adicéo de IPTG para serem utilizadas como
controle negativo, afim de avaliar a eficiéncia da inducéo protéicade Der p 1 e Der p 1172-243.
Para tal, foram separadas aliguotas de 1ml do tempo sem inducdo (Tempo inicial) e tempo

induzido (Tempo final). Ambas as aliquotas foram centrifugadas a 9000 x g por 2 minutos e
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ressuspensas em tampado de amostra, 50 pl e 100 pl respectivamente. Posteriormente o perfil
das bandas de inducéo foi avaliado em gel gradiente SDS-PAGE de 15%.

3.11.3 Teste de Solubilidade

Para avaliar o melhor tamp&o a ser utilizado na purificagcdo, 100 pl da suspensio
bacteriana do tempo induzido (Tempo final) foi utilizada. Centrifugou-se a suspensdo a 9000
X g por 2 minutos e 0 sedimento foi ressuspenso em 50 ul de PBS. Para a reacdo de lise
bacteriana incubou-se por 30 minutos no gelo 5 ul de lisozima (Sigma) com 45 pl de bactéria
com PBS, posteriormente congelou-se a amostra no gelo seco e descongelou a*@por 6
vezes. Centrifugou-se a 10000 x g por 20 minutos e o sobrenadante foi guardado para andlise
posterior com 100 pl de tampéo de amostra. O sedimento foi ressuspenso com 500 pl de PBS
e centrifugado por 20 minutos a 10000 x g, novamente o sedimento foi ressuspenso com 500
ul de PBS e centrifugado a 10000 x g. Adicionou-se ao sedimento final 100 pl de tampéo de
amostra. Posteriormente 0 sobrenadante e o sedimento final foram analisados em gel
gradiente SDS-PAGE 15%.

3.12 Extracao e purificacdo das proteinas rDer p 1 e rDer p 1172-243

A purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada através da utilizagdo do
sedimento obtido como descrito no item 3.11.2, este foi ressuspenso em tampao de lise (100
mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Uréa pH 8.0) narazdo de 5 ml de tampao por 1 g de
sedimento. Ap6s a solubilizagdo do sedimento por 30 minutos a 4°C, este foi submetido a
sonicacdo (Bandelin Sonoplus HD 2070) (10 vezes por 30s, 50 W, no gelo) para melhor
rompimento das células e liberacdo das proteinas.

As proteinas com cauda de histidina foram purificadas por cromatografia com
afinidade a niqguel no HPLC (Amersham Biosciences, AKTA Purifier). Primeiramente, a
coluna de niquel foi equilibrada com o Tampé&o de Ligagdo (8 M Uréia, 20 mM fosfato de
sodio anidro, 0.5 M NaCl, 20 mM Imidazol pH 7.4). Apés injetar a amostra na coluna, o
Tampéo de Ligacéo foi aplicado novamente antes do Tampao de Eluicdo (500 mM Imidazol,
20 mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl pH 7.4) para lavagem das proteinas que ndo contém
cauda de histidina. As proteinas €luidas foram dialisadas e concentradas em Amicon
(Millipore, MA, EUA) contratampéo fosfato salino (PBS) com membrana de 3.5 kDa
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O conteldo protéico da proteina recombinante Der p 1 e o0 seu fragmento foi
determinado pelo método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando BSA como padrdo

protéico para a curva de calibracéo.

3.13 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE)

O perfil de bandas polipeptidicas das proteinas recombinante foi analisado por SDS-
PAGE, em condi¢des desnaturantes e ndo redutoras, de acordo com Laemmli e colaboradores
(1970).

Os gel de separagdo foi preparado a 15%, composto de uma solugdo Tris-HCI
375mg/mol, pH 8,8, dodecil sulfato de sbdio (SDS, Bio-Rad) 0.1%, N, N’-Metileno-bis-
acrilamida (Bio-Rad) 15%, N,N,N,N-tetrametilenodiamina (TEMED, Bio-Rad) 0.125% e
persulfato de aménia (Bio-Rad) 0,125%, diluidos em édgua deionizada. O gel de empilhamento
foi preparado a 5%, com 0s mesmos compostos, porém utilizando TrissHCI 125mg/mol (pH
6.8) como solucéo tamponante. O tempo de polimerizacdo foi de aproximadamente 40
minutos para o gel de separacdo e 20 minutos para o gel de empilhamento.

As amostras foram previamente diluidas em tamp&o de amostra, contendo Tris-HCI
0.1M (pH 6.8), SDS 4%, azul de bromofenol 0.2% e glicerol 20%, e submetidos a
aguecimento a 95C em banho seco (Termobath ALB64 - Finemould Precision Ind., Co.,
Seoul, Coréia do Sul), por 5 minutos, para desnaturacéo protéica antes da aplicagdo no gel,
utilizando sistema para mini-gel (Mighty Small Multiple Caster, Hoefer Pharmacia Biotech
Inc., San Francisco, EUA).

A eletroforese foi realizada sob condigdes de corrente de 20mA por aproximadamente
50 minutos. Apos a corrida os géis foram corados com Coomassie Blue (Coomassie brilliant
blue R250, Sigma) e para descorar o gel utilizou-se uma solugdo descorante (Etanol 30%,
Acido Acético 10% e Agua deionizada 60%). Todo o processo para corar e descorar o gel foi
realizado sob agitacdo pendular lenta, & temperatura ambiente.

3.14 Deteccéo de rDer p 1 e rDer p 1172-243 por Slot-blot

Para verificar a reatividade especifica das proteinas recombinantes Der p 1 e Der p
1172243 previamente produzida e purificada, foi realizada a técnica de Slot-blot. Inicialmente,
foi redizada a sensibilizacdo das fitas de nitrocelulose como se segue: (I) Der p 1

recombinante padr&o (Indoor Biotechnologies, Charlottesville, VA, EUA) na concentracéo de
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6.25 ng/dot; (I1) extrato de Dp total (10 pg/sot); (111) soro abumina bovina (BSA, Sigma) (5
pug/sot); (IV) rDer p 1 (5 pg/dot) e (V) rDer p li7-243. As fitas de nitrocelulose foram
sensibilizadas (10 pl/dot) utilizando equipamento a vacuo (Bio-dot®SF, Bio-Rad, Hercules,
Cdifornia, EUA).

