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RESUMO

O 4caro da poeira domiciliar Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) é uma das principais fontes
de alérgenos intradomiciliar em todo o mundo, e por isto considerado importante na
sensibilizacdo de individuos predispostos geneticamente. Alguns alérgenos deste acaro
podem ocorrer como isoalérgenos diferenciando na sequéncia dos aminoédcidos ou mesmo
no padrao de glicosilacdo, o que pode causar diferengas na sensibilizagdo alergénica. O
objetivo do presente trabalho foi investigar novos antigenos imunodominantes com
potencial aplicabilidade no diagnéstico laboratorial e monitoramento de individuos atépicos
sob imunoterapia alérgeno-especifica. Para isto, o extrato de Dp foi separado por eletroforese
bidimensional (2D) com subsequente immunoblotting para deteccdo de componentes ligantes
de IgE e IgG1 especifica. O pool de soros testado no immunoblotting 2D foi escolhido a partir
de um painel de soros positivos a alérgenos de Dp determinados por immunoblotting 1D para
IgE e IgGl especifica em pacientes atopicos (A) e IgGl em individuos nao atépicos (NA),
grupos estes definidos por teste cutaneo de puntura (TCP) e niveis especificos de IgE e IgG1
determinados por ELISA. Os niveis de IgE a Dp bem como a soropositividade foram maiores
em atopicos (mediana IE = 3,8; 100%) do que em nao atépicos (mediana IE = 0,7; 0%)
(P<0,0001), enquanto niveis de anticorpos IgG1 especificos a Dp ndo mostraram diferenca
significante entre os grupos (mediana IE = 2,9; 84% vs mediana IE = 2,5; 86%). Os principais
alérgenos ligantes de IgE determinados por immunoblotting 1D foram as bandas de 15 kDa,
60 kDa e 103 kDa, enquanto os principais alérgenos ligantes de IgG1 foram as bandas >56
kDa. A eletroforese 2D do extrato de Dp mostrou uma resolucao de mais de 70 spots na faixa
de ponto isoelétrico (pI) 3-10 e massa molecular 11-110 kDa. O immunoblotting 2D revelou
diferencas nos padrdes de ligacdo de IgE e IgGl, com vérios spots reconhecidos por
anticorpos IgE entre 15 e 103 kDa (pI 5,1-8,0). A reatividade de IgGl no grupo A foi
observada principalmente aos spots mais fortemente reconhecidos na faixa de maior massa
molecular (70-103 kDa) e menor pl 5,1-6,6. Para a reatividade de IgG1 no grupo NA, os spots
mais fortemente reconhecidos foram observados entre 85-103 kDa (pl 5,1-5,8). Assim, a
eletroforese 2D com a subseqiiente realizacdo do immunoblotting permitiu a identificagdo de
isoalérgenos especificos reconhecidos por diferentes isotipos de anticorpos em atépicos e nao
atopicos, o que pode contribuir de maneira relevante no desenvolvimento de potenciais
candidatos para uso em diagndstico e também no monitoramento do niveis de IgE e IgG1

especificos de pacientes alérgicos sob imunoterapia.

Palavras-chave acaro da poeira domiciliar, Dermatophagoides pteronyssinus, immunoblotting

bidimensional, alergia.



ABSTRACT

The house dust mite Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) is a major source of indoor allergens
in the world and considered important for sensitization of genetically predisposed subjects.
Some allergens from this mite can occur as isoallergens with differences in amino acid
sequences or glycosylation, leading to differences in allergenic sensitization. The aim of this
study was to investigate new immunodominants antigens with potential application for the
laboratorial diagnosis and monitoring of atopic patients under allergen-specific
immunotherapy. Dp extract was separated by two-dimensional (2D) electrophoresis with
subsequent immunoblotting for determination of specific IgE and IgG1 binding components.
Pooled human sera tested in 2D immunoblotting were chosen from a panel of sera positive
to Dp allergens determined by 1D immunoblotting for specific IgE and IgGl in atopic
patients (A) and IgG1 in non-atopic subjects (NA). Patients were selected by skin prick test
(SPT) and levels of specific IgE and IgG1 by ELISA. Levels of IgE to Dp and seropositivity
were higher in atopics (median EI = 3.8; 100%) than non-atopics (median EI = 0.7; 0%) (P <
0.0001), while levels of Dp-specific IgGl showed no significant difference between the
groups (median EI = 2.9; 84% vs median EI = 2.5; 86%). The major IgE-binding components
determined by 1D immunoblotting were the 15 kDa, 60 kDa and 103 kDa bands, and the
major IgGl-binding allergens were bands >56 kDa. 2D gel electrophoresis of Dp extract
showed a resolution of more than 70 spots throughout the separation range of isoelectric
point (pl) 3-10 and molecular size of 11-110 kDa. 2D immunoblotting revealed differences in
IgE- and IgGl-binding patterns, with several spots recognized by IgE antibodies ranging
from 15 to 103 kDa and pI 5.1-8.0. For IgGl1 reactivity in atopic patients, strongly recognized
spots were observed at ranges of higher molecular masses (70-103 kDa) and lower pI (5.1-
6.6). For IgGl reactivity in non-atopic subjects, the most strongly recognized spots were
observed ranging from 85 to 103 kDa (pI 5.1-5.8). 2D electrophoresis with subsequent
immunoblotting allowed the identification of specific isoallergens recognized by different
antibody isotypes in atopic and non-atopic subjects. This information can be used to improve
the development of potential candidates for using in diagnostic as well as in monitoring of

the levels of specific IgE and IgG1 in atopic patients under immunotherapy.

Keywords house dust mite, Dermatophagoides pteronyssinus, two-dimensional

immunoblotting, allergy.
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1.1 Doencas alérgicas

Sdo h4 muito tempo conhecidas, descritas ja na China antiga e também na
literatura grega (SIMONS, 1994). Na sociedade moderna, especialmente nas tltimas
décadas tém assumido papel de significativa importdncia ndo sé devido ao
expressivo aumento na incidéncia alcancando niveis epidémicos nos paises
desenvolvidos, 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 devido as faltas no
trabalho e escola (MASOLI et al., 2004).

Doencas alérgicas referem-se a diferentes respostas sintomaticas a antigenos
ambientais normalmente inécuos. Diversas delas podem ser elencadas diferindo
quanto ao mecanismo imunolégico envolvido bem como a fonte antigénica
responsavel pelo desencadeamento. Diante disto, muito se tem conjecturado a
respeito das condicdes de exposicdo aos alérgenos no desencadeamento das
respostas alérgicas, e como certos alérgenos tém a propriedade de levar a estas
respostas e ndo a uma resposta imunolégica tolerogénica (TRAIDL-HOFFMANN;
JAKOB; BEHRENDT, 2009).

Pesquisas tém demonstrado que exposicao a potenciais alérgenos 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 exposicao a
agentes microbianos durante a primeira infancia protege contra doengas alérgicas
(STRACHAN, 1989; BRAUN-FAHRLANDER et al., 2002). Subseqiientes pesquisas
tém sido realizadas visando desvendar esses possiveis mecanismos que levam a
protecdo. Tem-se demonstrado que agentes microbianos ativam receptores da
imunidade inata nas células apresentadoras de antigenos durante concomitante
exposicdo aos alérgenos e induzem respostas alérgeno-especificas Thl ou via células
T regulatérias (Tregs) como fator adjuvante para proteger o hospedeiro da
sensibilizacdo alergénica e desenvolvimento de doencas alérgicas (KAISHO; AKIRA,

2002).

Juliana Silva Miranda
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E sabido 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 sensibilizacdo dos individuos (PLATTS-MILLS et al., 1997; PERFETTI et al,,
2004; HESSELMAR et al., 2005).

Assim, destaca-se uma conjuncao de fatores que levam ao desenvolvimento e
ao aumento da prevaléncia de doengas alérgicas, resultado de uma interacdo de
predisposicao genética e exposicao aos alérgenos, e também a provavel associacdo de
alguns cofatores como influéncia psico-social, diminuicao da estimulacdo 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).

1.1.1 Alergia e atopia

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 e “ergon” que significa reacdo (SIMONS, 1994). Atualmente o mesmo
é empregado como sinénimo de hipersensibilidade imediata, e é utilizado para
designar uma reagdo desencadeada por mecanismos imunolégicos mediados por
anticorpos, particularmente o isotipo IgE, e por células responsdveis pelas
manifestacdes clinicas devido a exposicdo a um determinado estimulo em dose
tolerada por individuos saudéaveis JOHANSSON et al., 2004).

A atopia, designacdo esta provinda da palavra “atopos” de origem grega
significando “estranho”, representa uma predisposicao genética de certos individuos
para a sintese de IgE especifica a componentes protéicos de alérgenos ambientais

(HOLGATE; POLOSA, 2008). Os individuos que respondem aos estimulos

Juliana Silva Miranda



Introducio _
20

provocados pela exposicao a diferentes alérgenos, por meio da produgdo de altos
niveis de IgE sdo designados atépicos (JOHANSSON et al., 2004).

Diversas doencas alérgicas podem ser listadas como dermatite atopica,
eczema, rinite, asma dentre outras, sendo que as respiratérias como a asma e a rinite
se destacam devido ao consideravel aumento da prevaléncia nos altimos 20-30 anos
com taxas variando de 5% a 30% em paises industrializados (ISAAC, 1998; SLY, 1999,
HOLGATE; POLOSA, 2008; ASHER et al., 2006). A rinite alérgica é definida
clinicamente como uma doenga sintomatica das vias aéreas superiores induzida por
inflamacdo mediada por IgE, posteriormente a exposicdo da membrana da mucosa
nasal ao alérgeno (BOUSQUET, VAN CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001).
Caracteriza-se por rinorréia, obstrucdo nasal, espirros e prurido nasal, sintomas estes
reversiveis espontaneamente ou sob tratamento, podendo ser subdividida em
intermitente e persistente (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE; KHALTAEYV, 2001).

Em contrapartida, a asma é caracterizada como inflamacdo das vias aéreas
inferiores levando a um quadro clinico caracterizado por reatividade exacerbada dos
bronquios acarretando sintomas como dispnéia, tosse e sibilancia (LEMANSKE;
BUSSE, 2003). A maioria dos genes inicialmente encontrados associados com a asma
participam na sintese de IgE, inflamagdo alérgica e/ou hiper-reatividade das células
e 6rgdos evidenciando assim a importancia do fator genético no desenvolvimento de
doencas alérgicas (MARSH et al.,, 1994, OBER; HOFFJAN, 2006). Neste sentido,
Weidinger e colaboradores (2008) demonstraram que a presenca de polimorfismos
no gene RAD50, encontrado no cromossomo 5q31 esta ligado a um risco aumentado
para o desenvolvimento da alergia, sendo que o locus génico FCER1A estaria
relacionado os niveis totais de IgE.

Os estimulos responsdveis pelas manifestagdes clinicas da alergia se dao
especialmente contra componentes de origem protéica estranhos ao organismo,

comumente conhecidos como alérgenos (HUBY; DEARMAN; KIMBER, 2000).

1.2 Alérgenos
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Sao designados como alérgenos todos os antigenos com capacidade de induzir
e reagir com anticorpos IgE especificos, verdade esta que tem sido desvelada com o
conhecimento mais aprofundado dos mesmos, sobretudo das caracteristicas
estruturais destes componentes alergénicos (BOUSQUET; VAN CAUWENBERGE;
KHALTAEYV, 2001). Nesse sentido pesquisas tém revelado algumas caracteristicas
presentes em muitos alérgenos como glicosilagao, atividade enzimatica e resisténcia a
protedlise, contudo mais estudos sdo necessarios para definir outras propriedades
estruturais presentes nos alérgenos de maneira geral (HUBY; DEARMAN; KIMBER,
2000).

Os alérgenos sdo representados principalmente por componentes protéicos,
entretanto algumas biomoléculas ligadas a tais componentes como os carboidratos
podem também ter relevancia na sensibilizacdo alergénica, o que tem sido
demonstrado pela avaliagio da imunogenicidade da porgdo glicidica de muitas
proteinas glicosiladas, salientando a importancia dos epitopos de origem glicosidica,
e ndo s6 os de origem peptidica na geracao de respostas pelo sistema imunolégico
(FOTISCH; VIETHS, 2001). Trabalhos conduzidos no Laboratério de Alergia e
Imunologia Clinica da UFU, realizados por Almeida e colaboradores (2006) e Alves e
colaboradores (2008) revelaram a importancia das fracdes glicosiladas do acaro
Blomia tropicalis isoladas por Concanavalina A frente a soros de pacientes alérgicos ao
mesmo, demonstrando alta reatividade de anticorpos IgE, IgG1 e IgG4, comparada
aos individuos nao alérgicos.

