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RESUMO

O éacaro Dermatophagoides farinae (Df) é considerado um dos principais acaros da poeira
domiciliar e uma importante fonte de alérgenos respiratorios do mundo todo. Alguns
alérgenos de Df aparecem na forma de isoalérgenos que apresentam mudangas na sequéncia
de aminoacidos ou glicosilacdo, que pode causar diferencas na sensibilizacdo alergénica. O
objetivo deste estudo foi investigar a reatividade dos anticorpos IgE, 1gGl e 1gG4 as
isoformas antigénicas de Df em pacientes atdpicos e individuos ndo atopicos, com potencial
aplicacdo para diagnostico de alergia e para imunoterapia alérgeno especifica. Individuos
atopicos (n=60) e ndo atopicos (n=30) foram selecionados com base no historico clinico de
alergia respiratoria e teste cutaneo de puntura (TCP) positivo a alérgenos de Df. Os soros dos
individuos do estudo foram analisados por ELISA para quantificacdo dos niveis de IgE, 1gG1
e 1gG4 aos alérgenos de Df. O extrato total de Df foi separado por eletroforese uni- (1-D) e bi-
(2-D) dimensionais e subsequentemente analisado por immunoblot 1-D e 2D para avaliacao
do perfil de IgE, 1gG1 e 1gG4 que reconheceram os componentes do extrato alergénico de Df
no soro dos individuos atopicos e ndo atépicos. Os niveis de IgE, IgG1 e 1gG4 especificos a
Df bem como as frequéncias no perfil de reatividade 1-D foram usados para selecionar os
soros utilizados na analise imunoprotedmica. O perfil de reatividade de IgE, IgG1 e 1gG4 no
immunoblot 2-D mostrou interessantes padrdes de reconhecimento e alguns spots puderam
ser relacionados a alérgenos hipotéticos conhecidos. Componentes que foram reconhecidos
somente por IgE e por IgE/IgG4 no grupo atopico migraram exclusivamente abaixo de 37
kDa enquanto que a ligacdo somente para IgG1l migrou apenas acima desse limiar. A anélise
imunoprotedmica tanto no grupo atopico quanto no ndo atdpico mostrou um grande ndmero
de componentes antigénicos e a maioria deles pdde ser relacionada a alérgenos hipotéticos
conhecidos. Além disso, a imunorreatividade dessas proteinas pode ser util para o
sorodiagnostico e abre oportunidades para o desenvolvimento de componentes para a

realizacdo de imunoterapia personalizada para pacientes com doencas alérgicas.

Palavras-chave: Dermatophagoides farinae; alérgenos; imunoprotedbmica; Anticorpos IgE,
IgG1 e IgG4; immunoblot 2-D



ABSTRACT

Dermatophagoides farinae (Df) is considered one of the major house dust mite and it is an
important source of indoor allergens worldwide. Several Df allergens occur as isoallergens
that present changes in amino acid sequences or glycosylation, leading to differences in
allergen sensitization. The aim of this study was investigate the reactivity of IgE, IgG1 and
IgG4 antibodies to Df antigenic isoforms in Brazilian atopic and non-atopic subjects, with
potential application for the allergy laboratorial diagnosis and follow-up of specific allergen
immunotherapy. Atopic (n=60) and non-atopic (n=30) subjects were selected on the basis of
the respiratory allergy history and skin prick test (SPT) to house dust mite allergens. Sera
were analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for measuring levels of IgE,
IgG1 and IgG4 antibodies to Df allergen. Crude Df extract was separated by one (1-D)- and
two (2-D)-dimensional electrophoresis with subsequent 1-D and 2-D immunoblot for
evaluating the profile of IgE-, 1gG1-, and IgG4-binding components from the Df allergen
extract in sera from atopics and non-atopics. Levels of IgE, IgG1 and 1gG4 specific to Df and
frequencies of 1-D reactivity profile were used to select sera to immunoproteomic analyses. 2-
D IgE, 1gG1 and 1gG4 reactivity profile shown interestingly patterns of recognition and some
spots could be related to hypothetical allergens. Single IgE and double IgE/IgG4 binding in
atopic migrated only below 37 kDa and single 1gG1 binding migrated exclusively above 37
kDa. The immunoproteomics approach in both atopic and non-atopic groups showed a great
number of antigenic components and the most of them could be related to a known
hypothetical allergen. In addition, the immunoreactivity of these proteins observed may be
potentially useful for serodiagnosis and opens further opportunities for the development of a

personalized immunotherapeuticalcomposition for treating patients with allergic disease.

Keywords Dermatophagoides farinae; allergens; immunoproteomic; IgE, 1gG1 and IgG4

antibodies; 2-D immunoblot
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1.1 Doengas alérgicas

O impacto fisico e psicoldgico de conviver com um tipo de alergia pode ser enorme,
com consequéncias agravantes na qualidade de vida. Enquanto alguns sintomas alérgicos
podem ser moderados, outros sdo graves e extremamente debilitantes. Atualmente, individuos
com alergias tendem a apresentar mais de uma condicdo alérgica (polissintomaticos),
particularmente, a rinite alérgica se apresenta concomitante com asma (43%), eczema (32%),

alergia alimentar (29%) e urticéria (19%) (VALOVIRTA; MYRSETH; PALKONEN, 2008).

O tipo de alergia que um paciente pode apresentar depende intimamente da
sintomatologia apresentada quando exposto ao agente causador. Os tipos de alergias e seus

respectivos sintomas estdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Tipos de alergias e seus sintomas caracteristicos.
Condicéo Sintomas

Espirros repetitivos; blogueio, corrimento ou prurido nasal; alteracdo no

Rinite alérgica . o
. olfato e no paladar; e dificuldade respiratoria.

Sintomas nasais da rinite alérgica acompanhados por lacrimejamento e

Rinoconjutivite alérgica . .
J g prurido, ou dor e inchago nos olhos.

Asma alérgica Dificuldade em respirar, falta de ar, tosse e aperto no peito.
Eczema ou dermatite Prurido grave, secura e descamacéo excessiva da pele.
Urticaria Papulas intensamente pruriginosas (erupgdes) na pele.
Inchago por edema da boca, lingua, labios, pele e palpebras progredindo
Anafilaxia para vomitos, sibilos, dificuldade respiratoria, colapso cardiovascular e
morte.
Os sintomas variam de acordo com a gravidade da reacdo, mas podem
Alergia alimentar incluir uma combinacdo das opc¢des acima, além de sintomas

gastrointestinais, como nauseas, vomitos e diarreia.

Fontes: Blaiss (2007); Hamid; Tulic (2009); Kemp (2009); Demain; Minaei; Tracy (2010); Worth; Sheikh
(2010); Schaefer (2011).

Leandro Hideki Ynoue
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1.2 Atopia e alergia

Atopia é uma tendéncia pessoal ou familiar a produzir anticorpos IgE, em resposta a
baixas doses de alérgenos, frequentemente proteinas, e desenvolver doencas tipicas, como
asma, rinoconjuntivite ou dermatite atépica (JOHANSSON et al., 2001). O estado atdpico €
reconhecido por testes cutaneos, presenca de IgE alérgeno-especifica, elevacdo dos niveis de

IgE sérica total e presenca de eosindfilos no sangue (COOKSON, 1999).

O termo atopia foi primeiramente empregado por Coca e Cooke em 1923, para
descrever um grupo de doengas que apresentavam, em comum, um mecanismo
fisiopatolégico envolvendo reacGes de hipersensibilidade do tipo I, onde os individuos
apresentavam testes cutaneos positivos para aeroalérgenos e historia familiar de asma e/ou

rinite e/ou dermatite atépica (COCA; COOKE, 1923 apud JOHANSSON et al., 2001).

Para Woolcock (2000), a alergia se tornou o principal problema de saide em muitas
sociedades modernas, onde sua prevaléncia aumentou em até 34% em criangas e 16,3% em
adultos entre as décadas de 60 e 90. Em 1998, um estudo feito pelo comité International
Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) adotando um questionario padronizado,
revelou que os mais altos indices de prevaléncia da doenca foram encontrados na Australia,
Nova Zelandia, Reino Unido, Estados Unidos e algumas cidades da Ameérica Latina. Ao
contrario, os indices mais baixos forma encontrados em paises ndo industrializados e areas

tipicamente rurais.

Em um estudo revisado por Ring e colaboradores (2001), diversos autores apontam
hipdteses que revelam um crescimento acelerado da prevaléncia em alergia em paises
ocidentais, tidos como paises de sociedade moderna. Dentre elas, destaca-se a influéncia de
fatores quimicos, fisicos, biologicos e psico-sociais, como causadores e adjuvantes, além de

fatores de predisposicdo genética populacional e fisioldgica.
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No Brasil, os estudos de prevaléncia alergénica mostram dados relevantes. Lugares
publicos, como escolas, creches, hotéis, 6nibus e taxis sdo considerados locais de grande fonte
de acaros da poeira domiciliar e baratas (RULLO et al., 2002; PEREIRA et al., 2004;
SIMPLICIO et al., 2007) e a exposicdo a estes constitui, desta forma, um importante fator de
risco para desenvolvimento de asma bronquica (PLATTS-MILLS; CHAPMAN, 1987),
especialmente em criancas de idade escolar (SMITH; DISNEY; WILLIANS, 1969; SEARS;

HERVISON; HOLDAWAY, 1989).

Percebe-se, também, que é&reas urbanizadas apresentam maiores indices de
sensibilizacdo a acaros da poeira domiciliar e fungos, comparadas a areas tipicamente rurais,
reforcando ainda mais a hipdtese da influéncia da poluicdo urbana no aumento de patologias

respiratorias (GALVAOQ; KALIL; CASTRO, 2002).

Alergia é a manifestacdo clinica da atopia causada por uma resposta exagerada do
sistema imune a substancias normalmente inofensivas (alérgenos) (ARSHAD, 2010). Asma e
rinite alérgicas sdo as manifestagdes mais comuns de doenga clinica apds exposi¢do aos
alérgenos do meio ambiente, enquanto dermatite atépica é a menos frequente. Duas ou mais
formas clinicas de atopia podem coexistir no mesmo paciente e a0 mesmo tempo, ou em

diferentes tempos no curso da doenga, podendo ainda ser assintomatica (TERR, 1997b).

A rinite pode ser classificada em alérgica e ndo alérgica e seus sintomas caracteristicos
sdo obstrucdo nasal e corrimento nasal. Além disso, a rinite alérgica pode ser diferenciada em
perene ou sazonal e apresentar outros sintomas como espirros e prurido nas vias aéreas
superiores, nos olhos e na faringe (KEMP, 2009). Além disso, a rinite alérgica € a condicdo
cronica alérgica mais comum encontrada na pratica médica. Sua incidéncia é crescente em
paralelo com outras doengas mediadas por IgE, afetando de 10 a 30% dos adultos e acima de

40% das criancas. (BERGER, 2003).
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1.3 Exposicéo e sensibilizacdo alergénicas

A exposicdo a um alérgeno pode acontecer através de inalagdo, ingestdo, injecdo ou
contato com a pele ou mucosas (TERR, 1997a) e a sensibilizacdo a um determinado alérgeno
ambiental é o resultado de uma complexa inter-relacéo das propriedades fisicas e quimicas de
um dado alérgeno, do modo e da quantidade de exposi¢do, bem como dos fatores genéticos

proprios do individuo exposto (TERR, 1997b).

Os estilos de vida tém sofrido dramatica mudanca durante os ultimos 30 anos. A
maioria dos individuos passou a permanecer até 20 horas em ambientes internos
"domiciliares™ (no interior de casas e estabelecimentos) (PLATTS-MILLS, 1994). Com este
novo estilo de vida, muitas alteragGes tém ocorrido nos diferentes ambientes, ocasionadas
pelo aumento da temperatura ambiental, diminuicdo da ventilacdo, utilizagdo de carpetes e
tapetes, presenca de objetos decorativos que retém a poeira bem como a utilizagdo de
condicionadores de ar. Todos estes fatores podem ocasionar aumento na quantidade de
substancias estranhas ou alérgenos que circulam nos ambientes de casa ou do trabalho e
subsequentemente sdo inalados pelos seus usuérios. Consequentemente, estas alteracOes
ambientais tém contribuido grandemente para aumentar a prevaléncia tanto da sensibilizacédo
alergénica como de doencas alérgicas respiratorias (asma e rinite). O aumento da prevaléncia

destas doencas esta associado com o alto grau de sensibilizagéo a alérgenos domiciliares.

Acredita-se que a exposicdo alergénica exerca trés importantes papeis no
desenvolvimento da alergia respiratoria: (a) a exposi¢do a um dado alérgeno, particularmente
na infancia, induzird em individuos geneticamente susceptiveis, o desenvolvimento de
hipersensibilidade mediada por IgE; (b) em individuos susceptiveis, a exposi¢do continua ao

alérgeno leva a hipersensibilidade das vias aéreas; e (c) muitos dos pacientes com hiper-
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reatividade brénquica tém crises recorrentes de obstrucdo aérea, que podem ser
desencadeados por mdltiplos fatores, como ar frio, fumaca de cigarro (passivo), estresse e

variacdes diuturnas (PLATTS-MILLS; MITCHELL; TOVEY, 1984).