Apds a secagem das membranas por uma hora a temperatura ambiente, as fitas foram
bloqueadas com 800 pl de PBS acrescido de Tween 20 a 0.05% (PBS-T) e 5% de leite
desnatado em p6 (Moalico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) (PBS-T-M) por 2 horas a temperatura
ambiente, seguido de trés lavagens com PBS-T. As fitas foram incubadas por 18 horas a 4°C
com 500 pl de anticorpo monoclonal de camundongo anti-Der p 1 (4C1) biotinilado (Indoor
Biotechnologies) diluido 1:500 em PBS-T em Molico a 1%, ou controle positivo e negativo
de soro, diluido (1:2) em PBS-T-M. Um Segundo passo utilizando anti-lgE humana
biotinilada (Kierkegaard and Perry Lab., Gaithersburg, EUA) diluido 1:500 foi incluido paraa
Incubagdo dos soros humanos.

Apéds lavagem com PBS-T, membranas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente com estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluido 1:500 em PBS-T-M 1% e reveladas
com 10 mg de hidrocloreto 3,3 -diaminobenzidina (DAB, Sigma) diluido em 15 ml de
solucdo salina tamponada com Tris 20 mM (pH 7.4) e 12 pl de perdxido de hidrogénio.
Agitacdo pendular lenta e constante foi utilizada durante toda a reagdo que foi interrompida
com &gua destilada apds a visualizacdo das bandas.

3.15 Mensuracdo de IgE especifica ao extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus
(Dpt), a proteina nativa Der p 1 (nDer p 1) e as proteinas recombinantes Der p 1 e Der p

1172243

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para a deteccéo de anticorpos
IgE contra alérgenos de &caros em amostras de soros dos pacientes, como anteriormente
descrito (Queiros et a., 2008), com algumas modificagdes. Placas de ata afinidade (Corning
Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas
(50ul/pogo) com os extratos alergénicos de Dp Total (4 pg/pogo) (FDA Allergenic) ou rDer p
1 (0.25 pg /pocgo) ou rDer p 1172243 (0.25 pg /poco) em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,06 M
(pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas (150ul/poco) com PBS-T contendo

soroalbumina bovina (BSA, Sigma Chemica Co.) a 1% por uma hora a temperatura
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ambiente. Apés um novo ciclo de lavagens, as amostras de soros (50ul/pogo) foram
adicionadas em duplicata na diluicdo 1:2 em PBS-T-BSA 1% e incubadas por 2 horas a 37 C.
Em paralelo, soros controles negativos foram incluidos em cada placa. Apds um ciclo de seis
lavagens, as placas foram incubadas com o anticorpo secundério anti-lIgE humana biotinilado
(50ul/poco) (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, EUA) diluido a 1:1000
em PBS-T-BSA 1% por 1 hora a 37°C. Apds novas lavagens, foi adicionado o conjugado
estreptavidina-peroxidase (50pl/pogo) (Sigma Chemical Co.) na diluicdo de 1:500 em PBST-
BSA 1%. Apo6s 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e novas lavagens, as
placas foram revel adas por meio da adicdo do substrato enzimatico (50ul/pogo) (ABTS a 0,01
M em tampéo citrato-fosfato a 0,07 M, pH 4,2 contendo 0,03% de H202). Os valores de
densidade Optica (DO) foram determinados em leitor de placas de microtitulacdo (Titertek
Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405 nm. Os niveis de anticorpos
IgE foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE), segundo a férmula IE=DO
amostra/cut off, onde cut off foi calculado como a média da DO de soros controles negativos
acrescida de trés desvios padrdes. Vaores de IE>1,2 foram considerados positivos para
excluir valores de reatividade limitrofes préximos avalores de |[E=1,0.

Para deteccdo de niveis de IgE a proteina Der p 1 nativa, foi realizado um ELISA
reverso (Queirés et a. 2008). Placas foram sensibilizadas com anticorpo monoclona de
camundongo anti-Der p 1 (clone 5H8; Indoor Biotechnologies) a 1.0 pug/pogo e incubados
subsegiientemente com extrato total Dp, amostras de soros, anticorpo secundario biotinilado,
conjugado estreptavidina peroxidase e substrato enzimético como descrito acima para o
ELISA convencional. Niveis de IgE para o alérgeno Der p 1 foram expressos em |E, como

descrito acima.

3.16 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi readlizada usando o software GraphPad Prism versao 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas entre os grupos em relacéo a
idade foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney e relativas ao género pelo teste do Qui-
quadrado (x?). As diferencas observadas na positividade a0 SPT, co-sensibilizacdo e
diagnéstico entre o grupo atépico, foram avaliados pelo teste do Qui-quadrado (x°) ou teste
exato de Fisher, quando apropriado. As diferencas no tamanho da pdpula no grupo de atdpicos

foram avaliadas por ANOVA com o pés-teste de comparagdo multipla de Bonferroni. As
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diferencas nos niveis especificos de IgE entre os grupos atopicos e ndo atopicos foram
avaliados pelo teste de Mann-Whitney e dentro de cada grupo pelo teste de Kruskal-Wallis
com pos-teste de comparacdo multipla de Dunn. As correlacdes entre os niveis de anticorpos
IgE especificos a Dpt, nDer p 1, rDer p 1 e rDer p 1172243 foram analisadas pelo teste de

correlagd de Spearman. Vaores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

3.17 Biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biol 6gicos e dos reagentes,

bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de
biosseguranca compativeis (MINEO et d., 2005).
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4. RESULTADOS

4.1 Dados clinicos, demograficos e teste cutéaneo dos pacientes

As caracteristicas clinicas e demogréficas dos 80 individuos que aceitaram participar do
estudo e preencheram os critérios éticos e seletivos definidos em Material e Métodos (item
3.1) sdo mostradas na Tabela 1.