Os epitopos sdo regides presentes na molécula antigénica que tém a
propriedade de se ligarem as regides determinantes de complementaridade (CDRs)
dos anticorpos especificos, podem se apresentar conformacionalmente quando os
aminoacidos estdo separados na cadeia polipeptidica de forma que o dobramento
possibilita espacialmente a ligacao, ou também linearmente quando as sequéncias de
aminoécidos estao contiguas (LAVER et al., 1990; SELA, 1969; CRAMERI, 2003).

Com o crescente conhecimento sobre os alérgenos, fez-se necessario a criagdo
de uma nomenclatura padronizada de maneira a possibilitar a organizacdo das
informagdes presentes no meio cientifico, a qual foi viabilizada pelo Subcomité de

Nomenclatura de Alérgenos regulado pela Unido Internacional das Sociedades de
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Imunologia (I.U.LS.) e também pela Organizacdo Mundial da Satde (W.H.O.). Sendo
assim, foi determinado que a designagdo dos alérgenos fosse representada pelas trés
primeiras letras do género ao qual o organismo pertence juntamente com a primeira

N

letra da espécie e o ntimero correspondente a ordem cronolégica de descoberta
(KING et al., 1995).

Com o aprofundamento sobre o conhecimento dos principais alérgenos das
mais relevantes fontes alergénicas, a identificagdo e sobretudo a caracteriza¢do dos
alérgenos purificados tem demonstrado a variacdo existente para um mesmo
alérgeno, a qual pode ser resultado da modificacdo pés-traducional ou de diferencas
na estrutura primadria, o que resulta em isoformas (VAN REE, 2002). Diante disto, ha
a possibilidade de determinado alérgeno apresentar-se sob multiplas formas
moleculares, as quais podem compartilhar entre si ampla reatividade cruzada,
designados assim de isoalérgenos, os quais sdo abarcados pela nomenclatura atual
recomendada acrescentando-se o nimero correspondente ao isoalérgeno apds o
namero do alérgeno (CHAPMAN et al., 2007).

Na tentativa de unificacdo para que uma determinada proteina seja designada
como alérgeno e nomeada segundo os critérios definidos, preconiza-se que a mesma
se ligue a IgE de 5% dos soros de pessoas com alergia a dcaro da poeira domiciliar, o
que é critico para conhecer a importdncia relativa dos diferentes alérgenos

(THOMAS et al., 2007).

1.2.1 Aeroalérgenos

Os alérgenos estao amplamente distribuidos no ambiente, uma vez que fazem
parte da composicdo de diversos organismos, sejam eles pertencentes ao Reino das
Plantas, dos Animais ou mesmo dos Fungos. No ambiente, seja extra ou
intradomiciliar h4 a presenca de muitos alérgenos transportados pelo ar, por isto é a
eles atribuida a designacdo de aeroalérgenos.

Diversas sdo as fontes dos quais os aeroalérgenos podem provir, podem estar

presentes no ambiente extradomiciliar como, por exemplo, os grdos de podlens
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especialmente os oriundos de gramineas, contudo os principais aeroalérgenos
caracterizados originam-se principalmente de fontes domiciliares com destaque para
os animais domésticos (gatos e caes), baratas, alguns fungos e &caros da poeira

domiciliar (SAVOLAINEN; VIANDER; KOIVIKKO, 1990).

1.3 Acaros

Acari é uma ordem representada por um amplo niimero de espécies de acaros
que ocupam grande variedade de nichos. Dentre as subordens, a Astigmata é a mais
importante comparada as outras uma vez que cerca de 50% das espécies pertencentes
a mesma sdo parasitas de passaros e mamiferos, tendo assim habitos nidicolas pela
facilidade em se alimentar de debris (restos de pele e pena) deixados nestes
ambientes (ARLIAN; MORGAN, 2003).

Os &caros sdao animais de tamanho entre 0,1 a 0,6 mm de comprimento, ciclo
de vida com metamorfose completa (holometabolo) passando pelos estagios de ovo,
larva, protoninfa, tritoninfa e adulto. O periodo de desenvolvimento de ovo a adulto
pode sofrer variagdes de acordo com a espécie e também devido as condicdes
abidticas, as quais influenciam fortemente na dindmica da populacdo sendo a
umidade e a temperatura os fatores mais preponderantes (ARLIAN; RAPP; AHMED,
1990; DE BOER, 1998; PIKE; CUNNINGHAM; LESTER, 2005).

A disseminagdo destes animais de seus principais locais de reproducao para
uma variedade de lugares onde se estabelecem e nos quais podem desenvolver é
extremamente facil devido ao pequeno porte que apresentam (ARLIAN; MORGAN,
2003). Associado a este fator, a interferéncia antrépica no ambiente natural destes
animais promoveu a dispercdo e adaptacdo de algumas espécies a ambientes
urbanizados devido a presenca de condigdes necessdrias a sobrevivéncia como
alimento e agua, passando assim a viverem em microhabitats nos ambientes

domiciliares.
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1.3.1 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, escamagdes humana e de animais domésticos, restos
alimentares, residuos quimicos, micro e macro-organismos. Dentre estes organismos
podem ser encontrados bactérias, virus, algas, fungos, insetos e outros artrépodes
como &caros da poeira (LEDFORD, 1994). Desta forma, tapetes, colchdes e moveis
estofados sdo os principais lugares de onde provéem os 4caros encontrados na
poeira, devido a disponibilidade de alimento existente, o que favorece a
sobrevivéncia destes organismos (ARLIAN; MORGAN, 2003).

Acaros da poeira domiciliar sdo reconhecidos como uma das mais comuns
causas de alergia em todo o mundo, aos quais mais de 50% dos pacientes alérgicos
sao sensibilizados (PLATTS-MILLS; WECK, 1989, ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001,
TOVEY; CHAPMAN; PLATTS-MILLS, 1981). Dentre as familias destacam-se
Glycyphagidae, Acaridae, Pyroglyphidae e Echimyopodidae (ARLIAN; PLATTS-

Filo Subfilo Classe Subclasse Ordem Subordem Familia Género Espécie

G]}'ﬂ'ﬂh&ﬁ:‘dae
D. pteronyssinus
Arthropoda Astigmata Acaridae

Dermatophagoides D, farinae

Acariformes Endeostigmata

| Fyzo; hidae
Chelicerata .
i yphosti ta o
Acari ryptostigma Echimyopodidae B. tropicalis
igma Elomia
Arachmida Prosti; ta
Insecta Parasitiformes

Opiliocariformes

Figura 1. Distribui¢do taxonémica das espécies mais importantes na sensibilizacdo alergénica, com
énfase para Dermatophagoides pteronyssinus. Adaptado de: Arlian e Morgan (2003), Dabert e
colaboradores (2010).

Juliana Silva Miranda



Introducio _
25

MILLS, 2001; ARLIAN; MORGAN, 2003; FERNANDEZ-CALDAS, 1997). De acordo
com Platts-Mills e colaboradores (1992) e Arruda e Chapman (1992) a familia
Pyroglyphidae engloba as espécies mais relevantes da poeira domiciliar em todo o
mundo, cuja classificagdo taxonémica estd ilustrada pela Figura 1.

A importancia das espécies Dermatophagoides pteronyssinus, Trouessart 1897, e
Dermatophagoides farinae, Hughes 1961, pertencentes a familia Pyroglyphidae se deve
ndo apenas a potencialidade alergénica intrinseca destas espécies, mas também
devido a ampla distribuicdo das mesmas em regides com diferentes climas, como o
temperado e tropical, na qual coexistem com o &caro da familia Echimyopodidae,
Blomia tropicalis, também relevante na sensibilizagdo alergénica (ARRUDA et al,,
1991; GELLER; ESCH; FERNANDEZ-CALDAS, 1993). Ressalta-se o fato que D.

pteronyssinus é mais difundido comparado a D. farinae, o qual predomina em regides

com baixa umidade relativa (THOMAS; HALES, 2007).

1.3.1.1 Dermatophagoides pteronyssinus e seus principais alérgenos

O nome Dermatophagoides utilizado na designacdo do género denota que se
alimenta de pele, e 0 nome especifico pteronyssinus tem em sua etimologia o sentido
de amante de pena, reportando assim tanto a dieta como o habito de vida primeiro
deste &caro antes de se tornar associado aos ambientes habitados por humanos

(ARLIAN, 1999).

Figura 2. Vista ventral dos espécimes: (1) larva, (2) ninfa e (3) fémea adulta do acaro D. pteronyssinus.
Foto: Tai Soon Yong. Fonte: <http.//www.atlas.or.kr>
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Esta espécie tem sido amplamente estudada devido a sua forte ligagdo com a
sensibilizacdo dos individuos, evidenciando assim o papel que possuem no
desencadeamento de doencas alérgicas especialmente rinite e asma em pessoas
geneticamente predispostas (PLATTS-MILLS et al., 1997, VOORHORST et al., 1967;
VAN BRONSWIJK; SINHA, 1971). Afirmagdo esta que tem sido confirmada por
diferentes estudos epidemiolégicos que reportam este dcaro como o principal agente
alergénico em varios paises como Holanda, Reino Unido, Austrélia, Japao e Brasil
(PLATTS-MILLS, 2003).

No Brasil, similares pesquisas tém corroborado estes dados em diferentes
regides. Em estudo conduzido por Arruda e colaboradores (1991) na cidade de Sao
Paulo foi avaliado tanto a exposicdo quanto a sensibilizacdo de criancas asmaticas, o
que revelou altos niveis de alérgenos do acaro D. pteronyssinus por grama de poeira
com destaque para os dois principais grupos (Der p 1 e Der p 2) em 90% das
residéncias, bem como altos niveis de IgE especifica em 95% das criancas inclusas no
estudo. Com este mesmo propdsito, Terra e colaboradores (2004) avaliaram o grau de
exposicdo a alérgenos da poeira domiciliar em Uberaba e constataram que D.
pteronyssinus era a espécie mais frequente nas amostras analisadas.

O d4acaro D. pteronyssinus apresenta diversas proteinas com capacidade
alergénica, algumas proteinas ja sao bem caracterizadas e organizadas em grupos
definidos segundo pardmetros de identidade bioquimica, homologia e peso
molecular. Desde a caracterizagdio do primeiro alérgeno denominado P1 por
Chapman e Platts-Mills (1980) tém sido crescente o niimero de alérgenos descobertos,
atualmente pelo menos 18 grupos de alérgenos de D. pteronyssinus ja foram
caracterizados, sendo quinze grupos oficialmente descritos e listados pelo Subcomité
de Nomenclatura de Alérgenos, e trés outros grupos descritos por Lorenz e
colaboradores (2009) e O’'Neil e colaboradores (2006), representados no Quadro 1.

Dos grupos de alérgenos de D. pteronyssinus, Der p 1 e Der p 2 sdo as proteinas
alergénicas mais importantes, ndo s6 devido as altas concentragdes destas na poeira
mas também devido aos altos niveis de IgE especifica as mesmas presente nos
individuos alérgicos (PLATTS-MILLS et al., 1992). Chapman e colaboradores (1983)

na avaliacdo da sensibilizacdo de pacientes alérgicos, confirmou que 70-80% dos

Juliana Silva Miranda



Introducio _
27

mesmos possuem anticorpos IgE especificos ao alérgeno Der p 1, um dos principais

alérgenos reconhecidos por pacientes sensibilizados a 4caros da poeira.

Massa
molecular

Alérgeno Isoformas relativa Identidade bioquimica
(kDa)

Derp1 Der p 1.0101 - Der p 1.0124 24 Cisteina protease
Der p 2 Der p 2.0101 - Der p 2.0115 15 Familia NPC2
Der p 3 Der p 3.0101 31 Tripsina
Der p 4 Der p 4.0101 60 Alfa amilase
Der p 5 Der p 5.0101 e Der p 5.0102 14 ND
Derp 6 Der p 6.0101 25 Quimiotripsina
Derp7 Der p 7.0101 26,30 e 31 ND
Derp 8 Der p 8.0101 27 Glutationa S-transferase
Derp9 Der p 9.0101 e Der p 9.0102 29 Serina protease colagenolitica
Der p 10 Der p 10.0101 - Der p 10.0103 36 Tropomiosina
Der p 11 Der p 11.0101 103 Paramiosina
Der p 13 - 15 Proteina ligante de acido graxo
Der p 14 Der p 14.0101 177 (variavel) Apolipoforina
Der p 15* - 63-105 Quitinase
Der p 18* - 60 Quitinase
Der p 20 Der p 20.0101 40 Arginina quinase
Der p 21 Der p 21.0101 16 ND
Funcdo desconhecida,
Der p 23 Der p 23.0101 14 homologia ao dominio A da

peritrofina

Quadro 1. Listagem dos grupos de alérgenos de D. pteronyssinus de acordo com a identidade
bioquimica. Segundo: Subcomité de Nomenclatura dos alérgenos I.U.LS (www.allergen.org),
Lorenz e colaboradores (2009), O’Neil e colaboradores (2006) e Allergome (www.allergome.com).
*Alérgenos ndo presentes na lista oficial da L.UILS. NPC2, Niemann-Pick C2; - , ndo
existente; ND, ndo determinado.