Em um estudo de caso, Gehring e colaboradores (2001) demonstraram a relacéo entre
exposicdo aos alérgenos domiciliares e sintomas respiratorios. A exposicao aos alérgenos de
acaros da poeira domiciliar aumentou o risco de sibilos e dispneia e alérgenos de gatos
estavam associados a tosse noturna, mesmo naqueles individuos ndo sensibilizados.
Individuos expostos a concentracdes elevadas de mais de um alérgeno tiveram quase sete
vezes mais riscos de apresentarem sintomas respiratorios, comparados aqueles nao expostos.
Ademais, relata-se que esporos de fungos e alérgenos de gatos constituem um importante
fator de risco para sensibilizacdo e que grande parte da prevaléncia de asma pode ser devida a
alérgenos de &caros (DHARMAGE et al., 2001). E importante ressaltar que, segundo o
Instituto de Medicina (2000), niveis de alérgenos de acaros com valores superiores a 2 pg/g
de poeira sdo suficientes para que um individuo predisposto possa se sensibilizar. Para

alérgenos de animais de estimagdo, estes valores sdo reduzidos a 1 pg/g de poeira.

1.4 O sistema imune e a resposta alérgica

O desencadeamento de uma resposta alérgica depende da natureza do estimulo
antigénico e de varias etapas da resposta imune do hospedeiro. O processamento do alérgeno
pela célula apresentadora de antigeno (APC) resulta na formacdo de peptideos que sao
apresentados a célula T CD4" em associagdo com moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe Il (MARONE, 1998). O reconhecimento do conjunto

peptideo/MHC 11 por uma célula T CD4" com receptor especifico para o alérgeno, reforcado
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pela ligacdo das moléculas co-estimulatérias B7-1(CD80)/B7-2 (CD86) e CD28, leva a

ativacdo da célula Th (T helper ou T auxiliadora) primaria.

As subpopulacées de linfécitos T CD4+ (Th = T helper) sdo categorizados com base

nas suas funcdes celulares distintas e na capacidade de secrecdo de citocinas como mostrados

na figura 1.
L 1 -
i Antigeno
.
Y —
9 DC ¢al Célula
T naive
. - IL-2 IL-6, TGF-p, IL-4, IL-6,
Diferenciagéio IL-12 IL-4 TGF-p IL-21, IL-23 TGF-p TNF-o
Thl Th2 Treg Thl7 Th9 Th22
Citocinas IL-4, IL-5, IL-10 IL-6, IL-8,
efetoras IENzY IL-13, IL-25, TGRS IL-17A,IL-17E, D IL-22
IL-31, IL-33 IL-22, IL-26
Patégenos Helmintos, Modulacéio ratogle:llos Zmdugao Inflamacéio
Fungées intracelulares, inflamacfio da resposta & r;ce WHLES: 1 ;muc(:, tecidual
apoptose alérgica imune ialamagao aramacao
neutrofilica tecidual

Fig. 1. Subpopulacdes de linfocitos T CD4+. Adaptado de Jutel; Akdis, 2011.

Existem dois tipos de células Th bem caracterizados e com funcdes antagdnicas, Thl e
Th2. As células Thl estdo envolvidas na defesa mediada por células contra microrganismos
intracelulares e na promocao de respostas 1gG. Seu fendtipo € dominado pelas citocinas 1L-2,
IFN-y, e TNF-B. As células Thl sdo diferenciadas ap6s o estimulo com IL-12, IL-18, e IL-17.
Também deve ser enfatizado que as células Thl participam nos mecanismos efetores das
doencas alérgicas, como inducdo de apoptose de queratindcitos na dermatite atopica bem
como do epitélio e das células musculares lisas dos brénquios na asma (JUTEL; AKDIS,

2011).
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As celulas Th2 predominantemente medeiam respostas por IgE e a inflamacao
alérgica, e também entdo envolvidas na imunidade a parasitas. O fenotipo de celulas Th2 ¢
caracterizado pela secrecéo das citocinas pro-inflamatérias I1L-4, I1L-5, e IL-13, as quais estdo
agrupadas no cromossomo 5¢, muito préximos do GM-CSF (fator estimulador de colonias de
granuldcitos e macrofagos). Essas citocinas estdo associadas com a patogénese da IgE e a
eosinofilia. Os fatores que polarizam para o perfil Th2 incluem o MCP-1 (Proteina
quimiotatica de monadcitos-1) e o ligante de OX40, o qual esta diretamente relacionado com a
exacerbacdo a producdo de IL-4 (JUTEL; AKDIS, 2011). Além disso, IL-5 e GM-CSF
secretadas pelas células Th2 ativadas ativam eosindfilos, basofilos e mastocitos. A IL-4
estimula a expressdo de VCAM-1 (molécula-1 de adesdo celular vascular) nas células
endoteliais, resultando em aumento da ligacdo dos linfécitos, mondcitos e especialmente

eosinofilos (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2008).

A presenca de IFN-y, produzido por células Thl inibe a sintese de IgE pelas células B
(BOUSQUET et al., 2000). Uma variedade de outras citocinas e fatores tém sido implicados
na modulacdo da sintese de IgE. IFN-y, IFN-a,, TNF-$, IL-8, IL-10 tém sido relatados como
inibidores da sintese de IgE em algumas circunstancias, enquanto que sua estimulacdo com

IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, TNF-a tém sido observada (WORM; HENZ, 1997).

Outra subpopulagdo de células T bem caracterizada é a chamada Treg (células T
regulatorias) que sdo caracterizadas por sua capacidade de secre¢do de IL-10 e TGF-B (fator
de transformacdo do crescimento). Elas possuem a habilidade de controlar e modificar o
desenvolvimento das doencas alérgicas alterando algumas das principais vias de
sensibilizacdo bem como as fases efetoras da resposta (PALOMARES, et al., 2010). As Treg
diminuem as propriedades inflamatdrias bem como a capacidade das células dendriticas na
diferenciacdo de células Th2 efetoras, além de promover o desenvolvimento de células

dendriticas tolerogénicas (WING et al., 2008). Alem disso, as Treg diretamente inibem a
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ativacdo de celulas Th2 alérgeno-especificas, minimizando entdo a producéo de IL-4, IL-5,
IL-13 e IL-9, que sdo citocinas essenciais durante a fase efetora das reacdes alérgicas
(AKDIS, et al., 2004; JUTEL, et al., 2003). As Treg também suprimem a inflamacdao alérgica
atraveés da acédo direta nos mastocitos, basofilos e eosinofilos (GRI et al., 2008; NONAKA et
al., 2008) e exercem um efeito direto nas células B, suprimindo a producao de IgE alérgeno

especifica e induzindo 19G4 (MEILER et al., 2008).

Atualmente, novas subpopulacées de Th tém sido caracterizadas com importantes
papeis na resposta imune. As células Th17 exercem protecdo contra patdgenos extracelulares
e participa na inflamacéo tecidual (BETTELLI et al.,, 2006; SCHMIDT-WEBER; AKDIS;
AKDIS, 2007) e também tem sido relacionadas na patogénese de doencgas autoimunes
(HARRINGTON et al., 2005). A diferenciacdo das células Thl7 é induzida por IL-6, IL-21,
IL-23 e TGF- B (AKDIS; AKDIS, 2009) e elas sdo caracterizadas pela alta capacidade em
produzir 1L-17. Na alergia, a IL-17 participa no influxo de granulocitos em modelo de
inflamacdo das vias aéreas (HELLINGS et al., 2003; SERGEJEVA et al., 2005). Alguns
estudos demonstram que a IL-17 E (IL-25), um membro da familia IL-17, possui um
importante papel na asma alérgica. A administragdo de I1L-25 nos pulmdes de camundongos
resultou em eosinofilia, aumento de IgE e IgG1 séricas, elevou a expressao tecidual de IL-4,
IL-5, e IL-13, além de hipertrofia das células epiteliais e secrecdo exacerbada de muco.

(HURST et al., 2002; DONG, 2008).

Mais recentemente tem sido caracterizada uma populagdo distinta de células Th
efetoras, Th9, envolvidas na inflamag&o tecidual (AKDIS; AKDIS, 2009). Esta populacao é
caracterizada pela secrecdo de IL-9 e IL-10 e diferenciam-se apds estimulo de IL-4 e TGF-p.
Inicialmente foi identificada como uma subpopulacdo de células Th2 devido a produgdo em
grandes quantidades de IL-9. Atualmente, é notéria a participagdo de células Th9 como

principal colaborador no desenvolvimento e na progressdo de alergias, especialmente a asma.
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(XING; WU; NI, 2011). Outro perfil que esta sendo estudado recentemente é o de células
Th22 caracterizado pela producdo de IL-22. Essa citocina possui tanto propriedades pro-
inflamatdrias quanto protetoras, mas seus efeitos ndo estdo completamente entendidos.
Recentemente, a IL-22 foi demonstrada em regular negativamente a resposta alérgica devido
ao aumento de eosinofilos apos a neutralizacdo desta citocina. No entanto, o recrutamento de
neutrofilos nao foi afetado pela neutralizagdo de IL-22 (SCHNYDER; LIMA; SCHNYDER-

CANDRIAN, 2010).

1.5 Fisiopatologia da reacéo alérgica

O primeiro contato do alérgeno com o sistema imune ocorre pela barreira do tecido
epitelial. Na maioria das vezes ocorre 0 auxilio por parte dos neutréfilos, macréfagos e IgA
secretora na neutralizacdo e eliminacdo do alérgeno presente na mucosa. Os componentes
alergénicos remanescentes sao capturados pelas células dendriticas imaturas ou pelas células
B, designadas de células apresentadoras de antigenos (FOKKENS, 1999). Nos individuos
normais, a presenca destes componentes induz tolerancia imunoldgica, caracterizada pela
auséncia de reatividade. J& naqueles que apresentam predisposicdo genética para desenvolver
alergia, este evento pode resultar na polarizacdo dos linfocitos T para o perfil Th2. Nesse
contexto, estudo realizado por Weidinger e colaboradores (2008) demonstrou que 0s
polimorfismos do gene RAD50, podem afetar a expressdo da cadeia alfa do receptor de alta

afinidade de IgE (FCER1A).

Nos individuos alérgicos, mastdcitos e basofilos expressam receptor de alta afinidade
para o fragmento cristalizavel das moléculas de IgE (FceRl). Sabe-se que outros tipos

celulares como mondcitos (MAURER et al., 1994), células dendriticas circulantes (MAURER
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et al., 1996), células de Langerhans (WANG et al., 1992) e eosinofilos (GOUNNI et al., 1994)

também expressam receptor FceRI.

A ligagcdo de um antigeno a moléculas de IgE da superficie de mastocitos/basofilos
gera despolarizagdo da membrana celular, influxo de Ca™ extracelular e posterior liberagéo
de Ca™ intracelular, culminando com a ativacdo de enzimas como miosina quinase e a
fosfolipase A2, além da queda dos niveis intracelulares de AMP ciclico (KINET, 1999;

TURNER; KINET, 1999; KALESNIKOFF; GALLI, 2008).

A exocitose de histamina e outros mediadores pré-formados promovem aumento da
permeabilidade vascular, vasodilatacdo, edema e contracdo de musculos lisos, fenémenos
esses responsaveis pelas manifestacdes das reagdes de hipersensibilidade do tipo | ou imediata
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008), ocorrendo nos primeiros 30 minutos apds a
exposicdo alergénica. Nas doze horas que se sucedem, ocorre uma progressiva infiltragdo
tecidual de células inflamatdrias, como neutréfilos, eosindfilos e células mononucleares em

resposta a mediadores quimicos (TERR, 1997a).

Nos mastdcitos, o resultado da ativacdo é a producdo de mediadores lipidicos, como
prostaglandinas D2 (PGD;) ou leucotrienos (LTC,4, LTD4 € LTB,) e a producdo de granulos
secretores (SAMPSON, 2000; MARSHALL, 2004; KALESNIKOFF; GALLI, 2008). Os
principais mediadores da resposta de fase tardia na hipersensibilidade imediata sdo as
citocinas do tipo Th2 (IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13), os quimiotaticos celulares e as moléculas de

adesdo (GALLI; LANTZ, 1999).

A intensidade da resposta imune a alérgenos é decisiva no desenvolvimento de uma
condicdo alérgica sabidamente mediada por IgE, ou de uma condigéo saudavel. Outras classes
de anticorpos tém sido analisadas frente a esta variacdo de resposta, como IgA e as subclasses

de IgG (BATARD et al., 1993; BATARD et al., 2006; JACKOLA et al., 2002). Esta classe de
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imunoglobulina apresenta subclasses (IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4) estabelecidas e nomeadas de
acordo com a cronologia do descobrimento, sendo elas produto da duplicacdo do gene da
imunoglobulina G segundo Flanagan e Rabbitts (1982), sendo a IgG1l a mais abundante

(>50%) comparada as outras subclasses (AALBERSE et al., 2009).

Em individuos saudaveis, a resposta de células B a alérgenos provenientes de acaros
da poeira domiciliar varia entre auséncia de resposta, ou producdo predominantemente de
anticorpos 1gG alérgeno-especificos, 1gG1l ou IgG4, na presenca ou auséncia de baixas
concentragdes de IgE, ja em individuos alérgicos além da deteccédo de altos niveis de IgE pode
ser também detectados niveis de IgG, sendo que os niveis de 1gG1 s@o similares aos de
individuos saudaveis, diferente de 1gG4 (AKDIS, 2006; KENEMY et al., 1989). Aalberse e
colaboradores (2009) ressalta que a presenca de anticorpos da subclasse IgG1 é acentuada em
respostas antimicrobianas geralmente regidas pelo perfil Thl, o que tem sido também
demonstrado para a producédo de anticorpos 1gG1 a antigenos associados a respostas alérgicas
suscitada por um milieu Thl, em especial IFNy. Altas doses de alérgenos podem favorecer a
inducdo de uma resposta do tipo Thl, e alguns estudos com aeroalérgenos sugerem que a
exposicdo ao alérgeno pode favorecer tolerancia imunoldgica (SECRIST; DEKRUYFF;
UMETSU, 1995; PERZANOWSKI et al., 2002). Dentre as fungdes desempenhadas pela
subclasse 1gG1 esta a potencialidade de agir como bloqueadora via competicdo direta por
compartilharem a mesma especificidade a epitopos ligantes de IgE (DEVEY; WILSON;

WHEELER, 1976; BOLUDA; CUADRA,; BERRENS, 1996).