De acordo com o histérico clinico de sintomas de asma e/ou rinite e resultados do TCP
a0 extrato de alérgenos de &caros (D. pteronyssinus, D. farinae e B. tropicalis) os individuos
foram distribuidos nos grupos atopico (A) e ndo atopico (NA). Observou-se através da
realizacéo do teste cuténeo que os acaros Dp e Df foram os aérgenos mais prevalentes no
grupo de sensibilizac&o atopica, com positividade ao teste cutaneo e tamanho médio da pépula
significantemente maiores em relagdo ao alérgeno Bt (p < 0.0001). Ademais, 97,5% dos
pacientes atépicos foram co-sensibilizados a Dp e Df comparado com 70% de co-
sensibilizacdo a Bt (p = 0.0005).

O diagnostico mais frequente foi a rinite comparada com a asma sozinha ou asma
associada a rinite (p < 0.0001). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada para género e

idade entre 0s grupos atopi cos e Nao-atopi cos.

4.2 Expressédo e purificacdo da proteina recombinante Der p 1 e rDer p 1172-243

A cinética de expressdo da proteina recombinante Der p 1 e rDer p li7o243
transformada em E. coli BL21 com o plasmideo pET14b-Der p 1 e pET14b-Der p 1 172.243, @
priori, foi avaliada através do teste de expressdo em menor escala. Este foi redlizado em
diferentes tempos, variando do tempo zero a 18 horas com temperatura de 30°C e com rotagao
de 180 rpm. Apos adicionar o promotor IPTG na concentracéo de 0,3 mM houve um aumento
significativo da expressdo da proteina rDer p 1 que apresentou peso aproximado de 26 kDa e
da rDer p 1172243 COM peso aproximado de 8kDa. Neste ensaio foi obtido um maior
rendimento quando as bactérias transformadas foram cultivadas por 18 horas com indutor de
expressao IPTG a0,3 mM (Dados ndo mostrados).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes incluidos no estudo.

Grupos
Caracteristicas Valor de p

Atébpico Nao atdpico

N 50 30

Masculino 17 10

Feminino 33 20

Mediana (interval o) 24 (18-48) 25 (18-47)

Df 97.5 0

Bt 70* 0 < 0.0001*

Dp 8.9+29 0
Df 87+32 0
Bt 47+33* 0 < 0.0001°

Dp/Df 975 0

Dp/Bt 70* 0 0.0005?

A 1 0
R 39* 0 < 0.0001%
A+R 10 0

*Teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado;

*Teste de Mann-Whitney.

‘ANOVA com pés-teste de comparacdo mltipla de Bonferroni;

* Diferencas significantes foram analizadas dentro do grupo atépico.

TCP, teste cuténeo de puntura; Dp, Dermatophagoides pteronyssinus, Df, Dermatophagoides farinae;
Bt, Blomia tropicalis;, A, asma; R, rinite.
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A expressdo de Der p 1 e Der p 1172243 €m larga escala foi realizada com a colénia
pré-selecionada no ensaio cinético em um volume total de 1L, com tempo de expressdo de
dezoito horas a 30C e rotagdo de 180 rpm. A fracdo da amostra de Der p 1 induzida e Der p
1172243 foOi analisada em gel SDS-PAGE 15%, sendo encontrado uma banda mais forte na
fracdo induzida quando comparada comparada com a fragdo sem induc&o protéica com IPTG.
O teste de solubilidade redlizado para avaliar 0 melhor tampéo a ser usado na purificagéo,
demonstrou que a proteina recombinante Der p 1 encontrase nos corpos de inclusdo
(sedimento), se portando como proteina insollvel, sendo portanto necessario utilizar um
tampdo com alta molaridade de uréia para conseguir lisar a célula bacteriana e solubilizar a
proteina no sobrenadante (Fig. 3).
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Figura 3. Expressé@o de rDer p 1 e rDer p 1175043. E. coli BL21 (DE3) pLIysS foram transformadas
com pET14b contendo os genes Der p 1/Der p 1i7,243 € cultivadas por 18 horas com indutor de
expressdo (IPTG a0,3 mM) a 30°C. Linha 1: Padr&o de peso molecular. Linha2: BL21 sem adicdo de
IPTG. Linha 3: rDer p 1 em BL21 tratada com IPTG. Linha 4: pellet BL21 lisada com lisozima a 1
mg/mL, apos centrifugacdo a 10.000 g. Linha 5: sobrenadante de BL21 lisada com lisozima a 1

mg/mL, apos centrifugagdo a 10.000 g. Linha 6: BL21sem adi¢do de IPTG. Linha7: rDer p 1175243 €M
BL21 tratadacom IPTG.

As fracbes de rDer p 1 e rDer p 1172243 foram eluidas em coluna de Niquel com
afinidade a Histidina utilizando o tamp&o de eluicdo (100 mM NaH,PO,4, 10 mM Tris-Cl e

500mM Imidazol pH 7.4). As fragbes da proteina rDer p 1 foram encontradas nos tubos (2 a
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9) e 0 seu maior pico (tubo 2) apresentou D. O méxima de 600 (Fig. 4A). Entretanto, a
proteinarDer p 1172243 €luida nos tubos (2 a 8) apresentou D.O méaxima de 450 e 0 seu maior
pico também foi encontrado no tubo 2 (Fig. 4B). As fracGes obtidas de cada proteina foram
misturadas (tubos de 2 a9 e tubos de 2 a 8), concentradas e dialisadas.

A Dosagem protéicaderDer p 1 erDer p 1172-243 recombinante pelo método de Lowry
demonstrou que a concentracdo da proteinarDer p 1 foi de 50 mg/L erDer p 1172243 47 mg/L.
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Figura 4. Perfil cromatogréfico das proteinas recombinantes Der p 1 e Der p 1372043 €m coluna de
afinidade a Histidina. (A) O pico representa eluicdo da fragdo ligante da proteinarDer p 1 (fracBes 2 a
9). (B) O pico representa eluicdo da fracdo ligante da proteinarDer p 117.043 (fracBes 2 a 8). Ambas as
proteinas foram eluidas com tamp&o (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl e 500mM Imidazol pH 7.4).

4.3 Imunodeteccdo das proteinas recombinantes Der p 1 e Der p 1172-243
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Andlise através de slot-blot confirmou a especificidade do anticorpo pararDer p 1 e rDer p
1170243 através dareatividade de IgE em soro de paciente alérgico (Fig. 5). Observou-se uma
forte reatividade de IgE no soro controle positivo a ambas proteinas recombinantes, bem
como ao extrato total de Dp, com uma fraca reagéo ao padréo rDer p 1 e nenhuma reatividade
ao controle negativo (BSA). Controle negativo de soro humano demonstrou background,
enquanto nenhuma reatividade foi encontrada na auséncia de soro (somente diluente).