Em trabalho realizado por Smith e colaboradores (1998) em um grupo de
criancas do estado do Novo México e da Virginia nos EUA, foi verificado altos

indices de sensibilizacdo (90%) ao antigeno do grupo 2 (Der p 2). A relevancia na
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sensibilizacdo de individuos a outros alérgenos como Der p 3, 5, 6, 7 e 8 tem também
sido avaliada por Thomas e colaboradores (2002) que encontraram 50% dos
individuos sensibilizados a estes componentes, apresentando indices varidveis de
IgE.

Estudos dos grupos 11, 14, 15 e 18, os quais apresentam maiores pesos
moleculares também tem revelado altos indices (54%-80%) de ligacdo a IgE, contudo
as concentragdes dos mesmos encontradas nos extratos apresentam variagdes devido
aos diferentes métodos de obtencdo dos extratos, mais ressalta-se o fato que
alérgenos presentes em baixas concentracdes podem induzir altos titulos de
anticorpos IgE (THOMAS; SMITH; HALES, 2004; LEE et al., 2004, O'NEIL et al.,
2006). Além disso, polipeptideos pertencentes a outros grupos ndo alergénicos,
considerados por isto ndo tdo relevantes podem ser altamente imunogénicos, e

podem induzir um balango na resposta de citocinas Th1/Th2 (EPTON et al., 2002).

1.4 Resposta alérgica

1.4.1 Resposta celular

O balanco dos distintos tipos de células T helper (Th) 1 e 2 com seus perfis de
citocinas proprios sustenta a manutencdo da homeostase do sistema imune, uma vez
que a desregulacdo do balanco entre Thl e Th2 leva a uma excessiva ativacdo de
células Thl ou Th2 que culmina no desenvolvimento de doencas autoimunes
associadas com a exacerbacdo da ativacdo de células Thl ou inducido de doencas
alérgicas devido a um desvio para o perfil Th2 (OBOKI et al., 2008).

A manifestacdo da resposta alérgica ocorre pela predomindncia da via celular
Th2. A entrada de alérgenos por meio do tecido epitelial do trato respiratério como
evento inicial da resposta é sucedido pelo processamento dos mesmos pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) profissionais, com destaque para as células
dentriticas (DCs), que apresentam os peptide os via MHC classe II para as células T

naive direcionando assim para o perfil celular Th2, no qual o fator de transcrigao
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GATA 3 medeia a produgdo e a secregao de citocinas (HOLGATE; POLOSA, 2008).

Além da apresentacdo dos peptideos antigénicos, ha ainda a necessidade da
coestimulacdo das células T para que haja um aumento na expressao dos genes
codificados no cromossomo 5q31-33 ligados a codificagao de IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-
13 e fator estimulador de colonias de granulécitos e mondcitos (GM-CSF),
caracteristicos do perfil Th2 (COUSINS; LEE; STAYNOV, 2002). Citocinas estas
envolvidas diretamente no switch de classe das células B para a sintese de IgE (IL-4 e
IL-13), maturacdo de eosindfilos (IL-3, IL-5 e GM-CSF) e basoéfilos (IL-3 e IL-4), as
quais sao as principais células efetoras secretoras de mediadores da resposta alérgica
(HOLGATE; POLOSA, 2008).

Mais recentemente um novo perfil de resposta tem sido relacionado as
doengas alérgicas, designado de Thl7, sendo que o desenvolvimento das células
deste perfil estd diretamente ligado ao fator de transcricdo RORyt e consequente
producgao de um padrao de citocinas diferenciado (IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26), o
que indica um perfil de células T helper complementar. Este processo pode ser
desencadeado pela interacdo da IL-1p mais IL-6 ou IL-1 mais IL-23, acarretando
assim a ativagdo de mecanismos intracelulares e entdo a produgdo das citocinas
ligadas a este perfil (OBOKI et al., 2008). Estudos tém confirmado o aumento da IL-17
nos pulmoes, escarro, lavado broncoalveolar e também em soro de individuos
asmaticos. Desta forma, os niveis de IL-17 tém sido correlacionados com a gravidade
da doenga corroborando assim o envolvimento da IL-17 na patogénese da asma,
especialmente a IL-17F (WONG et al., 2001).

A citocina IL-17F é capaz de induzir varias citocinas, quimiocinas e moléculas
de adesdo nas células epiteliais bronquicas, células endoteliais das veias, fibroblastos
e eosindfilos. A IL-17F, derivada de véarios tipos celulares como as células Th17,
mastocitos e baséfilos mostra um amplo padrdo de expressao, incluindo o pulmao.
Estudos revelam que a superexpressdao do gene da IL-17F nas vias aéreas de
camundongos estd associada com a neutrofilia das vias aéreas, inducdo de muitas
citocinas, aumento na reatividade das vias aéreas e hiper-secrecio de muco. Assim,
IL-17F tem um papel crucial na inflamacdo alérgica das vias aéreas, e desta forma

importante implicacdo terapéutica na asma (KAWAGUCHI et al., 2009).
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1.4.2 Resposta humoral

Em 1967 uma nova classe de globulina responsavel pela reacdo cutdnea foi
identificada pelo casal Ishizaka, chamando-a de globulina gama E, denominacao esta
oriunda da reacdo de eritema observada (SIMONS, 1994). Desta forma, as classes de
imunoglobulinas totalizaram cinco: IgA, IgG, IgM, IgD e IgE.

A molécula IgE possui a mesma estrutura molecular apresentada pelas outras
classes de anticorpos, com duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas
também idénticas, diferem apenas em relagdo a presenca de um dominio a mais na
cadeia pesada & comparada a cadeia pesada y da molécula de IgG (GOULD;
SUTTON, 2008).

Os niveis séricos de IgE especifica apresentam-se em baixas concentragdes em
individuos normais, mas em individuos atépicos além dos mastdcitos e eosinéfilos
apresentarem um maior nimero de receptores para IgE, h& um aumento da
producdo de IgE pelas células B por meio da IL-4 e IL-13 produzidas pelas células
Th2, com isto mais moléculas de IgE se ligam aos receptores de IgE (FceRI) presentes
nos mastocitos e eosinodfilos. Diante de novas exposi¢des aos antigenos ocorre a
ligacdo cruzada dos mesmos pelas moléculas de IgE previamente ligadas aos FceRI
desencadeando a liberagdo de mediadores pré-formados como a histamina e
leucotrienos o que leva aos sintomas caracteristicos da alergia (RAVETCH; KINET,
1991).

A intensidade da resposta imune a alérgenos é decisiva no desenvolvimento
de uma condicdo alérgica sabidamente mediada por IgE, ou de uma condicdo
saudavel. Outras classes de anticorpos tém sido analisadas frente a esta variagdo de
resposta, como IgA e as subclasses de IgG (BATARD et al., 1993; BATARD et al.,
2006; JACKOLA et al., 2002). Esta classe de imunoglobulina apresenta subclasses
(IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) estabelecidas e nomeadas de acordo com a cronologia do
descobrimento, sendo elas produto da duplicacdo do gene da imunoglobulina G
segundo Flanagan e Rabbitts (1982), sendo a IgGl a mais abundante (>50%)
comparada as outras subclasses (AALBERSE et al., 2009).

Em individuos saudaveis, a resposta de células B a alérgenos provenientes de
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acaros da poeira domiciliar varia entre auséncia de resposta, ou producdo
predominantemente de anticorpos IgG alérgeno-especificos, IgGl ou IgG4, na
presenga ou auséncia de baixas concentragdes de IgE, j4 em individuos alérgicos além
da deteccdo de altos niveis de IgE pode ser também detectados niveis de IgG, sendo
que os niveis de IgG1 sdo similares aos de individuos saudéveis, diferente de 1gG4
(AKDIS, 2006; KENEMY et al., 1989).

Aalberse e colaboradores (2009) ressalta que a presenca de anticorpos da
subclasse IgG1 é acentuada em respostas antimicrobianas geralmente regidas pelo
perfil Thl, o que tem sido também demonstrado para a producdo de anticorpos IgG1
a antigenos associados a respostas alérgicas suscitada por um milieu Thl, em especial
IFNy. Altas doses de alérgenos podem favorecer a inducdo de uma resposta do tipo
Thl, e alguns estudos com aeroalérgenos sugerem que a exposi¢do ao alérgeno pode
favorecer tolerdncia imunolégica (SECRIST; DEKRUYFF, UMETSU, 1995;
PERZANOWSKI et al., 2002)

Dentre as fungdes desempenhadas pela subclasse IgG1 esta a potencialidade
de agir como bloqueadora via competicdo direta por compartilharem a mesma
especificidade a epitopos ligantes de IgE (DEVEY; WILSON; WHEELER, 1976;
BOLUDA; CUADRA; BERRENS, 1996).

1.5 Diagnostico 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 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 mna rotina clinica (BOUSQUET, VAN
CAUWENBERGE; KHALTAEYV, 2001).

Dentre os testes cutdneos, o teste de pele baseado na hipersensibilidade

imediata, conhecido como teste cutaneo de puntura (TCP) é amplamente empregado,
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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; VAN
CAUWENBERGE; KHALTAEYV, 2001). O TCP apresenta a vantagem de ser mais
econdmico quando comparado a testes in vitro, nos quais € realizada a determinagao
da IgE sérica. Apesar do TCP ndo diagnosticar a doenca alérgica, apenas determinar
a presenca ou auséncia de anticorpos IgE alérgeno-especificos importantes na
patogénese da doenca alérgica, hd um alto grau de relacdo entre os sintomas e o
desafio provocativo utilizado no TCP (OWNBY, 1988).

Ambos 0s métodos in vivo (TCP e intradérmico) dependem da apresentagao
do alérgeno a IgE alérgeno-especifica ligada aos receptores de IgE na superficie dos
mastocitos residentes na pele. Com a ligacao de uma quantidade suficiente de IgE
aos receptores e entdo aos alérgenos, ha a agregacdo dos complexos na superficie
celular e assim via mecanismos intracelulares ha a liberacdo de mediadores pré-
formados e sintese e liberagdo do outros mediadores. A presenca de mediadores
vasoativos leva a formacdo de eritema e edema 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).

Os testes in vitro sdao preferencialmente utilizados quando os pacientes nao
podem ser submetidos ao teste cutdneo em virtude da presenca de lesdes cutdneas,
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;
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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).

1.6 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 diminuigdo destes sintomas sao indicadas de modo a abranda-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, aspiracdo,
aumento da ventilacdo interna dentre outras que podem contribuir na atenuacdo da
sensibilizacdo e do desencadeamento dos sintomas em individuos alérgicos (SCHEI;
HESSEN; LUND, 2002).

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 intervengdes clinicas, a imunoterapia surge como possivel
terapéutica no sentido de induzir a tolerdncia aos componentes antigénicos
clinicamente relevantes no desencadeamento de respostas exacerbadas pelos
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 imunoterapia foi introduzida em 1911 por Noon e Freeman no tratamento
da polinose, que é uma rinite alérgica provocada por graos de pélen (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
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manutencdo que pode variar de individuo para individuo, a fim de amenizar os
sintomas provocados por exposicoes subsequentes ao agente sensibilizador em
questao (ROLLAND; DOUGLASS; O'HEHIR, 2000; BOUSQUET; VAN
CAUWENBERGE; KHALTAEYV, 2001).

Tal pratica imunoterdpica é geralmente aconselhada a pacientes que
apresentam sintomas de rinite alérgica quando expostos a determinados alérgenos,
de forma que alguns fatores devem ser considerados na inclusdo destes individuos
em procedimentos imunoterdpicos como a gravidade e duragdo dos sintomas
apresentados, efeitos adversos provocados pelo uso de medicamentos, falta de
responsividade a outras formas de terapia, reducdo do risco de desenvolver asma
dentre outros fatores (WALLACE et al., 2008). Entretanto algumas limitagdes sdo
feitas principalmente a pacientes com asma moderada a grave, e também nao é
recomendado a utilizacdo de extratos ndo fracionados de potentes alérgenos, uma
vez que hd alto risco de efeitos sistémicos adversos (ROLLAND; DOUGLASS;
O’HEHIR, 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).