1.6 Acaros da poeira domiciliar

A poeira domiciliar consiste de particulas em suspensdo de fontes organicas e

inorganicas. Segundo Seltzer (1994), a poeira doméstica € uma mistura de fibras vegetais,
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fibras de carpetes, particulas de moveis estofados, areia, terra, pecas do vestuario, escamacao
humana, restos alimentares, residuos quimicos e produtos de varios microrganismos

(bactérias, virus e fungos) e macrorganismos (animais domésticos, insetos e aracnideos).

Ao contrario do que se acredita, os acaros de uma forma geral, ndo sdo tdo proximos
filogeneticamente dos insetos, e diferem muito na sua morfologia e fisiologia. Estes
microrganismos geralmente medem entre 0,1 e 0,6 mm, e ndo sdo visiveis a olho nu. Suas
formas adultas possuem corpos ovais, de cor creme a um branco translicido, possuem 4 pares
de pernas e séo dioicos. O periodo para se completar o ciclo de desenvolvimento do acaro €
incerto, em torno de 2 a 6 semanas. Estima-se que cada fémea produza de 40 a 100 ovos

durante os seus 2 a 5 meses de sobrevida (MILIAN; DIAZ, 2004).

Bogdanov, em 1864, descreveu dois exemplares de &caros, de ambos 0S Sexos,
isolados de peles curtidas, aos quais denominou Dermatophagoides, nomeando assim o
género. Apds essa primeira descricdo, Trouessart, em 1897, descreveu a espécie
Dermatophagoides pteronyssinus, consagrando assim a denominacdo final da espécie, que
significa, em grego, “comedor de pele sem asas” (BAGGIO; AMBROZIO; ANTILA, 1989),

mais tarde a descri¢do da espécie Dermatophagoides farinae foi feita por Hughes em 1964.

Varios estudos realizados em diversas partes do mundo tém comprovado a hipétese da
exposicdo alergénica a acaros como fator decisivo para a sensibilizagdo de individuos
susceptiveis (SPORIK et al., 1990; ARRUDA et al., 1991; TUNNICLIFFE et al., 1999).
Alérgenos derivados de acaros da poeira domiciliar tém sido reconhecidos como uma
importante causa na inducdo da sintese de IgE e Dermatophagoides spp. (familia
Pyroglyphidae) constituem a fauna predominante na poeira domiciliar do mundo todo.
Segundo Platts-Mills; De Weck (1989), os acaros Dermatophagoides spp. se alimentam

principalmente de descamacdes da pele humana e de animais domésticos, sendo que em suas
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fezes estdo presentes 0s seus principais componentes capazes de induzir uma resposta imune e

causar alergia em individuos susceptiveis e que geralmente sdo proteinas ou glicoproteinas.

1.7 Alérgenos

As alergias sdo causadas por reagdes imunoldgicas a alérgenos, que sdo substancias
capazes de desencadear respostas IgE especificas que, em alguns individuos, sdo
suficientemente fortes para serem associadas com evidéncia clinica de respostas de
hipersensibilidade imediata (PLATTS-MILLS; SOLOMON, 1993; CROMWELL, 1997).
Muitos alérgenos, por si s6 sdo fortes imundgenos, apresentando pesos moleculares acima de
10 kDa. Outros, porém, de pesos moleculares entre 1 e 6 kDa podem ou ndo ser imundgenos
e, 0s abaixo de 1kDa geralmente ndo sdo imunogénicos. Essas moléculas de baixo peso
molecular sdo denominadas haptenos e, quando ligadas a moléculas maiores, chamadas
carreadoras, passam a desempenhar papel imunogénico (BENJAMINI; LESKOWITZ, 1998).
Frequentemente, alérgenos séo proteinas (geralmente glicoproteinas) ou haptenos que podem
ligar-se a proteinas (CROMWELL, 1997). O mais importante, contudo, é a substancia ser
reconhecida como estranha. O sistema imune normalmente discrimina entre proprio e nao
proprio, tanto que somente moléculas estranhas ao organismo sdo imunogénicas (PARSLOW,
1997), sendo que qualquer substancia capaz de induzir uma resposta imune e causar alergia é

um alérgeno em potencial (TERR, 1997a).

Apesar de antigenos alimentares, drogas, insetos e contactantes (o latex, por exemplo)
estarem, as vezes, envolvidos em algumas doencas atdpicas e de hipersensibilidade tipo I, os
aeroalérgenos sdo os mais frequentes agentes etioldgicos da atopia (SMITH et al., 1998).
Aeroalérgenos, alérgenos transportados pelo ar, frequentemente estdo associados a particulas

(gréos de polen, fezes de &caros, secrecdes animais), e sdo comumente subdivididos em
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domiciliares (por exemplo, aqueles derivados de acaros da poeira domiciliar, de baratas e de
animais de companhia) e ndo domiciliares (como aqueles derivados de gréos de polen). Sdo
proteinas, relativamente pequenas, altamente sol(veis em meio aquoso, 0 que permitem se
dispersarem no muco e outros fluidos corporais (GALLI; LANTZ, 1999; CROMWELL,

1997).

A nomenclatura atual dos alérgenos foi desenvolvida através de duas interacdes, uma
de 1986 e outra de 1994, desde entdo ela permaneceu inalterada (MARSH et al., 1986; KING
et al., 1994). O nome do alérgeno ndo é em italico, tem um espaco apos cada um dos dois
primeiros elementos, e usa numeros arabicos por exemplo: Derp 1, Betv 1, Feld1e Amb a
1. Além disso, a nomenclatura pode ainda envolver diferentes formas moleculares de um

mesmo alérgeno: isoalérgenos e isoformas (ou variantes).

Isoalérgenos sdo multiplas formas moleculares de um mesmo alérgeno que partilham
uma extensa reatividade cruzada IgE. Eles sdo definidos na nomenclatura como alérgenos de
uma Unica espécie se possuirem identidade de 67% ou maior da sequéncia de aminoacidos. O
melhor exemplo € o alérgeno de pélen de bétula, Bet v 1, que tem mais de 40 seqliéncias
representando 31 isoalérgenos, com 73- 98% de identidade da sequéncia (CHAPMAN, 2003).

Os isoalérgenos Bet v 1 sdo distinguidos por nimeros adicionais: Bet v 1.01 a Bet v 1.31.

Diferentemente, isoforma é um termo referente a variantes polimorficas de um mesmo
alérgeno, que normalmente apresentam mais de 90% identidade da seqiiéncia. As isoformas
sdo distinguidas na nomenclatura por 2 nameros adicionais. As 42 isoformas de Bet v 1 sdo
listadas como Bet v 1,0101 a Bet v 1,0142. Estudos recentes tém mostrado que alérgenos de
acaro mostraram um grande nimero de isoformas: 23 para Der p 1 (Der p 1,0101 a Der p
1,0123) e 13 para Der p 2, (SMITH et al., 2001). Estes polimorfismos podem afetar as

respostas de células T ou alterar os sitios de ligagdo do anticorpo e devem ser levados em
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consideracdo nas formulacbes para a imunoterapia alérgénica (PIBOONPOCANUN et al.,

2006).

1.8 Dermatophagoides farinae e seus principais alérgenos

A classificacdo taxonémica de D. farinae, segundo Arlian; Platts-Mills (2001) e o site
de taxonomia vinculado ao portal UniProt (TAXONOMY, 2011), pode ser resumida como

ilustrada no figura 2.

O acaro D. farinae tem sido reconhecido como importante fonte de alérgenos em todo
0 mundo, exercendo um relevante papel nas doencas alérgicas, particularmente asma e rinite
alérgica, em individuos geneticamente predispostos (DUFF; PLATTS-MILLS, 1992). No
Brasil, varios estudos realizados em nossa regido tém demonstrado que o D. farinae é 0 acaro
mais prevalente na poeira domiciliar (SIMPLICIO et al., 2007; SOPELETE et al., 2000). O
crescimento e a proliferacdo do &caro sdo dependentes de diversas condicGes, principalmente
da temperatura e umidade, 0s quais parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu

desenvolvimento (DUFF; PLATTS-MILLS, 1992).

Filo Sub-filo Classe Sub-Classe Ordem Familia Género Espécie
Scorpiones Echimyopodidae Blomia Blomia tropicalis
Araneae Glycyphagidae
Acaridae Dermatophagoides evansi
Arachnida |Acari Astigmata Dermatophagoides microceras
Pyroglyphidae Dermatophagoides Dermatophagoides farinae
Dermatophagoides pteronyssinus
Merostomata Endeostigmata Dermatophagoides siboney
Chelicerata Oribatida
Pycnogonida

ArthroEOda

Mandibulata

Figura 2. Classificacdo taxondmica do acaro Dermatophagoides farinae. Adaptado de: Taxonomy, 2011.
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Alguns alérgenos possuem fatores essenciais para sua alergenicidade. Estudos
anteriores tém mostrado que alérgenos com atividade enzimatica sensibilizam a superficie da
mucosa facilitando o seu proprio reconhecimento (BUFE, 1998). Os alérgenos possuem
diferentes estruturas e sdo classificadas em diferentes familias de proteinas de acordo com as
suas funcdes biologicas, sugerindo que exista pouca ou nenhuma caracteristica estrutural
comum ou propriedade intrinseca entre os alérgenos tornando-os alergénicos (CHAPMAN et
al., 2000). Entretanto parece existir uma importante conexao entre a funcdo bioldgica,
integridade estrutural e capacidade de ligacdo a IgE para um alérgeno em especial manter sua
alergenicidade (BUFE, 1998). Para alguns alérgenos tem sido demonstrado que a ligacédo
efetiva a IgE depende da integridade da sua estrutura tridimensional. Por exemplo, a
dissolucdo das pontes dissulfeto de Der f 2 pela mutacdo de dois residuos de aminoacido
resultou na completa perda da atividade ligante de IgE (TAKAI et al., 1997). Outros fatores
ndo podem ser deixados de lado como participantes da sensibilizacdo na reagéo alérgica frente
a um alérgeno, como predisposi¢do genética ou defeitos na regulacdo das respostas de IgE de

um individuo, infeccdes virais e 0 grau de exposi¢do (BUFE, 1998; ROBINSON et al., 1997).

Os alérgenos desta espécie, bem como das demais espécies de acaros sdo divididos em
grupos, de acordo com a composi¢do bioquimica, homologia e massa molecular, nomeados de
acordo com a ordem de descoberta. Até o momento, foram oficialmente descritos 19
alérgenos de D. farinae, segundo o Subcomité de Nomenclatura de Alérgenos da Unido
Internacional das Sociedades de Imunologia (ALLERGEN NOMENCLATURE, 2011), portal
Allergome (ALLERGOME, 2011) sendo que algumas de suas principais caracteristicas

bioquimicas bem como o reconhecimento por IgE estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades moleculares e reatividade a IgE dos alérgenos de D. farinae.

Grupo Funcdo molecular MW (kDa)l Isoalérgenos e variantes’ Reconhecimer;to
SDS-PAGE por IgE (%)
Derfl Cisteina protease 27 Der f1.0101 - 1.0110 87
Der f2 Familia das NPC2 15 Der £2.0101 - 2.0117 94
Der f3 Tripsina 29 Der £3.0101 16
Der f5 Desconhecida 15* Der £5.0101 ND
Der f6 Quimiotripsina 25 Der f6.0101 41
Der f7 Desconhecida 30-31 Der f7.0101 46
Der f8 Glutationa-S-transferase 25* Der £8.0101 ND
Der 9 Serina protease 26* Der £9.0101 ND
Der f10 Tropomiosina 37 Der £10.0101 - 10.0102 81
Der f11 Paramiosina 98 Der £11.0101 79
Der f13 Proteina ligante de acidos graxos 16* Der £13.0101 ND
Der f14 Apolipoforina 177 Der f14.0101 84
Der f15 98,000 quitinase 98-109 Der £15.0101 70
Der f16 Gelsolina 53 Der £16.0101 47
Der f17 Proteina ligante de Ca*™* 53 Der f17.0101 35
Der 18 Quitinase 60 Der £18.0101 54
Der 20 Arginina quinase 40* Der £20.0101 ND
Der f21 Desconhecida 16* Der 21.0101 ND
Der f22 Desconhecida 17* Der £22.0101 10

Fonte: Thomas e colaboradores (2002); Allergen nomenclature (2011); Allergome (2011); ‘MW
calculado do SDS-PAGE do alérgeno natural; “Calculado pela sequéncia de aminoacidos;
?|soalérgenos descritos até 0 momento; *Frequéncia de reconhecimento por IgE de humanos; ND
ndo determinado.

