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Figura 11. Sequéncia de aminoacidos do alérgeno Blo t HEXM. A sequéncia do
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estdo destacadas em cinza. Residuos de aminoacidos conservados foram
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alinhamento.

Quadro 1. Listagem dos grupos de alérgenos de Blomia tropicalis de acordo com
a identidade bioquimica. 30
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RESUMO

Blomia tropicalis (Bt) € um acaro da poeira domiciliar comum em regides tropicais e
importante fonte de alérgenos para a indugao de doencas alérgicas respiratorias. Até
o momento, a maioria dos alérgenos de Bt identificados mostrou homologia de
seqliéncia com outros alérgenos de dcaros da poeira, como Dermatophagoides spp. O
objetivo deste estudo foi investigar os principais alérgenos com reatividade a
anticorpos IgE no soro de pacientes alérgicos.

Métodos: O extrato Bt foi submetido a eletroforese bidimensional (2D) e soros de
pacientes sensibilizados a dcaros com teste cutaneo positivo a Bt, foram selecionados
por ELISA para a presenca de anticorpos IgE especificos e utilizados em ensaios de
immunoblot uni- e bidimensional. Immunoblot de inibicdo 1D foi realizado para avaliar
a reatividade cruzada com Dermatophagoides spp. Spots visualizados no gel 2D que
apresentaram reatividade a IgE do soro de pacientes alérgicos foram excisados e
identificados por espectrometria de massa.

Resultados: Alérgenos de Bt com baixo (14-16 e 25 kDa) e alto peso molecular (54-134
kDa) apresentaram mais de 50% de reatividade a anticorpos IgE no soro de pacientes
alérgicos e foram considerados imunodominantes. Uma alta taxa de inibicdo
homéloga (> 80%) foi observada para todas as bandas imunodominantes. Quase
todos os componentes imunodominantes de alto peso molecular mostraram uma
taxa expressiva de inibicdo heteréloga. No entanto, a menor inibicdo heteréloga foi
encontrada para os compostos imunodominantes de baixo peso molecular (25 e 14
kDa). Mais de 50 spots foram identificados pelo gel 2D, dos quais 15 alérgenos
apresentaram reatividade IgE no immunoblot 2D. Isoformas do alérgeno Blo t 3, ja
conhecido com a funcdo molecular enzimética da tripsina, foram identificadas por
espectrometria de massa. Blo t 11 foi considerado um alérgeno hipotético. Outras
isoformas ligantes de IgE, tais como as enzimas aldeido desidrogenase (Blo t ALDH)
e hexosaminidase (Blot HEXM), e uma isoforma com funcdo desconhecida (Blo t 2),
também foram identificadas.

Conclusdes: Os alérgenos Blo t 11, Blo t 3, Blo t 2 e possivelmente Blo t ALDH e Blo t
HEXM demonstraram ser alérgenos imunodominantes em pacientes sensibilizados a

acaros da poeira domiciliar de nossa regiao.

Palavras-chave: rinite alérgica; Blomia tropicalis; reactividade cruzada; &caros da

poeira domiciliar, IgE.



ABSTRACT

Background: Blomia tropicalis (Bt) is a common house dust mite in tropical regions
and important source of allergens for the induction of respiratory allergic diseases.
Most Bt allergens identified so far, however, have shown sequence homology to
other dust mite allergens, such as Dermatophagoides spp. The aim of this study was to
investigate major IgE-binding isoforms for screening Bt allergens.

Methods: We used two-dimensional (2D)-gel electrophoresis of crude Bt extract and
sera from mite-sensitized patients with positive skin prick test to Bt that were
screened for specific IgE antibodies in ELISA, followed by one-dimensional (1D-) and
2D-immunoblots. Inhibition 1D-immunoblot was performed to visualize the
crossreactivity with Dermatophagoides spp. From 2D gels, corresponding IgE-binding
spots were excised and identified by mass spectrometry.

Results: IgE-binding Bt allergens with low molecular weight (LMW, 14-16 and 25
kDa) and high molecular weight (HMW, 54-134 kDa) showed >50% recognition and
were considered immunodominant bands. A high homologous inhibition rate (>80%)
was demonstrated with all immunodominant bands. Nearly all HMW
immunodominant components showed an expressive rate of heterologous inhibition.
However, the low heterologous inhibition was found to LMW immunodominant
compounds (25 and 14 kDa). More than 50 spots were identified by stained 2D gel of
Bt extract, from which 15 allergens showed IgE reactivity in 2D-immunoblot. Blo t 3
isoforms with enzymatic molecular function of trypsin were identified by mass
spectrometry. Blo t 11 was considered as a hypothetical allergen. Other IgE-binding
isoforms, such as the enzymes aldehyde dehydrogenase (Blo t ALDH),
hexosaminidase (Blo t HEXM), and unknown function (Blo t 2) were also identified.
Conclusions: The results indicate several isoforms (Blo t 11, Blo t 3, Blo t 2 and
probably Blo t ALDH and Blo t HEXM ) from B. tropicalis recognized by IgE
antibodies in Brazilian mite-allergic patients as potential candidates for diagnosis
and allergen-specific immunotherapy of allergic diseases.

Key words: allergic rhinitis; Blomia tropicalis; cross-reactivity; house dust mite

allergens; IgE.
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1.1 Doencgas alérgicas

As doencas alérgicas sdao hd muito conhecidas, descritas na China antiga e
também na literatura grega (SIMONS, 1994). Na sociedade moderna, especialmente
nas ultimas décadas tém assumido papel importante ndo apenas pelo expressivo
aumento na incidéncia, mas também pelo impacto que provocam tanto na qualidade
de vida, devido a cronicidade que as mesmas apresentam, bem como no ambito
socioecondmico, devido aos custos na assisténcia médica e perdas pelas faltas no

trabalho e escola (WOOLCOCK, 2000; MASOLI et al., 2004).

Em paises desenvolvidos alcancam niveis epidémicos, sendo a principal causa
das doencas cronicas, afetando aproximadamente um terco da populagdo mundial

(ONO, 2000).

Muito se tem conjecturado a respeito das condigdes de exposicao aos alérgenos
no desencadeamento das respostas alérgicas e como determinados alérgenos tem a
propriedade de levar a estas respostas em determinado periodo e ndo a uma resposta
imunoldgica dentro da normalidade ou mesmo tolerogénica (TRAIDL-HOFFMANN
2009).

Pesquisas tém demonstrado que exposicdo a alérgenos potenciais na primeira
infdncia ou mesmo durante a gravidez tem um papel central no desenvolvimento de
doencas alérgicas (HOLGATE; POLOSA, 2008). Contrario a isto, uma agdo protetora
tem sido mostrada por diferentes estudos que sugerem fortemente que a exposi¢do a
agentes microbianos durante a primeira infancia protege contra doengas alérgicas
(STRACHAN, 1989; BRAUN-FAHRLANDER et al., 2002). Desta forma, vérias
pesquisas tém sido realizadas visando desvendar os possiveis mecanismos que
levem a protecdo. Tem-se demonstrado que agentes microbianos ativam receptores
da imunidade inata nas células apresentadoras de antigenos durante exposi¢do
concomitante aos alérgenos e induzem respostas alérgeno-especificas Thl ou via

células T regulatérias (Tregs) como fator adjuvante para proteger o hospedeiro da
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sensibilizacdo alergénica e desenvolvimento de doengas alérgicas (KAISHO, AKIRA,

2002).

Sabe-se que o microambiente e o estilo de vida contemporaneo contribuem
significativamente para o desenvolvimento destas doencas, uma vez que a
permanéncia das pessoas por vérias horas em ambientes domésticos, escolares ou
ocupacionais, nos quais estd presente a maioria dos potenciais alérgenos implica em
maior sensibilizagdo dos individuos (PLATTS-MILLS et al., 1997, PERFETTI et al.,
2004; HESSELMAR et al., 2005).

Assim, destaca-se uma série de fatores que levam ao desenvolvimento e ao
aumento da prevaléncia de doencas alérgicas, resultado de uma interacdo de
predisposicao genética e exposi¢do aos alérgenos, e também a provével associacao de
alguns cofatores como influéncia psico-social, diminui¢do da estimulagdo do sistema
imune (hipétese da higiene), poluicdo ambiental dentre outros, os quais podem

contribuir de maneira relevante no desencadeamento das respostas alérgicas (RING

et al., 2001; BARNES; MARSH, 1998).

1.2 Atopia e alergia

O termo atopia tem origem grega significando “placelessness” e foi
primeiramente empregado por Coca e Cooke em 1923, para descrever um grupo de
doengas que apresentavam, em comum, um mecanismo fisiopatolégico envolvendo
reacOes de hipersensibilidade do tipo I, onde os individuos apresentavam testes
cutdneos positivos para aeroalérgenos e histéria familiar de asma e/ou rinite e/ou
dermatite atopica (COCA; COOKE, 1923 apud JOHANSSON et al., 2001). Representa
uma predisposi¢do genética a doencas alérgicas devido a uma maior susceptibilidade
de desenvolver respostas exacerbadas de anticorpos IgE a alérgenos ambientais

comuns, frequentemente proteinas Os individuos que respondem a estimulos
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provocados pela exposicdo aos diferentes alérgenos, por meio da produgdo de altos

niveis de IgE sdo designados atépicos (JOHANSSON et al., 2004).

O termo alergia foi empregado primeiramente por Clemens von Pirquet
juntamente com Béla Schick em 1906, os quais estudaram a doenca do soro. Von
Pirquet sugeriu o termo alergia de “allos” significando “outro” ou uma derivagao do
estado original (SIMONS, 1994). Empregado como sinénimo de hipersensibilidade
imediata, é utilizado para designar uma reacdo desencadeada por mecanismos
imunolégicos mediados por anticorpos, particularmente o isotipo IgE, e por células

responsaveis pelas manifestacdes clinicas devido a exposicdo a um determinado

estimulo em dose tolerada por individuos saudaveis (JOHANSSON et al., 2004).

As manifestagdes clinicas das doencas alérgicas podem ser listadas como
dermatite atopica, eczema, rinite, asma dentre outras, sendo que as doengas
respiratérias como a asma e a rinite se destacam devido ao consideravel aumento da
prevaléncia nos ultimos 20-30 anos com taxas variando de 5% a 30% em paises
industrializados (ISAAC, 1998; SLY, 1999; WOOLCOCK, 2000; ASHER et al., 2006;
HOLGATE; POLOSA, 2008).

A asma alérgica é caracterizada por reacdo imunolégica, sob a forma de
inflamacao das vias aéreas inferiores, induzindo a quadro de hiperreatividade
bronquica e, consequentemente, episédios recorrentes de sibilancia, dispnéia,

opressao toracica e tosse (LEMANSKE-JUNIOR; BUSSE, 2003).

A maioria dos genes inicialmente encontrados associados com a asma
participam na sintese de anticorpos IgE, inflamacdo alérgica e/ou hiper-reatividade
das células e oOrgdos evidenciando assim a importancia do fator genético no

desenvolvimento de doengas alérgicas (MARSH et al., 1994, OBER; HOFFJAN, 2006).

Apesar de apresentar perfil imunolégico semelhante a asma, a rinite alérgica é
definida clinicamente como uma doenca sintomatica das vias aéreas superiores
induzida por inflamacdo mediada por IgE depois de exposicdo ao alérgeno, da

mucosa nasal, com sintomas caracteristicos de inflamacdes nasais, tais como:
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aumento de secrecdo, obstrucao da cavidade, espirros e prurido. Frequentemente é
associada com sintomas oculares, como a conjuntivite alérgica, sintomas estes
reversiveis espontaneamente ou sob tratamento, podendo ser subdividida em

intermitente e persistente (BOUSQUET et al., 2001; JOHANSSON et al., 2004).

Ambas as doengas podem ser desencadeadas por elementos extrinsecos capazes
de causar doenca alérgica, presentes em componentes comuns ao nosso ambiente,
como poélens de plantas ou dcaros da poeira domiciliar. A rinite alérgica é muito
comum em pacientes com asma, com uma alta concomitancia. Gaugris, Sazonov-
Kocevar e Thomas (2006), relacionando estudos publicados entre 1983 e 2004,
observaram uma prevaléncia de rinite de 50 a 100% em adultos asmaticos na Europa
e Estados Unidos. Além disso, Linneberg e colaboradores (2002) descrevem que 25 a

50% dos individuos com rinite apresentam sintomas de asma.

Esta coprevaléncia é possivel, dentre outros fatores, pela intima relagao entre as
mucosas da via respiratéria superior e inferior, além da similaridade dos
componentes e mecanismos inflamatérios envolvidos nestes distarbios (JEFFERY et

al., 2006).

1.3 Alérgenos

Os alérgenos sao de origem protéica, glicoprotéica ou até mesmo carboidratos
isolados, porém, raramente de baixo peso molecular (JOHANSSON et al., 2004;
MEYER; CO MINH; DEMOLY, 2004). O conhecimento mais aprofundado das
caracteristicas estruturais de componentes alergénicos tem revelado algumas
caracteristicas, tais como glicosilacdo, atividade enzimatica e resisténcia a protedlise,
contudo mais estudos sdo necessdrios para definir outras propriedades estruturais
presentes nos alérgenos de maneira geral (HUBY et al.,, 2000; BOUSQUET et al.,,
2001).
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As regides presentes na molécula antigénica que tém a propriedade de se
ligarem as regides determinantes de complementaridade (CDRs) dos anticorpos
especificos sdo conhecidas como epitopos ou determinantes antigénicos. O epitopo
de um alérgeno é pequeno, geralmente formado por 5 a 7 residuos de aminodcidos
que combinam com a regido varidvel do anticorpo e 8 a 15 aminoacidos que se ligam
a células T e podem se apresentar na forma conformacional quando os aminoacidos
estdo separados na cadeia polipeptidica de forma que o dobramento possibilita
espacialmente a ligagdo, ou também linearmente quando as sequéncias de
aminoacidos estao contiguas (LAVER et al., 1990; SELA, 1969; ARLIAN, 2002;
CRAMERI, 2003).

O uso de uma nomenclatura unificada é extremamente importante no estudo
dos alérgenos, sobretudo no desenvolvimento de mecanismos de diagnéstico
especifico e de extratos imunoterdpicos com alérgenos recombinantes (CHAPMAN et
al., 2000; FERREIRA et al., 2004; JUTEL et al., 2005). No sentido de padronizar a
referéncia dos diversos alérgenos descritos na literatura cientifica, o Subcomité de
Nomenclatura de Alérgenos da Unido Internacional das Sociedades de Imunologia
(LU.LS.), em parceria com a Organizacdo Mundial de Saade (OMS), adotou uma
regra sistemdtica de nomenclatura. Esta regra é resultado de um consenso entre
trabalhos publicados nas décadas de 80 e 90 do século passado (MARSH et al., 1986;
KING et al., 1994; KING et al.,, 1995), atrelada a nomenclatura taxondmica dos

animais e plantas de Carolus Linnaeus.

Preconiza-se que o nome de um alérgeno ndo deve ser escrito de forma italica e
deve ser designado pelas trés primeiras letras do género ao qual o organismo
pertence juntamente com a primeira letra da espécie e o niimero correspondente a
ordem cronolégica de sua purificagdo: Blo t 5 (alérgeno do grupo 5 de Blomia
tropicalis, por exemplo) (KING et al, 1995). A nomenclatura atual, segundo
Chapman e colaboradores (2007), ainda contempla as diferentes formas moleculares
do mesmo alérgeno, chamadas de isoformas, ou isoalérgenos. Estes tém sido bastante
estudados, principalmente com o avango da biologia molecular na caracterizagdo do

alérgeno e compartilham a reatividade de IgE por apresentarem alto percentual de
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identidade na sequéncia de aminoécidos. Neste caso, o ntimero correspondende a
isoforma é acrescentado ap6s o ntimero do alérgeno: Blo t 5. 0101, por exemplo.
Suspeita-se que as isoformas possam alterar o perfil de resposta de células T bem
como os sitios de ligacdo dos anticorpos, devendo ser cuidadosamente analisadas
para a elaboracao de formulagdes de imunoterapia (SMITH et al., 2001a; SMITH et
al., 2001b; PIBOONPOCANUN et al., 2006).

Para manter a integridade do sistema de nomenclatura, esta inclui apenas
alérgenos com prevaléncia de reatividade de IgE acima de 5% ou com mérito
comprovado por testes bioquimicos, moleculares e imunolégicos que ndo permitam
ambigiiidade nos resultados. Se o alérgeno apresentar reatividade de IgE maior do
que 50% dos pacientes contra uma determinada fonte alergénica, o alérgeno é
denominado “principal”. Se a reatividade de IgE for menor do que este valor, o
alérgeno é “minoritario” (LARSEN, LOWERSTEIN, 1996, CHAPMAN et al., 2007;
THOMAS et al., 2007).

1.3.1 Aeroalérgenos

Aeroalérgenos, alérgenos transportados pelo ar, estdo amplamente distribuidos
no ambiente, uma vez que fazem parte da composigao de diversos organismos, sejam
eles pertencentes ao Reino das Plantas, dos Animais ou mesmo dos Fungos.
Frequentemente estdo associados a particulas (grdos de polen, fezes de &caros,
secrecdes animais), e sao comumente subdivididos em domiciliares (por exemplo,
aqueles derivados de acaros da poeira domiciliar, de baratas e de animais de
companhia) e ndo domiciliares (como aqueles derivados de grdos de polen,
especialmente oriundos de gramineas). Sdo proteinas, relativamente pequenas,
altamente soltveis em meio aquoso, o que permitem se dispersarem no muco e
outros fluidos corporais (SAVOLAINEN; VIANDER; KOIVIKKO, 1990;
CROMWELL, 1997; GALLL LANTZ, 1999).
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1.4 Acaros da poeira domiciliar

A poeira domiciliar é constituida por diversas particulas em suspensao
oriundas de fibras vegetais, fibras de carpetes, particulas de moéveis estofados, areia,
terra, pecas do vestudrio, escamacdo humana, restos alimentares, residuos quimicos e
produtos de vérios microorganismos (bactérias, virus e fungos) e macroorganismos

(animais domésticos, insetos, aracnideos) (SELTZER, 1994).