A tolerancia apresentada por pacientes sob imunoterapia e também por
individuos saudéveis pode ser caracterizada pela acdo de subpopulagdes de Tregs,
denominadas Treg do tipo I (Tr 1) e Treg CD4*CD25*. Estas subpopulacgdes celulares
possuem a capacidade de agir ndo s6 nas células T levando-as a um estado anérgico,
mas também nas células B induzindo uma diminuicao do switch de IgE induzido por
IL-4 e aumento da expressao do transcrito y4 resultando assim em maiores niveis de
IgG4 especifica (AALBERSE et al., 1993, 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 mastoécitos, baséfilos e eosinéfilos, além disso, a

supressao de IgE e a inducdo de isotipos de anticorpos nado inflamatérios como IgG4
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por Trl e por células Treg CD4*CD25*( MEILER et al., 2008).

Desta forma, podemos perceber a importdncia de vérios fatores sejam eles
celulares ou humorais no controle da resposta aos alérgenos. Reforcando assim a
significdncia de um conhecimento mais aprofundado destas proteinas alergénicas,
para que as mesmas possam ser utilizadas em aplicacdes diagnosticas,
acompanhamento de individuos sob imunoterapia e possivelmente em vacinas

imunoterapicas.

1.7 Identificacao de isoformas antigénicas para aplicacdes laboratoriais

Nos ultimos anos, particularmente nesta década o crescente esforco no
aprimoramento de técnicas e mesmo na criacdo de outras tecnologias para andlises
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 grande valia no contexto da alergia, uma vez que estas
isoformas podem apresentar diferentes antigenicidades frente a soros de pacientes
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 wutilizada como uma poderosa ferramenta no mapeamento protéico de
complexas fontes alergénicas. Corroborando isto, pesquisas realizadas por (MAO et
al., 1998) utilizando a eletroforese bidimensional com o &caro D. farinae combinada
com a imunodeteccdo por IgE possibilitou a identificagdo de novos alérgenos e
isoformas alergénicas que constituiam madaltiplos isoalérgenos, uma vez que uma
pequena mudanga na seqiiéncia dos aminoacidos pode induzir modificagdes no

reconhecimento dos epitopos pelas células B (CHUA; KEHAL; THOMAS, 1993;
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CHUA et al., 1996; SMITH; THOMAS, 1996; LIN et al., 1994; SHEN et al., 1995).

Benndorf e colaboradores (2008) também identificaram isoformas alergénicas
de esporos de Aspergillus versicolor por meio da eletroforese e immunoblotting
bidimensional, similarmente a Luengo e colaboradores (2008) que investigaram os
alérgenos do poélen de Senecio jacobea com o objetivo de determinar as caracteristicas
imunoldgicas e a relevancia clinica dos alérgenos identificados.

Diante disto, metodologias como a eletroforese bidimensional e o
immunoblotting, podem contribuir para a identificacdo de novas proteinas alergénicas
e suas possiveis isoformas provenientes de alérgenos inaldveis como os acaros da
poeira domiciliar, os quais apresentam evidente padrdo de reconhecimento pelo soro
de pacientes alérgicos. Sendo assim, o emprego de tais alérgenos em técnicas
soroldgicas, para deteccdo de anticorpos especificos em individuos com alergia
respiratoria seria viabilizado, bem como o monitoramento dos niveis de IgE e IgG1

especificos de pacientes alérgicos sob imunoterapia alérgeno-especifica.
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2.1 Objetivo geral

Identificar novos antigenos imunodominantes de D. pteronyssinus com potencial
aplicagdo para o diagnodstico laboratorial de alergias e monitoramento de

imunoterapia especifica com alérgenos.

2.2 Objetivos especificos

¢ Quantificar os niveis de IgE e IgG1 especificos a D. pteronyssinus por ELISA

no soro de pacientes alérgicos e individuos controles;

e Identificar os principais componentes alergénicos/antigénicos do extrato de
D. pteronyssinus reconhecidos por anticorpos IgE e IgG1 por immunoblotting no

soro de pacientes alérgicos e individuos controles;

e Determinar por meio de eletroforese bidimensional associada ao

immunoblotting possiveis isoformas dos componentes alergénicos/antigénicos;

o Identificar possiveis proteinas antigénicas derivadas de D. pteronyssinus para
uso potencial no diagnoéstico in vitro da alergia respiratoria e também para um
possivel emprego das mesmas no monitoramente dos niveis de IgE e IgG1

especificos de pacientes alérgicos sob imunoterapia alérgeno-especifica.
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3.1 Critérios éticos e seletivos

O projeto de pesquisa foi primeiramente submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa (CEP), alocado na Universidade Federal de Uberlandia (UFU), coordenado
e subordinado & Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) de maneira a
assegurar a regulamentacdo ética necessaria, sendo aprovado sem restricdes sob o
namero de processo 056/07 (Anexo A).

Pacientes atendidos no Ambulatério de Alergia e Imunologia Clinica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) foram
interrogados posteriormente ao atendimento clinico sobre a possibilidade de
participarem do estudo. Os concordantes foram previamente esclarecidos sobre os
objetivos da pesquisa e de todos os procedimentos que seriam realizados, sendo o
aceite preenchido sob a forma de Termo de Consentimento livre e esclarecido (Anexo
B) e a selecdo feita tanto por meio do questiondrio clinico (Anexo C) elaborado
segundo International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), quanto
pelo resultado do teste cutdneo de puntura (TCP) a extratos de aeroalérgenos. No
processo de selecao dos pacientes foram adotados os critérios de inclusao e exclusao

listados no Quadro 2.

Critérios seletivos

Inclusao Exclusao

Aceite em participar do estudo (Termo de
Consentimento)

Recusa em participar do estudo

Te/ste cutdneo de puntura (TCP) POSIIVO 2014, de inferior a 18 anos e superior a 60 anos
alérgeno de Dermatophagoides pteronyssisnus

Sob tratamento com anti-histaminicos ou

Histéria clinica de sintomas respiratorios corticosterdides por via oral ou topica na
relacionados com exposigdo a poeira domiciliar Semana anterior ao teste

uestionario clinico » o b
@ ) Presenca de lesdes dermatolégicas na area de

realizacdo do teste cutineo

Quadro 2. Critérios seletivos utilizados para a amostragem dos pacientes a serem incluidos no estudo.
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A selecado possibilitou a triagem de oitenta pacientes (n = 80) de ambos os
géneros, faixa etaria entre 18 e 48 anos durante o periodo de marco a dezembro de
2008. Cinquenta individuos saudaveis (n = 50) de ambos os géneros, faixa etaria entre
18 e 56 anos, assintomadticos quanto a qualquer doenca alérgica foram também
selecionados entre funciondrios e alunos da UFU.

Todo o processo de selecdo compreendido por anamnese, TCP e
posteriormente coleta de sangue foi feito sob supervisdo do médico alergologista
responsavel. Os individuos triados foram distribuidos em dois grupos segundo o
histérico clinico e positividade tanto ao TCP quanto ao teste sorolégico ELISA, o qual

foi realizado posteriormente a triagem.

3.2 Teste Cutaneo de Puntura (TCP)

A reagao de hipersensibilidade imediata foi aferida por meio do TCP segundo
Ownby (1988). Na realizacdao do teste (Anexo D) foram utilizados diferentes extratos

de alérgenos inalaveis:

e Acaros: D. pteronyssinus, D. farinae, B. tropicalis (in house);

e Baratas: Blattella germanica, Periplaneta americana (FDA Allergenic, Rio
de Janeiro-R]);

e Epitélio de animais domésticos: Canis familiaris, Felis domesticus (FDA
Allergenic);

e Fungo: Alternaria alternata (FDA Allergenic);

e DPoélen: Lolium multiflorum (in house);

e Controle negativo: solucao salina fisiologica em fenol 0,4% e glicerina
diluida a 50% (FDA Allergenic);

e Controle positivo: cloridrato de histamina a 10 mg/mL (FDA

Allergenic).
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Punturas foram realizadas na regido anterior do antebraco, posteriormente a
anti-sepsia com &lcool 70%, utilizando puntores especificos (Puntores Aiko, Rio de
Janeiro, Brasil), onde foram depositadas as microgotas (aproximadamente 10 pL) de
cada extrato alergénico. Apds 15 minutos da realizacdo do teste, o tamanho das
péapulas foi medido em milimetros nos seus dois didmetros ortogonais, sendo o
resultado considerado positivo quando as papulas apresentaram didmetro médio

maior que 3 mm que aquelas do controle negativo.

3.3 Coleta de sangue

Em paralelo ao TCP, foram coletados 10 mL de sangue em tubos a vacuo
(Vacutainer - Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA), utilizando agulhas 21G1
(Vacutainer) por meio de puncdo venosa na regidao do antebraco. Os tubos contendo
sangue total foram centrifugados por 10 min a 2.000 x ¢ para a obtencdo das amostras
de soro, as quais foram aliquotadas e armazenadas a -20°C até a realizacdo das

analises soroldgicas.

3.4 Obtencao dos extratos de acaros

O processo de extracdo das proteinas dos &caros D. pteronyssinus (Dp), D.
farinae (Df) e B. tropicalis (Bt) foi realizado de acordo com Pereira e colaboradores
(2005). Primeiramente 15 g do material peneirado (Granutest-Telastem, ABNT 35 -
TYLER 32) do cultivo dos acaros (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Federico
Montealegre - Medical School of Ponce, Porto Rico, Estados Unidos) foram diluidos
em salina tamponada com borato a 5 mM (pH 8,0) na presenca dos seguintes
inibidores de proteases (Sigma Chemical Co., St Louis, EUA): fluoreto de

fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM, benzamidina 1 mM, aprotinina 10 pg/mL e

Juliana Silva Miranda



Material e Métodos _
43

leupeptina 1 pM. Esta mistura foi macerada em nitrogénio liquido e posteriormente
incubada sob agitacdo orbital durante 18 h a 4°C. Apds este procedimento, foi
realizada pré-centrifugacdo a 3.000 x g por 15 min a 4°C e o sobrenadante obtido foi
coletado e novamente centrifugado por duas vezes a 30.000 x ¢ por 30 min. O
sobrenadante final foi coletado, concentrado e dialisado contra solucdo salina
tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS) pH 7,2 em sistema Amicon (W.R. Grace & Co.,
Beverly, EUA), utilizando membrana com cut off de 10 kDa (YM-10, Whatman
International Ltd., Maidstane, Inglaterra), constituindo o extrato protéico soltvel. Os

extratos de acaros foram distribuidos em aliquotas e armazenados a -20°C.

3.5 Dosagem protéica

A concentragao protéica dos extratos de dcaros foi determinada de acordo com
o método proposto por Lowry e colaboradores (1951). A curva de calibracdo foi
realizada com soroalbumina bovina (BSA, Sigma) em dilui¢cdes duplas seriadas de
500 a 15,6 pg/mL. Os valores da densidade 6ptica (D.O.) a 650 nm das amostras
analisadas foram obtidos e comparados aos da curva de calibragdo, utilizando o
programa Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA), de
forma a fornecer os dados da concentracdo protéica das amostras.
Parte dos extratos alergénicos dos &caros foi utilizada no TCP, preparados a
uma concentragdo protéica final de 2 mg/mL em PBS contendo 0,4% de fenol e 50%

de glicerina, o restante foi utilizado nos ensaios sorolégicos.

3.6 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

3.6.1 Dosagem de IgE especifica a D. pteronyssinus

Para a quantificacao de IgE especifica a D. pteronyssinus foi realizado o ensaio
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imunoenzimético ELISA de acordo com Alves e colaboradores (2008).Primeiramente,
o extrato de Dp foi diluido em tampao carbonato 60 mM (pH 9,6) em concentracao
protéica de 20 ng/mL e utilizado para sensibilizacdo das placas de microtitulacdo de
alta afinidade (Costar Corning Inc., Corning, NewYork, NY, EUA) em volume de 50
uL por poco a 4°C durante 18 h. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes
com PBS acrescida de Tween 20 (Sigma) a 0,05% (PBS-T).

Em seguida, foi realizado o bloqueio dos sitios ativos das placas com PBS-T
contendo BSA (Sigma) a 1% (PBS-T-BSA) em volume de 100 pL por pogo, durante 1 h
a temperatura ambiente. A solucdo PBS-T-BSA foi utilizada nas etapas seguintes
como diluente dos soros e reagentes.