Quando o anticorpo anti-Der p 1 foi testado, umaforte reatividade foi notada ao extrato
bruto de Dp comparado a uma fraca reatividade pararDer p 117,243 € a0 padréo rDer p 1,

enguanto nenhuma reatividade foi observada paraa recombinante Der p 1 inteira

Padrdo rDer p 1

Dpt

BSA

rDerp 1

rDer p 117.243

Figura 5. Sot-blot da proteina recombinante Der p 1 e epitopos ligantes de IgE relacionados a Der p
1. Membranas de nitrocelulose foram blotadas com rDer p 1 e rDer p 1170243 (5 pg). Como controle,
padréo rDer p 1 (6.25ng), extrato tota de Dp (10 pg) e BSA (5 pg) foram blotadas nas mesmas
condi¢cdes. Membranas foram testadas com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Der p 1 (linha
1), controle positivo de IgE de soro humano (linha 2), controle negativo de Ige de soro humano (linha
3), e somente diluente (linha 4). ApoGs incubagdo com anticorpo secundario anti-IgE humano
biotinilado e estreptavidina-peroxidase, membranas foram reveladas com DAB.
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4.4 Reatividade de IgE ao extrato total de Dpt, nDer p 1 nativo e as proteinas

recombinantes Der p 1 e Der p 1172-243

Ensaios quantitativos de IgE especifica foram realizados por ELISA em soros de
individuos atépicos e ndo-atdpicos (Fig. 6). Como esperado, 0s niveis de IgE ao extrato total e
a soropositividade foram significantemente maiores em individuos atopicos (mediana |[E= 3,8;
100%) do que em individuos ndo-atopicos (mediana IE= 0,9; 0%) (p < 0.0001). A reatividade
de IgE ao aérgeno nativo Der p 1 foi observada em 86% dos pacientes atopicos (mediana |IE=
2,7) e quando comparada aos pacientes ndo atopicos (3,3%; mediana |IE= 0,9) (p < 0.0001) foi
significantemente maior. Em contrapartida, reatividade de IgE a proteina recombinante Der p
1 foi observada em niveis e taxas similares em individuos atopicos (mediana IE= 1,8; 88%) e
ndo atépicos (mediana |E= 1,9; 87%), enquanto que a reatividade de IgE arDer p 1172243 foi
observada somente em atopicos (mediana |E = 1.6; 84%) (p < 0.0001).

A reatividade de IgE comparada as proteinas obtidas de D. pteronyssinus dentro do
grupo atopico ao extrato bruto, demonstrou que os niveis séricos de IgE foi maior que das
proteinas recombinantes Der p 1 e Der p 117,-243, €mbora ndo tenha sido maior que anDer p 1.
Quando avaliada a soropositividade a Dpt no grupo de pacientes atOpicos, encontramos que a
porcentagem de individuos positivos foi maior do que para todas as proteinas Der p 1 (p <
0.0001). Ademais, os niveis de IgE a nDer p 1 foi maior do que para ambas recombinantes
Der p 1 e Der p 1172243 (p < 0.01), embora ndo tenha sido encontrada nenhuma diferenca
significante para soropositividade entre a proteina nativa e a recombinante de Der p 1.

No grupo néo atopico, contudo, niveis de IgE e soropositividade arDer p 1 foi maior
do que para todas proteinas do &caro (p < 0.001), enquanto rDer p 1i72-243 N0 demonstrou

reatividade de IgE no grupo néo atépico.



48

o Dpt
o nDerpl
A rDerpl

o rDerplizsoa3

100+
m)
L *%k% *k
9 I sk L) 1
g
i) N
q’ ............
> F70N @ e %
2 °
<
0.1- - .
Atépico N&o atopico
Positivo (%)  100* 8 88 84 0 33 867 0

Figura 6. Niveis de anticorpos IgE ao extrato total de Der matophagoides pteronyssinus (Dpt), Der p
1 nativo (nDer p 1) e as proteinas recombinantes Der p 1 (rDer p 1) e rDer p 117,243 €XPressos em
indice ELISA (IE) em soro de individuos atdpicos (n= 50) e ndo atdpicos (n = 30). A linha tracgjada
indica o valor do cut off (IE > 1.2) e as barras horizontais representam os valores médios.
Porcentagem de amostras positivas de cada grupo também estaindicada. ** p < 0.01; *** p < 0.0001.

4.5 Correlagdo e associagdo entre os niveis de IgE ao extrato total de Dpt, nDer p 1 e as

proteinas recombinantes Der p 1 e Der p 1172-243

CorrelacOes entre os niveis séricos de anticorpos IgE especificos a Dpt, nDer p 1, rDer
p 1 e rDer p 117,243 foram analisadas somente no grupo de pacientes atépicos por meio do
teste de correlacdo de Spearman (Figura 7).

Foi observada significativa correlacdo positiva entre os indices de IgE especifica a Dpt
e nDer p 1 (r= 0,5497; p<0,0001) bem como entre os indices de IgE especificaarDerp 1l e
rDer p li72243 (r=0,6575; p<0,0001), representados nas Figuras 7A e 7F, respectivamente.
N&o houve correlacéo significativa entre os indices de IgE especificas aDpt erDer p 1, Dpt e
rDer p 1172-243, NDer p 1 e rDer p 1 e nDer p 1 quando correlacionado com rDer pli7;-243,

representados nas Figuras 7B, 7C, 7D e 7E, respectivamente.



49

Associagdes entre as amostras IgE soropositivas e soronegativas para cada alérgeno
foram também analisadas e observou-se uma frequiéncia similar (84%) de pacientes duplo-
positivos para Dpt/nDer p 1 (Fig. 7A), Dpt/rDer p 1 (Fig. 7B), e Dpt/rDer p 1172-243 (Fig. 7C).
Entretanto, a fregiiéncia observada de pacientes IgE positivos somente a Dpt e negativos aos
outros alérgenos foi de 16%.