Os acaros sdo descritos como organismos diversificados que exploraram, ao
longo de seu processo evolutivo, ambientes incomuns, como: cavidades nasais de
péssaros, traquéia de insetos, foliculos pilosos e pele de mamiferos (ARLIAN;
PLATTS-MILLS, 2001). Com a ocupagao do ambiente natural pelo homem, os acaros
invadiram o ambiente domiciliar e passaram a viver em meio a poeira presente
nestes, designados entdo como dacaros da poeira domiciliar, habitando moéveis
estofados, carpetes, cortinas, colchdes, travesseiros, brinquedos de peltcia, livros e
outros (HART, 1998) e encontrando nesses ambientes, alimentos necessarios a sua

sobrevivéncia, tais como restos de pele humana e demais detritos organicos

(ARLIAN; MORGAN, 2003).

Geralmente medem entre 0,1 a 0,6 mm de comprimento, possuindo ciclo de
vida com metamorfose completa (holometabolo) passando pelos estidgios de ovo,
larva, protoninfa, tritoninfa e adulto. O periodo de desenvolvimento de ovo a adulto
pode sofrer variacdes de acordo com a espécie e também devido as condicdes
abioticas, as quais influenciam fortemente na dindmica da populagdo sendo a
umidade e a temperatura os fatores mais preponderantes (ARLIAN et al., 1990; DE
BOER, 1998; PIKE et al., 2005).

Apesar de serem representantes do Filo Arthropoda, que inclui animais com
exoesqueleto formado por a-quitina, corpo segmentado e extremidades articuldveis
(RUPPERT; FOX; BARNES, 2004), os acaros da poeira domiciliar diferem muito dos
insetos e demais representantes do grupo, quanto a morfologia e fisiologia. Por esta

razdo, varias medidas adotadas para controlar insetos ndo sdo eficazes para o
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controle de acaros da poeira domiciliar. Neste sentido, varias medidas tém sido
sugeridas para reduzir sua proliferacio em ambientes domésticos, como por
exemplo, o uso de acaricidas e aspiradores de p6, a lavagem dos ambientes com dgua
quente, o encapamento de colchdes e travesseiros com materiais ndo porosos e o uso
de equipamentos que aumentam a ventilagdo no ambiente, medidas essas que devem
ser adotadas preferencialmente em conjunto (HALLAS, 1991; HART, 1998; ARLIAN;
PLATTS-MILLS, 2001).

Acaros da poeira domiciliar sio reconhecidos como uma das mais comuns
causas de alergia em todo o mundo, afetando mais de 50% dos pacientes alérgicos
(TOVEY; CHAPMAN; PLATTS-MILLS, 1981, PLATTS-MILLS; WECK, 1989;
BOULET et al. 1997; ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001;). Dentre as familias destacam-
se Glycyphagidae, Acaridae, Pyroglyphidae e Echimyopodidae (ARLIAN; PLATTS-
MILLS, 2001; ARLIAN; MORGAN, 2003).

Sabe-se que Dermatophagoides spp. (familia Pyroglyphidae) constituem a fauna
predominante na poeira domiciliar do mundo todo (PLATTS-MILLS et al., 1992;
ARRUDA; CHAPMAN, 1992). Entretanto, a vigilancia americana revelou em 1992
que, além de D. pteronyssinus e D. farinae, as espécies mais comuns de dcaros na fauna

da poeira domiciliar eram Blomia tropicalis e Euroglyplus maynei.

Em regides tropicais e subtropicais, alérgenos produzidos por B. tropicalis sao
encontrados concomitantemente com alérgenos oriundos de D. pteronyssinus e/ou D.
farinae, tendo alta prevaléncia em Singapura, Malasia, Brasil, Colombia, Venezuela e
Porto Rico (CHEW et al., 1999a; CHEW et al., 1999a; MARIANA et al., 2000;
BAQUEIRO et al., 2006 FERNANDEZ-CALDAS et al., 1993a; MONTEALEGRE et
al., 1997), prevaléncia esta que esta fortemente associada a presenca de doencas

alérgicas nesses paises (CHEW et al., 1999b; FERNANDEZ-CALDAS et al., 1993b).
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1.4.1 Blomia tropicalis

Blomia tropicalis € um acaro pequeno, medindo 230 a 465 um, de forma globular
e distingue-se facilmente dos outros acaros da poeira domiciliar por apresentar
longas antenas saindo de seu corpo, o que lhe confere um aspecto semelhante ao
porco espinho (Figura 1). Foi descrita pela primeira vez em 1973 por Van Bronswijk,

De Cock e Oshima, sendo inicialmente registrado como 4caro de estocagem.

Figura 1. Blomia tropicalis, &caro da poeira domiciliar (A). Vista ventral (B).
Fontes: http./fwww.sub-way.es/duovac/images/acarol.jpg
http/fwww.immunocapinvitrosight.com/upload/33830/Blomia_tropicalis.jpg

1.4.1.1 Classifica¢ao taxondmica

A classificacao taxondmica resumida de B. tropicalis, segundo Colloff (1998) é:

Reino: Metazoa
Filo: Artropode
Classe: Arachnida
Ordem: Astigmata
Familia: Echimyopodidae
Género: Blomia
Espécie: B. tropicalis

Segundo Arlian e Platts-Mills (2001), De Jong e colaboradores (2004) e Puerta e

colaboradores (2005), B. tropicalis ocupa uma posicdo taxondmica préxima aos

demais acaros da poeira domiciliar, conforme a Figura 2.
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Superfamilia Familia Subfamilia Género Espécie

B. tropicalis
B. thori
Echimyopodidae Blomia B. tjiboda
B. kulagini
B. freemani

Glycyphagoidea — Glycyphagus ~ G. domesticus

Glycyphagidae Glycyphaginae—
Lepidoglyphus L. destructor

Chortoglyphidae Chortoglyphus C. arcuatus
Pyroglyphinae Euroglypus E. maney
Pyroglyphoidea — Pyroglyphidae — D. pteronyssinus
- . D. farinae
D toph X
ermatophagoidinae Dermatophagoides D. microceras
D. siboney

Figura 2. Posicao taxondmica de B. tropicalis e outros dcaros da poeira domiciliar.
Adaptado de: Arlian; Platts-Mills (2001), de Jong et al. (2004) e Puerta et al. (2005).

1.4.1.2 Alérgenos de Blomia tropicalis

Ao longo da década passada, os avancos da biologia molecular proporcionaram
através de técnicas como a clonagem molecular, o desenvolvimento e a producdo de
alérgenos puros e quimicamente bem definidos, sendo utilizados como importantes
ferramentas no diagndstico e na imunoterapia de doencas alérgicas respiratorias.

Até o presente momento, aproximadamente 25 proteinas de B. tropicalis com

reatividade a anticorpos IgE foram identificadas por immunoblot, ELISA-IgE ou teste
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cutaneo de puntura. Oficialmente, 12 alérgenos foram descritos segundo o Subcomité
de Nomenclatura de Alérgenos da Unido Internacional das Sociedades de
Imunologia  (ALLERGEN NOMENCLATURE, 2010), portal Allergome
(ALLERGOME, 2010) e Chua e colaboradores (2007), sendo que algumas de suas

caracteristicas bioquimicas estdo apresentadas no Quadro 1.

1.5 O sistema imune e a resposta alérgica

1.5.1 Imunoglobulina E (IgE)

As imunoglobulinas constituem um grupo de glicoproteinas presentes no soro e
fluidos teciduais de todos os mamiferos. Sdo bifuncionais, sendo que uma regido da
molécula é responsavel pela ligacdo ao antigeno e a outra promove as chamadas
funcdes efetoras, que incluem a fixagdo das imunoglobulinas ao tecido do
hospedeiro, as varias células do sistema imune - incluindo as células fagocitarias - e
ao elemento Clq da via classica do sistema complemento. A estrutura bésica de todas
as imunoglobulinas consiste de uma unidade com duas cadeias polipeptidicas leves
idénticas, e duas pesadas, unidas por pontes dissulfeto. As classes e subclasses de
uma molécula de imunoglobulina sdo determinadas por suas cadeias pesadas
(ROITT et al., 2006) e sao conhecidas, até o momento, cinco classes em mamiferos:

IgA, IgD, IgE, IgG e IgM.

Dentre estas imunoglobulinas, a IgE exerce um papel substancial na resposta
alérgica. Individuos com alergia apresentam niveis de IgE total que podem estar ou
ndo elevados, mas os niveis de IgE especifica a um ou mais alérgenos se encontram
efetivamente elevados (CORRY; KHERADMAND, 1999). Antagonicamente, os niveis
de IgE especifica estdo reduzidos ou ausentes nos individuos nédo alérgicos (GOULD

et al., 2003).
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Massa : Reatividade
molecular Identidade . e
. : . de anticorpos Referéncias
Alérgeno Isoformas relativa bioquimica IoE
(kDa) &
L Cheong et al., 2003
Blot1l Blo t 1.0101 2% Cisteina 62-90% Ramos et al., 2004
Blo t 1.0102 protease Fonseca et al,, 2003
Mora et al., 2003
Blot?2 Blo t 2.0101- 63% e 1 S
Blo t 2.0104 14 ND uay et al., 200
Blot3 .. ® Cheong et al., 2003
Y Blo t 3.0101 25 Tripsina 50-57% Yang et al, 2003
Blotd Blo t 4.0101 56 Alfa amilase <15% Cheong N, Lee BIW, Chua
, ndo publicado
Arruda et al., 1997
Yeoh et al., 2003
Kuo et al., 2003
Caraballo et al., 1998
Blot5 Blo £ 5.0101 14 ND 42-92% Arruda et al., 1995
Caraballo et al., 1996
Tsai et al., 2003
Yi et al., 2004
Lim et al., 2004
.. .. @ Cheong N, Lee BW, Chua
Blot6 Blo t 6.0101 25 Quimiotripsina <10% KY, n;g publicado
Blo t10 Blo t 10.0101 33 Tropomiosina 29% Yietal, 2002
Ramos et al., 2001
Blo t11 Blo t 11.0101 110 Paramiosina 12-52% Ramos et al., 2003
Ramos et al., 2003
Blo t 12 Blo t 12.0101 14 ND 50% Puerta et al., 1996
Blo t 13 Blo £ 13.0101 15 Protefna ligante 11% Caraballo et al., 1997
de acido graxo
Blo t19 Blo t 19.0101 7.2 Peptideo 3% Thomas et al., 2002
anti-microbiano
Blo t 21 Blo t 21.0101 15 ND 93% Gao et al., 2007

Quadro 1. Listagem dos grupos de alérgenos de Blomia tropicalis de acordo com a identidade

bioquimica.
Adaptado: Subcomité de Nomenclatura dos alérgenos L.U.LS (www.allergen.org), Allergome
(www.allergome.com), Chua e colaboradores (2007).
ND, nado determinado.

A IgE é o isotipo de anticorpo que contém a cadeia pesada epsilon (g). O

dominio Ce3 é responsavel pela ligacao da molécula aos seus receptores (ISHIZAKA;

ISHIZAKA, 1966). Circula como um anticorpo bivalente e esta normalmente presente

no plasma em concentragao inferior a 1 pg/mL. Em condic6es patolégicas, tais como

as infec¢des helminticas e na alergia, esse nivel pode subir para mais de 1.000 pg/mL

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2008). Embora sua meia vida no soro seja de alguns
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dias, os mastocitos podem permanecer sensibilizados pela IgE por muitos meses
como resultado da ligagdo de alta afinidade aos receptores FceRI, o que protege a IgE
da destruicdo pelas proteinas séricas. O outro receptor para IgE, FceRIl ou CD23,
possui menor afinidade pela imunoglobulina e se apresenta em duas formas, FceRlla
e FceRlIlb, diferindo-se apenas pela composicdo da regido citoplasmatica amino-
terminal. Como os demais receptores ativadores de imunoglobulinas, a porcao
intracitoplasmatica dos receptores para IgE é constituida por dominios ITAMs
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs) (GILFILLAN; TKACZYK, 2006). Em
estudo realizado por Saini e McGlashan (2002), foram apresentados quatro aspectos
da biologia do receptor de IgE que possuem influéncia significativa no mecanismo da
resposta imune, sao elas: a) capacidade da imunoglobulina em regular a expressao de
FceRI; b) capacidade de induzir a sobrevivéncia; c) presenca de receptores em outros
tipo celulares, criando uma possivel ativacdo por parte da imunoglobulina e; d) o
papel que as subunidades do FceRI desempenham na determinagdo do sinal da IgE

nas células onde sao expressos.

A ligagdo do anticorpo ao antigeno se da pela formagao de multiplas ligacdes
ndo-covalentes entre o antigeno e os aminoédcidos dos anticérpos. Embora as forcas
de atracdo (especialmente, pontes de hidrogénio, forcas eletrostaticas, ligagdes de
Van der Waals e hidrofébicas) envolvidas nestas unides sejam individualmente
fracas em comparagdo com as ligagdes covalentes, a multiplicidade das ligagdes

resulta em uma energia de ligacao suficientemente forte (ROITT et al., 2006).

1.5.2 Fisiopatologia da alergia

O primeiro contato do alérgeno com o sistema imune ocorre pela barreira do
tecido epitelial. Na maioria das vezes ocorre o auxilio por parte dos neutrofilos,
macrofagos e IgA secretora na neutralizagdo e eliminacdo o alérgeno da mucosa. Os
componentes alergénicos remanescentes sao capturados pelas células dendriticas
imaturas ou pelas células B, designadas de Células Apresentadoras de Antigenos -

CAA (FOKKENS, 1999). Nos individuos normais, a presenga destes componentes
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induz tolerancia imunoldgica, caracterizada pela auséncia de reatividade. Ja naqueles
que apresentam predisposicdo genética para desenvolver alergia, este evento pode
resultar na polarizacdo dos linfécitos T para o perfil T-helper tipo 2, ou Th2. Nesse
contexto, estudo realizado por Weidinger e colaboradores (2008) demonstrou que os
polimorfismos do gene RAD50, localizado no cromossomo 531 esta associado ao
aumento do risco de desenvolvimento de alergia e que um locus génico relacionado

aos niveis de IgE total é o FCER1A.

Trabalhos demonstram que a apresentacao do alérgeno as CAA ocorre via
HLA de classe II. Isso pode ser demonstrado pela associacdo positiva entre genes
alelos deste complexo e a presenca de IgE especifica ou resposta de célula T contra
alérgenos de acaros da poeira domiciliar, incluindo HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-
DRB5, HLA-DQA1 e HLA-DPB1 (YSSEL et al., 1992; JOOST VAN NEERVEN et al.,
1993; HIGGINS et al, 1994, O'BRIEN et al, 1995; TSITOURA et al., 1996;
MATSUOKA et al., 1997; O'BRIEN et al., 1999; HU et al., 2000; MOFFATT et al., 2001;
KIM et al., 2002b). Recentemente, Nathan e colaboradores (2009) demonstraram que
alérgenos de acaros da poeira domiciliar pode ser reconhecido pelo epitélio da via
respiratéria de modo especifico e que a ligagdo de [-glicana aos receptores epiteliais

resulta na liberacao de quimiocinas atrativas de células dendriticas, como CCL20.

Apesar de uma grande variedade de células efetoras serem responsaveis pela
inflamacdo alérgica, a cronicidade da doenga ¢ atribuida aos linfécitos CD4+ de perfil
Th2, por meio da producdo de citocinas do tipo interleucinas, tais como: IL-4, IL-5,
IL-9 e IL-13. Estas sdo responsaveis pelo desencadeamento dos efeitos patologicos
das células envolvidas no contexto alergénico, incluindo eosinoéfilos, mastdcitos e

basofilos.