Um ciclo de trés lavagens com PBS-T foi novamente realizado e entdo os soros
foram adicionados em duplicata em volume de 50 pL/poco na diluigdo 1:2. Trés
soros controles positivos e trés soros controles negativos foram incluidos em cada
placa. Apoés incubacgdo a 37°C por 2 h, as placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e
incubadas com anticorpo secundario anti-IgE humana biotinilado (Kirkegaard and
Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, EUA) diluido a 1:500, em volume de 50
uL/poco, a 37°C por 1 h. Novamente as placas foram submetidas a seis lavagens com
PBS-T, seguida pela adicdo do conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) em
volume de 50 pL/poco diluido a 1:500 por 30 min a temperatura ambiente. A
revelagdo da reacdo foi realizada por meio do substrato enzimatico peréxido de
hidrogénio - HxO: (Sigma) a 0,03% acrescido de &cido 2,2’-diazino-bis-3-etil-
benzotiazol (ABTS - Sigma) a 0,01 M diluidos em tampao citrato-fosfato 70 mM pH
4,2. Os valores de D.O. foram obtidos em leitor de placas de microtitulagao (Titertek
Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405 nm. Os niveis de

anticorpos foram expressos por meio do Indice ELISA (IE), segundo a férmula:

DOi

IE =
DO controle + 3.6

em que:
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DOi = média da densidade 6ptica da amostra testada;

DO controle = média das densidades 6pticas de trés amostras de soros controles

negativos;

0 = desvio-padrdo das densidades 6pticas das amostras de soros controles negativos.
Com os valores obtidos por meio desta férmula, os IE foram desighados como

positivos para valores de IE > 1,2.

3.6.2 Dosagem de IgG1 especifica a D. pteronyssinus

Para a detecgdo da subclasse IgG1 especifica a D. pteronyssinus, foi realizado o
ensaio imunoenzimético ELISA, segundo Almeida e colaboradores (2006). Placas de
microtitulacdo de alta afinidade (Costar Corning Inc.) foram previamente
sensibilizadas com extrato de Dp diluido em tampao carbonato 60 mM (pH 9,6) a 20
png/mL em volume de 50 pL/poco a 4°C, durante 18 h. Subsequentemente foi
realizado um ciclo de trés lavagens com PBS-T. A solucdo PBS-T foi usada nas etapas
subseqiientes para diluicdo dos soros e reagentes.

Posteriormente as placas foram incubadas com os soros em duplicata (50
uL/poco) diluidos 1:5 por 2 h a 37°C. Trés soros controles positivos e trés soros
controles negativos foram incluidos em cada placa. Apods seis lavagens com PBS-T, as
placas foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado anti-IgG1l humana
(Sigma) diluido 1:1000 em volume de 50 pL/poco por 1 h a 37°C.

Em seguida, foi realizado outro ciclo de seis lavagens com PBS-T e entao
adicionado o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluido 1:500 em volume
de 50 uL/pogo e incubado por 30 min a temperatura ambiente. A revelacdo da reacao
foi feita por meio do substrato H>O> (Sigma) a 0,03% e ABTS (Sigma) a 0,01 M
diluidos em tampao citrato-fosfato 70 mM, pH 4,2. Os niveis de IgG1l especifica

foram expressos em IE como descrito para IgE especifica.
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3.7 Eletroforese unidimensional (1D) e immunoblotting

3.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil

sulfato de sédio (SDS-PAGE) 1D

O perfil protéico do extrato bruto de Dp foi analisado por meio de SDS-PAGE
em gradiente de concentracdo de 8-18% sob condi¢des desnaturantes e ndo redutoras
segundo Laemmli (1970). Primeiramente foram preparados os géis de separagao a 8%
e a 18% separadamente, ambos compostos por Tris-HCI 0,373 M (pH 8,8), SDS a
0,1%, acrilamida-bis na proporcao 30:0,8, N,N,N,N,-tetrametiletilenodiamina
(TEMED) a 0,125%, persulfato de amoénia (APS) a 0,125%, glicerol e azul de
bromofenol que foi adicionado apenas no gel a 18%, e entdo diluidos em agua
deionizada de acordo com as concentragdes do gel. O gel de empilhamento a 3% foi
preparado utilizando Tris-HCI 0,122 M (pH 6,8), SDS 0,1%, acrilaminda-bis a 30:1,6,
TEMED a 0,125% e APS a 0,125% e azul de bromofenol. Todos reagentes utilizados
na preparacao dos géis foram obtidos da Bio-Rad Laboratories Inc. O processo de
polimerizacao teve um tempo médio de 2 h para o gel de separagdo e 1 h para o gel
de empilhamento.

Previamente a aplicacdo das amostras nos géis, os extratos foram diluidos em
tampao de amostra contendo Tris-HCI 0,1 M (pH 6,8), SDS a 4%, azul de bromofenol
a 0,2% e glicerol 20%. As amostras foram entdo aquecidas a 95°C em banho seco
(Termobath ALB64 - Finemould Precision Ind., Co., Seul, Coréia do Sul) por 5 min
para desnaturacdo protéica completa. Foi entdao aplicado em cada poco do gel 20 pg
de proteina total em volume de 20 pL. quando o gel foi corado, ou 400 pg de proteina
total em volume de 250 pL em pogo tnico para posterior eletrotransferéncia para
membrana de nitrocelulose. Para o calculo das massas moleculares relativas das
bandas referentes a amostra, foi utilizado em paralelo o marcador de peso molecular
(BenchMarkTM Protein Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A eletroforese foi
realizada no sistema Mini-vertical Gel Electrophoresis Unit SE 260 (Amersham

Biosciences, Little Chalfont, Buckingshamshire, Inglaterra) sendo que a migracao das
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proteinas ocorreu sob corrente constante de 20 mA por aproximadamente 1 h e 30
min. O tampao de corrida (pH 8,3) utilizado tinha em sua composicdo glicina (Sigma)
a 0,19 M, Tris-base a 0,025 M e SDS (Sigma) 0,1%.

O gel foi entdo corado por imersao em solucdo de Coomassie Brilliant Blue
coloidal G-250 (Sigma Chemical Co.) durante um dia e entdo descorado em solugdo
de &cido acético 7% até a perfeita visualizacdo das bandas polipeptidicas. Todo este
processo foi realizado sob agitacéo lenta e constante (Agitador Kline 108, Nova Etica,
Brasil) a temperatura ambiente, para a posterior andlise do perfil de bandas
polipeptidicas.

A seguir, o gel foi digitalizado e analisado com o programa de andlise de
imagens ImageQuant 300 versdo 1.0.3 (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) no qual foi
plotado a curva do padrao de peso molecular para determinar a mobilidade relativa

(Rr) e a massa molecular aparente das bandas.

3.7.2 Immunoblotting 1D

A técnica de immunoblotting foi realizada conforme descrito por Towbin,
Staehelin e Gordon (1979) com o intuito de determinar as bandas polipeptidicas do
extrato de Dp separadas por SDS-PAGE (8-18%) e reconhecidas por anticorpos IgE e
IgG1l em amostras de soros dos pacientes. Para a realizagdo desta técnica foram
selecionados 30 pacientes do grupo atépico e 5 do grupo nao atépico com base nos
resultados positivos em ELISA para IgE e/ou IgG1 especificas.

A transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose (0,45 pm, Bio-
Rad Laboratories Inc.) foi conduzida em sistema semi-timido de transferéncia
(Multiphor II Electrophoresis Unit, Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia), utilizando
tampao de transferéncia constituido por glicina 0,04 M, Tris 0,05 M, SDS a 0,04% e
metanol a 20% sob corrente de 0,8 mA por cm? de gel durante 2 h. Ao final das 2 h
para certificar a eficdcia do processo de eletrotransferéncia, a membrana foi corada

com solucao Ponceau S (Merck) a 0,5% diluida em TCA 0,25%.
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Ap6s o procedimento de coloragdo, a membrana foi cortada em tiras de
aproximadamente 3 mm de largura que foram acondicionadas nas canaletas das
placas de immunoblotting (Bio-Rad Laboratories Inc.) e bloqueadas com 800 puL de
PBS-T contendo leite desnatado em p6 (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) a 5% (PBS-
T-M) por 2 h a temperatura ambiente. Subsequentemente, as amostras de soros
diluidas 1:2 (IgE) ou 1:5 (IgGl) em PBS-T-M a 1% foram adicionadas (500
uL/canaleta) e incubadas por 18 h a temperatura ambiente.

Ap6s ciclo de seis lavagens com PBS-T 0,1%, as tiras foram incubadas com os
anticorpos secundarios biotinilados anti-IgE humana (Kirkegaard and Perry
Laboratories, Inc.) e anti-IgG1 humana (Sigma) diluidos 1:250 e 1:1000 em PBS-T-M a
1%, respectivamente, por 2 h a temperatura ambiente.

Na etapa seguinte, apés novas lavagens, foi adicionado o conjugado
estreptavidina-peroxidase (Sigma) diluido 1:500 por 2 h a temperatura ambiente. A
reacao foi revelada com 3,3’-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB, Sigma)
diluido em 10 mL de solucdo salina tamponada com Tris a 20 mM (pH 7,2) até o
aparecimento das bandas, quando a reagao foi interrompida com a adigdo de dgua
destilada. Todo este processo foi realizado sob agitacdo pendular lenta e constante.
As tiras foram secas em papel filtro, digitalizadas e analisadas conforme o

procedimento descrito no item 3.7.1.

3.8 Eletroforese bidimensional (2D)e immunoblotting

3.8.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil

sulfato de sédio (SDS-PAGE) 2D

Inicialmente, foi realizada a precipitagdo das proteinas do extrato de Dp em
acido tricloroacético (TCA) 10% (DAMERVAL et al., 1986). Cerca de 60 uL do extrato
Dp total foram incubados com 10% de TCA por 10 min em banho de gelo.

Posteriormente a amostra foi centrifugada a 2150 x g a 4°C por 10 min e o sedimento
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foi submetido a ciclos de lavagens sob agitacdo com etanol (1x por 3 min) e acetona (3
X por 2 min) para retirar o excesso de TCA presente na amostra. Ap6s cada ciclo de
lavagem a amostra foi centrifugada a 2150 x g, 4°C por 10 min com descarte do
sobrenadante. Ao fim, a amostra foi seca em estufa a 37°C durante 5 min e o pellet foi
entdo transferido por inversdo para outro tubo para eliminar qualquer residuo de
acetona presente na parede do tubo.

Ao sedimento foi adicionado 40 uL de tampao de lise constituido por uréia 8
M, Triton X-100 2%, Tris-base 40 mM, ditiotreitol (DTT) 65 mM por 1 h a temperatura
ambiente sob agitacdo para a completa solubilizacdo da amostra precipitada. Em
seguida, foi realizada a centrifugacdo da amostra a 1850 x g, por 30 min a 23°C com o
objetivo de precipitar particulas restantes nao solubilizadas.

Na proxima etapa, 40 pL do sobrenadante da amostra centrifugada foi
transferido para um novo tubo e entdo foi adicionado 85 pL tampao de reidratagcao
composto por uréia 8 M, Triton X-100 2%, azul de bromofenol 0,0025%, DTT 65 mM e
anfolitos a 0,2% (Bio-Rad Laboratories Inc.). A mistura ficou sob agitacdo durante 30
min a temperatura ambiente e, ao final, a amostra foi centrifugada a 1850 x g, a 23°C
por 20 min.

A focalizagdo isoelétrica foi realizada em tiras com gradiente de pH
imobilizado (ReadyStrip™ IPG strips, pH 3-10, 7 cm) (Bio-Rad Laboratories Inc.).
Primeiramente, o sobrenadante da amostra foi aplicado na placa de focalizagao
isoelétrica e entdo a tira de IPG foi acondicionada na canaleta de forma que o gel
ficasse voltado para baixo em contato com a amostra anteriormente adicionada, por
10 min para hidratacdo. A separa¢do na primeira dimensdo (1D) foi iniciada com
reidratagao passiva para melhorar a entrada das proteinas de alto peso molecular nas
tiras IPG, aplicando baixa voltagem 50 V por 12 h, e entdo as tiras IPG foram
focalizadas a 500 V por 30 min, 1000 V por 30 min, 4000 V por 1 h, alcangando assim
10.000 V/h.

Apos a focalizagdo isoelétrica, as tiras com as proteinas focalizadas foram
equilibradas com tampao de equilibrio (uréia 6 M, SDS 2%, Tris-HCl 50 mM, pH 8,8,
glicerol 30%, azul de bromofenol 0,001%, DTT 130 mM) durante 10 min, posicionadas
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na superficie do gel 13,5% juntamente com o marcador de peso molecular
(BenchMarkTM Protein Ladder) adicionado em paralelo, e entdo fixados com solugao
de agarose (0,5%) e azul de bromofenol (0,003%) diluidos em tampao de corrida.

A eletroforese foi realizada em sistema Mini-Protean Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc.) sendo que a migracdo das proteinas ocorreu sob corrente
constante de 15 mA por 15 min e 20 mA por 1 h e 15 min. Subsequentemente, o gel
foi corado com Coomassie Brilliant Blue coloidal G-250 e descorado com acido acético
7% para posterior analise dos spots.

A andlise dos géis 2D foi realizada utilizando o software ImageMaster 2D

Platinum 7 (GE, Healthcare, Uppsala, Suécia).