Os pacientes que apresentaram dupla positividade para nDer p 1/rDer p 1 foi de 70%
(Fig. 7D). O mesmo valor foi encontrado para nDer p 1/rDer p liz243 (Fig. 7E). FOI
observada umafrequéncia similar de pacientes positivos somente anDer p 1 (14%) bem como
para as proteinas recombinantes rDer p 1 e rDer p 1172243 (14%). Quando a soropositividade
foi analisada entre as proteinas recombinantes, foram encontradas 74% de amostras duplo-

positivas, 6% de duplo-negativas e 10% positivas somente a uma das proteinas (Fig. 7F).



50

12 12 .
r=0,5497 84% 14%} 70%
p < 0,0001 :

©
1
o0
©
1

w
1
[ )

IgE anti-nDer p 1 (IE)
w (2]
1 1
»
L]
[ ]
L]
IgE anti-rDer p 1 (IE)
(2]
1

1

H

i
.
CH
5
v

H

i

H

H

i

H

H

i

H

H

i

i

}
[ ]
L]
1

IgE anti-Dpt (IE) IgE anti-nDer p 1 (IE)

12 12
84% 14%} 70%

94

3 .

® o
! o® o . L4
Ml e e e

IgE anti-rDer p 1 (IE)
(2]
1
v
IgE anti-rDer p 1175043 (IE)
(o2}
1

9 ""‘r "'""".'""" """""""""" v
C i T T T C i T T T
0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
IgE anti-Dpt (IE) IgE anti-nDer p 1 (IE)

84% 10%; r=0,6575 74%
1 p<0,0001

IgE anti-rDer p 1175043 (IE)
(2}
1

IgE anti-rDer p 1175043 (IE)
[«2]
1

IgE anti-Dpt (IE) IgE anti-rDer p 1 (IE)

Figura 7. Correlacdo e associacdo entre os niveis de anticorpos IgE ao extrato total de
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt), Der p 1 nativo (nDer p 1) e as proteinas recombinantes Der
p1(rDer p1) e rDer p 117,043, €xpressos em indice ELISA (IE), em soro de pacientes atopicos (n=
50). As linhas tracejadas indicam o valor do cut off (IE > 1.2). As porcentagens de amostras duplo
positivas, duplo negativas, e positivas somente para um dos alérgenos estéo indicadas nos quadrantes
correspondentes. O coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e significancia estatistica (p) também
est&o demonstrados.
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DISCUSSAO

No presente estudo, através de dados na literatura construimos um fragmento
recombinante com os trés principais epitopos ligantes de IgE (172-243) relacionados a
proteina Der p 1 nativa, com potencial aplicacdo na avaliacdo da resposta imune humora e
celular em pacientes com alergias respiratorias. Foram realizados testes com o fragmento e
com a proteina Der p 1 inteira, para avaliar a sua reatividade ao anticorpo IgE em soro de
pacientes atopicos. Ambas as proteinas recombinantes produzidas estéo relacionadas com Der
p 1, o alérgeno imunodominante de D. pteronyssinus.

Para expressdo das proteinas recombinantes utilizamos o0 sistema de expressao em
organismo procarioto (E. coli) por ser uma aternativa simples, com baixo custo e quando
comparada com a purificagdo da proteina nativa do extrato total, produz altos rendimentos. A
grande importancia da producdo de proteinas recombinantes para uso em diagnostico ou
imunoterapia se deve ao grande aumento na prevaléncia de doengas aérgicas, as quais sdo
ligadas a varios fatores como predisposicdo genética, influéncias ambientais, exposicdo aos
alérgenos, dentre outros (TORRES-BORREGO; MOLINA-TERAN; MONTES-MENDOZA,
2008).

Devido a grande dificuldade encontrada em se utilizar extratos totais para diagndstico,
este, por consistir em misturas complexas de componentes heterogéneos e muitas vezes por
ndo conter os alérgenos relevantes, fez-se necessario a utilizacdo da tecnologia de DNA
recombinante que possibilita a producdo de proteinas recombinantes de diferentes fontes,
podendo apresentar caracteristicas similares aps alérgenos nativos ou até possibilitar a
construcdo de proteinas com propriedades modificadas, facilitando assim, a producéo de
fragmentos para uso em diagndstico ou moléculas hibridas hipoa ergénicas para o tratamento
de alergias respiratorias (CHAPMAN et a. 2000; LIM et al., 2004).

Atuamente, ha pelo menos 18 grupos de alérgenos de D. pteronyssinus ja descritos. O
principal aérgeno, Der p 1, com peso aproximado de 24 kDa, foi expresso e caracterizado
COm SUCESSO em sistemas de expressao em organismos eucariotos. Porém, 0 mesmo nao
ocorre em sistemas procariotos, devido a faha dos procariotos em ndo apresentarem
modificagbes pos-traducionais (CHUA et al., 1992; SCOBIE et a., 1994). Thomas e
colaboradores, em 1988, na tentativa de expressar a proteina Der p 1 em E. coli, detectaram
uma proteina reativa para IgE produzida em coelhos, porém com deficiéncia na detecgdo de
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soro de pacientes alérgicos, utilizando-se as técnica de ELISA e dot-blot. Uma possivel
explicacdo, seria a conformacdo inadequada dos epitopos que ocorre durante a expressdo em
sistemas procariotos, 0 que leva a ateracbes ou mascaramento de epitopos ligantes de IgE
com reconhecimentos prejudicados (Yi et al., 2004). Na tentativa de reparar esses danos,
outros sistemas de expressdo em organismos eucariotos vém sendo requeridos e produzidos
com sucesso, entre eles. insetos (células de Drosophila), animais (células de ovario de
Hamster), Pichia pastoris e células de tabaco (GELLISSEN, 2000; JACQUET et a., 2000;
MASSAER et a., 2001; JACQUET et d., 2002; VAN OORT et d., 2002; TAKAI et a.,
2002; BURTIN et al., 2009).

Os estudos rel acionados a a érgenos recombinantes, tém focado em comparagdes entre
proteinas nativas, proteinas recombinantes e peptideos derivados da molécula recombinante.
ComparacOes entre proteinas recombinantes inteiras e fragmentos (peptideos) tém
demonstrado diferencas de reatividade para IgE, podendo ser encontradas por¢des tanto hiper-
guanto hipoalergénicas da molécula. Niederberger e colaboradores (2004) na tentativa de
produzir peptideos derivados de Bet v 1, o principal aérgeno de pdlen de Bétula, para
utilizacdo em protocolos de vacinacdo, encontraram uma reatividade para IgE 100 vezes
menor que da proteinainteira, portanto com a sua imunogenicidade preservada.