Nos individuos alérgicos, subseqiientes exposi¢des ao alérgeno induz a uma
resposta de mastocitos dirigida pela IgE. A quantidade destas células se encontra
elevada e se caracterizam pela significativa expressao do receptor FceRI (YING et al.,
1998). A ligacao cruzada deste receptor com a IgE ligada ao alérgeno resulta na

ativacdo da proteina quinase Lyn, que participa da fosforilacdo dos motifs ITAMs do
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receptor e da ativacdo das quinases Syk e Fyn, que juntas fosforilam o adaptador
Gab2, ativando a via fosfatidilinositol-3-OH-quinase. A fosfolipase-C-y hidroliza
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, formando inositol-1,4,5-trifosfato e diacilglicerol, que
participam da liberagdo de Ca?* do reticulo endoplasmético e consequentemente da
ativacdo de STIM1, que aumenta o influxo deste ion por meio de CRACs (canais
ativos de liberagdo de calcio), culminando na efetiva ativacdo dos mastdcitos
(SCHARENBERG et al., 1995; KINET, 1999; TURNER; KINET, 1999; KALESNIKOFF;
GALLLI, 2008). Esta ativacao induz a formacdo de mediadores esfingosina-1-fosfato 1
e 2 (S51P; e S1P2), que promovem o rearranjo do citoesqueleto e, em poucos minutos, a
exocitose de granulos de histamina, serina-proteases e proteoglicanas - responsaveis
pelos sintomas alérgicos imediatos, tais como: espirros, coriza e broncoespasmos nas
vias respiratorias inferiores. Ocorre, também, a liberacdo de mediadores
neoformados, que incluem prostaglandinas e leucotrienos (particularmente
leucotrieno C4). Este evento, aliado a liberacao de citocinas, resulta no aumento da
permeabilidade vascular e do recrutamento de células efetoras (KAY et al., 1997;

SAMPSON, 2000; MARSHALL, 2004; KALESNIKOFF; GALLI, 2008)

Dependendo da dose do alérgeno e do nivel de sensibilidade do individuo,
uma segunda fase de inflamacdo pode ocorrer de 6 a 12h apds a exposicao. Neste
evento, mediado por células T, eosinéfilos, neutrdfilos e baséfilos, ocorre aumento
dos sintomas de hiperreatividade bronquica, que pode persistir por varios dias
(COCKCROFT, 1983; COOKSON et al., 1989; GAGA et al., 1991; TSICOPOULOS et
al., 1994; ILIOPOULOS et al., 1992, MARUYAMA et al., 1994; IRANI et al., 1998;
NOURI-ARIA et al., 2001).

Uma teoria que tenta explicar o aumento da prevaléncia de doencas alérgicas
é a “Hipotese da Higiene”, proposta por Strachan (1989), na qual se acredita que a
melhoria nas condi¢des de vida poderia estar associada a manutencao da resposta
imune no contexto Th2, influenciada pela diminuicdo de alérgenos ambientais,
poluentes, infec¢Ges naturais, e utilizagdo de vacinas e antibidticos. Nesse contexto,
sabe-se que o recém nascido apresenta um discreto predominio de componentes Th2,

porém com o crescimento, ocorre um amadurecimento e consequente equilibrio da
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resposta Th1/Th2. Esse processo é genotipicamente determinado, entretanto, sofre
influéncia de varios fatores como aleitamento materno, exposicdo a infecgdes e o

ambiente onde o individuo vive (GARN; RENZ, 2007).

Apesar de ser uma teoria defendida por grande parte da comunidade
cientifica, Platts-Mills e colaboradores (2001a; 2001b) propuseram um modelo de
resposta Th2 modificada, com a interacdo de linfécitos T reguladores (Treg) que, por
acdo da IL-10, secretam e induzem maior producdo de IgG4, em resposta a inibi¢do
da sintese de IgE. A polarizacdo de células T para o perfil Th2 foi, por muitos anos,
um paradigma no campo das doengas alérgicas. Entretanto, a discussao a respeito do
mecanismo de agao de citocinas anteriormente associadas ao perfil Th1, tal como IL-
23, e de familias de IL-17, levou ao delineamento de um novo perfil, denominado

Th17.

Sabe-se, até o momento, que Th17 é caracterizado pela liberacdo de citocinas
IL-17A, IL-17F e IL-22, além de IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) (BETTELLI et
al., 2008). A identificacio do fator de transcricdo RORyt como controlador da
diferenciacdo destas células reforca a idéia de que as células produtoras de IL-17
representam um perfil complementar de células T helper (IVANOV et al., 2006). Um
estudo realizado por Kolls, Kanaly e Ramsay (2003) mostra que os niveis de IL-17A
se encontram elevados no lavado broncoalveolar, escarro e tecidos pulmonares de
pacientes asmaticos. Verificou-se também que a gravidade da doenca estd
diretamente relacionada ao aumento desta citocina. Ademais, Lindén, Laan e
Anderson (2005) demonstraram que IL-17A e/ou IL-17F podem liderar uma
inflamacdo local, por meio da indugdo da liberagao de citocinas proé-inflamatorias,
tais como TNF-a, G-CSF e IL-6, além da produgdo de quimiocinas CXCL1/Gro-a,
CXCL2 e CXCL8/IL-8 pelos fibroblastos de bronquios, epitélios e musculos lisos de

0rgaos e vasos in vitro.

A interleucina 25 (IL-25) é uma citocina da familia de IL-17 (IL-17F),
secretada por basofilos e eosindfilos em pacientes alérgicos e relacionada ao aumento

da producdo de IgE bem como mudancas no perfil histolégico em varios tecidos

Karine Cristine de Almeida



INTRODUGAO 35

humanos e murinos (FORT et al., 2001; KIM et al., 2002a; HURST et al., 2002; IKEDA
et al., 2003; ANGKASEKWINAI et al., 2007, WANG et al., 2007). De acordo com o
recente modelo proposto por Wang e Liu (2008), sobre o papel do perfil Th17 no
processo alérgico, o reconhecimento do alérgeno pelo epitélio leva a diferenciacdo de
células T produtoras de IL-17, produzindo IL-17A, IL-17F e IL-22, que por sua vez,
induzem células estruturais e infiltrados de células da imunidade inata a liberarem
citocinas inflamatérias e quimiocinas, como IL-18, Gro-a, TNF-a, IL-6 e IL-1B, que
aumentam a resposta inflamatéria na fase aguda. Na fase cronica, eosindfilos,
basofilos e mastocitos produzem IL-25, que potencializa a produgao de citocinas do

perfil Th2, tais como IL-5 e IL-13.

A inducdo de tolerancia nas células T periféricas representa um passo
essencial na resposta imune normal frente aos alérgenos (KARAMLOO et al., 2005).
Esta tolerancia, observada em individuos saudaveis e durante processo de
imunoterapia com alérgenos é caracterizada pela indugao de células Treg tipo 1 e no
aumento da capacidade supressora das células CD4+CD25+ (AKDIS et al.,, 1998;
JUTEL et al., 2003; LING et al., 2004). Tal evento é seguido pelo aumento de IgG4
e/ou IgA e diminuicdo de IgE na fase tardia do tratamento, além da reducao de IgE
induzida por IL-4, que mostrou ser também efetivo no switch para IgG4, por meio da
inducao da expressao do fator de transcricao y4 (AALBERSE et al., 1993; JEANNIN et
al., 1998; JUTEL et al., 2003; ROSSI et al., 2007). Em suma, acredita-se que Treg
contribui para controlar a resposta imune inflamatoéria alérgica de varios modos:
supressao de células apresentadoras de antigenos indutoras de células T efetoras;
supressao de células Th2 e Thl; supressdo de mastocitos, basoéfilos e eosindfilos;
supressao da sintese de anticorpos IgE e inducdo de anticorpos IgG4 (AKDIS;
AKDIS, 2007; MEILER et al., 2008; NANDAKUMAR; MILLER; KUMARAGURU,
2009).

Tais estudos demonstram que o processo inflamatdério alérgico é resultado de
um complexo sistema de liberacdo de mediadores, cujo sincronismo esta diretamente

relacionado ao equilibrio entre as atividades dos diferentes perfis de células T CD4+.
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1.6 Diagnéstico da alergia

O diagnéstico da alergia é baseado na histéria tipica de sintomas alérgicos
associado aos testes diagnosticos. Testes estes que podem ser in vivo (testes cutaneos
de puntura - TCP ou intradérmico) e/ou in vitro, ambos direcionados a deteccdo de
IgE circulante ou ligada as células, e sdo de grande relevancia pois possibilita a
identificacdo da sensibilizagdo de pacientes a um painel de alérgenos, constituindo
assim ferramentas importantes na rotina clinica (BOUSQUET et al., 2001).

Dentre os testes cutdneos, o teste de pele baseado na hipersensibilidade
imediata, conhecido como teste cutaneo de puntura (TCP) é amplamente empregado,
uma vez que demonstra a reagdo alérgica mediada por IgE, sendo por isto a principal
ferramenta diagnéstica utilizada na pratica clinica. E um método simples, de rapida
execucao e seguro devido as pequenas quantidades de alérgeno necessérias para o
teste, quando comparado a outros testes cutdneos como o intradérmico
(TURKELTAPUCB; ERGENP, 1989; DREBORG, 1989; BOUSQUET et al., 2001). O
TCP apresenta a vantagem de ser mais econdmico quando comparado a testes in
vitro, nos quais é realizada a determinagdo da IgE sérica. Apesar do TCP nao
diagnosticar a doenca alérgica, apenas determinar a presenca ou auséncia de
anticorpos IgE alérgeno-especificos importantes na patogénese da doenga alérgica, ha
um alto grau de relacdo entre os sintomas e o desafio provocativo utilizado no TCP
(OWNBY, 1988).

Ambos os métodos in vivo dependem da apresentacdo do alérgeno a IgE
alérgeno-especifica ligada aos receptores de IgE na superficie dos mastdcitos
residentes na pele. Com a ligacdo de uma quantidade suficiente de receptores a IgE e
entdo aos alérgenos, ha a agregacdo dos complexos na superficie celular e assim via
mecanismos intracelulares ha a liberagdo de mediadores pré-formados e sintese e
liberacdao do outros mediadores, tais como os leucotrienos. A presenca de mediadores
vasoativos leva a formacao de eritema e inchaco local. A histamina, o mediador mais
prevalente causa coceira no local da puntura, juntamente com vasodilatacdo e

extravasamento plasmatico, o que produz a papula (WILLIAMS, 2008).
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Os testes in vitro sdo preferencialmente utilizados quando os pacientes nao
podem ser submetidos ao teste cutdneo em virtude da presenca de lesdes cutaneas,
ingestdo de medicamentos ou histéria de possivel anafilaxia. Um resultado positivo,
assim como nos testes cutaneos, ndo é suficiente para o diagndstico, é necesséario ter
associagdo com a clinica do paciente.

Contudo, é sabido que tanto doencas alérgicas quanto parasitdrias dentre
outros fatores levam ao aumento dos niveis de IgE total no soro. Diante disto, a
mensuragdo de IgE total ndo é um bom valor preditivo como ferramenta diagndstica
da alergia, sendo assim relevante determinar os niveis de IgE sérica especifica aos
alérgenos, o que é importante no diagnéstico de pacientes atépicos (BERNSTEIN;
STORMS, 1995, MASTRANDREA et al., 1997; SILVA et al., 2001, DYKEWICZ;
FINEMAN, 1998).

Outras classes de anticorpos também tém sido investigadas na alergia, como
os anticorpos IgG, particularmente as subclasses IgGl e IgG4. Anticorpos IgG
especificos a alérgenos podem ser detectados tanto em individuos atépicos e nao
atopicos (SALLUSTO et al., 1993). No entanto, pacientes atépicos exibem altos niveis
de IgG com predominio de IgG4, enquanto individuos nao-atépicos exibem maiores

niveis de [gG1 (HAMMARSTROM; SMITH, 1987).

1.7 Imunoterapia alérgeno-especifica

Os tratamentos das doencas alérgicas visam amenizar os sintomas
desencadeados por respostas exacerbadas do organismo frente aos alérgenos. A¢des
que visam a diminuicdo destes sintomas sdao indicadas de modo a abrandéa-los ou até
mesmo cessd-los. Para tanto, além do tratamento medicamentoso disponivel ha
esforcos na tentativa de desenvolver estratégias antidcaros da poeira por meio do
controle ambiental utilizando acaricidas, capas protetoras de colchdes, aspiragdo,

aumento da ventilacdo interna dentre outras que podem contribuir na atenuagao da

sensibilizacdo dos individuos alérgicos (SCHEI; HESSEN; LUND, 2002).
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No entanto, para alguns individuos tanto o tratamento quanto o controle
ambiental ndo surtem resultados satisfatérios na qualidade de vida dos mesmos. No
intuito de suprir novas intervencdes clinicas, a imunoterapia surge como possivel
terapéutica no sentido de induzir a tolerdncia aos componentes antigénicos
clinicamente relevantes no desencadeamento de respostas exacerbadas pelo
pacientes. Diversos estudos tém corroborado a acdo efetiva da imunoterapia
alérgeno-especifica na melhoria dos sintomas das doencas alérgicas, sobretudo rinite
(JUTEL et al., 2005).

A prética imunoterdpica foi introduzida em 1911 por Noon e Freeman no
tratamento da polinose, que é uma rinite alérgica provocada por graos de pdlen
(NOON, 1911). A imunoterapia consiste basicamente na administracdo de doses
gradualmente crescentes de um determinado alérgeno a individuos alérgicos até
alcancar uma dose maxima, a qual é mantida e administrada repetidas vezes em um
periodo de manutencdo que pode variar de individuo para individuo, a fim de
amenizar os sintomas provocados por exposi¢des subsequentes ao agente
sensibilizador em questao (ROLLAND et al., 2000, BOUSQUET et al., 2001). Tal
prética é aconselhada a pacientes que apresentam sintomas de rinite alérgica quando
expostos a determinados alérgenos, de forma que alguns fatores devem ser
considerados na inclusao destes individuos em procedimentos imunoterapicos como
a gravidade e duragdo dos sintomas apresentados, efeitos adversos provocados pelo
uso de medicamentos, falta de responsividade a outras formas de terapia, redugao do
risco de desenvolver asma dentre outros fatores (WALLACE et al., 2008). Entretanto
algumas limita¢des sdo feitas principalmente para pacientes com asma moderada a
grave, e também a ndo recomendacdo quanto a utilizacdo de extratos nao fracionados
de potentes alérgenos, uma vez que ha alto risco de efeitos sistémicos adversos
(ROLLAND et al., 2000).

A imunoterapia alérgeno-especifica tem como fundamento principal a indugao
de um estado tolerante nas células T periféricas, demonstrado principalmente pela
geracdo de células Tregs alérgeno-especificas e supressao dos efeitos proliferativos
celulares bem como das respostas de citocinas contra os principais alérgenos

desencadeantes de uma resposta imunolégica exacerbada (AKDIS et al., 1996).
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A tolerancia apresentada por pacientes sob imunoterapia e também por
individuos sauddveis pode ser caracterizada pela acdo de subpopulacdes de Tregs,
denominadas Treg do tipo I (Tr 1) e Treg CD4*CD25*. Estas subpopulagdes celulares
possuem a capacidade de agir ndo s6 nas células T levando-as a um estado anérgico,
mas também nas células B por meio da producdo de IL-10 que induz uma
diminuicao do switch de IgE induzido por IL-4 e aumento da expressao do transcrito
v4 resultando em aumento dos niveis de IgG4 especifica no soro no decorrer no
processo imunoterapico (MEILER et al., 2008).

Aparentemente as células Tregs contribuem para o controle da resposta imune
especifica de varias formas: supressdo das células apresentadoras de antigenos,
supressao das células Thl e Th2, dos mastocitos, basofilos e eosindfilos, interagao
com células teciduais residentes, além disso, a supressdao de IgE e a inducdo de
isotipos de anticorpos ndo inflamatérios como IgG4 por Trl e por células Treg
CD4+CD25+.

Desta forma, podemos perceber a importancia de vérios fatores sejam eles
celulares ou ndo no controle da resposta aos alérgenos, o que reforca a relevancia de
um conhecimento mais aprofundado sobre os mesmos utilizados nas vacinas
imunoterdpicas para permitir uma ampla utilizacdo desta terapéutica na préatica

clinica.

1.8 Identificacao de isoformas antigénicas para aplicacoes laboratoriais

Nos ultimos anos, particularmente nesta década o crescente esforco no
aprimoramento de técnicas e mesmo na criacdo de outras tecnologias para analises
protedmicas tem sido notado nos trabalhos cientificos, esforcos estes que tém como
finalidade identificar e caracterizar um maior namero de proteinas expressas por
diferentes organismos.

A identificacdo e caracterizacdo de um repertério mais amplo de alérgenos e
suas isoformas tém sido de relevancia no contexto da alergia, uma vez que estas

isoformas podem apresentar diferentes antigenicidades frente a soros de pacientes
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alérgicos. A presenca de diversas isoformas pertencentes ao mesmo grupo de
alérgenos pode ser devido a diferentes fatores ligados a variabilidade molecular, com
destaque para o polimorfismo alélico, modificacdes pos-traducionais e splicing
alternativo do mRNA (DE CANIO et al., 2009).

Neste sentido, dentre as técnicas protedmicas a eletroforese bidimensional tem
sido utilizada como uma poderosa ferramenta no mapeamento protéico de
complexas fontes alergénicas. Corroborando isto, pesquisas realizadas por MAO e
claboradores (1998) utilizando a eletroforese bidimensional com o acaro D. farinae
possibilitou a identificagdo de novos alérgenos e isoformas alergénicas que
constitufam maltiplos isoalérgenos, uma vez que uma pequena mudanca na
sequiéncia dos aminoacidos pode induzir modificagdes no reconhecimento dos
epitopos pelas células B (BREITENEDER et al.,, 1993). Benndorf e colaboradores
(2008) também identificaram isoformas alergénicas de esporos de Aspergillus
versicolor por meio da eletroforese e immunoblotting bidimensional, assim com
Luengo e colaboradores (2008) que investigaram os alérgenos do pélen de Senecio
jacobea com o objetivo de determinar as caracteristicas imunoldgicas e a relevancia
clinica dos alérgenos identificados.