3.8.2 Immunoblotting 2D

Ap0s a realizagdo da eletroforese 2D, todo o processo de transferéncia das
proteinas do gel para membrana de nitrocelulose, bem como a coloragdo para
certificagdo da eficacia do processo seguiram os mesmos padrdes delineados no
topico 3.7.2.

As membranas foram acondicionadas em caixas de mesma dimensdo e
bloqueadas com 20 mL de PBS-T-M 5% por 2 h a temperatura ambiente. Para a
avaliacdo do perfil de reconhecimento por anticorpos IgE e IgGl em soros dos
pacientes, foram selecionadas 5 amostras de soros de pacientes atépicos e 5 amostras
de individuos ndo atépicos que apresentaram perfil de reatividade similar por
immunoblotting 1D. Estas amostras foram misturadas (v/v) para constituir um pool
correspondente a cada grupo de paciente (atépico e ndo atdpico) que foi diluido 1:2
(IgE) e 1.5 (IgGl) em PBS-T-M a 1% e adicionado (10mL) a membrana,
permanecendo sob incubagdo por 18 h a temperatura ambiente.

Posteriormente foi realizado ciclo de seis lavagens com PBS-T 0,1% e
incubagdo com os anticorpos secunddrios biotinilados anti-IgE humana (Kirkegaard

and Perry Laboratories Inc.) ou anti-IgG1l humana (Sigma) em diluicdo de 1:250 e
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1:1000, respectivamente, em PBS-T-M a 1% em volume de 10 mL por 2 h. Apds novo
ciclo de seis lavagens, foi adicionado 10 mL do conjugado estreptavidina-peroxidase
(Sigma) diluido 1:500, com incubagdo por 2 h a temperatura ambiente.

A reacdo foi entdo revelada com a adigdo de DAB (Sigma) diluido em 10 mL
de TBS a 20 mM (pH 7,2), até a revelagao dos spots, interrompendo-a com a adig¢ao de

agua destilada. Toda a reacao foi procedida sob agitacdo pendular lenta e constante.

3.9 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism,
versao 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

As diferencas na positividade ao TCP, nas co-sensibiliza¢des e no diagndstico
clinico foram avaliadas pelo teste Qui-quadrado (3?) ou teste exato de Fisher, quando
apropriado. Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade por meio
do teste de Kolmogorov-Smirnov e como ndo apresentaram distribuicdo normal,
foram utilizados testes nao-paramétricos.

As diferencas no tamanho médio da papula foram analisadas pelo teste
Kruskal-Wallis com pés-teste de comparacdo mdultipla de Dunn. Os niveis de
anticorpos IgE e IgG1 especificos entre os diferentes grupos (atépicos e ndo atopicos)
foram analisados por meio do teste de Mann-Whitney. Valores de P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

3.10 Procedimentos de biosseguranca

Todos os procedimentos realizados seguiram as normas exigidas para o
manuseio de amostras biolégicas, equipamentos de seguranca e equipamentos

laboratoriais compativeis, bem como conduta pessoal adequada dentro de ambientes

laboratoriais (MINEO et al., 2005).
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Resultados

4.1 Caracterizacao demografica e clinica dos pacientes

Os cento e trinta individuos selecionados que aceitaram participar do estudo e
preencheram os critérios éticos e seletivos definidos em Material e Métodos (item 3.1)
foram distribuidos nos grupos atépico (A) e ndo atépico (NA), segundo histérico
clinico de sintomas de asma e/ou rinite e resultados do TCP ao extrato de alérgenos
de acaros. As caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos incluidos no

estudo estao demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes incluidos no estudo.

Grupos

Caracteristicas Valorde P
Atdpico (A) Nio atopico (NA)
n 80 50
Género 0,06074
masculino 32 12
feminino 48 38
Idade 0,6313Pb
Mediana (intervalo) 23 (18-48) 22 (18-56)
Positividade no TCP (%) <0,0001>
Dp 100 0
Df 97,5 0
Bt 77,5* 0
Tamanho da papula (mediana, mm) < 0,0001¢
Dp 9,0 0
Df 8,0 0
Bt 5,0* 0
Co-sensibilizagdes (%) 0,0384=
Dp/Df 78 0
Dp/Bt 62* 0
Diagnéstico (n) <0,00012
A 1 0
R 69* 0
A+R 10 0

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

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

bTeste de Mann-Whitney;

¢ Teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de comparacdo multipla de Dunn;

* Diferencas significantes em relacdo aos outros pardmetros dentro do mesmo grupo (atépico).
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O grupo A foi representado por 60% de individuos femininos e 40%
masculinos (P < 0,05), enquanto o grupo NA foi constituido por 76% de mulheres e
24% de homens (P < 0,05), mas ndo houve diferenca significante quanto ao género
entre os grupos (P = 0,0607). A faixa etaria dos individuos selecionados foi
compreendida entre 18 e 56 anos, sendo que as idades medianas dos grupos nao
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (P = 0,6313).

A reatividade do TCP demonstrou que Dp e Df foram os alérgenos
sensibilizantes mais prevalentes no grupo A, com positividade ao TCP e tamanho da
péapula significantemente maiores comparados a Bt (P < 0,0001). Em relagdo a co-
sensibilizacdo, 78% dos pacientes atépicos foram concomitantemente positivos a Dp
e Df comparados a 62% para Dp e Bt (P < 0,05).

Dentre os individuos incluidos no grupo A, o diagnéstico mais frequente foi

rinite comparado a asma ou a asma e rinite associados (P < 0,0001).

4.2 Niveis de IgE e IgG1 ao extrato de Dp

Os niveis de IgE e IgG1 especificos a Dp foram determinados por ELISA nos
soros de pacientes alérgicos a D. pteronyssinus (grupo A, n = 80) e nos individuos nao
atopicos (grupo NA, n = 50) e estdo demonstrados na Figura 3.

Os niveis e a soropositividade de IgE ao extrato de Dp foram
significantemente maiores no grupo A (mediana IE = 3,8; 100%) do que no grupo NA
(mediana IE = 0,7; 0%) (P < 0,0001). Como esperado, o grupo NA ndo apresentou
niveis de IgE anti-Dp acima do limiar de positividade (IE =1,2). Contudo, os niveis de
IgG1 especificos a Dp ndo mostraram diferencas significantes entre os grupos A e NA

(mediana IE = 2,9; 84% vs mediana IE = 2,5; 86%, respectivamente).
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Figura 3. Niveis de IgE e IgGl ao extrato total de Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) expressos
em indice ELISA (IE) em soros de individuos atépicos (n=80) e ndo atdpicos (n=50). As
medianas sdo indicadas por barras horizontais e o limiar de positividade (IE = 1,2) pela linha
tracejada. ***P < 0,0001 determinado pelo teste Mann-Whitney.

4.3 Perfil de bandas e reatividade de IgE e IgG1 a alérgenos de Dp separados
por 1D

O extrato Dp apresentou concentracdo protéica total de 3,9 mg/mL e os
componentes protéicos foram separados em SDS-PAGE 8-18% e corados com
Coomassie Brilliant Blue coloidal G-250. Vérias bandas foram visualizadas em toda a
extensdo do gel, revelando massas moleculares relativas (Mr) no intervalo de 11 a 110
kDa (Fig. 4A). As bandas com maior coloracao foram as de 15, 25 e 27 kDa, seguidas
pelas bandas de 11, 13, 45, 51, 56, 60, 103 e 110 kDa (Fig. 4A).

O perfil dos componentes ligantes de IgE presentes no extrato de Dp foi
analisado por immunoblotting 1D em 30 amostras de soro selecionadas no grupo A e 5
amostras de soro selecionadas no grupo NA. Foi analisado também o perfil de
reconhecimento de IgG1 em 30 amostras de soros do grupo A e 30 do grupo NA. O

painel representativo do immunoblotting para a reatividade de IgE em at6picos e IgG1
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em pacientes atopicos e ndo atépicos estd demonstrado na Figura 4B, 4C e 4D,
respectivamente. Os soros de individuos do grupo NA ndo mostraram nenhuma
reatividade de IgE frente aos componentes do extrato de Dp (dados ndo mostrados).
A frequéncia de reconhecimento dos componentes do extrato de Dp por
anticorpos IgE e IgG1 em soros de pacientes atopicos e ndo atépicos estd ilustrada na
Figura 5. A principal reatividade de IgE ( = 50% de reconhecimento) foi vista para as
bandas de 15 kDa (80%), 103 kDa (63%) e 60 kDa (50%) no grupo A (Fig. 5A) que

foram consideradas imunodominantes.

I I I I v I I Im Iv Vv VI VI VIl IX X

Figura 4. Eletroforese unidimensional (1D) e immunoblotting 1D do extrato de Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp). (A) Linha 1, MW (padrdo de peso molecular) em kDa ; linha 2, extrato
bruto de Dp separado por SDS-PAGE (8-18%) sob condi¢des ndo redutoras e corado por
Coomassie Brilliant  Blue coloidal G-250. As principais bandas com massa molecular relativa
(M;) em kDa estao indicadas a direita. (B) Reatividade de IgE nos soros (I a V) dos pacientes
atopicos por immunoblotting 1D. (C) Reatividade de IgGl nos soros (I a V) de pacientes
atoépicos (A) por immunoblotting 1D. (D) Reatividade de IgG1 nos soros (VI a X) de individuos
ndo atépicos (NA) por immunoblotting 1D.

Quanto ao perfil de reconhecimento dos componentes de Dp reconhecidos por

anticorpos IgGl nos soros de pacientes atdépicos, houve predomindncia de
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reatividade das bandas acima de 50 kDa, especialmente as de 51 kDa (57%), 56 kDa
(70%), 60 kDa (73%), 74 kDa (87%), 103 kDa (63%) e 110 kDa (83%) (Fig. 5B). Em
relagdo aos individuos ndo atépicos foi encontrado um perfil similar de bandas acima

de 56 kDa reconhecidas por anticorpos IgG1 (Fig. 5B).
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Figura 5. (A) Frequéncia (%) dos componentes do extrato de Dermatophagoides pteronyssinus (Dp)
reconhecidos por IgE nos soros dos pacientes atépicos (n = 30) analisada por immunoblotting
1D. (B) Frequéncia (%) dos componentes do extrato de Dp reconhecidos por IgG1 nos soros
de individuos atépicos (n =30) e ndo atépicos (n =30) analisada por immunoblotting
1D. A linha tracejada indica > 50% de reconhecimento (bandas imunodominantes).
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Além disso, a reatividade de IgGl a bandas abaixo de 30 kDa foi
predominantemente detectada em individuos ndo atdpicos, particularmente as
bandas de 27 kDa (50%), 18 kDa (40%) e 25 kDa (20%) com diferengas significantes (P
<0,05) quando comparadas as respectivas bandas reconhecidas por pacientes
atopicos. Foi observada também reatividade de IgG1 a banda de 103 kDa, a qual foi

significantemente maior (P < 0,05) nos nado atépicos (97%) do que nos atépicos (63%).

4.4 Perfil de spots e reatividade de IgE e IgG1 a alérgenos de Dp separados
por 2D

A eletroforese bidimensional (2D) com o extrato de Dp revelou ampla
distribuigdo de spots tanto na faixa de ponto isoelétrico (pI) 3-10 quanto na faixa de
peso molecular 11-110 kDa, com resolucdo de mais de 70 spots (Fig. 6A) visualizados
por meio da coloracdo com Coomassie brilliant blue coloidal G-250. A replicacao dos
géis forneceu reprodutibilidade dos spots entre 80 e 90% (n = 3). O immunoblotting 2D
foi realizado para a andlise da reatividade de IgE (Fig. 6B) e IgG1 (Fig. 6C) com pool
de cinco soros de pacientes atoépicos selecionados com base na similaridade do perfil
de reatividade observada no immunoblotting 1D. O mesmo critério foi adotado para a
analise da reatividade de IgG1 em individuos nao atépicos (Fig. 6D).

O reconhecimento de vérios spots por anticorpos IgE mostrou ampla variagao
(15 a 103 kDa e pl 5,1-8,0), entretanto a intensidade da reatividade foi maior aos spots
(#59-64) de 15 kDa e pl 6,1-7,9 (Fig. 6B, Tabela 2).