Como esperado, a expressdo da proteina recombinante Der p 1 apresentou peso (26
kDa) ligeiramente maior que o predito, devido a presenca da cauda de histidina que
corresponde a 6 residuos de aminoacidos. A expressdo da fragcdo induzida comparada a fracéo
ndo induzida foi visivelmente maior, embora, tenham ocorrido perdas no rendimento ao longo
do processo devido a localizagdo da proteina nos corpos de inclusdo, a qual apresentou
dificuldades na re-solubilizagdo. Porém, a expressdo do fragmento foi realizada com sucesso,
e amesma, mesmo sendo produzida em organismo procarioto ndo apresentou problemas com
a conformacgdo, provavelmente por ndo conter os sitios de glicosilacdo necessarios para a
modificacéo pds-traducional .

A andlise dos individuos atépicos e ndo atopicos selecionados em nosso estudo
revelou predominancia do género feminino em ambos 0s grupos, com representatividade de
66% no grupo A e de 57% no grupo NA. Um fator que pode estar envolvido nesta
predominancia de pacientes do género feminino poderia ser a percepcéo diferente dos
sintomas em relacdo aos homens, o que leva a procura de atendimento clinico visando a
melhora dos sintomas e consequentemente da qualidade de vida, muito afetada pela
cronicidade darinite e também da asma (BAQUEIRO et a., 2007).



53

A alta prevaléncia (97.5%) encontrada para sensibilizacdo concomitante aos a érgenos
de D. pteronyssinus e de D. farinae determinados por reatividade ao TCP no grupo A,
confirma gue os acaros do género Dermatophagoides sdo importante fonte de alérgenos, os
quais quando inalados se tornam o mais importante fator de risco para o desenvolvimento de
doencas aérgicas respiratorias, particularmente rinite e asma, em individuos geneticamente
predispostos. (BARNES, MARSH, 1998, PLATTS-MILLS, WHEATLEY; AALBERSE,
1998). Em nossos estudos anteriores realizados em outro grupo de pacientes, a maioria deles
estavam sensibilizados aos aérgenos de Dpt (61.7%) e Df (59.9%), confirmando a
importancia desses &caros como fonte de aérgenos. Entretanto, 80% dos pacientes tinham
sintomas de rinite comparado com 43% de sintométicos a asma, 0 que vai de acordo com
nossos resultados, pois a maioria dos pacientes (78%) tinha sintomas de rinite (SOARES et
a., 2007).

Para validar a proteina recombinante Der p 1 expressa e 0 seu fragmento, foram
realizadas técnicas de Slot-blot utilizando anticorpo monoclonal anti-Der p 1 de camundongo
e anticorpo policlona de soro de paciente atopico, e, como controle negativo soro de paciente
ndo atopico. A proteina recombinante Der p 1 foi evidenciada somente no ensaio utilizando
anticorpo policlonal. Como a proteina Der p 1 é uma cisteina protease glicosilada, ela precisa
que ocorra as modificacOes pos-traducionais necessérias para ndo obter uma conformagéo
aterada da molécula, e assim levar a0 mascaramento de epitopos ligantes de IgE que ocorre
com a expressao em sistema procarioto (Y| et a., 2004), esta poderia ser uma explicacdo para
ando marcagdo no ensaio utilizando anticorpo monoclonal. Assim como encontrado no NOSso
trabalho, Bussiéeres e colaboradores (2009), quando utilizaram anticorpo monoclonal anti-Der
p 1, ndo conseguiram detectar a proteina recombinante Der p 1 produzida em E. coli.
Entretanto em outro trabalho, Asturias e colaboradores (2009), conseguiram detectar a
proteina Der p 1 no ensaio utilizando anticorpo monoclonal anti-Der p 1quando utilizaram a
proteina nativa purificada do extrato total, demonstrando que a glicosilacgo é requerida para
tal reconhecimento. Ademais, o fragmento que contém os principais epitopos ligantes de IgE
(aminoécidos 172-243), foi reconhecido e validado em ambos os ensaios, embora com
marcacdo mais forte quando utilizado o anticorpo policlonal.

Para avaliar areatividade de IgE ao alérgeno Der p 1 em nossos pacientes, realizamos
0 ELISA indireto para deteccdo de IgE a proteina recombinante Der p 1 e rDer p 117o-243. Para
comparar a resposta da reatividade de IgE das proteinas recombinantes de Der p 1, foi
também realizado um ELISA reverso para capturar a proteina Der p 1 nativa do extrato total.

O ensaio imunoenzimatico tem sido adotado como uma das principais técnicas in vitro no
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diagnéstico de alergias, de forma complementar a0 TCP. No presente estudo, encontramos
reatividade de IgE sérica para o extrato total de D. pteronyssinus através de ELISA indireto
em 100% dos pacientes atdpicos com testes cutaneos positivos ao extrato total. Estes dados
reforcam gue proteinas presentes nos acaros da poeira domiciliar estimulam respostas imunes
mediadas por IgE quando pacientes al érgicos inalam os antigenos presentes.

Apesar do sucesso em expressar a proteina inteira, sua reatividade a IgE foi
inespecifica quando comparada a proteina nativa, pois pacientes ndo atdpicos reconheceram a
molécula. O mesmo ndo aconteceu com o fragmento, que foi bem expresso no sistema
procarioto e, quando testado sua reatividade a IgE demonstrou soropositividade comparada a
proteina nativa. Outros aérgenos importantes na reatividade de IgE em soro de pacientes
alérgicos encontrados no extrado total de Dp n&o decorrem do mesmo problema, pois sdo bem
expressos em E. coli. Entre eles estdo os aérgenos Der p 2, Der p 5, Der p 7 e Der p 10, com
reatividade a IgE de 70, 60, 52 e 15.2%, respectivamente. (LYNCH et a., 1997; RESCH et
a., 2011).