Diante disto, metodologias como a eletroforese e o immunoblotting
bidimensional podem contribuir para a identificacdo de novas proteinas alergénicas e
suas possiveis isoformas oriundas de fontes de alérgenos inalaveis como os acaros da
poeira doméstica, dentre eles B. tropicalis que apresentam evidente padrdo de
reconhecimento pelo soro de pacientes alérgicos, viabilizando assim o emprego de
tais alérgenos em técnicas soroldgicas que quantificam anticorpos especificos
presentes nos individuos com alergias respiratdrias, e também no acompanhamento
laboratorial de individuos que apresentam alergia respiratéria que estejam sob

imunoterapia.
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2.1 Objetivo geral

Identificar alérgenos imunodominantes de B. tropicalis com potencial aplicacao
para o diagnéstico de alergia e, emprego e/ou monitoramento da imunoterapia

alérgeno-especifica em pacientes com doengas alérgicas respiratorias.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar os principais componentes alergénicos do extrato de Blomia
tropicalis reconhecidos por anticorpos IgE no soro de pacientes alérgicos por

Immunoblot;

e Avaliar a presenca de reatividade cruzada de anticorpos IgE entre
componentes alergénicos derivados de extratos de B. tropicalis,
Dermatophagoides pteronyssinus e D. farinae por immunoblot de inibicao

competitiva;

e Determinar por meio de eletroforese bidimensional, possiveis isoformas dos
componentes alergénicos de B. tropicalis identificados previamente por

immunoblot;

e Identificar possiveis proteinas alergénicas derivadas de B. tropicalis por
immunoblot bidimensional e espectrometria de massa com potencial
aplicagdo no diagnodstico da alergia respiratéria e também para possivel
emprego e/ou monitoramento em imunoterapia alérgeno-especifica em

pacientes alérgicos.
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3.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa deste estudo foi submetido e aprovado sem restri¢cdes
junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), subordinado & Comissao Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), Conselho Nacional de Satde (CNS), Ministério da Sadde, que

regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos (Anexos A).

A concordéancia em participar da pesquisa foi confirmada pela assinatura de
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B) pelo individuo
participante da pesquisa, de acordo com as normas da Resolucao CNS 196/96. No
termo de consentimento consta o nome da pesquisa, seu objetivo, os
procedimentos a serem realizados, como coleta de sangue e teste cutaneo de
leitura imediata, e a possibilidade de saida do estudo sem necessidade de
explicagdo prévia ou prejuizo ao atendimento atual ou futuro dos individuos da

pesquisa.

Em seguida, os individuos responderam a uma breve ficha de identificagao e
a um questiondrio clinico elaborado segundo o International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), com algumas modificagdes, que foi aplicado
com a presenca de um médico alergologista para maior conhecimento da sua

histéria clinica (Anexo C).

3.2 Locais de estudo

A selecdo dos pacientes foi realizada no Ambulatério de Alergia do Hospital

de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.

Os procedimentos técnicos foram desenvolvidos no Laboratério de Alergia e
Imunologia Clinica, do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal

de Uberlandia, Uberlandia, MG, contando com a colaboracdo do Laboratério de
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Protedmica do Centro de Genética e Biotecnologia da Universidade Estadual de

Santa Cruz, Ilhéus, BA, para os experimentos de espectrometria de massa.

3.3 Selecao dos pacientes

Foram selecionados 23 pacientes, de ambos os géneros e idade entre 18 e 60
anos, apresentando rinite alérgica perene com ou sem asma (intermitente ou
persistente, leve ou moderada), teste cutdneo de puntura positivo ao extrato de B.

tropicalis e reatividade IgE especifica por ELISA (indice ELISA > 1,2).

O diagnostico clinico de rinite alérgica foi estabelecido com base na presenca de
manifestacdes de espirros, rinorréia e/ ou obstrugao nasal intermitentes, relacionadas
a exposicdo aos alérgenos inaldveis e na histéria pessoal e/ou familiar de doencas
atopicas (NORMAN, 1985). O diagndstico clinico de asma foi estabelecido
considerando a presenca de episddios de dispnéia e sibilancia, obedecendo aos
critérios estabelecidos pelo National Asthma Education Program Coordinating Committee

(SLY, 1997).
Os critérios de exclusdo para o teste e admissao no estudo foram:
¢ Individuos em uso dos seguintes medicamentos, por via oral ou tépica:

- Anti-histaminicos de primeira e segunda geragdo entre 24 e 72 horas antes

do teste cutaneo (BERNSTEIN; STORMS, 1995);

- Corticosterdides sistémicos por tempo prolongado (> 20mg/dia por mais

de sete dias) (SLOTT; ZWEIMAN, 1974);

- Corticosterdides topicos até 3 semanas anteriores ao teste cutdneo

(PIPKORN; HAMMERLUND; ENERBAECK, 1989);

e Presenca de lesdes dermatolégicas na drea de realizagdo do teste cutaneo;
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e Recusa em participar do estudo.

3.4 Teste cutineo de puntura

A hipersensibilidade imediata foi determinada por meio de teste cutaneo de
puntura (TCP), como descrito por Ownby (1988), utilizando os seguintes extratos

alergénicos glicerinados padronizados (2 mg/mL):

— Acaros: B. tropicalis, D. pteronyssinus e D. farinae (IPI/ ASAC, Sdo Paulo,
SP, Brasil);

— Cao: Canis familiaris (FDA Allergenic, Rio de Janeiro, R], Brasil);

— Gato: Felis domesticus (FDA Allergenic);

— Baratas: Periplaneta americana e Blattella germanica (FDA Allergenic);
— Fungo: Alternaria alternata (FDA Allergenic).

Apobs anti-sepsia da face interna do antebraco com &lcool etilico 70%, um
volume de 10 pL de cada extrato foi depositado a uma distancia de 3 cm um do
outro, realizando-se em seguida a puntura com auxilio de uma lanceta de metal
estéril (Puntores Aiko, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Como controle positivo, foi
utilizado cloridrato de histamina a 10 mg/mL (Bayer Corporation, Spokane, EUA)
em solucdo salina fisioldgica contendo glicerol a 50%, diluente que foi utilizado como

controle negativo da reacdo (SQUILLACE et al., 1997).

Ap06s 15 minutos foram medidos os didmetros ortogonais das papulas formadas
com régua graduada em milimetros (Morrow Brown Disposable/Skin Test Needle
Aller Guard®, Topeka, KS, EUA). Os testes que apresentaram papulas com média
aritmética dos diametros maior ou igual a 3 mm em relacdo ao controle negativo,

foram considerados positivos.
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3.5 Coleta de sangue

Paralelamente ao TCP, amostras de sangue (10 mL) foram coletadas de cada
individuo, utilizando tubos de coleta a vacuo (Vacutainer® - Precision Glide/Becton
Dickson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ, EUA) e agulhas 21G1 (Becton
Dickson) para puncdo venosa na regido do antebraco. Apds serem mantidos em
repouso por 30 minutos, os tubos foram centrifugados a 2.000 x g por 10 minutos. Os
soros obtidos foram distribuidos em aliquotas e armazenados em microtubos de

polipropileno a -20°C até a realizacao dos testes sorolégicos.

3.6 Preparacao de extratos alergénicos

A extracdo dos alérgenos de B. tropicalis (Bt), D. pteronyssinus (Dp) e D. farinae
(Df) foi realizada de acordo com o protocolo anteriormente descrito (PEREIRA et al.,
2005). Foram pesados 200 g de material seco de cultivo dos &caros, gentilmente
cedido pelo Dr. Federico Montealegre (Laboratério de Imunoquimica, Escola de
Ponce, Porto Rico, EUA) e peneirados (Granutest-Telastem Peneiras para Analise
LTDA, ABNT 35, abertura em mm = 0,50, TYLER 32) para separar corpos e fezes dos
acaros do restante do material de cultivo. Em seguida, 5 g do material peneirado
foram misturados a 50 mL de solugdo salina tamponada com borato a 5 mM, pH 8,0,
contendo inibidores de proteases: Leupeptina 1 uM (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA), Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM (Sigma), Benzamidina 1 mM
(Sigma) e Aprotinina 10 pg/mL (Sigma). Esta mistura foi macerada em nitrogénio
liquido, com gral e pistilo, para o rompimento do exoesqueleto dos acaros e melhor
solubilizacao dos alérgenos. O material foi entdo transferido para tubos conicos de 50

mL e incubado durante 18 horas a 4°C em agitagao orbital lenta.

Posteriormente, o material foi centrifugado a 3.000 x g por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante novamente centrifugado a 20.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O

sobrenadante final (extrato total) foi concentrado e dializado em sistema Amicon
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(W.R. Grace & Co., Beverly, EUA) com membrana YM-10 (cut off de 10 kDa,
Whatman International Ltd, Maidstane, Inglaterra) contra solugao salina tamponada
com fosfatos (PBS) 0,01 M, pH 7,2, sob agitacdo suave. Para eliminar agregados
produzidos durante o processo de concentragdo e didlise, foi realizada uma nova
centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. Os extratos alergénicos foram
distribuidos em aliquotas de 500 pL. em microtubos de polipropileno e armazenados

a -20°C para posterior utilizacdo nos demais procedimentos.

3.7 Dosagem Protéica

As concentracOes protéicas dos extratos alergénicos totais (Bt, Dp e Df) foram

determinadas pelo método de Lowry e colaboradores (1951).

Para a curva de calibragdo da dosagem protéica foi utilizado soroalbumina
bovina (BSA, Sigma) em diluicdes duplas seriadas de 500 a 8 pg/mL em PBS. A
leitura da densidade 6ptica foi realizada em espectrofotometro (Micronal, Sdo Paulo,
SP, Brasil) a 660 nm. Os valores de densidade 6ptica obtidos foram convertidos em
pug/mL com base na curva padrao, utilizando o programa Microplate Manager 4.0

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA).

3.8 ELISA para deteccao de anticorpos IgE especificos a B. tropicalis

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para a deteccao de anticorpos IgE
anti-B. tropicalis em amostras de soros de pacientes, segundo técnica descrita por

Silva e colaboradores (2001), com algumas modificagdes.

Placas de microtitulacdo de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®,
Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), com 96 pocos, foram sensibilizadas com o
extrato Bt na concentracdo protéica de 20 pg/mL (50 pL/pogo) diluidos em tampao
carbonato (0,06 M, pH 9,6), por 18 horas a 4°C.
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As placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (monolaurato
de polioxietileno sorbitano, Sigma) (PBS-T) por trés vezes e os sitios ativos dos pocos
foram bloqueados (100 pL/pogo) com PBS-T acrescido de 1% de BSA (PBS-T-BSA)

por uma hora a temperatura ambiente.

As amostras de soros foram diluidas a 1:2 em PBS-T-BSA, adicionadas
(50 pL/poco) em duplicata e incubadas por 2 horas a 37°C em camara tmida. Em
cada placa, foram utilizados trés soros controles negativos de individuos ndo
atopicos e o diluente PBS-T-BSA como controle dos soros. As placas foram
submetidas a novo ciclo de lavagens com PBS-T por seis vezes e, subseqiientemente,
foi adicionado (50 pL/poco) o anticorpo secundario biotinilado anti-IgE humana
(Kirkegaard e Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, MD, EUA) na dilui¢do de 1:500
em PBS-T-BSA. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C e lavadas novamente
por seis vezes com PBS-T. Em seguida, foi adicionado o conjugado estreptavidina-
peroxidase (50 pL/pogo) (Sigma) na diluicao de 1:500 em PBS-T-BSA e incubado

durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Ap6s um novo ciclo de lavagens, a reacdo foi visualizada por meio da adicdo do
substrato enzimdtico consistindo de solugdo de 2,2'-diazino-bis-3-ethyl-
benzthiazoline sulfonic acid (ABTS, Sigma) a 0,01M em tampao citrato-fosfato 0,07M
(pH 4,2) contendo 0,03% de H>O> (Sigma).

Os valores de densidade 6ptica (DO) foram determinados em leitor de placas
(Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA) a 405 nm. O
limiar de positividade (cut off) da reagao foi determinado pela média dos valores de
DO dos soros controles negativos acrescida de trés desvios padrdes. Os niveis de

anticorpos IgE foram arbitrariamente expressos por indice ELISA (IE) calculado

DOgmostra

cutoff ' onde:

segundo a férmula: [E =

DO amostra: densidade optica média obtida de cada amostra de soro

Cut off = DO média de soros controles negativos + 3 desvios padrdes
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Valores de IE > 1,2 foram considerados positivos.

3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de s6dio

(SDS-PAGE)

3.9.1 Eletroforese unidimensional (1D)

Os componentes protéicos do extrato Bt foram separados por meio de
eletroforese vertical em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) em gradiente de concentracdo de 8-18% sob condicGes desnaturantes e

redutoras (LAEMMLI, 1970).

O gel de separacao foi preparado utilizando Tris-HCI 0,373 M, pH 8,8 (Sigma),
dodecil sulfato de sédio (SDS, Bio-Rad) a 0,1%, solucdo de acrilamida a 30% e bis-
acrilamida a 0,8% (Pharmacia-LKB, Produtos AB, Bromma, Suécia), TEMED
(N,N,N,N-tetrametil etilenodiamino, Pharmacia-LKB) a 0,125%, PSA (Persulfato de
amonio, Pharmacia-LKB) a 0,125% e glicerol a 5,85%.

Para o gel de empilhamento utilizou-se Tris-HCl 0,122 M, pH 6,8, SDS a 0,1%,
solucdo acrilamida/bis-acrilamida a 3%, TEMED a 0,125%, PSA a 0,125% e azul de
bromofenol. O tampao de corrida (pH 8,3) consistiu de glicina (Sigma) a 0,19 M, Tris
base a 0,025 M e SDS 0,1%.

Antes da aplicacdo no gel, as amostras foram centrifugadas (20.000 x g por 5
minutos), o sobrenadante diluido em tampao de amostra 10x (Tris-HC1 0,1 M pH 6,8,
SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2% e glicerol a 20%), contendo 5% de B-
mercaptoenanol e aquecido a 96°C, em banho seco (Termobath ALB64 - Finemould

Precision Ind., Co., Seul, Coréia do Sul), por 5 minutos.

Foram aplicados 20 pg de proteina, em volume de 20 puL, em cada pogo do gel

para o procedimento de coloragado, ou 270 pg de proteina, em um volume de 250 pL
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para posterior transferéncia para membrana de nitrocelulose. Em paralelo, utilizou-
se padrdo de peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA) como referéncia para o calculo das massas moleculares relativas.

O processo de eletroforese foi realizado em sistema para mini-gel (Mini-vertical
gel electrophoresis unit SE 260, Amersham Biosciences, Little Chalfont,
Buckingshamshire, Inglaterra), a corrente constante de 20 mA, por 1 hora e 30

minutos.

O perfil polipeptidico foi visualizado utilizando a coloragdo por Coomassie
coloidal (Coomassie Brilliant Blue G-250, Sigma) descrita por Neuhoff e colaboradores

(1988), sob agitagao pendular, por 18 horas a temperatura ambiente.

O software ImageQuant 300 versdo 1.0.3 (General Electric Company - GE
Healthcare, Uppsala, Sweden) foi utilizado para determinar as massas moleculares
das bandas visualizadas no gel, baseado nos valores de mobilidade relativa (Rf). A
documentagao do gel foi realizada por digitalizacdo de imagem (Scanjet3800, Hewlett

Packard, Co., EUA), em resolugao de 300 dpi.

3.9.2 Eletroforese bidimensional (2D)

As proteinas do extrato Bt (600 pg) foram precipitadas com 10% de acido
tricloroacético (TCA) a 50% durante 10 minutos em banho de gelo. Apds
centrifugacdo (23.000 x g, 10 minutos, 4°C), seguiu-se um ciclo de lavagens do
precipitado visando toda a retirada do TCA, incubando o precipitado (sob agitacdo
vigorosa) uma vez com etanol 100% gelado, durante 3 minutos e 3 vezes com acetona
100% gelada durante 2 minutos. Apds cada incubagdo, a solucdo foi centrifugada

(23.000 x g, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante descartado.

O precipitado final foi solubilizado em 40 pL de solugdo de lise [Uréia 8 M,
Triton X-100 a 2%, Tris base 0,04 M, Ditiotreitol (DTT) 0,04M, Benzamidina 0,001 M,
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EDTA 0,001 M, anfélitos IPG (3-10) a 2% (todos reagentes da Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, CA, EUA)] e incubado sob agitacdo lenta por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apods centrifugacao (20.000 x g, 30 minutos, 23°C), o
sobrenadante foi incubado (sob agitacdo lenta) com 85 pL de solucdao de reidratacao
[Uréia 8M, Triton X-100 a 2%, azul de bromofenol a 0,0025%, DTT 0,04 M, anfdlitos
IPG (3-10) a 2%] por 30 minutos, e novamente centrifugado (20.000 x g, 30 minutos,

23°C) para remover o precipitado.

Para a focalizagdo isoelétrica foram usadas fitas de 7 centimetros com gradiente
de pH imobilizado (ReadyStrip™ IPG strips, pH 3-10) segundo orientagdes do
fabricante (Bio-Rad). As fitas IPG foram colocadas sobre a solugdo contendo a
amostra para serem reidratadas durante 10 minutos a temperatura ambiente e
focalizadas isoeletricamente usando o aparelho Protean IEF Cell (Bio-Rad), como
segue: Reidratacdo passiva por 4 horas a 20°C; 50 V por 12 horas; 500 V por 30
minutos; 1.000 V por 3 horas; 4.000 V por 1 hora; 4.000 V até 10.000 V /hora.

Ap6s a focalizagdo isoelétrica as fitas foram equilibradas em tampao de
equilibrio (Tris-HC1 0,05 M, pH 8,8, uréia 6 M, glicerol a 30%, SDS a 2%, azul de
bromofenol a 0,001%, DIT 0,04 M) por 10 minutos a temperatura ambiente e
posicionadas na superficie de um gel de separacao SDS-PAGE a 13% (LAEMMLI,
1970). Antes da corrida, as fitas IPG, assim como o padrdo de peso molecular
(BenchMark™ Protein Ladder) que foi colocado em paralelo, foram vedados com

agarose a 0,5% contendo azul de bromofenol a 0,003 %.