Dessa forma, a utilizacdo de ensaios de imunoprotedmica podem ser ferramentas Uteis
para a identificacio de novos alérgenos e suas possiveis isoformas derivados de
Dermatophagoides farinae. Devido a importante associacdo entre a presenca de anticorpos
IgE e o diagnostico etioldgico da doenca alérgica e de anticorpos bloqueadores das
subclassses 1gG1 e 1gG4 e a reposta a imunoterapia, a analise da reatividade diferencial desses

anticorpos aos componentes proteicos provenientes de acaros da poeira domiciliar observada
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entre pacientes atdpicos podem ser importantes para o desenvolvimento de um diagnostico

mais preciso bem como auxiliar no monitoramento da imunoterapia especifica com alérgenos.
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X Avaliar a reatividade do extrato de Dermatophagoides farinae aos anticorpos IgE,

IgG1 e IgG4 de pacientes atopicos e individuos ndo atopicos;

X Detectar os componentes de Dermatophagoides farinae reconhecidos pelos anticorpos

IgE, 1gG1 e IgG4 do soro de pacientes atdpicos e individuos ndo atopicos;

X Avaliar o diferencial de reatividade dos anticorpos IgE, 1gG1 e IgG4 aos componentes
de D. farinae com potencial aplicabilidade no diagnostico de alergias e monitoramento de

imunoterapia alérgeno-especifica.
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Material e Métodos

3.1 Pacientes e individuos controles

Foram selecionados 60 pacientes adultos com rinite alérgica associada ou ndo com
asma persistente, leve a moderada, que foram atendidos no Ambulatério de Alergia Clinica da
Universidade Federal de Uberlandia, e consistiram no grupo atopico. O diagnostico de rinite
alérgica foi estabelecido segundo normas internacionais (BOUSQUET et al., 2008) e o de
asma seguiu o protocolo executivo GINA (BATEMAN et al., 2008). Os pacientes foram
selecionados com base na historia de sintomas respiratorios relacionados a exposicdo aos
acaros da poeira doméstica, exame clinico e teste cutaneo de punctura (TCP) positivo ao
extrato total de D. farinae (Df).

Como grupo controle, 30 individuos adultos saudaveis, sem sintomas ou historia
clinica de doengas alérgicas respiratorias e com TCP negativo a um painel de alérgenos
inalaveis padronizados, foram selecionados entre alunos e professores da Universidade
Federal de Uberlandia, e consistiram no grupo ndo atdpico. As caracteristicas demogréaficas e
clinicas dos individuos incluidos no estudo séo apresentadas na Tabela 2.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicio (Anexo 1). O
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) bem com uma breve ficha de
identificacdo e um questionario clinico elaborado segundo ISAAC (1998), com algumas

modificacdes (Anexo 3) foram obtidos de todos os participantes.

3.2 Teste cuténeo de punctura

A hipersensibilidade imediata foi avaliada pelo TCP de acordo com as normas
recomendadas pela European Academy of Allergology and Clinical Immunology (EAACI)
(MALLING, 1993). Para a realizacdo do teste, foram utilizados extratos alergénicos

comerciais (FDA Allergenic Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) de acaros (D. pteronyssinus, D.
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farinae e B. tropicalis), epitélio de cdo (Canis familiaris), epitélio de gato (Felis domesticus),
baratas (Blattella germanica e Periplaneta americana) e fungo (Alternaria alternata). O
controle positivo da reacdo consistiu de solucdo de histamina (10 mg/mL) e o controle
negativo foi realizado com o diluente da preparacdo alergénica tamponado com glicerol a

50%.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demograficas dos
pacientes participantes no estudo.

. Grupos
Caracteristicas - - "
Atopicos  Nao atopicos

Numero de individuos 60 30
Género

Masculino 19 4

Feminino 41 26
Idade

Mediana (faixa) 24.5 (18-53) 21.5(18-47)
Positivos TCP (%)

Df 100 0

Dp 98.3

Bt 71.7
Papula (mediana,mm)

Df 8.0 0

Dp 8.0

Bt 5.0
Diagnostico (n)

R 46 0

A+R 14 0

TCP, teste cutdneo de punctura; Dp, Dermatophagoides pteronyssinus;
Df, Dermatophagoides farinae; Bt, Blomia tropicalis; A, asma; R, rinite.

As puncturas foram realizadas na face interna do antebrago sobre microgotas (~30 pL)
de cada extrato alergénico, com auxilio de lancetas apropriadas (ALK-Abelld, Horsholm,
Dinamarca), mantendo-se uma distancia de 3 cm entre os extratos. A leitura do teste foi
realizada apos 15 minutos, medindo-se o tamanho médio da papula em mm, calculado a partir
do maior didmetro e o seu correspondente perpendicular. O critério de positividade para o

TCP foi um tamanho médio de papula superior a 3,0 mm, subtraindo o valor da média obtida

para o controle negativo.
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3.3 Coleta de sangue

Foram coletadas amostras de sangue (20 mL) de cada individuo na mesma ocasido da
realizacdo dos testes cutaneos de punctura, utilizando-se tubos de coleta a vacuo de 5 mL e
agulhas 21G1 (Vacutainer® - Becton Dickson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, EUA)
para puncao venosa na regido do antebrago. As amostras de sangue foram centrifugadas a 700
g por 10 minutos e os soros obtidos foram armazenados a -20°C em aliquotas até a realizacdo

dos testes soroldgicos.

3.4 Obtencdo do extrato antigénico

A extracdo de antigenos de D. farinae foi realizada de acordo com o método adotado
por Pereira e colaboradores (2005). Inicialmente, 200 g de material do &caro em meio de
cultura (gentilmente cedido pelo Prof. Federico Montealegre, Laboratorio de Imunoquimica,
Escola de Medicina de Ponce, Porto Rico, EUA) foram peneirados (Peneiras Granutest,
ABNT 35, TYLER 32, Telastem, S&o Paulo, Brasil) para separar o material de cultura dos
corpos e fezes dos acaros. Dez gramas do material acaroldgico constituido de corpos e fezes
foram diluidos em 50 mL de solucdo salina tamponada com borato (BBS) 5 mM, pH 8,0,
contendo os seguintes inibidores de proteases: fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, ICN
Biomedicals Inc., Aurora, EUA) 1 mM, benzamidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)
1 mM, aprotinina (Sigma) a 2 mM e leupeptina (Sigma) 1 uM. Apos cridlise com nitrogénio
liquido, o material foi macerado exaustivamente com gral e pistilo para o rompimento do
exoesqueleto do &caro. A solucdo foi entdo transferida para tubos cénicos de 50 mL e
submetidos a agitacdo orbital lenta, por 18 horas a 4°C.

O material foi centrifugado a 3.000 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante

novamente centrifugado a 30.000 g por 45 minutos a 4°C. O sobrenadante final foi filtrado
Leandro Hideki Ynoue

42



Material e Métodos

em sistema Amicon (W.R. Grace & Co., Bervely, EUA), utilizando membrana porosa com
limite de exclusdo de 10 kDa (YM-10, Whatman International, Maidstane, Inglaterra), em
solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS) 10 mM, pH 7,2. O material soltvel retido pela
membrana porosa foi dividido em aliquotas de 1 mL e estocado em microtubos de

polipropileno a -80°C para posterior utilizacdo nos demais procedimentos.

3.5 Dosagem protéica

A concentragdo proteica do extrato de D. farinae foi determinada de acordo com o
método proposto por Lowry e colaboradores (1951). A curva de calibracdo foi realizada com
soroalbumina bovina (BSA, Sigma) em dilui¢cGes duplas seriadas de 500 a 15,6 pg/mL. Os
valores da densidade Optica (D.O.) a 650 nm das amostras analisadas foram obtidos e
comparados a curva de calibracdo, utilizando o programa Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, EUA), para o célculo da concentragdo proteica das amostras. A

concentragdo protéica do extrato de D. farinae foi de 3500 pg/mL.

3.6 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos séricos IgE, 1gG4 e 1gG1
anti-D. farinae

A mensuracdo de anticorpos séricos IgE, 1gG4 e IgG1 especificos a D. farinae foi
realizada pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA), segundo Pereira e colaboradores (2005),
com modificacdes. Placas de microtitulacdo de alta afinidade (Costar, Corning Laboratories
Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4°C com o extrato total Df (20
Hg/poco). As placas foram lavadas com PBS+Tween 20 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com

PBS-T contendo soroalbumina bovina (BSA) 1% por 1 hora a temperatura ambiente. Nas

etapas subsequentes, foi utilizado PBS-T-BSA 1% como diluente e as placas foram lavadas
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com PBS-T ap0s cada etapa da reacdo. As amostras de soros foram diluidas 1:5 (IgE e 1gG4)
ou 1:20 (IgG1), adicionadas em duplicata e incubadas por 2 horas a 37°C.

Subsequentemente, as placas foram incubadas com o0s anticorpos secundarios
biotinilados consistindo de anti-IgE humana (1:1000; Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA), anti-lgG4 humana (1:2000, Sigma) ou anti-lgG1 humana (1:4000,
Sigma) por 1 hora a 37°C. Na etapa final, o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) foi
adicionado na diluicdo de 1:500 (IgE), 1:1000 (IgG4) e 1:2000 (IgG1) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi revelada por meio da adi¢do de 2,2'-diazino do &cido etil-
benzotiazolino sulfénico (ABTS; Sigma) a 0,01 M em tampéo citrato-fosfato 0,07 M, pH 4,2
contendo 0,03% agua oxigenada.

A densidade optica (D.O.) foi determinada a 405 nm em leitor de ELISA (Titertek
Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA). Dois soros controles positivos e
trés soros controles negativos foram incluidos em cada placa para o controle de qualidade da
reacdo e calculo do indice de reatividade ELISA. Os resultados foram expressos em indice

ELISA (IE) de acordo com a seguinte férmula:

DO

IE =
DO controle + 36

onde, DO = média da densidade Optica da amostra testada; DO controle = media das
densidades opticas de soros controles negativos; & = desvio-padrédo das densidades Opticas
das amostras de soros controles negativas.

Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos para excluir valores limitrofes de

reatividade préximos a IE = 1.0.
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3.7 Eletroforese e immunoblot unidimensionais (1-D)

3.7.1 Eletroforese 1-D em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

As proteinas do extrato de D. farinae foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida em gradiente de concentracdo (9-17%) na presenca de dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE), sob condigbes desnaturantes (LAEMMLI, 1970). Primeiramente, foram
preparados 0s géis de separagdo a 9% e a 17% separadamente, ambos compostos por solucéo
de Tris-HCI 0,373 M (pH 8,8), SDS a 0,1%, acrilamida-bis na propor¢do 30:0,8, N,N,N,N,-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) a 0,125%, persulfato de aménia (APS) a 0,125%, glicerol
(2 e 10% para os géis de 9 e 17%, respectivamente) e azul de bromofenol (0,2%) que foi
adicionado apenas no gel a 17%, e entdo diluidos em agua deionizada de acordo com as
concentracdes do gel. O gel de empilhamento a 3% foi preparado utilizando solugéo de Tris-
HCI 0,122 M (pH 6,8), SDS 0,1%, acrilamida-bis a 30:1,6, TEMED a 0,125% e APS a
0,125% e azul de bromofenol (0,2%). Todos reagentes utilizados na preparacdo dos géis
foram obtidos da Bio-Rad Laboratories. O processo de polimerizacdo teve um tempo médio
de 2 horas para o gel de separagéo e 1 hora para o gel de empilhamento.

Previamente a aplicacdo das amostras nos geis, os extratos foram diluidos em tampéo
de amostra contendo Tris-HCI 0,1 M (pH 6,8), SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2% e
glicerol 20%. As amostras foram entdo aquecidas a 95°C em banho seco (Termobath ALB64,
Finemould Precision Ind., Seul, Coréia do Sul) por 5 minutos para desnaturacdo proteica
completa. Foi entdo aplicado em cada pocgo do gel 20 ug de proteina total em volume de 20
uL quando o gel foi corado, ou 400 ug de proteina total em volume de 250 uL em poco Unico

para posterior eletrotransferéncia para membrana de nitrocelulose. Para o célculo das massas
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moleculares relativas das bandas referentes a amostra, foi utilizado em paralelo um marcador
de peso molecular (BenchMarkTM Protein Ladder, Invitrogen, Carlsbad, USA).

A eletroforese foi realizada no sistema Mini-vertical Gel Electrophoresis Unit SE 260
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckingshamshire, Inglaterra) sob corrente
constante de 20 mA por aproximadamente 1 hora e 30 min. O tampdo de corrida (pH 8,3) foi
composto por glicina (Sigma) a 0,19 M, Tris-base a 0,025 M, SDS (Sigma) 0,1%.

O gel foi entdo corado com solucdo Blue silver como anteriormente descrito
(CANDIANO et al., 2004), sob agitacdo lenta e constante a temperatura ambiente e com
reposicdo do corante até a visualizacdo das bandas polipeptidicas. Apos a visualizacdo das
bandas, o corante foi descartado e o gel foi lavado com &agua destilada para posterior

digitalizacéo e analise de imagens.

3.8 Immunoblot 1-D

Para identificar os componentes do extrato Df reconhecidos por anticorpos IgE, 1gG4
ou IgG1, 30 amostras de soros selecionadas de pacientes atopicos com altos valores de IE
para IgE (IE > 5,0) e 15 amostras de soros de cada grupo atopico e ndo atépico com IE > 2,0
para 1gG4 e IgG1l foram analisadas no immunoblot 1-D como descrito anteriormente
(PEREIRA, et al., 2005).

Os componentes polipeptidicos de Df separados em SDS-PAGE gradiente 9-17%
foram transferidos para membranas de nitrocelulose (0.45 pum; Bio-Rad Laboratories) como
anteriormente descrito (TOWBIN, STSEHELIN, GORDON, 1979), utilizando um sistema de
transferéncia semiumido (Multiphor Il Electrophoresis Unit, Pharmacia LKB, Uppsala,
Suécia), utilizando tampéao de transferéncia constituido por glicina 0,04 M, Tris 0,05 M, SDS

a 0,04% e metanol a 20% sob corrente de 0,8 mA por cm? de gel durante 2 h.. A eficiéncia da
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transferéncia foi visualizada pela coloracdo da membrana com Ponceau S a 0,5% diluido em
acido tricloroacético (TCA) 0,25%.