Uma pesquisa recente demonstrou por meio da comparacéo de diferentes extratos de
D. pteronyssinus que a mistura dos grupos de alérgenos 1, 2, 5, 7, 8 e 10 se ligam em médiaa
76% de IgE especifica a D. pteronyssinus (BRUNETTO et a., 2009). Porém, um teste
diagnéstico consistindo somente do aérgeno Der p 1 na avadiagdo da sensibilizacdo de
pacientes alérgicos, confirmou que 70-80% dos mesmos possuem anticorpos IgE especificos
ao aérgeno Der p 1 (CHAPMAN et a., 1983; DE HALLEUX et a., 2006). Em outro estudo,
Pittner e colaboradores (2004), constataram que 91% de um total de 78 pacientes possuiam
reatividade de IgE especifico ao alérgeno Der p 1, mostrando gque esse a érgeno é importante
para o diagndstico de alergia ao a&caro D. pteronyssinus, pois abrange muitos pacientes. Ja,
Iraola e colaboradores (2010) relataram que 81% dos pacientes alérgicos a D. pteronyssinus
eram sensibilizados a Der p 1, o que vai de encontro com 0s nossos resultados, pois, quando
capturamos a proteina nativa do extrato total, evidenciamos que aproximadamente 86% dos
pacientes eram positivosaDer p 1.

Na tentativa de produzir uma unica molécula com os dois principais alérgenos de D.
pteronyssinus (Der p 1 e Der p 2), Asturias e colaboradores (2009) produziram duas
mol éculas hibridas em sistema procarioto contendo Der p 1 na forma madura combinada com
formas truncadas de Der p 2, com os epitopos de IgE mascarados para utilizacdo em
imunoterapia, 0 que resultou numa molécula com imunogenicidade preservada, portanto
eficaz para uso em tratamento de doencas aérgicas. JA Bussiére e colaboradores (2009),

produziram quatro moléculas fundidas com quebra dos epitopos de IgE relacionadas com os
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dois principais aérgenos de D. pteronyssinus, mas ndo conseguiram alcangar 0s mesmos
resultados, pois essas moléculas mesmo apresentando propriedades antigénicas, devido a
instabilidade encontrada, ndo poderiam ser usadas nem para imunoterapia, nem para
diagnostico em pacientes al érgicos.

As significativas correl ages e associagoes encontradas entre Dpt, nDerp 1, rDerple
rDer p 1172243 demonstram uma correlacéo significativa entre Dpt e nDer p 1, indicando que o
nivel de sensibilizagcdo para o extrato total de D. pteronyssinus é proporciona ao nivel da
proteina Der p 1 nativa. Porém, o mesmo nédo ocorre quando comparado com as proteinas
recombinantes. Uma possivel justificativa seria que o ELISA reverso para detectar a proteina
Der p 1 nativa € muito mais sensivel do que o indireto para detectar as recombinantes, por
isso os niveis de IgE anti-rDer p 1 e anti-rDer p 1172243 foram menores daquel es econtrados
quando utilizado o ELISA para capturar a proteina nativa. Em um trabalho do nosso grupo,
Silva e colaboradores (2001), demonstraram justamente que o ELISA reverso era mas
sensivel que o indireto quando comparado para a proteina Der p 2. Ademais, as associ agies
de amostras soropositivas entre os alérgenos analisados mostraram resultados similares,
indicando que as proteinas recombinantes de Der p 1 produzidas foram capazes de reagir com
IgE de pacientes atdpicos na mesma propor¢do. Além disso, o fragmento produzido se
mostrou uma mol écula imunol ogi camente ativa para reconhecer IgE dos pacientes atdpicos da
mesma forma que a proteina rDer p 1 total, com a vantagem de néo ter reacdes inespecificas
com soro de pacientes ndo atdpicos.

Neste trabalho foram realizadas avalia¢Oes na resposta ao anticorpo IgE, porém em
trabal hos adicionais esse fragmento podera ser utilizado para avaliacéo daresposta frente a
1gG1 e 1gG4, que juntamente com avaliagdo de citocinas e proliferagcdo celular permite o
acompanhamento de pacientes sob imunoterapia. Portanto, futuramente ser&o realizados
experimentos com o fragmento obtido para estimulagéo em culturade PBMCs paraavaiar o
perfil de respostaimune celular, citocinas, e proliferacdo celular apos estimulagéo das

mesmas com esta proteina.
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6. CONCLUSOES

e As proteinas estudadas neste trabalho, assim como varios alérgenos do acaro D.

pteronyssinus foram capazes de detectar a producéo de anticorpos IgE especificos em
paci entes atopi cos.

e A proteina recombinate Der p 1 apesar de ter tido uma alta expressdo em E. coli, ndo
foi detectada pelo anticorpo monoclonal anti-Der p 1 e apresentou inespecificidade no
soro de pacientes ndo atopicos, provavelmente devido a conformagdo aterada da
proteina quando produzida em sistema procarioto.

e A proteina recombinante Der p 1172243 por ser reconhecida pelos anticorpos
monoclonal/policlonal e apresentar soropositividade similar ao aérgeno Der p 1
nativo € uma potencial candidata para aplicacdo na avaliagdo da resposta imune
humoral e celular em pacientes com alergias respiratorias.
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ANEXO A

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531/4173; e-mail: cep@propp.ufu.br;
WWW.COmissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°. 322/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O
PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU: 133/08

Projeto Pesquisa: “Método de producdo de alérgenos recombinantes de blomia tropicalis e
de dermatophagoides pteronyssinus para utilizacdo em diagnéstico (reatividade de IgE in
vitro e teste cuténeo) de alergias respiratorias”.

Pesquisador Responsavel: Ernesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se
pela aprovagéo do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redagdo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolucdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e
os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e documentacéo
pertinente ao projeto.

¢c- a aprovacdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
Resolugdo 196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega do relatério final: julho de 2010.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA
MESMA.

Uberlandia, 08 de agosto de 08.

/ ¢

\-},/'li;\mﬁfﬂ\ }u}.ﬁ& Ale

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador

» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em gualguer
fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e

deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem
v.2.d).
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» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente
apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.z), aguardando seu parecer, exceto
quando perceber risco ou dano néio previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram acéio imediata.