O processo de eletroforese foi realizado no sistema Mini-Protean Cell (Bio-Rad),

a corrente constante de 15 mA por 15 minutos e 20 mA por 1 hora e 15 minutos.

Apos a corrida, os géis foram submetidos a coloracdo por Coomassie Brilliant
Blue G-250 (Sigma), sob agitacdo pendular lenta, durante 18 horas a temperatura

ambiente.
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Os spots foram analisados usando o software ImageMaster 2D Platinum, versao
7.0 (General Electric Company - GE Healthcare) para determinar os valores de ponto

isoelétrico (pl) e as massas moleculares.

A documentacao do gel foi realizada por digitalizacdo de imagem (Scanjet3800,

Hewlett Packard, Co., EUA), em resolucdo de 300 dpi.

3.10 Immunoblot 1D e 2D para deteccao de anticorpos IgE anti-Blomia

tropicalis

Imediatamente apds a separacdo eletroforética por SDS-PAGE unidimensional
ou bidimensional, os componentes polipeptidicos do extrato Bt foram transferidos
para membranas de nitrocelulose (Trans-Blot Transfer Medium, 0,45 um, Bio-Rad)
embebidas em tampao de transferéncia (Glicina 0,04 M, Tris 0,05 M, SDS a 0,04% e

alcool metilico a 20%).

Um sistema de transferéncia semi-tmido (Multiphor II Electrophoresis Unit,
Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia) foi utilizado conforme técnica descrita por Towbin,
Stsehelin e Gordon (1979). A corrente utilizada foi de 0,8 mA por cm? do gel durante

duas horas.

Apbs a transferéncia, o gel foi devidamente descartado e a membrana de
nitrocelulose foi imersa em solugdo de Ponceau S (0,5% de Ponceau em 0,25% de
TCA) durante dois minutos, para visualizacdo das bandas ou spots, confirmando o

sucesso da transferéncia.

Apobs secagem em temperatura ambiente, as tiras de nitrocelulose cortadas em 3
mm de largura (1D) ou membranas (2D) foram acondicionadas em canaletas
apropriadas e bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite desnatado (Molico,

Nestlé, Sao Paulo, Brasil) por duas horas a temperatura ambiente.
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Amostras de soros individuais (1D) aplicadas em volume final de
500 pL/canaleta ou um pool de seis soros (2D) em volume final de 6 mL/canaleta,
foram diluidas (1:2) em PBS-T contendo 1% de leite desnatado (PBS-T-M) e
incubadas sobre as tiras ou membranas de nitrocelulose previamente lavadas com
PBS-T-M apé6s o periodo de bloqueio por 18 horas a temperatura ambiente, sob

agitacdo lenta.

Posteriormente, apds seis ciclos de lavagem com PBS-T por 5 minutos,
adicionou-se as tiras (500 pL) ou membranas (10 mL) de anticorpo secundario anti-
IgE humana biotinilada (1:500), diluido em PBS-T-M e incubado por 4 horas a

temperatura ambiente.

Apbs novas lavagens como anteriormente descrito, as tiras ou membranas
foram incubadas com 500 pL ou 10 mL, respectivamente, do conjugado
Estreptavidina/Peroxidase (Sigma) diluido a 1:1000 em PBS-T-M durante duas horas

a temperatura ambiente.

Posteriormente ao ciclo final de lavagem, a revelacdo da reacdo foi procedida
com a adicdo de 10 mg de tetra-hidrocloreto 3’3-diaminobenzidina (DAB, Sigma)
diluido em 10 mL de solugao salina tamponada com Tris (0,02 mM, pH 7,4) acrescido
de 10 pL de peréxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida pela adicdo de dgua

destilada ap6s a visualizacdo das bandas ou spots.

As membranas foram digitalizadas e as massas moleculares e pontos

isoelétricos foram estimados conforme descritos para SDS-PAGE.

3.11 Immunoblot 1D de inibicao

Com o intuito de avaliar a capacidade de inibicdo homoéloga de anticorpos IgE

aos componentes alergénicos de B. tropicalis e verificar a reatividade cruzada
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(inibicdo heterdloga) com componentes alergénicos de D. pteronyssinus e D. farinae,

foi realizado o ensaio de immunoblot de inibicao.

Soros individuais, ndo diluidos, provenientes de seis pacientes co-sensibilizados
aos trés alérgenos de &caros foram pré-absorvidos (2 horas, a 37°C, banho-Maria)
com 800 pg/mL (v/v) de alérgenos inibidores (extratos de Bt, Dp ou Df), ou toxoéide
tetanico (TT, Sigma), como controle nao alergénico, ou PBS-TM a 1%, como controle
irrelevante. Paralelamente a incubacdo dos soros com os agentes inibidores, as tiras
de nitrocelulose foram bloqueadas com PBS-TM 5% por 2 horas a temperatura

ambiente.

Os soros pré-adsorvidos foram centrifugados (10.000 x g, 10 minutos, 4°C) e o
sobrenadante adicionado as tiras e incubados por 18 horas a temperatura ambiente,

sob agitacdo pendular lenta.

As demais etapas da reacdo, desde a incubagdo com anticorpos secundérios
anti-IgE humana até a revelacao, foram conduzidas da mesma maneira que a descrita

para o immunoblot convencional.

O software Image Quant foi utilizado para analisar a mobilidade relativa, as
massas moleculares aparentes e para calcular a intensidade das bandas (vol. bandas)
determinadas em pixels. Os resultados foram expressos em porcentagens de inibicao

em relacdo a auséncia do antigeno inibidor e calculadas segundo a férmula:

(vol. bandas com inibidor

~ \vol. bandas sem inibidor) x 100

3.12 Espectrometria de massa

A identificacdo das proteinas de Bt por espectrometria de massa (MS) foi
realizada conforme descrito por Shevchenko e colaboradores (1996). Os spots de
interesse foram excisados manualmente do gel SDS-PAGE 2D corados por

Coomassie coloidal, em capela de fluxo laminar, acondicionados em microtubos de
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polipropileno, previamente lavados com &lcool metilico absoluto, e enviados para
analise no Laboratério de Proteémica do Centro de Genética e Biotecnologia da

Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, BA.

3.12.1 Digestao de proteinas em gel 2D

Os spots de interesse foram lavados 3 vezes com 200 pL de solugdo de
bicarbonato de amoénio (25 mM, pH 8), sob homogeneizacdo em vortex durante 10
minutos, seguindo um novo ciclo de lavagens com agua deionizada. Posteriormente,
as amostras foram incubadas com 100 uL de acetonitrila (ACN) 100% durante 5
minutos a temperatura ambiente, descartando o excesso de ACN e secando-as em

centrifuga Speed-vac (Eppendorf).

Para a digestdo enzimatica, as amostras foram reidratadas com 5-7 pg/mL de
tripsina de porco Gold (Promega, Madison, WI, EUA), solubilizada em solucdao de
bicarbonato de amonio, por 10 minutos a 4°C e incubadas com solucdo de
bicarbonato de amoénio a 37°C por 16 horas em banho-Maria. Apds incubacao, a
solucdo contendo os digestos tripticos de interesse foi colocada em novos microtubos
e adicionados 25-50 uL. de solucdo contendo ACN a 50% e acido férmico a 5%. O
material ficou sob agitacdo suave por 30 minutos, sendo entdo o sobrenadante
transferido para novo microtubo e o procedimento de extracdo repetido mais duas

vezes.

A solucdo final contendo apenas os digestos tripticos foi reduzida em centrifuga

Speed-Vac para o volume de 10-15 pL.

3.12.2 Analise de MS

Apods extracdo, os peptideos foram analisados pela técnica de

nanocromatografia aplicada ao espectrometro de massa (nanoLC/MS/MS)
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utilizando o sistema de cromatografia UPLC nanoAcquity (Waters, Milford, MA,

EUA) acoplado ao espectrometro ortogonal Micromass Q-TOFmicro (Waters).

Duas fases moéveis foram utilizadas para as andlises cromatograficas. Fase
movel A: 100% agua ultra pura e a fase B: 100% acetonitrila, ambas acidificadas com
0,1% de acido férmico. Os digestos tripticos foram dessalinizados utilizando uma
pré-coluna Symmetry (Waters) C18, com 180 pm de didmetro interno x 20 mm de

comprimento e separados em uma coluna analitica de 1,7 pm BEH300-C18 100 pm x

100 mm.

A eluicdo sequencial dos peptideos foi realizada utilizando gradiente de 1-50%
de ACN por 23 minutos, chegando até 85% com 27 minutos. A corrida para cada spot
foi de 30 minutos com um fluxo de 0,6 uL/min. Os peptideos foram introduzidos ao
quadrupolo do espectrometro de massas Q-TOFmicro (Waters) apds ionizagao pela
sonda de eletrospray. As andlises no espectrometro foram feitas através do software
Masslynx V4.1, e os ions mais abundantes, observados no espectro de MS, escolhidos
automaticamente para a fragmentacdo induzida por colisdo (CID), gerando os
espectros de MS/MS. O nitrogénio foi utilizado como géas de nebulizacdo e
dessolvatacdo, e argonio como gas de colisdo. O equipamento foi operado no modo

ion positivo com voltagem do capilar de 3000 V e voltagem do cone de 35 V.

3.12.3 Pesquisa no banco de dados e identificaciao das proteinas -

Analise in silico

Os espectros gerados foram processados pelo algoritmo MaxEnt3 do software
Masslynx V4.1, resultando uma lista de massas que foi analisada pelo software
ProteinLynx Global Server (PLGS) V2.3 (Waters) e posteriormente pesquisada contra
os bancos de dados Swissprot (http://ca.expasy.org/sprot/) e NCBI
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Os critérios de busca utilizados pelo software foram massas moleculares, perda
do sitio de clivagem, pontos isoelétricos, cisteinas modificadas por
carboxamidometilagao e as possiveis modificacdes, como oxidagdo de metionina. Os
resultados das identificagdes foram observados pelo software Proteinlynx Global
Server 2.3, sendo consideradas identificacdes confidveis apenas as que apresentaram

probabilidade entre 80-100%.

Ap6s identificacdo dos peptideos de Bt extraidos do gel bidimensional, realizou-
se uma busca pela sequéncia completa dos alérgenos nos bancos de dados
UniProtKb/TrEMBL disponivel no Swissprot (http:/ /www.expasy.org/tools/ tagidenthtml)
e BLASTP (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) delimitando a procura ao organismo B.
tropicalis. A procura pelos alérgenos de Bt com homologia com Dp e/ou Df foi
realizada delimitando a procura ao género Dermatophagoides. O alinhamento das
sequéncias peptidicas encontradas dos alérgenos de interesse foi realizada pelo

programa ClustalW2 (http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

3.13 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biolégicos e dos
reagentes, bem como a utilizagdo de equipamentos, foram realizados de acordo com

as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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4.1 Caracteristicas dos pacientes do estudo

As caracteristicas demograficas, clinicas e sorolégicas dos 23 pacientes at6picos,
com diagnoéstico clinico de rinite alérgica com ou sem asma, positividade no teste
cutaneo de puntura (TCP) ao extrato Bt e em ELISA-IgE especifica a Bt (IE>1,2), que
foram selecionados para os experimentos de eletroforese quantitativa (1D) e

qualitativa (2D), estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo demografica, clinica e sorolégica de pacientes alérgicos a Blomia tropicalis.

B. tropicalis

Namero
do Género Idade Diagndstico TCP , EL-ISA-IgE Co-sensibiliza¢oes
: (anos) papula indice ELISA
paciente (mm) (IE)
I m 22 r 7 2,2 Der p, Der f
11 m 23 as,r 12 6,1 Der p, Derf, Pera, Bla g
111 m 21 r 9 4,4 Der p, Der f, Can f, Bla g, Alta
v f 22 r 7 6,0 Der p, Der f, Can f, Bla g
\Y% m 20 as,r 8 3,1 Der p, Der f, Canf, Bla g, Alta
VI m 49 r 6 3,1 Der p, Derf, Blag
VII f 19 r 7 3,5 Der p, Der f, Fel d, Bla g
VIII f 19 as,r 5 7,6 Der p, Der f, Fel d
IX m 32 r 8 4,3 Der p,Pera, Pera,Blag
X f 20 r 8 8,8 Der p, Der f, Can f, Fel d, Bla g
XI f 21 r 11 11,2 Der p, Der f, Can f, Fel d, Bla g, Alta
XII f 19 r 4 3,5 Der p, Der f, Can f, Fel d, Per a,Blag
XIII f 22 r 11 6,7 Der p, Der f, Can f, Per a, Bla g
X1V m 18 r 4 1,6
XV f 24 r 17 4,8 Der p, Der f, Fel d, , Per a,
XVI f 37 as,r 5 2,1 Der p, Der f, Can f, Fel d, Bla g
XVII m 19 T 5 5,4 Der p, Der f, Can f, Alta
XVIII f 20 r 3 2,5 Der p, Der f, Per a,
XIX f 37 r 9 2,3 Der p, Der {, Per a, Alta
XX f 26 as,r 8 8,3
XXI f 18 r 8 2,3 Der p, Der f, Alta
XXII m 22 r 4 2,8 Der p, Der {, Per a
XXIII f 24 r 11 2,2 Der p, Derf,Blag

TCP, teste cutdneo de puntura; as, asma; r, rinite; Der p, Dermatophagoides pteronyssinus; Der f,
Dermatophagoides farinae; Can f, Canis familiaris; Fel d, Felis domesticus; Bla g, Blattella germanica; Per a,
Periplaneta americana; Alt a, Alternaria alternata.
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4.2 Concentracao protéica

As concentracbes protéicas dos extratos alergénicos obtidos foram:
Bt = 3.900 ug/mL; Dp = 3.400 pg/mL e Df = 3.500 ng/mL (apdés concentracdo e
didlise em PBS).

4.3 Analise eletroforética unidimensional e reatividade de anticorpos

IgE a componentes do extrato de B. tropicalis

Os componentes polipeptidicos do extrato Bt, separados por SDS-PAGE em
gradiente de concentracao 8-18%, sob condi¢cdes desnaturantes e redutoras e corados

por Coomassie coloidal estdo ilustrados na Figura 3A.

O extrato Bt apresentou amplo espectro de bandas polipeptidicas, com massas
moleculares relativas variando de 9 a 134 kDa (9, 11, 13, 14-16, 21, 25, 27, 31, 35, 38,
48, 54, 61, 81, 110 e 134 kDa). Adicionalmente, as bandas de 14-16, 25, 27 e 31 kDa

foram as mais proeminentes.

A capacidade de reconhecimento das bandas polipeptidicas presentes no
extrato Bt foram avaliadas por immunoblot para deteccdo de anticorpos IgE no soro de

23 pacientes atopicos.

Cinco amostras de soros representativas do immunoblot 1D para IgE estdo
ilustradas na Figura 3B. Treze componentes alergénicos do extrato Bt, com massa
molecular variando de 14 a 134 kDa (14-16, 21, 25, 27, 31, 35, 38, 48, 54, 61, 81, 110 e

134 kDa), foram reconhecidos por anticorpos IgE especificos.

Todos os 23 pacientes alérgicos a B. tropicalis reconheceram pelo menos uma
banda alergénica (Figura 4), sendo os componentes alergénicos que apresentaram
reatividade de IgE maior que 50% foram considerados imunodominantes. Assim, os

principais componentes reconhecidos por anticorpos IgE foram as bandas de 25 kDa

(87%), 14-16 kDa (83%), 110 e 134 kDa (74%), 61 kDa (65%), 54 kDa (61%) e 81 kDa
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(57%). Além disso, outros componentes alergénicos foram reconhecidos em menor
frequéncia, tais como as bandas 38 kDa (35%), 31 kDa (30%), 27 kDa (26%), 48 kDa
(17%), 35 kDa (13%) e 21 kDa (4%).

A B
MW (kDa) Mr (kDa) Mr (kDa)
160+ <134 , <134
_ <110 [ <—110
100 D
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<81 <61
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Nuamero do soro
Bt

Figura 3. (A) Perfil eletroforético (SDS-PAGE gradiente 8-18%) do extrato de Blomia tropicalis (Bt) em
condic¢des desnaturantes e redutoras, corado com Coomassie Brilliant Blue G-250. Os padrdes de pesos
moleculares (MW, kDa) estao indicados a esquerda e as massas moleculares relativas (Mr, kDa) dos
componentes alergénicos estdo representadas a direita. (B) Immunoblot unidimensional (1D)
representativo dos componentes de B. tropicalis reconhecidos por anticorpos IgE no soro de pacientes
alérgicos (IV, V, VIII, XI, XII). Em cada linha 20 pg de proteina do extrato Bt foram aplicados em gel
SDS-PAGE 1D e transferido para membranas de nitrocelulose. Ap6s incubacado do soro, a ligagdo dos
anticorpos IgE foi revelada pela adicao de 3,3’-diaminobenzidina (DAB).
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Reagdes utilizando soro de individuos ndo atépicos, bem como excluindo o soro
e os conjugados foram realizadas como controles negativos e ndo apresentaram

nenhum componente com reatividade a anticorpos IgE (dados ndo demonstrados).

100+
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Massa molecular relativa (kDa)

Figura 4. Frequéncia (%) de componentes alergénicos do extrato de Blomia tropicalis reconhecidos por
anticorpos IgE em soros de pacientes alérgicos (n = 23) por meio de immunoblot. As setas indicam as
bandas imunodominantes (>50% de reconhecimento).