Apols secagem a temperatura ambiente, a membrana foi cortada em tiras de
aproximadamente 3 mm de largura que foram acondicionadas nas canaletas das placas de
immunoblot (Bio-Rad Laboratories) e bloqueadas com 800 puL de PBS-T contendo leite
desnatado em po6 (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) a 5% (PBS-T-M) por 2 horas a
temperatura ambiente. Ap6s o blogueio, as membranas foram lavadas com PBS-T e incubadas
com amostras de soros diluidas 1:5 (IgE ou 1gG4) e 1:20 (IgG1l) em PBS-T-M 1% por 18
horas a temperatura ambiente. Ap0s nova lavagem o0s anticorpos secundarios biotinilados
anti-lge humana (1:500; Kirkegaard), anti-lgG4 humana (1:2000; Sigma) ou anti-lgG1l
humana (1:4000; Sigma) foram adicionados e incubados por 2 horas a temperatura ambiente,
seguido pela adicdo de estreptavidina peroxidase (Sigma) diluida 1:500, 1:1000 ou 1:2000
(IgE, 1gG4 or 1gG1, respectivamente) por 1 hora a temperatura ambiente.

Os componentes que reagiram aos respectivos anticorpos foram visualizados pela
adicdo de 3,3’-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB, Sigma) diluido em 10 mL de
solucdo salina tamponada com Tris (TBS) 20 mM (pH 7,2) e 0,03% H,0, até o aparecimento
das bandas. A reacdo foi interrompida com a adicdo de agua destilada para posterior

digitalizaco e analise de imagens.

3.9 Eletroforese e immunoblot bidimensionais (2-D)

Para eletroforese e immunoblot 2-D, todos os procedimentos foram realizados
utilizando o sistema Mini Protean Cell (Bio-Rad Laboratories) e todos os reagentes foram

adquiridos da referida empresa e utilizados de acordo com as recomendagdes do fabricante.
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3.10 Focalizacéo isoelétrica e SDS-PAGE 2-D

Amostras do extrato Df (300 pg) foram dialisadas em &gua destilada e as proteinas
foram precipitadas com TCA a 50% como descrito anteriormente (DAMERVAL et al., 1985).
Os precipitados foram solubilizados e desnaturados em 40 pL de solucdo de lise (8 M ureia,
2% Triton X-100, 40 mM Tris, 65 mM ditiotreitol - DTT), e incubados sob agitacdo a
temperatura ambiente por 1 hora antes de serem centrifugados (10.000 g, 30 minutos, 23°C).
Os sobrenadantes foram misturados com o tampéo de reidratacdo (8 M uréia, 2% Triton X-
100, 0,0025% azul de bromofenol, 65 mM DTT, and 0.2% anfdlitos) por 1 hora a temperatura
ambiente e novamente centrifugados (13.000 g, 30 minutos, 23°C) para remover particulas
insolaveis.

As amostras foram entdo submetidas a focalizacdo isoelétrica (IEF) em tiras de
gradiente de pH imobilizado de 7 cm (ReadyStrip™ IPG Strip pH 4-7), com reidratacdo
passiva por 4 horas e reidratagdo ativa por 12 horas a 50 V em temperatura ambiente. Para
prevenir desidratacdo, as tiras foram cobertas com 2 mL de 6leo mineral. A IEF foi realizada
a 20°C e os seguintes parametros para a focalizacdo foram aplicados: 50 pAftira, rapido
aumento de voltagem por 1 hora de 50 a 1000 V, voltagem linear de 4000 V e finalmente
méaxima voltagem de 16.000 V por 24 horas. Apoés a IEF, as tiras foram tratadas com tampéo
de equilibrio (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M ureia, 30% glicerol, 2% SDS, 0,001% azul de
bromofenol, 130 mM DTT) por 10 minutos a temperatura ambiente. As tiras foram lavadas
em tampdo Tris-glicina (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS), e cada tira foi aplicada em
um gel gradiente 9-17% (SDS-PAGE) e selado com solucéo de agarose 1%. As proteinas de
peso molecular padrdo (BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder, Invitrogen) foram
aplicadas em paralelo com a tira focalizada. A eletroforese foi realizada e os géis foram

corados com solugéo Blue silver (CANDIANO et al., 2004).
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3.11 Immunoblot 2-D

Neste ensaio, 5 amostras de soros positivos para IgE de pacientes atdpicos, 3 amostras
de soros positivos para IgG1 de cada grupo atopico e ndo atopico e 3 amostras de soros
positivos para 1gG4 ide cada grupo atdpico e ndo-atdpico foram selecionadas com base no
perfil de sororeatividade para cada isotipo de anticorpo (IgE, 1gG4 e IgG1l) apresentado no
immunoblot 1-D, de modo a obter uma ampla heterogeneidade de reatividade.

Os polipeptideos presentes no gel de eletroforese 2-D foram eletrotransferidos para
membranas de nitrocelulose como acima descrito e a imunodetecgéo de anticorpos IgE, 19G4
e 1gG1 especificos a D. farinae foi realizada seguindo o protocolo descrito para immunoblot

1-D.

3.12 Anélise de imagens

Os géis corados e immunoblots 1-D foram digitalizados e analisados com o programa
ImageQuant 300 versdo 1.0 (GE Healthcare, Amersham Pharmacia Biotech., Uppsala,
Suécia) de acordo com a curva do padrdo de peso molecular para determinar a mobilidade
relativa (Rg) e a massa molecular aparente das bandas (Mr).

Os géis corados e immunoblots 2-D foram digitalizados e analisados com o programa
ImageMaster 7 2-D Platinum 7.0 versdo 5.0 (GE Healthcare) para estimar a massa molecular
experimental (Mr) e o ponto isoelétrico (pl) de cada spot proteico. Foram realizadas triplicatas
bioldgicas de cada gel e um gel médio foi obtido apos analise de pareamento (matching) dos
spots proteicos com o0s trés géis correspondentes. Os spots proteicos detectados em pelo
menos 2 dos géis analisados foram considerados no gel médio. Os spots antigénicos dos

immunoblots 2-D foram comparados entre 0s grupos atopico e nao atopico, analisando spots
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exclusivos ou compartilnados entre os diferentes isotipos de anticorpos. Para 0s spots
antigénicos dos immunoblots 2-D foi feita uma busca no banco de dados
UniProtKB/TrEMBL, com base nos valores de Mr e pl experimentais, para obter relacdo com

proteinas ou alérgenos hipotéticos ja descritos.

3.13 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As diferencas nos niveis de anticorpos
especificos entre 0s grupos atdpico e ndo atépico foram analisadas pelo teste de Mann-
Whitney. As diferencas na frequéncia das bandas entre os grupos atopico e ndo atopico foram
analisadas pelo teste exato de Fisher. As correlacbes entre os niveis de 1gG1l e 1gG4 nos
grupos atopico e ndo atopico foram analisadas pelo coeficiente de correlacdo de Spearman

(Rs). Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3.14 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos, desde a coleta até 0 manuseio de materiais biologicos e dos
reagentes, bem como a utilizacdo de equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca (CHAVES-BORGES; MINEO, 1997).
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4.1 Niveis de anticorpos IgE, 1gG4 e IgGL1 especificos a D. farinae

As andlises de anticorpos IgE, 1gG4 e 1gG1 especificos a D. farinae realizadas por
ELISA no soro de individuos atépicos e ndo atdpicos estdo apresentadas na Figura 3. Os
niveis de IgE ao extrato Df bem como a soropositividade foram maiores nos atdpicos
(mediana IE = 5,5; 100%) em comparacdo aos ndo atopicos (mediana IE = 0,9; 0%) (p <
0,0001). Da mesma forma, os niveis de IgG4 anti-Df e a soropositividade foram maiores nos
atopicos comparados aos nao atopicos (mediana IE = 5,1; 93% vs mediana IE = 2,0; 57%; p
<0,01), mas a resposta IgG1l especifica a Df ndo foi significantemente deferente entre 0s

grupos (mediana IE = 2,2; 73% vs mediana IE = 2,7; 73%).
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Figura 3. Niveis de IgE, IgG4 e 1gG1 a Dermatophagoides farinae (Df) expressos em indice ELISA (IE) no
soro de pacientes atdpicos (n = 60) e individuos nao atopicos (n = 30). A linha tracejada indica o limiar de
positividade (IE > 1,2) e as barras horizontais indicam a mediana. Os valores de mediana e as porcentagens de
positividade também estdo indicados. ***p < 0,0001 e **p < 0,05 como determinado pelo teste de Mann-
Whitney.

Quando os niveis dos isotipos de anticorpos foram correlacionados dentro de cada

grupo, nao houve correlacdo entre os niveis de IgE e 1gG4 no grupo atdpico, porém quase
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todos os pacientes atopicos foram IgE*/IgG4™ (93%) (Fig. 4A). No entanto, foi encontrada
uma baixa correlacdo positiva entre IgE e 19G1 (r = 0,2557; p = 0,04) (Fig. 4B) bem como
entre IgG1 e IgG4 (r = 0,2736; p = 0,03) (Fig. 4 C), ambas em pacientes atopicos. No grupo
ndo atopico, nenhuma correlacdo foi encontrada entre os niveis de IgG1 e 1gG4 (Fig. 4D). Por
outro lado, houve uma predominancia na positividade unica para IgGl nos ndo atépicos
(33%) (Fig. 4D) em relacdo aos atopicos (6%) (Fig. 4C) (p < 0,01). Embora a positividade
Unica para 1gG4 tenha sido maior nos atépicos do que nos ndo atdpicos (25% vs 17%), esta

diferenca ndo foi estatisticamente significante (p = 0,43).

4.2 Perfil eletroforético e de immunoblot 1-D de D. farinae

O extrato foi separado em SDS-PAGE gradiente 9-17% e corado com Blue silver,
mostrando ampla faixa de bandas variando entre 14 e 165 kDa (Fig. 5A). As bandas mais
proeminentes migraram em 14, 24, 29, 46 e 101 kDa seguido por bandas menos acentuadas,
como 16, 35, 52, 76 e 165 kDa (Fig. 5A). Um painel representativo da sororeatividade de IgE,
IgG4 e IgGl em pacientes atopicos, bem como da sororeatividade de IgG4 e 1gG1l nos

individuos ndo atdpicos esta ilustrada na Figura 5B.

As frequéncias dos componentes do extrato Df reconhecidos por anticorpos IgE, 1gG4
e 1gG1 estdo demonstradas na Figura 6. Bandas reativas aos componentes alergénicos de Df
com > 50% de reconhecimento pelos soros foram consideradas imunodominantes, aquelas
apresentando reconhecimento entre 25-50% foram consideradas bandas intermediarias e

aquelas com reconhecimento < 25% foram consideradas bandas ndo imunodominantes.
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Figura 4. Correlagdo e associagdo entre os niveis de IgE, 1gG4 e IgG1 especificos a Dermatophagoides farinae
(DF) nos pacientes atépicos (A, B e C) e individuos ndo atopicos (D). A porcentagem de positivos duplos,
negativos duplos e positivos Unicos para os isotipos de anticorpos correlacionados estdo indicadas no canto
correspondente. Os coeficientes de correlagdo de Spearman (Rs) e valores de p estdo também indicados.

A reatividade de IgE no grupo atépico (Fig. 6A) foi encontrada para as bandas

imunodominantes de 14 kDa (97%), 101 kDa (60%), e 76 kDa (53%), além das bandas

intermedidrias de 16, 53 ¢ 58 kDa (43%), 24 ¢ 107 kDa (40%) e > 165 kDa (27%). Os

controles dos experimentos para o immunoblot com soros de individuos ndo atopicos ndo

mostraram quaisquer bandas reconhecidas por IgE (dados ndo mostrados).
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A.1-D SDS-PAGE B. 1-D IMMUNOBLOT
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Figura 5. Eletroforese e immunoblot uni-dimensionais (1-D) do extrato de Dermatophagoides farinae (Df). (A)
MW, marcadores de peso molecular em kiloDaltons (kDa) a esquerda; o extrato total de Df foi separado por
SDS-PAGE gradiente 9-17% e corado por Blue silver. As bandas principais com suas massas moleculares
relativas (Mr) em kDa estdo indicadas a direita. (B) Immunoblot 1-D representativo de extrato de Df mostrando
reatividade de IgE no soro de pacientes atopicos e reatividade de IgG4 e 1gG1 no soro de pacientes atopicos e
individuos ndo atépicos.

A reatividade de 1gG4 mostrou um amplo perfil no grupo atopico comparado a um
perfil mais restrito de reatividade a bandas <30 kDa no grupo ndo atépico (Fig. 6B). A
reatividade de IgG4 foi maior em atopicos do que nos ndo atopicos somente para a banda
imunodominante de 16 kDa (73% vs 40%). Além disso, foi observada reatividade de 1gG4
somente nos atopicos a algumas bandas ndo imunodominantes e as bandas intermediarias de
>165 kDa (47%). Em contraste, a reatividade de IgG4 foi maior em nédo atopicos do que nos
atopicos para duas bandas imunodominantes, 29 kDa (67% vs 20%; p = 0,02) e 14 kDa (53%
vs 20%), e uma banda intermediaria de 101 kDa que mostrou a mesma frequéncia entre 0s

grupos (33%).
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Figura 6. Frequéncias (%) dos componentes reconhecidos por anticorpos IgE(A), 1gG4(B) e 1gG1(C)
especificos ao extrato de Dermatophagoides farinae (Df) em amostras de soros de pacientes atopicos e
individuos ndo atopicos por immunoblot 1-D. Um total de 30, 15 e 15 amostras de soros foram testadas para IgE,
1gG4 e IgG1, respectivamente, no grupo atopico. Um total de 15 amostras de soros foram testadas para cada
ensaio de 1gG4 e IgG1 no grupo ndo atdpico. As linhas tracejadas indicam 50% e 25% de reconhecimento. * “p
< 0,05 como determinado pelo teste exato de Fisher.