= O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS
Item V.4). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo
que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA — junto
com seu posicionamento.

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a
parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1 ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma, junto com o parecer aprobatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97, item 111.2.e). O prazo para entrega de relatorio & de 120 dias apds o término
da execucdio prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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ANEXO B

Universidade Federal de Uberlandia

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia- MG - Brasil - 38.400-907
Telefone: 034-3218-2394

L

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo em participar do projeto
de pesquisa intitulado “Método de producdo de alérgenos recombinantes de Blomia
tropicalis e de Dermatophagoides pteronyssinus para utilizagdo em diagndstico
(reatividade de IgE in vitro e teste cutéaneo) de alergias respiratorias”, cujo objetivo
principal é produzir proteinas recombinantes, relacionadas com aérgenos de B. tropicalise D.
pteronyssinus, com a finaidade de aplicagdo no diagndstico de doencas alérgicas
respiratorias.

Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei submetido
(@) e que serdo redizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica do
Laboratorio de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Campus Umuarama, Bloco 4C,
a saber:

- redizacd de exames complementares tais como teste cutaneo com aérgenos
inalaveis

- necessidade de coleta de sangue para dosagem de anticorpos especificos a
aeroal érgenos

Terel a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer divida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
investigacdo. Terei aliberdade de me retirar da pesquisa a qualquer momento em que desgjar,
sem a necessidade prévia de explicagbes. Sera respeitado o cardter confidencia das
informagdes fornecidas, ndo sendo permitida a minha identificagao.

Uberlandia, de de20 .

ASSINATURA TESTEMUNHA
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ANEXO C

Universidade Federal de Uberlandia

I Instituto de Ciéncias Biomédicas
) Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Campus Umuarama - Bloco 4C - Uberlandia- MG - Brasil - 38.400-902
Telefone: 034-3218-2394

QUESTIONARIO CLINICO

Nome:

Daas /| [

|dade: Datadenascimento: /[

Sexo: () Masculino () Feminino

Grau de escolaridade: () Ensino Fundamental () Ensino Médio () Ensino Superior
Nivel socio-econémico (rendafamiliar):

() aélsdériominimo ( ) de5a10 saéarios minimos

( ) dela?2salarios minimos () maisde 10 salarios minimos

( ) de2ab salarios minimos

Questionario 1 (Médulo Asma)

1) Algumavez navidavocé teve sibilos (chiado no peito)?
()Sm ( ) Néo
Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo nimero 6.

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito)?
( )Sm ( )Néo

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?
() Nenhumacrise
( )1la3crises
( )4al2crises
( ) maisde 12 crises

4) Nos ultimos 12 (doze) meses, com que fregliéncia voceé teve seu sono perturbado
por chiado no peito?
() Nunca acordou com chiado
() Menos de uma noite por semana
() Umaou mais noites por semana

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi téo forte a ponto de impedir que vocé
conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada respiracao?
( )Sm ( )Né&o

6) Algumavez navidavocé teve asma?
( )Sim ( ) Néo
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7) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apos exercicios fisicos?
( )Sm ( )Né&o

8) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a hoite, sem estar gripado ou
com infeccdo respiratoria?
( )Sm ( )Né&o

Questionario 2 (Médulo Rinite)

Todas as perguntas séo sobre problemas que ocorreram quando Vocé ndo estava gripado ou
resfriado

1) Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza (corrimento
nasal), ou obstrucdo nasal, quando ndo estava gripado ou resfriado?
( )Sm () Néo

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza
(corrimento nasal), ou obstrucdo nasal, quando ndo estava gripado ou resfriado?
( )Sm ( )Né&o

3) Nos Ultimos 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompanhado de
lacrimejamento ou coceira nos olhos?
( )Sm ( )Né&o

4) Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema nasal ocorreu? (Por favor,
margue em gqual ou quais meses isto ocorreu).

() Janeiro ( )Maio () Setembro
( ) Fevereiro () Junho ( ) Outubro
( ) Margo () Jdulho () Novembro
() Abril ( ) Agosto ( ) Dezembro

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas atividades diarias foram
atrapalhadas por este problema nasal ?
( ) Nada
( ) Pouco
( ) Moderado
( ) Muito

6) Algumavez navidavoceé teverinite?
( )Sim ( )Néo

Questionario 3 (Médulo Eczema)

1) Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele (eczema), que
apareciam e desapareciam por pelo menos 6 meses?
( )Sm () Néo

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo nimero 6
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3)

4)

5)

6)
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Nos ultimos 12 (doze) meses, VOCE teve essas manchas na pele (eczema)?
( )Sm ( )Né&o

Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) afetaram algum dos
seguintes locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozel os,
abaixo das nadegas ou em volta do pescogo, orelhas ou olhos?

( )Sm ( )Néo

Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) desapareceram
completamente nos Ultimos doze meses?
( )Sm ( ) Néo

Nos udltimos 12 (doze) meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou
acordado a noite por causa dessa coceira na pele?

() Nuncanos ultimos 12 (doze) meses

() Menos de uma noite por semana

() Umaou mais noites por semana

Algumavez navidavocé teve eczema?
( )Sim ( ) Néo



Anexo D

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Instituto de Ciéncias Biomédicas

Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Pard, 1720 - Campus Umuarama - Bloco 4C - CEP 38400-902 - Uberlandia - MG

Telefone: (34) 3218-2195 - Fax: (34) 3218-2333

TESTE CUTANEO DE PUNTURA

(Acaros de poeira domiciliar)

Ne© Extrato Tamanho da Tamanho do
papula (mm)* eritema (mm)
1 | Dermatophagoides pteronyssinus
2 | Dermatophagoides farinag
3 | Blomia tropicalis
4 | Canis familiaris
5 | Felis domesticus
6 | Periplaneta americana
7 | Blatella germanica
8 | Alternaria alternata
9 | Solucao salina
10 | Histamina

*Valores de referéncia:

Positivo - didmetros ortogonais maiores ou iguais a 3 mm, em relagdo ao controle
negativo, medidos a partir do maior didmetro.

Negativo - didmetros ortogonais menores do que 3 mm, em relacdo ao controle
negativo, medidos a partir do maior didmetro.

Prof. Dr. Ernesto Alkio Taketomi

Responsivel técnico
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