4.4 Especificidade e reatividade cruzada de anticorpos IgE aos

alérgenos de B. tropicalis e Dermatophagoides spp

A especificidade e a reatividade cruzada de anticorpos IgE aos componentes
alergénicos dos extratos de B. tropicalis e/ou D. pteronyssinus e/ou D. farinae foram

determinadas por ensaios de immunoblot de inibicdo competitiva, em seis soros de
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pacientes co-sensibilizados aos trés alérgenos de acaros. Imagens das reagdes de
immunoblot representativas de trés soros de pacientes com os diferentes inibidores

estdo ilustradas na Figura 5.

SI Bt Dp Df TT SI Bt Dp Df TT SI Bt Dp Df TT

Mr (kDa)

e | <134
. B <o
- <81
<61
< 54

. |- E'-‘ n < 48

<— 31

< 14-16

Soro II1 Soro VIII Soro XI

Figura 5. Immunoblot de inibi¢do uni-dimensional representativo para avaliar a especificidade de IgE
anti-B. tropicalis no soro de pacientes alérgicos. Soros pré-incubados com os extratos inibidores de
Blomia tropicalis (Bt), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp), D. farinae (Df), toxoide tetanico (IT) ou sem
inibidor (SI) estdo apresentados acima de cada fita. A massa molecular relativa (Mr, kDa) dos
componentes alergénicos estad indicada a direita.

Uma alta percentagem de inibicao homologa (79-100%) foi observada para nove
componentes alergénicos, como 14-16 kDa (79%), 31 e 54 kDa (88%), 134 kDa (92%),
25 kDa (97%) e 38, 61, 81, e 110 kDa (100%) (Figura 6). Considerando as inibigdes
heter6logas realizadas pelos extratos Dp e Df, duas (14-16 e 25 kDa) e trés (14-16, 25 e
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134 kDa) bandas imunodominantes, respectivamente, apresentaram menos de 50%
de inibicdo. As bandas imunodominantes de 54 e 61 kDa foram os compontente de Bt
que apresentaram maior reatividade cruzada com Dp e Df concomitantemente (>85%
de inibicao), e a banda de 81 kDa foi o componente que mostrou maior reatividade
cruzada entre Bt e Dp, sendo completamente inibido pelo extrato Dp. Duas bandas
nao-imunodominantes (31 e 38 kDa) apresentaram mais de 75% de inibicdo com
inibidores homologos e heter6logos, apresentando alta reatividade cruzada de

anticorpos IgE aos trés extratos de acaros testados.
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A2 ¢
25+
O_

134 110 81 61 54 48 38 35 31 27 25 21 14-16

Componentes alergénicos (kDa)

Figura 6. Percentagem (%) de inibicdo dos componentes alergénicos de Blomia tropicalis reconhecidos
por anticorpos IgE em soros de pacientes alérgicos pré-adsorvidos com extratos inibidores dos acaros
B. tropicalis (Bt), Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e D. farinae (Df) na concentracdo final de
400pg/mL. As setas indicam as bandas mais inibidas pelo extrato Bt (inibicdo homologa). Os simbolos
(¢) indicam as bandas imunodominantes menos inibidas e os simbolos () indicam as bandas
imunodominantes mais inibidas pelos extratos Dp e/ou Df (inibi¢ao heter6loga).
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Os componentes de Bt ndo apresentaram inibi¢do na reatividade de anticorpos
IgE quando utilizou-se toxoéide tetdnico como neutralizador nado alergénico (dados

nao demonstrados).

4.5 Identificacao protedmica de alérgenos de B. tropicalis reconhecidos

por anticorpos IgE no soro de pacientes alérgicos

O perfil protéico do extrato de B. tropicalis foi avaliado por eletroforese
bidimensional como apresentado na Figura 7. A coloracdo com Coomassie coloidal
revelou aproximadamente 50 spots distribuidos por toda a extensdo do gel de
separacdo, variando entre pl de 4-10 e massa molecular relativa (Mr) de 14-110 kDa

(Figura 7A).

Para identificar os alérgenos de B. tropicalis reconhecidos por anticorpos IgE foi
realizado o immunoblot bidimensional (2D) utilizando um pool de seis soros de
pacientes alérgicos que foram previamente selecionados com base nos perfis de
reatividade similar por immunoblot unidimensional (1D). Como mostrado na Figura
7B, quinze spots (1-15), variando de 14 a 110 kDa e pl entre 51 e 7,6, foram
reconhecidos por anticorpos IgE de soros de pacientes alérgicos, indicando que estes

15 spots foram os alérgenos imunodominantes de B. tropicalis.

Para identificar as proteinas e as isoformas potenciais, 14 spots (visualmente
identificados pela coloragao do gel com Coomassie coloidal) foram excisados do gel e
analisados por espectrometria de massa, sendo a identificacdo dos peptideos
realizada com o auxilio do programa Blastp. Os dados da identificagdo das proteinas
de Bt ligantes de IgE, com as respectivas massas moleculares relativas (Mr, kDa), os
valores de pl, a seqiiéncia peptidica, a nomenclatura do alérgeno e a funcdo

molecular estdo resumidos na Tabela 2.
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Figura 7. (A) Eletroforese bidimensional (2D) do extrato de B. tropicalis (Bt). Amostras (600pg de
proteina) foram submetidas a focalizagdo isoelétrica em fita com gradiente de pH
imobilizado (ReadyStrip™ IPG, pH 3-10, 7cm). As fitas IPG foram submetidas a eletroforese
bidimensional em SDS-PAGE 13% e coradas com Coomassie coloidal Brilliant Blue G-250. (B)
Immunoblot 2D dos components de Bt reconhecidos por anticorpos IgE em soros de pacientes
atopicos. Proteinas separadas por eletroforese 2D foram eletrotransferidas para membrana
de nitrocelulose e incubadas com o pool de seis soros de pacientes alérgicos. A ligacdo dos
anticorpos IgE foi revelada por 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Padrdo de peso molecular
(MW, kDa) esta indicado a esquerda. Os circulos numerados indicam os spots de Bt com
reatividade a anticorpos IgE que foram analisados por espectrometria de massa.
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Dois spots (2 e 3) foram identificados com aproximadamente 33 kDa e valores de
pl entre 569 e 5,83, correspondendo aos alérgenos Blo t ALDH (aldeido
desidrogenase). Duas isoformas de Blo t 3 (tripsina, spots 4 e 5) foram encontradas
com aproximadamente 33 kDa e pl entre 6,18-6,43 e outras duas isoformas (tripsina,

spots 6 e 7) foram encontradas com aproximadamente 26 kDa e pl entre 7,16-7,53.

Trés isoformas de Blo t HEXM (hexosaminidase, spots 9-11) foram identificados
por espectrometria de massa, com peso molecular de 15,2 a 15,7 kDa e pl de 540 a
5,83. O spot 8 nao foi possivel de ser identificado por espectrometria de massa. Em
alternativa, foi utilizado o banco de dados UniProtKB/TrEMBL
(http:/ /www.expasy.org/tools/tagident.html), com base no seu peso molecular de

15,9 kDa e pl 5,17, resultando no alérgeno hipotético Blo t HEXM (hexosaminidase).

Os spots 12-15 corresponderam ao alérgeno Blo t 2, com peso molecular
variando de 16,1-17,6 kDa e pl de 6,13-7,06. O spot 1 também ndo foi possivel ser
identificado por MS/MS e, com base no seu peso molecular de 110 kDa e valor de pl
511, a andlise do banco de dados identificou o alérgeno hipotético Blo t 11

(paramiosina) de B. tropicalis.

4.6 Homologia das sequéncias entre os alérgenos de B. tropicalis e

Dermatophagoides spp

O alinhamento mdltiplo realizado pelo programa ClustalW2 determinou a
porcentagem de identidade entre sequéncias polipeptidicas dos alérgenos de B.

tropicalis, D. pteronyssinus e D. farinae (Figura 8-12).

A Tabela 3 sumariza as analises de identidade entre os alérgenos de Bt, Dp e Df,
sendo apresentados os respectivos numeros de acesso, a funcdo molecular e a

percentagem de identidade entre alérgenos analisados.
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Tabela 2. Identificacdo dos alérgenos de Blomia tropicalis por immunoblot bidimensional e
espectrometria de massa.

5
#Spot e (szs:)) i Peptideo MS/MS¥* Alérgeno Func¢ao molecular
1 110,8 511 Nd Blo t11° paramiosina
2 32,8 5,69 RLL Blo t ALDH aldeido desidrogenase
3 32,9 5,83 EXEDQ Blo t ALDH aldeido desidrogenase
4 33,3 6,18 LRHN Blot3 tripsina
VRA
PKAS
PTE
5 32,7 6,43  YDSNTIDNDIALIQTASKM Blot3 tripsina
VGNYISWIK
CNGDSGGP
VSL
6 26,5 7,16  YDSNTIDNDIALIQTASKM Blot3 tripsina
KMSTGTTNAQAIK
VGNYISWI
7 26,2 7,53  RYNSL Blot3 tripsina
8 15,9 517 nd Blo t HEXM?® hexosaminidase
9 15,7 540 VSFD Blo t HEXM hexosaminidase
10 15,3 5,60 SFDGVD Blo t HEXM hexosaminidase
11 15,2 5,83  VSFD Blo t HEXM Hexosaminidase
VSFNC
VSENC
12 17,6 6,13  KTFFIANQDSEKL Blot2 Desconhecida
KISAIMNNIEVPVPGVDKD
13 17,4 6,46  KTFFIANQDSEKL Blot2 Desconhecida
KISAIMNNIEVPVPGVDKD
14 16,3 6,70  KTFFIANQDSEKLEIKI Blot2 Desconhecida
KISAIMNNIEVPVPGVDKD
15 16,1 7,06  KTFFIANQDSEKLEIKI Blot?2 Desconhecida
KISAIMNNIEVPVPGVDKD
KYELDYSLIIPTILPNLKT

#, Nameros dos spots correspondem aos spots indicados por circulos na Figura 7.

%, Dados experimentais calculados pelo software ImageMaster 2D Platinum.
Mr, Massa molecular relativa em kiloDaltons (kDa).

¥ Os peptideos dos alérgenos foram submetidos a andlise no banco de dados NCBI Blastp
(http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
nd, peptideo ndo determinado.

®, Alérgeno hipotético. Mr e o pl do alérgeno foram submetidos no banco de dados

UniProtKB/TrEMBL (http:/ /www.expasy.org/tools/tagident.html).
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Conforme demonstrado na Figura 8 e Tabela 3, o alérgeno Blo t 11 possui 89%
de identidade com o alérgeno Der p 11 e 90% com o alérgeno Der f 11, com alta
homologia observada em toda extensdo da sequéncia de aminoacidos de Bt. A
molécula de Derfll é ligeiramente menor e apresenta alta homologia com Blot 11
entre os aminodacidos 86 a 778. Os trés alérgenos do grupo 11 identificados possuem a

funcdo de paramiosina.

O alérgeno Blo t ALDH, um membro da familia da aldeido desidrogenase, ndao
possui homologia com nenhum alérgeno conhecido de D. pteronyssinus, entretanto,
possui 67% de identidade com o alérgeno Der f Alt a 10 (Tabela 3). Der f Alt a 10
apresenta uma porcao C-terminal com 64 aminoaécidos adicionais em comparagdo a
Blo t ALDH (Figura 9). A Os peptideos RLL e LVERDQ identificados por meio de
espectrometria foram alinhados aos aminoacidos 75-77 e 83-88 de Blo t ALDH,

respectivamente.

Blo t 3 é um alérgeno pertencente a familia da tripsina e apresenta uma baixa
identidade com Der p 3 e com Der f 3, sendo de 48% e 47% respectivamente. As
regides com maior homologia entre Derp 3 e Der f 3 sdo observadas entre as posi¢des
de aminoécidos 36 a 53, 69 a 124, 210 a 224 e 230 a 263. Como visualizado na Figura
10, varios peptideos foram identificados por espectrometria de massa, tais como
YDSNTIDNDIALIQTASKM, KMSTGTTNAQAIK e VGNYISWI que foram alinhados
aos aminoacidos 112 a 130, 128 a 141 e 252 a 260 de Blo t 3, respectivamente.

Blo t HEXM, com funcdo molecular de hexosaminidase, ndo apresenta
identidade com nenhum alérgeno de Dermatophagoides conhecido. As sequéncias de
peptideos, VSFDC e SFDGTD, obtidas por meio de espectrometria alinharam-se com
os aminodcidos de 133 a 137 e 250 a 255 de Blo t HEXM (Figura 11).

O alérgeno de B. tropicalis, Blo t 2, até o presente momento, ndo possui fungao
molecular conhecida apresentando baixa homologia com os alérgenos pertecentes a
tamilia NPC2 de Dermatophagoides spp (Figura 12) e também com o alérgeno Blo t 5,

que possui peso molecular similar a Blo t 2 (Figura 13). Como demonstrado na Tabela
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3, a percentagem de identidade de Blo t 2 em comparacdo a Der p 2 foi de 38% e com
Der f 2 de 37%, sendo mais relevantes nas posi¢des de aminodacidos 43 a 58, 93 a 106 e
126 a 134. Os peptideos KTFFIANQDSEKLEIKI, KISAIMNNIEVPVPGVDKD e
KYELDYSLIIPTILPNLKT encontram-se alinhados nas posi¢oes 54 a 71, 69 a 87 e 101
a 120 de Blo t 2, respectivamente. A percentagem de identidade de Blo t 2 em

comparagdo a Blo t 5 foi de 4%.
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Blotll MAARSAKYMYQSSRAGHGGD I SIEYGTDLGALTRLEDK IRLLSEDLESERELRQRVEREK 60
Derpll MSARTAKYMYRSSGAGASGD I SVEYGTDLGALTRLEDK IRLLSDDLESEREMRQRIEREK 60
Derfll
Blotll SDITVQLMNLTERLEETEGSSESVTEMNKKRDSELAKLRKLLEDVHMESEETAHHLRQKH 120
Derpll AELQ1QVMSLSERLEEAEGSSESVTEMNKKRDSELAKLRKLLEDVHMESEETAHHLRQKH 120
Derfll  ——mmmmmmme MNKKRDSELAKLRKLLEDVHIESEETAHHLRQKH 34
Blotll QAAI QEMQDQLDQVQKAKNKSDKEKQKFQAEVFELLAQVETANKDKLVAQKTVEKLEYTV 180
Derpll QAAVHEMQDQLDQLQKAKNKSDKEKQKFQAEVFELLSQLETANKEKLTALKSVEKLEYTV 180
Derfll QAAI QEMQDQLDQLQKAKNKSDKEKQKFQAEVFELLAQLETANKEKLTALKNVEKLEYTV 94
Blotll HELNIK I EE INRTVVEVTAHRQRLSQENSEL IKEVHEYKI SLDNANHLKGQIAQQLEDTR 240
Derpll HELNIK I EEINRTV I ELTSHKQRLTQENTEL I KEVHEVKLQLDNANHLKQQIAQQLEDTR 240
Derfll HELNIK 1 EE INRTV I ELTSHKQRLSQENTEL I KEVHEVKLQLDNANHLKTQIAQQLEDTR 154
Blotll HRLEDEERKRSSLENHAHTLEVELESLKVQLEEESEARLELERQLTKANGDAASWKSKYE 300
Derpll HRLEEEERKRSSLENHAHTLEVELESLKVQLDDESEARLELERQL TKANGDAASWKSKYE 300
Derfll HRLEEEERKRASLENHAHTLEVEL ESLKVQLDEESEARLELERQLTKANGDAASWKSKYE 214
Blotll AELQAHVDEVEELRRKMAQK I SEYGEQLEALLNKCSALEKQKARLQSEVEVL INDLEKAT 360
Derpll AELQAHADEVEELRRKMAQK I SEYEEQLEALLNKCSSLEKQKSRLQSEVEVL INDLEKAA 360
Derfll AELQAHADEVEELRRKMAQK I SEYEEQLEALLNKCSSLEKQKSRLQSEVEVL IMDLEKAT 274
Blotll AHAQALEKRVSQLEK INLDLKSKLEEVSVMLLEQTQKDLRVK IADLQKLQHEYEKLRDQKE 420
Derpll AHAQQLEKRVAQLEK INLDLKDKLEEVTMLMEQAQKELRIK I GELQKLQHEYEKVRDQRD 420
Derfll RHAQQLEKRVAQLEK INLDLKNKLEEVTMLMEQAQKELRVK I AELQKLQHEYEKLRDQRD 334
Blotll ALARENKKLADDLAEAKSQLNDAHRR IHEQE I E IKRLENEREELAAAYKEAETLRKQEEA 480
Derpll QLARENKKL TDDLAEAKSQLNDAHRR IHEQE I E IKRLENERDELSAAYKEAETLRKQEEA 480
Derfll QLARENKKL TDDLAEAKSQLNDAHRR IHEQE I E IKRLENERDELSAAYKEAETLRKQEEA 394
Blotll KNQRLTAELAQTRHDYEKRLAQKEEE I EALRKQYQ I E I EQLNMRLAEAEAKLKTEVARLK 540
Derpll KNQRL I AELAQVRHDYEKRLAQKDEE I EALRKQYQ I E I EQLNMRLAEAEAKLKTE IARLK 540
Derfll KNQRL I AELAQVRHDYEKRLAQKDEE I EALRKQYQ I E I EQLNMRLAEAEAKLKTE IARLK 454
Blotll KKYQAQ I TELELSLDAANKAN I DLQKT IKKQALQI TGLQAHYDEVHRQLQQAVDQLGVTQ 600
Derpll KKYQAQ I TELELSLDAANKAN I DLQKT IKKQALQI TELQAHYDEVHRQLQQAVDQLGVTQ 600
Derfll KKYQAQ I TELELSLDAANKAN I DLQKT IKKQALQI TELQAHYDEVHRQLQQAVDQLGVTQ 514
Blot11l RROQAL TAELEEMRVNLEQALRAKRAAEQMHEEAVVRVNELTT INVNLASAKSKLETEFS 660
Derpll RROQALQAELEEMR I ALEQASRAKRQAEQLHEEAVVRVNELTT INVNLASAKSKLESEFS 660
Derfll RROQALQAELEEMR I ALEQANRAKRQAEQLHEEAVVRVNELTT INVNLASAKSKLESEFS 574
Blotll ALQNDYDEVHKELR I SDERVQKLT I EVKSTKDLLESETERVTKLET IKKSLETEVRNLQI 720
Derpll ALQADYDEVHKELR I SDERVQKLT I ELKSTKDLLIEEQERLVKLETVKKSLEQEVRTLHV 720
Derfll ALQADYDEVHKELR I SDERVQKLT I ELKSTKDLLIEEQERLVKLETVKKSLEQEVRTLHV 634
Blotll RIEEVEANALAGGKRV I AKLESRIRDVEI EVEEERRRHAE TEKMLRKKDHRVKELLLQNE 780
Derpll RIEEVEANALAGGKRV I AKLESRIRDVEI EVEEERRRHAE TEKMLRKKDHRVKELLLQNE 780
Derfll RIEEVEANALAGGKRV I AKLESRIRDVEI EVEEERRRHAE TDKMLRKKDHRVKELLLQ-- 692
Blotll EDHKQ 1 QLLQEMSDKLNEKVKVYKRQMQEQEGMSQQNL TRVRRFQRELEAAEDRADQAES 840
Derpll EDHKQ I QLLQEMTDKLNEKVKVYKRQMQEQEGMSQQNL TRVRRFQRELEAAEDRADQAES 840
Derfll
Blotll NLSF IRAKHRSWVTTSQVPGGTRQVFVTEQESSNF 875