Leandro Hideki Ynoue

56



Resultados 57

O perfil de reatividade de IgG1l aos componentes de Df mostrou um padrdo de
reconhecimento exclusivamente a bandas acima de 30 kDa tanto em atopicos quanto em néo
atopicos (Fig. 6C). A reatividade de IgG1l foi maior em atopicos do que em ndo atdpicos
somente para a banda imunodominante de 107 kDa (53% vs 27%), enquanto as bandas de 53
kDa (67%), 58 kDa (40%) e 35 kDa (20%) foram reativas apenas para IgG1 no grupo atopico.
Entretanto, a reatividade de 1gG1 foi maior em ndo atdpicos do que atopicos para as bandas
imunodominantes de 76 kDa (87% vs 47%; p = 0,05), 101 kDa (100% vs 67%; p = 0,04) ¢ >

165 kDa (73% vs 47%), aléem da banda intermediaria de 37 kDa (47% vs 27%).

4.3 Perfil eletroforético e de immunoblot 2-D de D. farinae

O perfil eletroforético 2-D do extrato de Df mostrou uma resolugdo de 119 spots
proteicos como determinado pelo programa ImageMaster™ 2-D Platinum 7.0, em uma faixa

de separacdo de Mr variando de 10 a 220 kDa e pl de 4 a 7 (Fig. 7).
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Figura 7. Perfil eletroforético 2-D do extrato de D. farinae. O gel 2-D foi corado por Blue silver e os spots
protéicos (indicados por nimeros) foram analisados de acordo com o ponto isoelétrico (pl) e a massa molecular
relativa (Mr) usando o programa ImageMaster™ 2-D Platinum 7.0.
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Para facilitar a analise imunoprotedbmica e identificar os spots antigénicos com
reatividade diferencial entre os isotipos de anticorpos nos grupos atopico e nao atopico, 0s
spots reativos foram distribuidos arbitrariamente em duas grandes areas de acordo com um
valor limiar de Mr como segue: (I) Mr <37 kDa e (I11) Mr >37 kDa. Os spots foram entéo
relacionados aos alérgenos hipotéticos conhecidos com base no banco de dados

UniProtKB/TrEMBL (Tabelas 3 e 4).

Um amplo perfil de spots foi reconhecido pelos trés isotipos de anticorpos no grupo
atopico, com Mr variando entre 10 e 217 kDa e pl de 4,8 a 6,9 (Fig. 8). Immunoblots
representativos para cada isotipo de anticorpo estdo ilustrados na figura 8A. Foi observado
que 14 spots foram reconhecidos apenas por IgE e, de forma interessante, todos estes spots
migraram abaixo de 37 kDa (&rea I) (Fig. 8B). Dentre eles, os spots 6 e 10 foram relacionados
ao alérgeno hipotético Der f 2; o spot 11 ao Der f 21; os spots 23 e 29 ao Der f 8; 0 spot 26 ao
Der f 9; 0 spot 32 a glutationa transferase; os spots 41, 43, 45 e 49 ao Der f 6; e alguns spots
(1,16 e 53) ndo puderam ser relacionados a alérgenos j& descritos como demonstrado pelo
diagrama de Venn (Fig. 9) e Tabela 3. Da mesma forma, 11 spots foram reconhecidos por
ambos 0s anticorpos IgE e IgG4, mas ndo por IgGl no grupo atépico, e migraram
exclusivamente abaixo de 37 kDa na area | (Fig. 8B). Dentre eles, o spot 2 foi relacionado a
proteina hipotética NADH desidrogenase; o spot 4 ao Der f 2; o spot 46 ao Der f 6; e dois
conjuntos de spots (17/18/20 e 30/31/37/39/40) ndo puderam ser relacionados aos alérgenos
hipotéticos conhecidos (Fig. 9, Tabela 3). Diferentemente, 19 spots foram reconhecidos por
ambos os anticorpos IgE e 1gG1, mas ndo por IgG4, e migraram acima de 37 kDa na area Il
(Fig. 8B). Foram identificados dois conjuntos de spots (64-68/70/71/73/75 e 98-106) € um
spot isolado (113). Todos eles ndo puderam ser relacionados aos alérgenos hipotéticos

conhecidos (Fig. 9, Tabela 4).
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Tabela 3. Lista das proteinas hipotéticas de Dermatophagoides farinae
reconhecidas por anticorpos IgE, 1gG4 e 1gG1 de pacientes atopicos e individuos
ndo atopicos apos analise imunoprotedbmica (area | do gel 2-D).

Spo#t Mre £ Atépicos Néo atépicos Alérgeno hipotético® Provavel funcdo
ID”  (Da) IgE 1gG4 1gGl  1gG4  IgGl molecular
1 10680 5,76 X ? ?
2 10765 649 X X X NAszbu?ﬁZ':(;;’iefase ?
4 15283 6,82 X X X Der f 2 familia das NPC2
6 15913 6,61 X Der f 2 familia das NPC2
10 16830 6,48 X Der f 2 familia das NPC2
11 17093 481 X Der f 21 ?
16 18941 597 X ? ?
17 19000 646 x X ? ?
18 19447 6,60 X X ? ?
20 21217 6,40 X X ? ?
23 26088 6,28 X Der f 8 glutationa transferase
26 26445 596 X Der f9 serina endopeptidase
29 26625 6,18 Xx Der f 8 glutationa transferase
_ 30 26715 511 X X ? ?
8 31 26989 504 x ? ?
= 32 26080 647 glutationa transferase transferase
classe delta
37 29577 5,02 X X ? ?
39 29779 4,92 X X ? ?
40 29982 486 X ? ?
41 30806 5,88 X Der f 6 cisteina endopeptidase
43 30911 5,63 X Der f 6 cisteina endopeptidase
44 31227 6,85 X X X X ? ?
45 31654 6,05 X Der f 6 serina endopeptidase
46 31869 6,60 X X X Der f 6 serina endopeptidase
49 32857 6,11 X Der f 6 serina endopeptidase
50 33194 6,84 X X ? ?
52 36132 5,18 x Der f 10 tropomiosina
53 36378 6,85 X 2 )

54 36750 5,01 X X X Der f 10 tropomiosina

Spot ID correspondentes aos spots mapeados na Fig.8B.
£ Dados experimentais calculados pelo programa ImageMaster 2D Platinum 7.

Alérgenos hipotéticos encontrados no banco de dados http://ca.expasy.org/tools/tagident.html
UniProtKB/TrEMBL.
M, Massa molecular relativa em kiloDaltons (kDa); pl (ponto isoelétrico); ? Indefinido.
Reatividade a diferentes isotipos de anticorpos é representada por marcas coloridas (x), com as colunas de
reatividade para IgE, 1gG4 e 1gG1 nos atdpicos correspondendo aos spots indicados por nimeros coloridos na
Fig. 8B, e as colunas de reatividade para 1gG4 e IgG1 nos ndo at6picos correspondendo aos spots indicados
por nimeros coloridos na Fig. 10B.
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Tabela 4. Lista das proteinas hipotéticas de Dermatophagoides farinae reconhecidas por
anticorpos IgE, 1gG4 e 1gG1 de pacientes atopicos e individuos ndo atdpicos apds analise
imunoprotedmica 2-D (area Il do gel 2-D).

Spo#t |v|r£ oIt Atopicos Nao atopicos Alérgeno hipotético’ Provavel fungéo
ID* (Da) IgE IgG4 IgG1 IgG4 IgG1 molecular
55 38022 5,96 X X X X Derf1 cisteina endopeptidase
56 38230 6,03 Xx X X X Derf1 cisteina endopeptidase
57 39073 5,85 X X X X Derf1 cisteina endopeptidase
58 39073 6,55 X X X X X Der f 20 arginina quinase
59 39286 6,32 X X X X X Der f 20 arginina quinase
60 39501 6,37 X X X X X Der f 20 arginina quinase
61 39717 6,62 X X X X X Der f 20 arginina quinase
62 39934 572 X X X X Derf1 cisteina endopeptidase
64 40372 539 X X " 2
65 40592 530 x X ? ?
66 41037 5,23 X X ? ?
67 42866 5,04 X X ? ?
68 43101 4,97 x X ? ?
70 48065 5,14 x X ? ?
71 48065 5,22 x X ? ?
S oaa L L x ko aseednn o
2
<< 73 48592 5,08 x X ? ?
Mo 63 L X X et i
75 49393 529 X X ? ?
BOSED 62 . L XX g (inon
WS s L L xx e N seones
79 55990 5,52 x X X X Citocromo ¢ oxidase citocromo c oxidase

(subunidade 1)

80 57224 580 X X X X Cltocromg ¢ oxidase citocromo c oxidase
(subunidade 1)

81 57537 6,11 x X X X CltocromQ ¢ oxidase citocromo c oxidase
(subunidade 1)

82 58167 5,98 X X X X CIIOCI’0m9 ¢ oxidase citocromo c oxidase
(subunidade 1)

83 58485 5,70 X X X X Cltocromg ¢ oxidase citocromo c oxidase
(subunidade 1)

85 59774 5,59 Citocromo c oxidase citocromo c oxidase
' X X X X (subunidade 1)
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Tabela 4. Continuacéo...

Spot
ID*

Mr
(Da)*

£
|

Atopicos

Né&o atdpicos

IgE

19G4

1gG1

19G4

1gG1

Alérgeno hipotético®

Provavel funcéo
molecular

90
91
93
96
98
99
100
101
102
103
104
105
106
108

109
110
111

113
114
115
116
117
118
119

Area ll

66297
66297
68875
76391
88552
89235
90617
92021
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Spot ID correspondentes aos spots mapeados na Fig.8B.
£ Dados experimentais calculados pelo programa ImageMaster 2D Platinum 7.

S Alérgenos hipotéticos encontrados no banco de dados http://ca.expasy.org/tools/tagident.html
UniProtKB/TrEMBL.

M, Massa molecular relativa em kiloDaltons (kDa); pl (ponto isoelétrico); ? Indefinido.

Reatividade a diferentes isotipos de anticorpos é representada por marcas coloridas (x), com as colunas de
reatividade para IgE, 1gG4 e IgG1 nos atépicos correspondendo aos spots indicados por nimeros coloridos
na Fig. 8B, e as colunas de reatividade para 1gG4 e IgG1l nos ndo atépicos correspondendo aos spots

indicados por nimeros coloridos na Fig. 10B.
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A reatividade concomitante para IgE, IgG4 e IgGl nos pacientes atopicos foi
observada em 28 spots, dos quais somente dois pares de spots (52/54 e 44/50) foram
detectados na area | (Fig. 8B). O primeiro par foi relacionado ao Der f 10 e o ultimo par néo
pode ser relacionado a nenhum alérgeno hipotético conhecido (Fig. 9, Tabela 3). Os demais
spots reconhecidos pelos trés isotipos de anticorpos foram encontrados na area Il (Fig. 8B).
Dentre eles, spots 55-57 e 62 foram relacionados ao Der f 1; spots 58-61 ao Der f 20; spots
79-83 e 85 ao citocromo c¢ oxidase; spots 87, 90, 91, e 93 ao Der f 15; e alguns spots (96, 111,

114-116, e 118) ndo puderam ser relacionados a nenhum alérgeno hipotético conhecido (Fig.

9, Tabela 4).
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Figura 8. Perfis de immunoblot 2-D do extrato de D. farinae para a reatividade de IgE, 1gG4 e IgG1 no soro de
pacientes atopicos (A) com um blot representativo para cada isotipo de anticorpo. (B) Gel 2-D corado por Blue
silver mostrando spots proteicos que foram reativos a IgE, 1gG4 e/ou IgG1 apds matching com o immunoblot 2-
D correspondente. As areas retangulares foram arbitrariamente tragcadas para auxiliar na comparacgéo dos spots
reativos em immunoblots, de acordo com os valores de Mr como segue: (1) <37 kDa e (Il) >37 kDa. Os spots
indicados por nimeros coloridos representam alvos que foram reconhecidos somente por IgE (vermelho), IgE e
1gG4 (azul), IgE e 1gG1 (verde), e IgE, 1gG4, e IgG1 (preto). Spots indicados por (*) representam reatividade a
19G4 e/ou 1gG1, mas ndo a IgE.
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- IgE e 1gG4
AtOpICOS Alérgeno hipotético (n2 spot)
Derf 2 (4)
IgE Derf 6 (46)
Alérgeno hipotético (ne spot) NADH desidrogenase (2)

N&o descritos (17, 18, 20, 30, 31, 37, 39, 40)

Derf 2 (6,10)

Derf 6 (41,43, 45, 49)
Derf 9 (26)

Derf 21 (11)

Derf8 (23,29)
Glutationa transferase (32)
Nao descritos (1, 16, 53)

lgG4 e 1gG1
Alérgeno hipotético (n2 spot)

NADH-ubiquinona oxidoredutase (72,
74,76, 77)
HMW - alto peso molecular (108-110)

IgE e 1gG1

Alérgeno hipotético (ne spot) IgE, 19G4 e 1gG1

Alérgeno hipotético (n® spot)

Néo descritos (64-68, 70, 71, 73, 75, 98-106, 113 )
Derf 1(55-57,62)

Derf 10 (52, 54)

Derf 15(87, 90, 91, 93)

Der f 20 (58-61)

Citocromo ¢ oxidase (79-83, 85)

Néo descritos (44, 50, 96,111, 114-116, 118)

1gG1
Alérgeno hipotético (n° spot)

N&o descritos (117, 119)

Figura 9. Diagrama de Venn mostrando o ndmero de spots antigénicos exclusivos e compartilhados entre os
isotipos de anticorpos (IgE, 1gG1 e 1gG4) especificos a D. farinae que foram reconhecidos por anticorpos de
individuos atépicos em immunoblot 2D. Os spots foram relacionados com alérgenos hipotéticos ja descritos no
banco de dados UniProtKB/TrEMBL.