Com relagao a reatividade de IgG1 nos soros de pacientes atépicos (Fig. 6C,
Tabela 2) os spots mais intensamente reconhecidos (#0-10) foram observados na faixa
de maior massa molecular (70-103 kDa) e menor pl (5,1-6,6), enquanto spots
moderadamente reconhecidos (#44-48, 63, 64) foram visualizados na faixa de menor
massa molecular (30-36, 15 kDa) e maior pl (6,8-8,6), sendo que alguns spots
fracamente reconhecidos (#18-19) foram vistos em faixas intermediarias (52 kDa e pl

5,1-5,2).
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Figura 6. Eletroforese bidimensional (2D) do extrato de Dermatophagoides pteronyssinus e perfil de
reatividade para IgE e IgG1 por immunoblotting 2D. (A) Gel 2D corado por Coomassie Brilliant
Blue coloidal G-250 com analise do ponto isoelétrico (plI) e peso molecular (MW) dos spots
mapeados e indicados por nimeros pelo software ImageMaster Platinum 7. (B) Perfil de
reatividade para IgE em pool de cinco soros de pacientes atopicos por immunoblotting 2D. (C,
D) Perfil de reatividade para IgG1 em pool de cinco soros de pacientes atépicos (A) e ndo
atopicos (NA) por immunoblotting 2D. Spots indicados por circulos representam reatividade de
IgE ou IgGl1 e referem-se ao mapeamento na Fig. 6A.
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A reatividade de IgGl em individuos ndo atépicos (Fig. 6D, Tabela 2) foi
observada para os spots (#0-6) com variacdo de 85 a 103 kDa (pl 5,1-5,8), enquanto
varios spots moderadamente reconhecidos (#11-14, 18-19, 31-33, 36-42) foram
detectados em faixas intermedidrias (25-62 kDa e pl 5,1-7,5) e spots menos
reconhecidos (#59, 63, 64) na faixa de pl 6,1-7,9 com aproximadamente 15 kDa.

Comparando os alérgenos de Dp reconhecidos por anticorpos IgE e IgG1 entre
atopicos e nao atépicos (Tabela 2), a reatividade de IgE foi exclusivamente detectada
aos spots (#50-52, 60-61, 62), correspondendo aos alérgenos hipotéticos de 27 kDa, pl
74-80 (Der p 8), 15 kDa, pl 64-6,7 (Der p 5) e 15 kDa, pI 7,0 (Der p 2)
respectivamente, conforme andlise no banco de dados de proteinas
(http:/ /ca.expasy.org/tools /tagident.html>UniProtKB/TrEMBL database).

A reatividade de IgG1 nos pacientes atopicos foi exclusivamente detectada
aos spots (#46-48), correspondendo aos alérgenos hipotéticos de 30 kDa, pl 7,6-8,6
(Der p 3) e alguns spots (#7, 92 kDa, pl 6,6; #8-10, 70 kDa, pl 6,3-6,6) ainda
indefinidos em bancos de dados de proteinas. A reatividade de IgG1 nos individuos
nado atépicos foi exclusivamente observada aos spots (#11-14), correspondendo aos
alérgenos hipotéticos 62 kDa, pI 6,9-7,5 (grupo 15). Concomitantemente nos grupos
de pacientes (A e NA) foi identificada reatividade de IgG1 para os spots (#31-33, #44-
45) correspondendo aos alérgenos hipotéticos de 36 kDa, pl 6,6-7,2 (Der p 10).

Outros spots (#36-42) correspondentes aos alérgenos hipotéticos de 25 kDa, pl
54-6,5 (Der p 1), spot #59 de 15 kDa, pl 6,1 correspondendo ao alérgeno hipotético
(Der p 5) foram reconhecidos concomitantemente por IgE em atépicos e IgG1l em
nao-atépicos. Também foi observado um reconhecimento concomitante por IgE e
IgGl tanto em atépicos quanto em nao atdpicos dos spots (#0-3, 18-19, 63-64),
correspondendo aos alérgenos hipotéticos de 103 kDa, pI 5,1-5,6 (Der p 11), 52 kDa,
pl5,1-5,2 (grupo 18) e 15 kDa, pl 7,4-7,9 (Der p 2).
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Tabela 2. Comparagdo dos alérgenos hipotéticos de Dermatophagoides pteronyssinus reconhecidos por
anticorpos IgE em pacientes at6picos e IgG1 em atdpicos (A) e ndo atépicos (NA).

IeG1 Provavel fungéao

Alérgeno hipotético$

A A NA molecular

0 103 5,3 X X X Derp 11 Paramiosina

1 103 5,4 X X X Der p 11 Paramiosina

2 103 5,6 X X X Der p 11 Paramiosina

3 86 51 X X X ? ?

4 85 5,6 X X ? ?

5 85 57 X X ? ?

6 85 58 X X ? ?

7 92 6,6 X ? ?

8 70 6,3 X ? ?

9 70 6,5 X ? ?

10 70 6,6 X ? ?

11 62 6,9 X Der p 15 Quitinase

12 62 7,1 X Der p 15 Quitinase

13 62 7,3 X Der p 15 Quitinase

14 62 7,5 X Der p 15 Quitinase

18 52 51 X X X Der p 18 Quitinase

19 52 52 X X X Der p 18 Quitinase

31 36 6,6 X Der p 10 Tropomiosina
32 36 6,7 X Der p 10 Tropomiosina
33 36 7,0 X Der p 10 Tropomiosina
36 25 54 X X Derp1l Cisteina protease
37 25 5,8 X X Derp1l Cisteina protease
38 25 57 X X Derpl Cisteina protease
39 25 89 X X Derp1 Cisteina protease
40 25 6,1 X X Derp1 Cisteina protease
41 25 6,4 X X Derp1 Cisteina protease
42 25 6,5 X X Derp1l Cisteina protease
44 36 6,8 X Der p 10 Tropomiosina
45 36 7,2 X Der p 10 Tropomiosina
46 30 7,6 X Derp3 Tripsina
47 30 8,2 X Derp3 Tripsina
48 30 8,6 X Derp3 Tripsina
50 27 7,4 X Derp 8 Glutationa S-transferase
51 27 7,7 X Derp 8 Glutationa S-transferase
52 27 8,0 X Derp 8 Glutationa S-transferase
59 15 6,1 X X Derp 5 ND
60 15 6,4 X Derp 5 ND
61 15 6,7 X Derp 5 ND
62 15 7,0 X Der p 2 Familia NPC2
63 15 7,4 X X X Der p 2 Familia NPC2
64 15 7,9 X X X Derp2 Familia NPC2

#Numeros dos spots correspondentes ao mapeamento presente na Fig.6 A.

£Dados experimentais calculados pelo software ImageMaster 2D Platinum 7.

§ Alérgenos hipotéticos <http://ca.expasy.org/tools/tagident.html>UniProtKB/TrEMBL database.

M,, massa molecular relativa em kiloDaltons (kDa); pl (ponto isoelétrico); ? indefinido;, ND ndo
determinado; NPC2, Niemann-Pick C2.
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No presente estudo, os alérgenos imunodominantes de D. pteronyssinus
reconhecidos por anticorpos IgE e IgG1, por meio de eletroforese 2D e immunoblotting
2D, em soros de individuos atopicos e ndo atopicos foram investigados. A grande
importancia da identificacio e caracterizacdo dos alérgenos se deve ao grande
aumento na prevaléncia de doencgas alérgicas, as quais sdo ligadas a varios fatores
como predisposicdo genética, influéncias ambientais, exposicdo aos alérgenos, dentre
outros (TORRES-BORREGO; MOLINA-TERAN; MONTES-MENDOZA, 2008).

A andlise dos individuos atépicos e nao atdépicos selecionados em nosso
estudo revelou predominancia do género feminino em ambos os grupos, com
representatividade de 60% no grupo A e de 76% no grupo NA. Um fator que pode
estar envolvido nesta predominancia de pacientes do género feminino poderia ser a
percepcao diferente dos sintomas em relagdo aos homens, o que leva a procura de
atendimento clinico visando a melhora dos sintomas e consequentemente da
qualidade de vida, muito afetada pela cronicidade da rinite e também da asma
(BAQUEIRO et al., 2007).

A alta prevaléncia (78%) encontrada para sensibilizacdo concomitante aos
alérgenos de D. pteronyssinus e de D. farinae determinados por reatividade ao TCP no
grupo A, confirma que os &caros do género Dermatophagoides sao importante fonte de
alérgenos, os quais quando inalados se tornam o mais importante fator de risco para
o desenvolvimento de doengas alérgicas respiratdrias, particularmente rinite e asma,
em individuos geneticamente predispostos (BARNES; MARSH, 1998; PLATTS-
MILLS; WHEATLEY; AALBERSE, 1998).

Com o intuito de conhecer o perfil de sensibilizacdo de pacientes com doengas
alérgicas em Uberlandia, Soares e colaboradores (2007) detectaram que os principais
alérgenos sensibilizantes foram D. pteronyssinus e D. farinae com porcentagem de
positividade ao TCP semelhante ao encontrado no presente estudo.

A sensibilizagdo a D. pteronyssinus foi também mensurada in vitro por ELISA,
mostrando maiores niveis de IgE especifica a Dp em atépicos comparados aos ndo
atopicos, mas a soropositividade e os niveis de IgGl a Dp ndo foram

significantemente diferentes entre os grupos. Estes dados sdao reforcados por estudo
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mostrando que proteinas do acaro estimulam respostas imunes mediadas por IgE,
mas também por IgG1 e IgG4 a antigenos inalados em pacientes alérgicos por meio
de citocinas Th1/Th2 (THOMAS; HALES, 2007). Além disso, estas proteinas podem
induzir proliferacdo de células T e citocinas Thl mesmo em individuos saudaveis,
uma vez que sdo capazes de produzir IgG e subclasses alérgeno-especificas, mas ndo
anticorpos IgE (THOMAS; HALES, 2007).

Diferentes estudos tém considerado a importancia das subclasses de IgG, IgG1
e IgG4 notadamente, especificas a alérgenos. Kenemy e colaboradores (1989)
verificaram niveis semelhantes de anticorpos IgGl especificos a acaros da poeira
domiciliar em individuos atépicos e ndo atépicos, similarmente ao observado por
Pereira e colaboradores (2005) ao acaro Blomia tropicalis, em concordancia ao
observado em nosso estudo. No trabalho conduzido por Ruiz, Price e Kemeny (1994)
foi observado além da predominancia da subclasse IgG1, a alta afinidade de ligacao
apresentada por estas moléculas a antigenos de D. pteronyssinus.

Dentre as relevancias atribuidas aos anticorpos IgG1 e IgG4 especificos aos
alérgenos, destaca-se a capacidade bloqueadora capaz de inibir a agdo da IgE, funcao
esta relacionada a alta afinidade de ligacdo e maior concentracdo sérica, uma vez que
tal atividade se da por competicao ao epitopo antigénico (VAN REE; AALBERSE,
1995; MEILER et al., 2008). A importancia dos anticorpos IgG de alta afinidade ¢é
consideravel, uma vez que investiga¢cdes apontam que a presenca dos mesmos, em
especial IgG1 e IgG4, a alérgenos de polen e de dcaros da poeira é muito mais comum
em individuos alérgicos que apresentam altos nivies de IgE alérgeno-especifica do
que em individuos ndo atdpicos que ndo apresentam IgE especifica (AALBERSE et
al., 2009). No intuito de esclarecer a distingdo da base imunolégica para a
manifestacdo de um perfil distinto de subclasses de IgG especifica a alérgenos,
Martinez-Alonso, Coutinho e Agustin (1980) sugerem que uma possivel explicagdo é
que cada tipo de alérgeno pode ser processado diferencialmente por células
apresentadoras de antigenos de tal forma que as células T helper desenvolvem um
padrao especial de citocinas dirigido pelo alérgeno, controlando a expressdo das

subclasses de IgG bem como a afinidade do anticorpo. Outro fator importante no
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direcionamento do processo de maturacdo da afinidade pode estar relacionado com
exposicOes antigénicas repetidas e prolongadas (RAMOS et al., 2003; DEVEY;
BECKMAN; KEMENY, 1993).

Recentemente, a funcdo da subclasse IgGl especifica a alérgenos foi
inversamente relacionada com a sensibilizagdo de basoéfilos (CADY et al., 2009). Os
autores demonstraram que os niveis de anticorpos IgG1 especificos aos alérgenos de
epitélio de gato foram associados com diminui¢do da sensibilizagdo de basoéfilos,
independente dos niveis de IgE especificos, confirmando o papel
protetor/bloqueador desta subclasse.

A frequéncia dos componentes do extrato de Dp reconhecidos por anticorpos
IgE e IgGl foi analisada para obter informagado sobre o padrao de reatividade dos
atopicos e ndo atopicos. Pelo menos vinte componentes ligantes de IgE (11-110 kDa)
foram detectados no extrato de Dp por immunoblotting 1D, similar ao estudo prévio
que identificou 19 componentes variando de 13-116 kDa no extrato de Dp
(ACEVEDO et al., 2009), sendo que 14 deles apresentaram massas moleculares iguais
ou muito similares as bandas polipeptidicas ligantes de IgE encontradas em nosso
estudo. Em relacdo aos componentes de Dp ligantes de IgG1 foi possivel identificar
15 bandas polipeptidicas reconhecidas por pacientes atdpicos e 17 reconhecidas por
individuos nao atépicos, mas pouco é discutido na literatura sobre os alérgenos
reconhecidos por IgG1 especifica a Dp.