Derpll NLSF IRAKHRSWVTTSQVPGGTRQVFTTQEETTNY 875

Derfll e

Figura 8. Homologia das sequéncias entre os alérgenos Blo t 11, Der p 11 e Der f 11. As sequéncias de
aminodcidos foram alinhadas utilizando o programa ClustalW2 e ajustadas manualmente.
Sequéncias idénticas em relagio a Blo t 11 estdo destacadas em cinza. Residuos de
aminoacidos conservados foram destacados em negrito. Numeros a direita referem-se a
posicao dos aminodcidos no alinhamento.
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B1OtALDH —-MVQVKYTK I FINNEWHDSLSGKTFPT INPSTEEKI AD 1 QAGEKADVDKAVEAAVKAFK 58
DerfAltal0 MAQVEVKYTQIFINNEWHDS I SGKTFET INPFTEEKLANVQEGDKAD I DRAVVAAVDAFR 60
B1OtALDH 1 GSEWRKMDASARGRLINKLAHLVERDGKYLAELETLDNGKPLPMAVND I HAAIRGFEYY 118
DerfAltal0 FDSPWRQUDASQRGHLLYRLADLTERDQDY IASLESVMDNGKPKTMALFDVDLAIKVERYY 120
B1OtALDH AGWADK IHGKT IPADGNVCSFTK I EPVGVCGQ I I PANFPLWLAWKWAPALATGCTVVLK 178
DerfAltal0 AGYADK IHGKT IPADGKVFAFTR I EPVG I CGQ I VPWNFPFLMASWKFGPALCAGNTVVLK 180
BI1OtALDH PAEQTPLTALYMGSL I IEAGFPPGVWN 1 VPGYGPTAGAALVDNPLVDK IAFTGSTEVGKL 238
DerfAltal0 PAEQTPLSALYLASLTKEGGFPPGVVNVVPGFGETAGAALVDNPKVDK IAFTGSTEIGKL 240
B1OtALDH I SKNASATLKRVSLELGGKSPLVVTEN-FDVTMAAEIASAGCMVNQGQACCAATRTFVHE 297
DerfAltalo IMRNGSHSMKR ITLELGGKSPLVVTENVED IAQAARTAQDSCFLNMGQCCCAGTRTEVHE 300
B1OtALDH SIYDEFVKQSA 11 AQRRVVGCPFEAATVQGPQ IDATQTEK ILEL IESGKKQGARLVTGGS 357
DerfAltal0 SIYDEFVKHSVEYCQSHVFGNPFDSKTAFGPQVDK IQMNR ILEM I ESGKQEGARCVAGGN 360
B1OtALDH RMKQKGYF I EPTVFADVDDSMRI AKEE I FGPVQQLFKYKTLDEAIERSNATEY - - —— - - - 410
DerfAltal0 RMDKRGYFVEPTVFADVTDGMRIAREE I FGPVQQ I LKYKTLDEV IERCNDTNYGLGSAIL 420
BIOLALDH =~ ——mmmmmmmmm N - = 416
DerfAltal0 TND I NEAVKFSRS IRAGSVW INIPYMI PVSVQTPFGGFKESGVGRELGEDGLRGYGE IKT 480
BIOLALDH ~ ———mmme o

DerfAltal0 VVIMDREKKM 490

Figura 9. Homologia das sequéncias entre os alérgenos Blo t ALDH e Der f Alt a 10. As sequéncias de
aminodcidos foram alinhadas utilizando o programa ClustalW2 e ajustadas manualmente.
Sequéncias idénticas entre os dois alérgenos estdo destacadas em cinza. Residuos de
aminoacidos conservados foram destacados em negrito. Os peptideos RLL e LVERDQ foram
identificados por espectrometria de massa e estdo marcados pela caixa em vermelho.
Numeros a direita referem-se a posicao dos aminoécidos no alinhamento.
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Blot3
Derp3
Derf3

Blot3
Derp3
Derf3

Blot3
Derp3
Derf3

Blot3
Derp3
Derf3

Blot3
Derp3
Derf3

MKVLVLFCLVSLAAAGPLKDALNKAQVDAFYAEGY I VGGSNAADGDAPYQVSLQRTSHFC
~MITYNILIVLLLAINTLANP ILPASPNAT —--—- 1VGGEKALAGECPYQ I SLQSSSHFC
-MMIL--TIVVLLAANILATPILPSSPNAT---—- 1VGGVKAQAGDCPYQISLQSSSHFC

GGSI IADNY I LTAAHC I QGLSASSLTTRYNTLRHNSGGLTVKASR 1 1 GHEK)YDSNT 1 DND
SLCKR KYDSYOTDND

GGTILDEYWILTAAHCVAGQTASKLSIRYN SLGGE VAKIFAHE
GGSILDEYWILTAAHCVNGQSAKKLS IRYNTLKHASGGEK IQVAE T YQHENYDSMT IDND

[TALIQTASKMSTGT TNAQATK PEQGSSEVLITGNGTLSSGAS QKVTWP
TALTKLKSPMRKLCNQKNAKAVGLPAKGSDVKVGDQVRVSGNGY LEEGSYSLPSELRRVD 1A
VALIKLKTPMTLDQTNAKPVPLPAQGSDVKVGDKIRVSGNGYLQEGSYSLPSELQRVDID

1VDRKTCNANYGAVGAE ITDNMFCAG I LNVGGKDACQGDSGGHVA--ANGVLVGAVSWGY
VVSRKECNELYSKANAEVTDNM ICGGDVANGGKDSCQGDSGGPWDVKNNQVVGIVSWGY
VVSREQCDQLYSKAGADVSENM ICGGDVANGGVDSCQGDSGGPWDVATKQ I VGIVSWGY

GCAQAKYPGVYTRVGNY ISWIKGKGVPV 266
DW

GCARKGYPGVYTRVGN SKRSQ- 261
GCARKGYPGVYTRVGNFWDWIESKRSQ- 259

60
54
52

120
114
112

180
174
172

238
234
232

Figural0. Homologia das sequéncias entre os alérgenos Blo t 3, Der p 3 e Der f 3. Sequéncias idénticas
em relacdo a Blo t 3 estdo destacadas em cinza. Residuos de aminoacidos conservados foram
destacados em negrito. Os peptideos destacados pela caixa em vermelho referem-se aos

identificados por espectrometria de massa. Ntumeros a direita referem-se

<

aminoacidos no alinhamento.

a posi

¢do dos

BIotHEXM
BIotHEXM
BIotHEXM
BIotHEXM
BIotHEXM

BIotHEXM

MEMNKLNVLHWHIVDDESFPFESETHPELSRKGSYDPQYHVYRDEDVNAILEYARQRAIR 60

VWEFDSPGHTWSWGLGQPGLLTPCYGPNGQPNG I FGP IDPTKPNNFKFIRNLFTEIASR 120
FKDQYIHLGGDE@QNATNPSIREFMEQHQYGNDYTRLESYYVQKLVN IVKQLNRSYV 180
VWQEVFDHNVTLKSDTWHVWIGNDTSSTWSTELSKVTEAGYQALLSSPWYLDLISYGPD 240

WRKYYESEPYSFDGTOEQKRL ILGGEAAVWAEY INGANM I SRTFPRVNAVAERLWSSQRL 300

AKANRAVGRFRTQACRMIKLGIRIQPIDGPGWCECDYALTD 341

Figura 11. Sequéncia de aminodcidos do alérgeno Blo t HEXM. A sequéncia do alérgeno foi
identificada utilizando o programa Blastp. Os peptideos destacados pela caixa em vermelho
referem-se aos identificados por espectrometria de massa. Ntimeros a direita referem-se a
posicdo dos aminoéacidos.
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Blot2
Derp2
Derf2

Blot2
Derp2
Derf2

Blot2
Derp2
Derf2

-MFKFICLALLPRVSRAAAGDVKFTDCAHGEVTSLDLSGCSG-DHC I IHKGKSFT 58
MMYKITLCLSLL--VAAVARDQVDVKDCANHE IKKVLVPGCHGSEPC 1 IHRGKPFQLEAVF 58
———————— SLL--VAAVVADQVDVKDCANNE I KKYMVDGCHGSDPC I IHRGKPFTLEALF 50

TANQDSEKLE IKISATMNN I EVPVPGVDKDGCKHT TCPLKKGQKYELDYSLIIPTILPN- 117
ACHYMKCPLVKGQ S 118
DANQNTKTAKIEIKASLDGLE I1DVPG IDTNACHFVKCPLVKGQQYD IKYTWNVPKIAPKS 110

TTASLVGDHGVVA%KVNTEVVD— 144
ENWVTVKVMGDDGVLACAIATHAKIRD 146
ENWVTVKL 1GDNGVLACAIATHGKIRD 138

Figura 12. Homologia das sequéncias entre os alérgenos Blo t 2, Der p 2 e Der f 2. As sequéncias de

aminodcidos foram alinhadas utilizando o programa ClustalW2 e ajustadas manualmente.
Sequéncias idénticas em relacdo a Blo t 2 estdo destacadas em cinza. Residuos de
aminoacidos conservados foram destacados em negrito. Os peptideos na caixa em
vermelho referem-se aos identificados por espectrometria de massa. Ntimeros a direita
referem-se a posicdo dos aminodcidos no alinhamento.

Blot2
Blot5

Blot2
Blot5

Blot2
Blot5

MFKF 1 CLALLPFWSRAAAGDVKFT-DCAHGEVTSLDLSGCSGDHC I IHKGKSFTLKTFFI 59
-MKFATVLIACFAASVLAQEHKPKKDDFRNEFDHLL ITEQAN--HATEKGEHQLLYLQHQL 57

ANQDSEKLE IK1SAIMNNIEVPVPGVDKDGCKHTTCPLKKGQKYELDYSLTIPTILPNLK 119
DELNENKSKELQEKI IRELDVVCAMIEG----- AQGALER-ELKRTDLNILERRNYEEAQ 111

TVTTASLVGDHGWACGKVNTEWD 144
TLS-KILLKDLKETEQKVKDIQTQ- 134

Figura 13. Homologia das sequéncias entre os alérgenos Blo t 2 e Blo t 5. As sequéncias de

aminodcidos foram alinhadas utilizando o programa ClustalW2 e ajustadas manualmente.
Sequéncias idénticas entre os dois alérgenos estdo destacadas em cinza. Residuos de
aminoacidos conservados foram destacados em negrito. Ntimeros a direita referem-se a
posigdo dos aminoécidos no alinhamento.
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Tabela 3. Percentagem de identidade entre os alérgenos Blomia tropicalis detectados por
espectrometria de massa em relagdo aos alérgenos de Dermatophagoides spp.

Identidade (%0)

Alérgeno Funcdo Molecular D. pteronyssinus D. farinae
Blo t11 Paramiosina 89% 90%
(Q8MUF6) Der p 11 (Q6Y2F9) Der f 11 (Q967Z0)

Blot ALDH  Aldeido desidrogenase =

(A1KX]O0)
Blot3 Tripsina 48%
(Q81916) Der p 3 (P39675)
Blo t HEXM Hexosaminidase -
(AAQ24551)
Blot2 Desconhecida 38%
(Q1M2P1) Der p 2 (P49278)

67%
Der f Alta 10 (A1KXH?7)

47%

Der f 3 (P49275)

37%
Der f 2 (Q00855)

Em parénteses, nimero de acesso no UniProt.
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Acaros da poeira domiciliar representam uma complexa fonte de alérgenos
capazes de induzir a sintese de anticorpos IgE em individuos geneticamente
predispostos (WEGHOFER et al., 2005), sendo importantes agentes sensibilizantes,
particularmente em doencas alérgicas respiratérias como asma e rinite alérgica. Em
regides de clima temperado, dcaros das espécies D. pteronyssinus e D. farinae sdo
predominantes e de maior importancia clinica na asma (PLATTS-MILLS et al., 1992),
enquanto, aliado a eles, B. tropicalis é importante fonte alergénica em paises de clima
tropical e subtropical (ARRUDA et al, 1991; GELLER; ESCH; FERNANDEZ-
CALDAS, 1993). Varios estudos anteriores tém demonstrado a importancia desses
acaros na sensibilizacdo de pacientes atépicos no Brasil (ARRUDA et al., 1991;
GELLER; ESCH; FERNANDEZ-CALDAS, 1993; RIZZO et al., 1993; SARINHO et al.,
1996; PEREIRA et al., 2005; ALMEIDA et al, 2006; SOARES et al., 2007; ALVES et al.,
2008).

Estudos envolvendo a identificacdo de isoformas ligantes de IgE para
determinacdo dos alérgenos de B. tropicalis sdo importantes para classificar os

alérgenos segundo a familia bioquimica e podem auxiliar na distingdo entre a

reatividade cruzada e a polisensibilizacao (WEGHOFER et al., 2005).

No presente estudo, a resposta de anticorpos IgE especificos a componentes
alergénicos presentes no extrato de B. tropicalis foi avaliada em soros de pacientes
com rinite alérgica e sensibilizados a 4caros da poeira domiciliar por immunoblot uni-
e bidimensional seguido de andlises por espectrometria de massa e in silico. Neste
trabalho também avaliamos a reatividade cruzada entre os anticorpos IgE ligantes a
componentes alergénicos de B. tropicalis e Dermatophagoides spp por immunoblot de

inibicdo unidimensional.

A selecdo dos pacientes foi feita por meio de avaliacdo clinica, positividade no
teste cutaneo de puntura ao extrato Bt e em ELISA-IgE especifica a Bt. Com relagao
ao diagnostico clinico, a maioria dos pacientes selecionados apresentou sintomas

caracteristicos de rinite alérgica sem associacdo com asma (78,3%), enfatizando que
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rinite é a doenca alérgica mais freqiiente nesta populacdo, assim como observado por
outros estudos (SOPELETE et al., 2000; BERGER, 2003;PEREIRA et al., 2005,SOARES
et al., 2007, ALMEIDA et al., 2006; ALVES et al., 2008).

Pacientes sensibilizados a B. tropicalis apresentaram alta co-sensibilizagdo com
alérgenos de &caros do género Dermatophagoides. Estes resultados reforcam os nossos
achados anteriores obtidos em outro grupo de pacientes com rinite dessa mesma
regido (PEREIRA et al., 2005, ALMEIDA et al., 2006), confirmando que a alta
proporgao desta sensibilizagdo concomitante tem certamente dificultado a avaliacao
do papel de B. tropicalis na indugdo dos fendémenos atdépicos para estes pacientes,
particularmente em regides tropicais e subtropicais onde ambas espécies de &caros

coexistem.

Embora nao haja relatos sobre a prevaléncia do &caro B. tropicalis em nossa
regido, alta frequiéncia deste 4caro tem sido encontrada em amostras de poeira
domiciliar das areas urbana e rural de Salvador, BA (MEDEIROS ]Jr. et al., 2002),
contrastando aos niveis baixissimos ou até mesmo ndo detectaveis do seu alérgeno
principal Blo t 5 quando determinado por ELISA sandwich (LUCZYNSKA et al.,
1989). Este fato sugere que outros componentes alergénicos importantes derivados
do extrato de B. tropicalis poderiam estar presentes e ser reconhecidos por soros de
pacientes atépicos, ou ainda que a sensibilidade do ELISA para mensurar o alérgeno

Blo t 5 deva ser melhor avaliada em ensaios futuros (MEDEIROS Jr. et al., 2002).