Além disso, 7 spots foram reativos a ambos 1gG4 e 1gG1, mas ndo para IgE no grupo
atopico e foram encontrados somente na area Il (Fig. 8B). Dentre eles, os spots 72, 74, 76 e 77
foram relacionados a proteina hipotética NADH-ubiquinona oxidoredutase e os spots 108-110
foram relacionados aos alérgenos de alto peso molecular (HMW). Por outro lado, foram
detectados 2 spots (117 e 119) reativos somente para IgG1 que ndo puderam ser relacionados
a nenhum alérgeno hipotético conhecido (Fig. 9, Tabela 4). E vale ressaltar a auséncia de

spots reativos exclusivos para 1gG4 no grupo de pacientes atépicos.

No grupo dos ndo atdpicos, spots reconhecidos por 1gG4 e/ou IgGl foram
predominantemente detectados na area Il (>37 kDa) com Mr entre 11 e 174 kDa e pl de 5,1 a

6,9 (Fig. 10). Immunoblots representativos para cada isotipo de anticorpo estdo ilustrados na
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figura 10A. Foi observado que 13 spots foram reconhecidos somente por 1gG4 e migraram em
ambas as areas | e Il. Na area I, trés spots isolados (2, 4 e 46) foram relacionados a proteina
hipotética NADH desidrogenase, Der f 2 e Der f 6, respectivamente, e um par de spots (44/50)
ndo pode ser relacionado a nenhum alérgeno hipotético conhecido (Fig. 11, Tabela 3). Na area
I, um conjunto de spots (79-83/85) foi relacionado ao citocromo c oxidase e dois spots
isolados (96 e 113) ndo puderam ser relacionados a nenhum alérgeno hipotético conhecido

(Fig. 11, Tabela 4).
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Figura 10. Perfis de immunoblot 2-D do extrato de D. farinae para a reatividade de 1gG4 e 1gG1 no soro de
individuos ndo atdpicos (A), com um blot representativo para cada isotipo de anticorpo. (B) Gel 2-D corado por
Blue silver mostrando spots proteicos que foram reativos a 1gG4 e/ou IgG1 ap6s matching com o immunoblot 2-
D correspondente. As areas retangulares foram arbitrariamente tracadas para auxiliar na comparacdo dos spots
reativos em immunoblots, de acordo com os valores de Mr como segue: (1) <37 kDa e (Il) >37 kDa. Os spots
indicados por nimeros coloridos representam alvos que foram reconhecidos somente por IgG4 (azul), somente
IgG1 (verde) e ambos 1gG4 e 1gG1 (preto).

Por outro lado, 7 spots foram reativos somente para IgGl e foram encontrados
exclusivamente na area Il, com dois conjuntos de spots (55-57/62 e 108-110) que foram

relacionados ao alérgeno hipotético Der f 1 e aos alérgenos de alto peso molecular (HMW),
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respectivamente (Fig. 11 e Tabela 4). Da mesma forma, 25 spots foram reconhecidos por
ambos os anticorpos 1gGl e IgG4 e foram detectados somente na area Il, com varios
conjuntos de spots relacionados a Der f 20 (58-61), NADH-ubiquinona oxidoredutase
(72/74/76/77), Der f 15 (87/90/91/93), e outros que ndo puderam ser relacionados a nenhum

alérgeno hipotético conhecido (98-106, 111, 114-116) (Tabela 4).

Nao atopicos lgG1
lgG4 Alérgeno hipotético (nt spot)

Alérgeno hipotético (nt spot)

Der f 1 (55-57,62)
HMW - Alérgenos de alto peso (108-110)

NADH desidrogenase (2)
Derf2 (4)

Der f 6 (46)

Citocromo ¢ oxidase (79-83, 85)
Nao descritos (44, 50, 96,113)

lgG4d e lgG1
Alérgeno hipotético (n® spot)

Der f 20 (58-61)

NADH-ubiquinona oxidoredutase (72, 74, 76, 77)
Der f 15 (87, 90, 91, 93)

Nao descritos (98-106, 111, 114-116)

Figura 11. Diagrama de Venn mostrando o nimero de spots antigénicos exclusivos e compartilhados entre os
isotipos de anticorpos (IgG4 e I1gG1) especificos a D. farinae que foram reconhecidos por anticorpos de
individuos ndo atépicos em immunoblot 2D. Os spots foram relacionados com alérgenos hipotéticos ja descritos
no banco de dados UniProtKB/TrEMBL.
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Discussdo

Os extratos brutos de acaro sdo considerados uma mistura diversa de diferentes
proteinas e outras macromoléculas derivadas do corpo das formas adultas, ninfas, bolotas
fecais, ovos e também do meio de cultura em que foram cultivados. A reatividade de IgE a
alérgenos de acaros tem sido extensivamente estudados e caracterizados, uma vez que as
proteinas reconhecidas por IgE sdo particularmente importantes para identificar o perfil de
sororeatividade em pacientes atopicos e para caracterizar moléculas candidatas Uteis para o
diagnostico de alergia e para 0 monitoramento da imunoterapia especifica com alérgenos
(THOMAS et al., 2002). Por outro lado, as proteinas reconhecidas por 1gG1l e 1gG4 estéo
especialmente ligadas a estudos de imunoterapia devido ao papel bloqueador desses
anticorpos da subclasse 1gG (HALES et al., 2006; JAMES et al., 2011). Entretanto, a
identificacdo dessas proteinas tem sido pouco investigada tanto em pacientes atopicos quanto
em individuos ndo atépicos, uma vez que a maioria dos estudos tem mostrado um perfil de
sororeatividade das subclasses 1gG para os extratos totais de acaros. No presente estudo, foi
demonstrado um extenso repertorio de proteinas do extrato de D. farinae que foram
reconhecidas diferencialmente pelos anticorpos especificos IgE, 1gG1 e 1gG4 em paciente

atopicos e individuos ndo atdpicos com base em ensaios imunoprotedmicos.

Inicialmente, todas as amostras séricas foram selecionadas por ELISA para identificar
aquelas que eram positivas para cada classe e subclasse de anticorpo. Como esperado, todos
0s pacientes atOpicos mostraram reatividade de IgE a D. farinae engquanto que resultados de
IgE negativos foram visualizados no grupo ndo atopico. Quando analisando as subclasses de
IgG, altos niveis de 1gG4 predominaram nos pacientes atopicos, demonstrando alta
copositividade com IgE (93%), embora ndo tenha correlacionado significantemente. Estes
achados podem estar relacionados ao desenvolvimento da resposta alérgica, na qual a geragdo
de IgE é amplamente dependente de citocinas Th2 que coparticipam com as células Treg na

indugdo da producdo de 1gG4 pela sintese de IL-10 (NIRULA et al., 2011). Diferentemente, a

Leandro Hideki Ynoue

67



Discussdo

reatividade de 1gG1l foi similar entre o grupo atopico e ndo atdpico, mostrando alta
copositividade com IgE (78%) e IgG4 (67%) no grupo atopico, mas com uma baixa
correlacéo positiva. A presenca de IgG1 e 1gG4 no soro dos atopicos poderia explicar porque
alguns individuos possuem sintomas alérgicos leves enquanto outros apresentam sintomas
moderados ou graves da doenca. Ensaios de competicdo tém demonstrado que a forca de
ligacdo de IgG1 e 1gG4 é similar ou maior do que de IgE, dessa forma poderiam competir
com a IgE pelo sitio de ligagdo ao alérgeno (HALES et al., 2006). Assim, JAKOBSEN et al.,
(2005) tem demonstrado que pacientes com IgGl e IgG4 de alta afinidade apresentam
sintomas de menor intensidade quando comparado a pacientes com estes anticorpos de baixa

afinidade.

Nos individuos ndo atopicos, entretanto, a copositividade entre 1gG1l e 1gG4 foi
moderada (43%) sem se correlacionarem, embora tenha sido notavel que o positivo somente
para 1gG1 predominou nos ndo atopicos, enquanto que para IgG4 foi levemente maior nos
atopicos. Neste contexto, os componentes do extrato Df sdo capazes de provocar uma resposta
anticdrpica consideravel mesmo em individuos ndo atépicos, uma vez que a ignorancia
antigénica (resposta negativa para todos os trés anticorpos) foi encontrada em baixa
percentagem (7%) dentre os individuos ndo atépicos. Considerando que os individuos do
estudo estdo altamente expostos a D. farinae, verificado pela alta frequéncia deste acaro na
poeira das casas dessa regido (SOPELETE et al., 2000), é esperado que individuos ndo
atopicos produzam anticorpo IgG1 contra este acaro. Assim, individuos normais poderiam
reconhecer antigenos de &acaro pela ativacdo de células B estimuladas por células Thl

produtoras de IFN-y.

Para investigar os perfis de reatividade de anticorpos IgE, IgGl e IgG4 aos
componentes antigénicos de Df, o immunoblot 1-D foi realizado nas amostras selecionadas de

pacientes atopicos e individuos ndo atopicos. Apesar do amplo perfil encontrado para a
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reatividade de IgE, somente trés bandas mostraram frequéncias maiores que 50%, das quais a
banda de 14 kDa foi reconhecida pela IgE de 97% dos pacientes atopicos. Dentre os alérgenos
de Df, o alérgeno principal Der f 2 foi caracterizado como uma proteina de 129 residuos e
com um MW de 14 kDa e nenhum sitio de glicosilacdo (TRUDINGER; CHUA; THOMAS,
1991). Esses achados demonstram que a maioria dos pacientes atopicos produzem anticorpo
IgE predominantemente ao alérgeno Der f 2, corroborando com estudos prévios que mostram
frequéncias de reconhecimento ao grupo 2 por IgE em humanos acima de 80% (LIND, 1985;
YASUEDA et al., 1986; ABE; ISHII, 1987; HEYMANN et al., 1989). Outra banda
encontrada com frequéncia acima de 50% de reconhecimento de IgE, 101 kDa (60%), poderia
estar relacionada a quitinase ou a paramiosina, que sdo alérgenos de acaro de alto peso
molecular (HMW) com frequéncias entre 70 e 80% de reconhecimento de IgE humana
(MCCALL et al., 2001; THOMAS et al., 2002). A quitinase € relacionada ao alérgeno do
grupo 15, considerado um alérgeno principal de cdes e gatos sendo reconhecido em altas
frequéncias pela IgE, e altamente glicosilado, consistindo de aproximadamente 50% de
carboidratos. Este alérgeno corresponde a bandas de 98-105 kDa no immunoblot dos extratos
de acaro, mas quando considerada apenas cadeia polipeptidica, a mesma corresponde a 63
kDa. J& a paramiosina é uma proteina estrutural do musculo de invertebrados e foi descrita em
D. farinae como alérgeno do grupo 11 (98 kDa), mostrando alta frequéncia de
reconhecimento de IgE (80%) (TSAI et al., 1999). Dados similares foram encontrados
também em outros estudos antes de sua caracterizacdo, com altas frequéncias de IgE dirigida
contra a banda de aproximadamente 100 kDa (NAKANISHI; SHIMOKATA, 1990; LIN;
WANG; HSIEH, 1991), o qual poderia estar relacionados a paramiosina. Por outro lado, a
frequéncia de IgE que reconheceu a banda de 25 kDa, que poderia estar relacionado ao
alérgeno do grupo 1, foi menor que 50% no grupo atdpico, diferentemente de estudos prévios

que relataram altas frequéncias de IgE (80-100%) a este alérgeno (THOMAS et al., 2002).

Leandro Hideki Ynoue

69



Discussdo

Estes resultados indicam que a maioria dos pacientes desse estudo estdo sensibilizados aos
alérgenos do grupo 2, seguido pelo grupo 11 e 15. Porém, a sensibilizacdo ao outro alérgeno
principal, Der f 1, ndo deve ser descartada, pois a desnaturacdo pelo calor em solucao
contendo SDS pode interferir na reatividade a este alérgeno, como ja observado em outros

estudos (LOMBARDERO et al., 1990; LE MAO et al., 1998).

Analisando os componentes que foram reconhecidos por IgG4 e 1gG1, notou-se um
perfil de reatividade divergente entre ambos anticorpos, particularmente no grupo néo atopico,
com reconhecimento de 1gG4 predominantemente a bandas menores que 30 kDa e de IgG1l
exclusivamente a bandas maiores que 30 kDa. Nos pacientes atopicos o perfil de
reconhecimento de 1gG4 foi amplo como para IgE, com apenas uma banda >50%, 16 kDa
(73%) que poderia estar relacionada com isoformas do alérgeno do grupo 2.
Interessantemente, bandas de alto peso molecular (>165 kDa) mostraram aproximadamente
50% de reconhecimento de IgG4 somente no grupo atdpico, sugerindo um importante papel
de alérgenos de alto peso em estudo de imunoterapia. Estudo recente tem mostrado que o
alérgeno do grupo 14 é composto por proteinas homologas a apolipoforina com peso
molecular de 177-190 kDa, incluindo o alérgeno Mag 3 que foi encontrado apenas no extrato
de Df, mas ndo em D. pteronyssinus (ASMAN et al., 2010). Ao contrario, nos individuos ndo
atopicos, o reconhecimento de 1gG4 foi predominante para bandas menores que 30 kDa,
particularmente a banda de 29 kDa (67%) que poderia estar relacionada ao alérgeno do grupo
6 e a banda de 14 kDa (53%) relacionando-se com variantes do alérgeno do grupo 2
(THOMAS et al., 2002). Curiosamente, a reatividade de IgG1 mostrou uma predominancia a
bandas maiores que 30 kDa nos atopicos e particularmente a alérgenos de alto peso nos nédo
atépicos. No grupo atdpico, € notadvel uma reatividade de IgG1 exclusiva as bandas de 53 e 58
kDa que poderiam estar associadas com os alérgenos de grupo 16 (gelsolina) ou grupo 18

(quitinase) (THOMAS et al., 2002). Ja nos ndo atépicos, entretanto, os alérgenos de alto peso
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(76, 101 e >165 kDa) foram mais reconhecidos por IgG1, suportando o papel desses alérgenos
em promover uma resposta com anticorpos bloqueadores. Neste contexto, a 1gG1 poderia
estar competindo com a IgE pelos epitopos de alérgenos de alto peso engquanto que para
bandas <30 kDa esta competicdo possa estar ocorrendo entre IgE e IgG4. Este fato pode
também estar relacionado com uma menor quantidade e gravidade de sintomas que alguns
pacientes atopicos apresentam como ja mencionado anteriormente (JAKOBSEN et al., 2005).
Considerando que todos os individuos do estudo nunca foram submetidos a nenhum
tratamento imunoterapico, estes resultados reforcam a importancia da resposta individual e a
especificidade dos alérgenos que deveriam ser levados em consideracdo no tratamento das

alergias, como ja foram apontados em estudos prévios (TAKETOMI EA et al., 2006).