Atualmente, ha pelo menos 18 grupos de alérgenos de D. pteronyssinus ja
caracterizados, segundo o Subcomité de Nomenclatura dos alérgenos, Lorenz e
colaboradores (2009), O’Neil e colaboradores (2006) e base de dados Allergome, o
que possibilita um maior conhecimento relativo a predominancia da reatividade
destes diferentes alérgenos. No presente estudo, a mais freqtiente reatividade de IgE
(80%) foi direcionada ao alérgeno de 15 kDa (grupo 2), seguida por 63% ao de 103
kDa (grupo 11) e 50% ao de 60 kDa (grupo 15). Estes achados mostram que a grande
maioria dos pacientes atépicos testados reconheceram o grupo 2, o que corrobora

dados prévios demonstrando que os alérgenos dos grupos 1 e 2 apresentam grande

capacidade de ligacdao a IgE (80%) (THOMAS; SMITH; HALES, 2004). Entretanto, a
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reatividade de IgE ao componente de 25 kDa (grupo 1) foi menor que 50% no nosso
grupo de pacientes, contrastando com dados na literatura e reforcando que o
alérgeno de Dp mais sensibilizante nestes pacientes foi do grupo 2, seguido pelos
alérgenos dos grupos 11 e 15.

Neste contexto, Lee e colaboradores (2004) clonaram e caracterizaram o
alérgeno do grupo 11 (103 kDa) como Der p 11, mostrando reatividade de IgE
relativamente alta (42-67%) no soro de pacientes de Taiwan alérgicos a dcaros. Além
disso, um estudo prévio caracterizou o alérgeno quitinase como Der p 15 de Dp, o
qual mostrou alta frequéncia (70%) de ligacao a IgE no soro de pacientes australianos
alérgicos (O’NEIL et al., 2006).

Uma pesquisa recente demonstrou por meio da comparacdo de diferentes
extratos de D. pteronyssinus que a mistura dos grupos de alérgenos 1, 2, 5,7, 8 e 10 se
ligam em média a 76% de IgE especifica a D. pteronyssinus (BRUNETTO et al., 2010).
Portanto, um teste diagnoéstico consistindo da mistura de Der pl, Der p 2, Der p 5 e
Der p 7 parece ser suficiente para o diagnéstico da sensibilizacdo na Europa
(WEGHOFER et al., 2008) e na Australia (HALES et al., 2007).

Quando foi analisado o padrdao dos componentes de Dp reconhecidos por
anticorpos IgGl1, vale a pena ressaltar uma mudanga do perfil de reconhecimento
para proteinas com alto peso molecular em ambos os grupos, os quais exibiram uma
reatividade predominante para bandas acima de 50 kDa, provavelmente
correspondendo aos alérgenos dos grupos 11, 15 e 18 (THOMAS; SMITH; HALES,
2004). Destes, somente o componente de 103 kDa (grupo 11) foi consideravelmente
mais reconhecido por individuos ndo atépicos. Estes achados sugerem que enquanto
os alérgenos ligantes de IgE mais estudados sdao os de menor peso molecular, os
alérgenos ligantes de IgGl tém alto peso molecular, refletindo em diferencas no
reconhecimento dos isotipos, particularmente em individuos ndo atépicos. Por outro
lado, quando os componentes ligantes de IgG1 abaixo de 30 kDa foram analisados,
houve predominéncia de reconhecimento em nao atépicos, reforcando que pacientes
atopicos respondem a alérgenos de baixo peso molecular preferencialmente com

anticorpos IgE.
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E sabido que alérgenos de Dp podem ocorrer na forma de maultiplos
isoalérgenos, os quais se diferenciam nas sequéncias de aminodcidos e
consequentemente em sua atividade, tendo assim impacto importante no diagnéstico
e imunoterapia das alergias a dcaros (CHUA; KEHAL; THOMAS, 1993; CHUA et al.,
1996; SMITH; THOMAS, 1996; LIN et al., 1994; SHEN et al., 1995). Neste estudo, n6s
investigamos potenciais isoformas de alérgenos separados por eletroforese 2D
presentes no extrato de Dp por meio do immunoblotting para IgE e IgGl. Soros de
pacientes selecionados para esta andlise foram reunidos em uma dnica amostra,
sendo eles representativos dos padrdes de reatividade individual obtidos no
immunoblotting 1D, embora possam ndo ser representativos de diferentes populacdes.

Nossos resultados mostraram que pacientes atépicos reconheceram os
alérgenos hipotéticos Der p 2 (15 kDa, pl 7,0), Der p 5 (15 kDa, pl 6,4-6,7) e Der p 8
(27 kDa, plI 7,4-8,0) como isoalérgenos reconhecidos exclusivamente por IgE. Estes
achados foram concordantes com os relatos de Weghofer e colaboradores (2005) que
identificaram por meio de immunoblotting bidimensional de inibicdo, uma eficiente
inibicdo dos alérgenos recombinantes dos grupos 2, 5 e 8, em adigdo ao grupo 7,
ressaltando assim a importancia de tais grupos. Batard e colaboradores (2006),
utilizando extratos de Dp obtidos sob diferentes condi¢des, também observaram por
meio da eletroforese bidimensional, que as proteinas mais abundantes dentre os 50
spots predominantes, foram caracterizadas como pertencentes aos grupos 1, 2, 10 em
adicdo as proteinas com homologia a actina, tubulina e ferritina.

O alérgeno hipotético Der p 3 (30 kDa, pl 7,6-8,6) foi o isoalérgeno reconhecido
exclusivamente por anticorpos IgG1 em pacientes atopicos. Por outro lado, alérgenos
hipotéticos do grupo 15 (62 kDa, pl 6,9-7,5) foram reconhecidos exclusivamente por
anticorpos IgGl em individuos ndo atopicos. Estes achados sugerem um
reconhecimento diferencial de alguns isoalérgenos de Dp por diferentes isotipos de
anticorpos, IgE ou IgG1, presentes no soro de atopicos e ndo atépicos.

Outros alérgenos, entretanto, foram concomitantemente reconhecidos por
anticorpos IgG1l em at6épicos e ndo atépicos, como o alérgeno hipotético Der p 10 (36

kDa, pl 6,6-7,2), indicando um potencial candidato para procedimentos
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imunoterapicos. = Adicionalmente, outros alérgenos foram reconhecidos
concomitantemente por IgE em atopicos e IgG1 em nao atépicos, como os alérgenos
hipotéticos Der p 1 (25 kDa, pl 5,4-6,5) e Der p 5 (15 kDa, pl 6,1). Finalmente, um
reconhecimento concomitante por IgE e IgG1l em ambos atépicos e ndo atopicos foi
observado para os alérgenos hipotéticos Der p 11 (103 kDa, pI 5,3-5,6), grupo 18 (52
kDa, pI 5,1-5,2) e Der p 2 (15 kDa, pl 7,4-7,9), sugerindo que tais alérgenos devem ser
capazes de induzir tanto anticorpos anafilaticos quanto bloqueadores em pacientes
atopicos e anticorpos protetores em individuos nao atépicos.

Deve ser enfatizado que varios outros componentes do extrato de Dp ligantes
de IgE e/ou IgG1, com destaque aos componentes entre 70-92 kDa e pl 5,1-6,6, ainda
permanecem indefinidos em bancos de dados de proteinas pesquisados. Portanto,
estudos futuros deverdo ser conduzidos para melhor caracterizar estes isoalérgenos,
por espectrometria de massa, os quais serdo essenciais na identificacdo de potenciais
isoalérgenos para avaliacdo das respostas de células T e B aos alérgenos individuais,
além dos principais alérgenos ja conhecidos dos grupos 1 e 2, o que possibilitara a
melhoria de ferramentas diagnosticas de alergia e o monitoramento efetivo da
imunoterapia alérgeno-especifica (CHRUSZCZ et al, 2009; HALES; SHEN;
THOMAS, 2000).

Adicionalmente, a caracterizagdo dos isoalérgenos de Dp possibilitard a
producdo de alérgenos recombinantes, os quais utilizados em conjunto permitirdo
estabelecer testes diagnosticos visando melhor definicdo dos perfis de reatividade
dos pacientes alérgicos e, além disso, utiliza-los no acompanhamento de pacientes
sob imunoterapia, bem como seu uso potencial nos procedimentos da imunoterapia

especifica a alérgenos.
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Alérgenos do acaro D. pteronyssinus sao capazes de levar a producgdo de
anticorpos IgE especificos em pacientes atépicos, além de anticorpos IgGl

alérgeno-especificos em pacientes atopicos e nao atépicos;

O extrato de D. pteronyssinus apresenta reatividade diferenciada em relacao
aos anticorpos IgE e IgG1, com predominancia de reconhecimento por IgG1 de

bandas com maior massa molecular aparente;

Determinados isoalérgenos apresentam reconhecimento diferencial entre os
grupos de individuos estudados, uma vez que alguns sdo reconhecidos
exclusivamente por anticorpos IgE ou IgGl, e outros reconhecidos por

anticorpos IgE em atopicos e por anticorpos IgG1 em nao atdpicos;

Reconhecimento concomitante por anticorpos IgE e IgGl em atépicos e nao
atopicos a alguns isoalérgenos, sugere que os mesmos podem ser capazes de
induzir tanto anticorpos anafilaticos quanto anticorpos bloqueadores em

pacientes atépicos, bem como anticorpos protetores em individuos saudaveis;

Alguns componentes de D. pteronyssinus ligantes de IgE e/ou IgG1 detectados
(70-92 kDa; pl 5,1-6,6) ainda sao ausentes em bancos de dados de proteinas, e

merecem assim atengao especial.
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Anexo A

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacgéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n° 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
' CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531

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

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

Pesquisador Responsavel: Emesto Akio Taketomi

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

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

O CEP/UFU lembra que:

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

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

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

Data para entrega do Relatério parcial: janeiro/2009

Data para entrega do Relatério final: janeiro/2011 { ) )
/A—J{ T e—=c§ k AA\AC(‘)'

13 de abril de 2007. AR e T T B
Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagoes)

+ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagiio alguma ¢ sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e
deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado
(Item IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo
somente apos analise das razdes da descontinmdade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item I1.3.z),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber rnisco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agdo imediata.

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

* Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1
ou II apreseniados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a
mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97,
item II1.2.¢). O prazo para enirega de relatono é de 120 dias apés o término da execugdo prevista no
cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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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

Eu, , concordo em participar do projeto
de pesquisa intitulado “Identificacdo de isoformas antigénicas de
Dermatophagoides pteronyssinus reconhecidas por anticorpos IgE e IgGl em
pacientes atoépicos e ndo atopicos”, cujo principal objetivo é identificar novos
antigenos imunodominantes de D. pteronyssinus com potencial aplicacdo para o
diagnostico laboratorial de alergias e monitoramento de imunoterapia especifica com
alérgenos.
Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei
submetido (a) e que serdo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e
Imunologia Clinica do Laboratério de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Campus Umuarama, Bloco 4C, a saber:

- realizagdo de exames complementares tais como teste cutdneo com

alérgenos inalaveis
- necessidade de coleta de sangue para dosagem de anticorpos especificos a
aeroalérgenos

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duavida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a investigacdo. Terei a liberdade de me retirar da pesquisa a
qualquer momento em que desejar, sem a necessidade prévia de explicacoes.
Sera respeitado o carater confidencial das informacdes fornecidas, ndo sendo
permitida a minha identificacao.

Uberlandia, de de 200__.

ASSINATURA TESTEMUNHA
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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:
Data do questionario: / /

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

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

( ) Ensino Superior e/ou pés-graduagao

Questionario 1 (Médulo Asma)

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

Se vocé respondeu nio, passe para a questio niimero 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 tltimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tao forte a ponto de impedir que vocé
conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada respiragdo?
( )Sim ( )Nao



6) Nos tltimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito ap6s exercicios fisicos?
( ) Sim ( ) Nao

7) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou
com infeccdo respiratoéria?
( )Sim ( ) Nao
8) Alguma vez na vida vocé teve asma?

( ) Sim ( ) Nao

Questionario 2 (Médulo Rinite)

Todas as perquntas deste modulo sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé nao estava
gripado ou resfriado.

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

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

( )Sim ( )Nao

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

4) 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
( ) Marco () Julho ( ) Novembro
() Abril ( ) Agosto ( ) Dezembro

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

Nada ()
Pouco ()
Moderado ( )
Muito ()

6) Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( )Sim ( )Nao
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Telefone: (34) 3218-2195 - Fax: (34) 3218-2333

TESTE CUTANEO DE PUNTURA
(Acaros de poeira domiciliar)

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

*Valores de referéncia:

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

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

Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi
Responsdvel técnico