Os resultados apresentados neste estudo caracterizaram alérgenos principais de
B. tropicalis com papel importante na inducdo de anticorpos IgE em pacientes
sensibilizados a acaros desta regido. Ensaios de immunoblot 1D com o extrato Bt,
utilizando substrato cromégeno, revelaram pelo menos treze componentes
polipeptidicos, com bandas imunodominantes (>50%) de baixo (14-16 e 25kDa) e alto
peso molecular (54 a 134kDa) que mostraram reconhecimento por anticorpos IgE em
23 soros de pacientes sensibilizados a B. tropicalis. Estes resultados confirmam os

nossos achados anteriores de que o perfil alergénico de Bt demonstra reatividade de
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anticorpos IgE a espectro similar de componentes em pacientes da nossa regido

(PEREIRA et al., 2005).

Tsai e colaboradores (1998) relataram 14 proteinas de B. tropicalis reconhecidas
por IgE e detectadas por immunoblot, utilizando também sistema de revelacdo
cromogénico. Por outro lado, outros pesquisadores identificaram 21 diferentes
proteinas reconhecidas por IgE detectadas por meio de radioimunoeletroforese
cruzada (ARLIAN; VYSZENSKI-MORBER; FERNANDEZ-CALDAS, 1993) e 25
antigenos detectados por immunoblot utilizando andlise de autoradiografia
(CARABALLO et al., 1994) no extrato total de B. tropicalis. Desta forma, um amplo
espectro de bandas polipeptidicas com reatividade a IgE tem sido observado, ndo
apenas o alérgeno principal Blo t 5 (14kDa), mas também alérgenos de alto peso

molecular como Blo t 11 (110kDa) (RAMOS et al., 2001; RAMOS et al., 2003).

Estudos anteriores demonstraram que amostras de soros de pacientes alérgicos
e sensibilizados a B. tropicalis apresentaram reatividade IgE de 45 a 69% para Blo t 5,
(ARRUDA et al. 1997), 57% para Blo t 3 (25/30kDa) (FLORES et al., 2003) e 56 a 59%
para Blo t 11 (110kDa), dependendo da populagdo estudada (RAMOS et al., 2001;
RAMOS et al., 2003).

Visando analisar a especificidade e a reatividade cruzada de anticorpos IgE aos
alérgenos de B. tropicalis e Dermatophagoides spp, técnicas de imunoabsor¢do foram
realizadas por meio de immunoblots de inibicdo competitiva. Foi observada alta
percentagem de inibicdo homodloga para os componentes alergénicos
imunodominantes de Bt. Os extratos de Dp e Df inibiram mais de 50% dos
componentes imunodominantes de Bt com alto peso molecular (54-134kDa), com
excecdo da banda de 134kDa quando foi utilizado o extrato Df como inibidor
(inibicdo heterdloga). Entretanto, foi encontrada inibicdo inferior a 50% aos
componentes imunodominantes de Bt com baixo peso molecular quando os extratos
de Dp e Df foram utilizados como agentes inibidores. Portanto, nossos resultados

indicam que ha alta reatividade cruzada de IgE entre alérgenos de Bt com alto peso
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molecular com os extratos de Dp e Df em comparagao com alérgenos de Bt com baixo
peso molecular, em pacientes sensibilizados na nossa regido. Estes dados sugerem
que os antigenos de baixo peso molecular de Bt, com baixa reatividade cruzada a
alérgenos de Dermatophagoides spp, podem ser fontes promissores de epitopos para
estudos posteriores que enfoquem antigenos marcadores exclusivos deste dcaro em
pacientes sensibilizados. Ainda assim, varios estudos demonstram que alérgenos de
baixo peso molecular como Blo t 3 (25/30kDa) e Blo t 5 (14kDa) sdo alérgenos
principais derivados de B. tropicalis e apresentam 49% de homologia com Der p 3 e

42% com Der p 5, respectivamente (CHUA et al., 2007).

Entre os componentes imunodominantes de alto peso molecular, as bandas de
54, 61 e 81kDa apresentaram-se altamente inibidas por extratos de Dp e Df
(aproximadamente 80%), sugerindo que estes componentes alergénicos de Bt
provavelmente estejam relacionados aos alérgenos do grupo 4 (54kDa), grupo 14
(81kDa) ou grupo indefinido (61kDa), representando importante reatividade cruzada

entre os alérgenos derivados dessas espécies de acaros.

Por outro lado, a alta inibicdo observada com os componentes nao
imunodominantes de Bt (31 e 38 kDa) utilizando os extratos inibidores de Dp e Df
indicam que deve existir alta homologia entre os epitopos desses alérgenos devido a

proximidade filogenética entre os dcaros da ordem Astigmata.

A anélise protedmica de alérgenos de B. tropicalis revelou aproximadamente 50
spots visualizados ap6s coloragdo por Coomassie coloidal do extrato de Bt. Quinze
alérgenos protéicos foram reconhecidos por anticorpos IgE utilizando pool de soros
de pacientes sensibilizados a B. tropicalis por meio de immunoblot bidimensional.
Assim, immunoblot 2D associado com analises de espectrometria de massa
permitiram a identificacdo de alérgenos imunodominantes reconhecidos por
anticorpos IgE presentes nos soros de pacientes alérgicos e sensibilizados desta

regiao.
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No presente estudo, foram identificadas quatro isoformas de Blo t 3 com funcao
de tripsina (Tripsin-like serine protease), mostrando diferentes pesos moleculares e
valores de ponto isoelétrico: duas isoformas com ~33kDa, pl 6,18-6,43 e outras duas
isoformas com 26kDa, pl 7,16-7,53. Estas diferencas entre os pesos moleculares e
faixas de pl para o mesmo alérgeno sugerem que Blo t 3 seja um alérgeno que sofra
modificacdes pés-transducionais, incluindo glicosilagao, justificado pelo aumento do
seu peso molecular de algumas isoformas identificadas em eletroforese 2D.
Entretanto, dados da literatura mostram que alérgenos do grupo 3 (Der p 3 e Der £ 3)
ndo apresentam sitios de glicosilagdo (KAWAMOTO et al., 2002; THOMAS; SMITH,
1998). Assim, nossos dados sugerem que Blo t 3 possa ter estes sitios exclusivos,
aumentando o nimero de isoformas descritas até o momento para este alérgeno. Isto
pode ser reforcado pela moderada identidade (48%) encontrada, no presente estudo,

entre as sequéncias de aminoacidos de Blo t 3, Der p 3 e Der £ 3.

Sabe-se que muitos alérgenos podem apresentar sitios glicosilados, o que parece
ser um importante determinante para sua alergenicidade. Agnes, Tan e Jones (1998)
reportaram que alérgenos glicosilados sdo até cem vezes mais imunogénicos que
antigenos ndo glicosilados. Os oligossacarideos ligam-se covalentemente as
proteinas, geralmente entre os aminoacidos asparagina e serina/treonina apds a
sintese protéica, podendo influenciar em varias de suas propriedades, como
estabilidade, solubilidade, hidrofobicidade e até mesmo sua carga elétrica (WEBER;
SCHRODER; THALBERG, 1987; PETERSEN; SCHRAMM; SCHLAAK, 1998).
Entretanto, pouco se sabe sobre alérgenos glicosilados, o que reforca a necessidade
de estudos verificando a influéncia dessas cadeias glicosiladas na apresentagdo a
células do sistema imune e no desencadeamento da resposta alérgica. Em nosso
estudo prévio, foi avaliado a resposta de anticorpos IgE a fracdes glicosiladas
enriquecidas de manose obtidas por cromatografia de afinidade do extrato Bt em
resina de Concanavalina A (ALMEIDA 2005; ALMEIDA et al., 2006). Foi observado
que os componentes glicosilados de Bt reativos para IgE tinham peso molecular

acima de 27kDa, sugerindo que um destes componentes possa ser o alérgeno Blo t 3.

Karine Cristine de Almeida



DISCUSSAO 83

Quatro isoformas do alérgeno Blo t 2, com peso molecular variando de 16,1-17,6
kDa e pl de 6,13-7,06, foram identificadas por espectrometria de massa. Até o
presente momento, Blo t 2 ndo foi totalmente caracterizado em nivel molecular
(CHUA et al., 2007), apenas uma comunicacao livre tem sido relatada, demonstrando
a reatividade de anticorpos IgE para rBlo t 2 em 63,3% dos 19 soros de pacientes
alérgicos (KUAY et al., 2002). A sequéncia de aminoécidos do alérgeno Blo t 2 revela
que este alérgeno é uma proteina de peso molecular semelhante a Blo t 5 com 14 kDa.
Nossos resultados de immunoblot 1D demonstram que a banda de 14-16 kDa é
imunodominante com 83% reatividade IgE nas amostras de soro testadas,
apresentando baixa reatividade cruzada com os extratos de Dp (35%) e Df (27%). Na
identificacdo de proteinas por espectrometria de massa, inesperadamente, nao foi
visualizada reatividade de anticorpos IgE contra o alérgeno principal Blo t 5 em
contraste com outros estudos onde ha o consenso da alta alergenicidade a esta
proteina (ARRUDA et al., 1997, THOMAS et al., 2002). Tendo em vista a pequena
percentagem de identidade (4%) encontrada entre as sequéncias de aminoacidos dos
alérgenos Blo t 2 e Blo t 5, nossos dados sugerem que Blo t 2, e ndo Blo 5, deva ser um

alérgeno principal na sensibilizagdo de pacientes em nossa regiao.

O alérgeno Blo t ALDH (~33kDa, pl 5,69 e 5,83) e o alérgeno Blo t HEXM
(~15,5kDa, plI 5,40 a 5,83) foram identificados por espectrometria de massa por uma
pequena sequéncia de aminodacidos. Blo t ALDH apresentou percentagem de
identidade de 67% com o alérgeno Der f Alt a 10 e Blo t HEXM néao apresentou
homologia com nenhum alérgeno conhecido de Dermatophagoides. Até o presente
momento, ndo existem relatos na literatura sobre a reatividade desses alérgenos com
anticorpos IgE. Apenas a sequéncia protéica e a caracterizacdo molecular foram
descritas em bancos de dados de proteinas. Desta forma, mais estudos devem ser
realizados visando a busca de homologias e determinacdo da reatividade de

anticorpos IgE a estes alérgenos em soros de pacientes sensibilizados a B. tropicalis.

Alérgenos podem ocorrer sob a forma de multiplos isoalérgenos, que tém peso

molecular semelhantes, diferindo em suas seqiiéncias de aminoacidos e,
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consequentemente, na sua alergenicidade. Este fato pode ter um impacto importante
sobre o diagndstico e imunoterapia de alergia aos acaros da poeira domiciliar
(WEGHOFER et al., 2005). Neste contexto, usando abordagem proteémica,
identificou-se neste estudo, diversas isoformas de alérgenos de B. tropicalis em nivel
molecular com potencial uso para o aperfeicoamento do diagnéstico e, emprego e/ou
monitoramento da imunoterapia alérgeno-especifica em pacientes com doengas
alérgicas respiratérias. Novos estudos devem ser realizados para determinar o
mapeamento dos epitopos e desenvolvimento de alérgenos recombinantes para
avaliar a frequéncia de reatividade de anticorpos IgE dirigidos contra epitopos

imunodominantes.
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a) Treze componentes polipeptidicos (14 a 134kDa) do extrato Bt foram
reconhecidos por anticorpos IgE em soros de pacientes sensibilizados a B.
tropicalis por immunoblot 1D, dos quais componentes de baixo peso molecular (14-
16 e 25kDa) e alto peso molecular (>54kDa) foram considerados

imunodominantes.

b) Alérgenos imunodominantes de alto peso molecular (>54 kDa) do extrato de B.
tropicalis apresentaram maior reatividade cruzada com alérgenos de D.

pteronyssinus e D. farinae frente a anticorpos IgE de pacientes alérgicos.

c) Ensaios de eletroforese bidimensional identificaram aproximadamente 50
isoformas dos componentes alergénicos de B. tropicalis identificados previamente

por immunoblot.

d) Os alérgenos Blo t 11, Blo t 3, Blo t 2 e possivelmente Blo t ALDH e Blo t HEXM
demonstraram ser alérgenos imunodominantes em pacientes sensibilizados a

acaros da poeira domiciliar de nossa regiao.
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Anexo A

0) Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Médnica - Uberandia-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 fragcbes de acaros da poeira domiciliar e producdo de anticorpos
monoclonais”

Pesquisador Responsavel: Emesto Akio Taketomi

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

Situacdo: O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de
pesquisa com seres humanos, nos limites da redacao 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 relatorio
e documentagio pertinente ac projeto.

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

Data para entrega do Relatério parcial: janeiro/2009

Data para entrega do Relatério final: jay\irofmﬁ B { )
/) - 0. 1 S
13 de abril de 2007. )/fc\ ¢ Jewa 8 e Femis Faclo
: Profa. Dra. Sandra Terezinha de Fanas Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
Onenlagdes ao pesquisador:

(Para parecer Apravado ou Aprovadao com Recomendagoes)

= () sujeita da pesquisa tem a hiberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagiio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 19696 - Item IV.1.0) ¢
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item IV.2.d).

» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢ descontinuar o estudo
somente apos andlise das razdes da descontinudade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS ltem 1113 2),
aguardando scu parccer, exceto quando perceber nisco ou dano ndo previsto ao sujeito participanic ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido 2 um dos grupos da pesquisa (Iterm V 3) que
requetram agio imediata.

= () CEP deve ser mformado de todos os cleitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso nomal do estudo
(Res. CNS Item V4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorndo (mesmo que tenha sido em outro centro) ¢ enviar notficagio ao CEP e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitana - ANVISA - junto com seu posicionamento

* Iventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CLP de forma clara e sucinta.
wentificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1
ou II apresentados antenomente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatono do CEP, para serem juntadas ao protocolo nicial ( Res. 251/97.
item I11.2.¢). O prazo para entrega de relatonio € de 120 dias apos o 1amino da execugiio prevista no
cronograma do projeto, conforme nonma da Res. 196/9% CNS.
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Anexo B

&

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
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 estd sendo convidado para participar da pesquisa “Analise do perfil anticorpico e de citocinas
especificos a diferentes fragdes de acaros da poeira domiciliar e produgdo de anticorpos monoclonais” sob a
responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi.

Nesta pesquisa, estamos buscando entender o perfil de anticorpos frente a diversas fracdes de proteinas de
diferentes espécies de acaros da poeira domiciliar. Para isso, vocé sera submetido a realizag@o de teste alérgico a
aeroalérgenos para triagem dos pacientes ¢ individuos saudaveis que participardo do estudo.

Serdo coletados 20mL de sangue para analise de anticorpos especificos aos aeroalérgenos. Se necessario,
voceé sera chamado posteriormente para coleta de mais 60mL de sangue para analise de citocinas especificas e
proliferagao celular.

Durante esta pesquisa, o atendimento médico sera realizado no Ambulatorio 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 sera identificado. Os resultados desta pesquisa serdo publicados ¢ ainda assim a
sua identidade sera totalmente preservada.

Vocé ndo terda nenhum 6nus e ganho financeiro por participar desta pesquisa.

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

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

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé ou responsavel pelo
paciente.

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

Dr. Ernesto A. Taketomi

Avenida Para, 1720 Bloco 4C Campus Umuarama
Universidade Federal de Uberlandia
Uberlandia-MG

Tel.: (34)3218-2398 / Telefax: (34) 3218-2333

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

Uberlandia, de de

Assinatura
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Anexo C

L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

Nome: Prontuario HC-UFU:
Data do questionario: / /

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

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

() Ensino Superior e/ou poés-graduacao

Questionario 1 (Modulo Asma)

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

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

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

() Sim ( )Nao
3) Nos ultimos 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 freqiiéncia 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 ()

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 respiragao?
() Sim ( ) Nao

6) Nos tltimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apds exercicios fisicos?
() Sim ( ) Nao

7) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com infecgéo respiratdria?
() Sim ( )Nao

8) Alguma vez na vida vocé teve asma?
() Sim ( ) Nao
Questionario 2 (Modulo Rinite)

> Todas as perquntas deste modulo sio sobre problemas que ocorreram quando vocé naio
estava gripado ou resfriado.
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)]

2)

3)

4)

5)

6)

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

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve algum problema com espirros, coriza (corrimento nasal) ou
obstrugao nasal, quando ndo estava gripado ou com resfriado?
() Sim ( )Nao

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

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

() Janeiro () Maio () Setembro
( ) Fevereiro () Junho () Outubro

() Margo () Julho () Novembro
() Abril () Agosto () Dezembro

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

Nada ()
Pouco ()
Moderado ( )

Muito ()

Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( ) Sim () Nao
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Anexo D
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas
Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
Av. Para, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia — MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333
Teste Cutaneo de Puntura
Tamanho da
Ne Extrato Referéncia papula Tgmanho do
eritema (mm)
(mm)*
1 Dermatophagoides pteronyssinus Acaro
2 Dermatophagoides farinae Acaro
3 | Blomia tropicalis Acaro
4 | Canis familiaris Cio
5 Felis domesticus Gato
6 Blatella germanica Barata
7 Periplaneta americana Barata
8 | Alternaria alternata Fungo
9 Soluc¢do salina Controle negativo
10 | Histamina Controle positivo
*Valores de referéncia:
Positivo diametros ortogonais maiores ou iguais a 3mm em relag¢do ao controle negativo, medidos a
partir do maior diametro.
Negativo diametros ortogonais menores do que 3mm em relagdo ao controle negativo, medidos a

partir do maior didmetro.

Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi
Responsavel técnico
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