A identificacdo dos componentes do extrato Df reconhecidos por IgE, 1gG4 e IgG1foi
realizado por ensaios de imunoprotedmica usando amostras representativas de pacientes
atopicos e individuos ndo atopicos. Primeiro, uma alta resolucdo foi observada no perfil de
eletroforese 2-D, com um total de 119 spots proteicos distribuidos em uma ampla faixa de Mr
(10 a 220 kDa) e uma faixa estreita de pl (4,8 a 6,9). Um grande nimero de proteinas (67%)
foi reconhecido por pelo menos um dos trés anticorpos analisados no immunoblot 2-D.
Distintos perfis de reatividade foram observados para cada isotipo de anticorpo em ambos 0s
grupos e os spots antigénicos foram analisados baseados no perfil de reconhecimento de
anticorpos em cada grupo. Nos pacientes atdpicos, o conjunto mais interessante de spots
foram aqueles reconhecidos apenas por IgE, e curiosamente todos eles foram detectados
abaixo de 37 kDa. Esses spots foram relacionados aos alérgenos Der f 2, Der f 6, Der f 8, Der
f 9, Der f 21, glutationa transferase e outros que ndo puderam ser relacionados a nenhum
alérgeno hipotético conhecido. Da mesma forma, os spots reconhecidos por IgE e 1gG4, mas
ndo por IgGl foram encontrados somente na area |, com trés spots isolados sendo

relacionados a Der f 2, Der f 6 e NADH desidrogenase, apesar da maioria deles ndo terem
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sido relacionados com alérgenos hipoteticos. Embora os alérgenos Der f 2 e Der f 6 terem
sido reconhecidos tanto por IgE quanto por IgG4, aparentemente esses spots podem estar
representando isoformas de um mesmo alérgeno, com pequenas diferencas em seus valores de
Mr e pl. Esses achados corroboram com os resultados de immunoblot 1-D que ndo mostra
nenhuma reatividade de IgG1l a bandas menores que 30 kDa e indicam que esses alérgenos
exercem uma importante funcdo nas respostas alérgicas e estdo associadas com o perfil de
resposta Th2 com a producéo de IL-4 e a sintese de IgE bem como a participacdo de células
Treg induzindo IL-10 para sintese de 1gG4 como anticorpo bloqueador (JAKOBSEN et al.,
2005). Além disso, os spots reconhecidos somente por IgE poderiam ser candidatos para
caracterizacd@o por espectrometria de massas e para utilizagdo no diagnostico de sensibilizagdo

ao acaro e de doencas aléergicas.

Interessantemente, spots reconhecidos por IgE e 1gG1l, mas ndo por IgG4 foram
encontrados apenas na area Il e eles migraram como dois grandes aglomerados, 0s quais ndo
puderam ser relacionados com nenhum alérgeno hipotético. Outro perfil encontrado somente
na area Il foram aqueles spots reconhecido por 1gG1 e IgG4, mas ndo por IgE, e foram

relacionados com NADH-ubiquinona oxidoredutase e alérgenos HMW.

Finalmente, alguns que spots reagiram aos trés anticorpos foram predominantemente
observados na area Il, alguns deles foram relacionados com Der f 1, Der f 10, Der f 15, Der f
20 e citocromo ¢ oxidase. Portanto, esses spots predominantemente encontrados na area Il que
foram reconhecidos por IgE e/ou 1gG1/IgG4 de pacientes atdpicos sdo candidatos potenciais
para caracterizacdo por espectrometria de massas e Uteis nos procedimentos

imunoterapéuticos.

Comparando 0s grupos atopico e ndo atépico, foi interessante notar que 0s spots

reconhecidos somente por IgE no grupo atépico, como aqueles relacionados a Der f 2, Der f 6,
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Der f 8, Der f 9 e Der f 21, também ndo foram reconhecidos por 1gG1 nem IgG4 de
individuos ndo atdpicos, indicando que esses alérgenos ou suas isoformas sdo mais
importantes na sensibilizacdo de individuos geneticamente predispostos e representam fortes
candidatos para serem usados na confirmacao etioldgica do diagndstico de alergia. Embora,
alguns spots reconhecidos por IgE e 1gG4 do grupo atépico, particularmente Der f 2 e Der f 6,
também foram reconhecidos por 1gG4 do grupo néo atépico, reforcando a possivel ocorréncia
de isoformas. Nesse contexto, isoalérgenos de Der p 2 foram relatados com diferentes
alergenicidades, suportando a presenca de polimorfismos na sequéncia de aminoacidos que
podem influenciar o reconhecimento dos epitopos por IgE e bem como por células T de

pacientes alérgicos (SMITH et al., 2001; PARK et al., 2002).

Analisando a reatividade de IgGl, é digno de nota que esse anticorpo reconheceu
predominantemente spots >37 kDa em ambos os grupos. Um interessante perfil encontrado
foram daqueles spots reconhecidos somente por 1gG1 em individuos ndo atopicos, 0s quais
foram relacionados aos alérgenos Der f 1 e HMW. Contudo, quando comparando com o
grupo atépico, os alérgenos HMW ndo foram reconhecidos por IgE. Estes achados podem ser
Uteis para excluir esses alérgenos como candidatos para imunoterapia, uma vez que eles nao
foram reconhecidos por IgE. Isso também é valido para outros spots que foram reativos para
IgG1 e/ou 1gG4, mas ndo para IgE e que ndo foram relacionados com alérgenos hipotéticos.
Diferentemente, o alérgeno Der f 10 foi reconhecido pelos trés isotipos de anticorpos apenas
por pacientes atopicos, indicando que pode ser considerado importante na sensibilizacdo de
individuos predispostos uma vez que foi ignorado por individuos ndo atopicos. Por ultimo,
Der f 1 e outros spots reconhecidos por IgG1 de individuos ndo atépicos, como Der f 15 e Der
f 20 poderiam ser candidatos para caracterizagdo por espectrometria de massas e Uteis na em
procedimentos imunoterapicos. Dessa forma, podemos concluir que o conhecimento da

imunoreatividade dos antigenos derivados do acaro D. farinae pode ser util para o
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Discussdo

sorodiagnostico e abre oportunidades para o desenvolvimento de imunoterapia personalizada

para pacientes com doencas alérgicas.
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6 Conclusoes

4




+ Foi encontrado um grande numero de componentes de D. farinae reativos a IgE,
IgG1 e IgG4 por ensaios imunoprdteomicos em ambos 0s grupos, atopico e nao

atopico, e a maioria deles puderam ser relacionadas a alérgenos ja descritos.

s O perfil diferencial de anticorpos detectado serd importante para selecionar
moléculas candidatas para a confirmacéo do diagndéstico etiologico bem como no

monitoramento de imunoterapia alérgeno-especifica.

¢+ A caracterizacdo por espectrometria de massas deve ser realizada para confirmar os
alérgenos hipotéticos e identificar a possibilidade da existéncia de novos epitopos

imunodominantes reconhecidos pelos pacientes desse estudo.
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ANEXO 1

@ Universidade Federal de Uberiandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n° 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531

ANALISE FINAL N° 111/07 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O
PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU: 056/07

Projeto Pesquisa: “Andlise do perfil anticorpico e de citocinas especificos a
diferentes fracbes de acaros da poeira domiciliar e producdo de anticorpos
monoclonais”

Pesquisador Responsavel: Ermesto Akio Taketomi

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugao CNS 196/96, o CEP
manifesta-se pela aprovagao do projeto de pesquisa proposto.

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

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 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 aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério
e documentacgao pertinente ao projeto.

c- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/JUFU da-se em decorréncia do
atendimento a Resolugdao 196/96/CNS, ndo implicando na qualidade cientifica do
mesmo.

Data para entrega do Relatério parcial: janeiro/2009

Data para entrega do Relatério final: j ?irofztlﬁ { /f‘
13 de abril de 2007. HAA Y - Feres ,,,\/u Lo,
Profa. Dra. Sandm Terezmha de Fanas Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer A provado ou Aprovade com Recomendagtes)

= O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa. sem penaliza¢iio alguma e sem prejuizo ao sew cuidado (Res. CNS 196896 - Item IV.1f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado
(tem IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo
somente apos andlisc das razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.z),
aguardando scu parecer, exeelo quando perceber nisco ou dano ndio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido & um dos grupos da pesquisa (Ttem V.3) que
requeiram agio imediata.

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

* Eventuais modifica¢bes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara ¢ sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1
ou Il apresentados anteniormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a
mesma, junto com o parccer aprovatono do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item I11.2.¢). O prazo para entrega de relatono € de 120 dias apos o término da execugiio prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 19696 CNS.
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ANEXO 2

&

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Laboratorio de Imunologia
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Analise do perfil anticérpico e de citocinas
especificos a diferentes fragdes de &caros da poeira domiciliar e produgdo de anticorpos monoclonais” sob a
responsabilidade do pesquisador Dr. Ernesto Akio Taketomi.

Nesta pesquisa, nds estamos buscando entender o mecanismo de indugéo in vitro de citocinas e a
producdo de anticorpos monoclonais pelas diferentes espécies de &caros da poeira domiciliar. Para isso, vocé
serd submetido a realizagdo de teste alérgico a aeroalérgenos para triagem dos pacientes e individuos saudaveis
que participardo do estudo.

Seréa coletado 20mL de sangue para analise de anticorpos especificos aos aeroalérgenos. Se necessario,
vocé sera chamado posteriormente para coleta de mais 60mL de sangue para analise de citocinas especificas e
proliferacéo celular.

Durante esta pesquisa, 0 atendimento médico sera realizado no Ambulatério de Alergia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia e os exames de sangue serdo realizados no Laboratério de
Alergia e Imunologia Clinica da UFU, MG.

Em nenhum momento vocé serd identificado. Os resultados desta pesquisa serdo publicados e ainda
assim a sua identidade serd totalmente preservada.

Vocé ndo tera nenhum dnus e ganho financeiro por participar desta pesquisa.

Os riscos sdo minimos, mas podem ocasionar as préprias crises alérgicas. Caso isso acontega, Vocé sera
imediatamente examinado por médicos assistentes e receberd tratamento adequado. Dentre os beneficios estdo
inseridos a possivel descoberta, a longo prazo de uma terapia eficaz para o controle das alergias respiratorias.

Vocé é livre para abandonar sua participagdo da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Uma coépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé ou responsavel do
paciente.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com:

Dr. Ernesto A. Taketomi

Avenida Parg, 1720 Bloco 4C, Campus Umuarama
Universidade Federal de Uberlandia

Uberlandia, MG

Tel.: (034)3218-2195 / Telefax: (034) 3218-2333

Comité de Etica em Pesquisa/UFU
Tel.: (34) 3239-4531/4131

Uberlandia, MG / /

Assinatura do paciente
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Laboratdrio de Imunologia
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia - MG
Telefone: (34) 3218-2195 - Fax: (34) 3218-2333

Nome: Prontuario HC:

Data do questionario: / /

Idade: Data de nascimento: / /
Sexo: () masculino () feminino

Grau de escolaridade: () Ensino fundamental () Ensino Médio

() Ensino Superior e/ou p6s-graduacdo
Nivel sécio-econémico (renda familiar total):
() até 1 sal&rio minimo ( ) de 5 a 10 sal&rios minimos
() de1a2salarios minimos () mais de 10 salarios minimos
() de 2 a5 salarios minimos

Questionario 1 (Mddulo Asma)

1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?
()Sim ( ) Néo

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo nimero 7.

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

3) Nos dltimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?
Nenhuma crise ()
1 a 3 crises ()
4 a 12 crises ()
mais de 12 crises ()

4) Nos ultimos 12 (doze) meses, com que frequéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no
peito?

Nunca acordou com chiado
Menos de uma noite por semana
Uma ou mais noites por semana

—~
— N

5) Nos Ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse
dizer mais de 2 palavras entre cada respiracdo?
()Sim ( ) N&o

6) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ap6s exercicios fisicos?
()Sim () Néao
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7) Nos altimos 12 (doze) meses, Vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com infecgdo
respiratoria?
() Sim () Néo

8) Alguma vez na vida vocé teve asma?
() Sim () Nao

Questionario 2 (Mdédulo Rinite)

Todas as perguntas deste médulo s&o sobre problemas que ocorreram quando vocé néo estava
gripado ou resfriado.

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

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza (corrimento nasal)
ou obstrucdo nasal, quando néo estava gripado ou com resfriado?
() Sim ( ) Néo

3) Nos ultimos 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira
nos olhos?
( )Sim () Néao

4) Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema nasal ocorreu? (Por favor, marque em qual ou
guais meses isto ocorreu)

() Janeiro () Maio () Setembro
() Fevereiro (' ) Junho () Outubro
() Marco (' ) Julho () 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) Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( )Sim ( ) Néo
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