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RESUMO

A exposicdo a alérgenos de acaros da poeira domiciliar é o principal fator de
risco para o desenvolvimento de alergia respiratéria. Blo t 5 é o principal alérgeno do
acaro Blomia tropicalis (Bt) e pelo menos 70% dos pacientes com rinite possuem
reatividade de IgE a este alérgeno. O objetivo deste estudo foi avaliar perfil de
modificada (mBlo t 5) em pacientes atopicos e ndo atopicos. Trés grupos de pacientes
foram avaliados (atdpico Bt +, atdpico Bt e ndo atopico), com base no teste cuténeo e
testes sorologicos. N6Os projetamos dois construtos, um que codifica a sequéncia original
de Blo t 5 (rBlo t 5) e outro uma sequéncia modificada (mBlo t 5) e produzimos 0s
respectivos alérgenos recombinantes. A reatividade especificado rBlot5e mBlo t 5 foi
provada com o anticorpo monoclonal anti-Blo t 5 e soro IgE positivo de pacientes
atopicos Bt + por slot-blot. Os niveis de IgE e positividade para ambos rBlot5 e mBlo
t 5 foram comparaveis no grupo de pacientes atopicos Bt +. Um perfil semelhante de
reatividade de 1gG1 aos alérgenos recombinantes foi encontrado em ambos pacientes
atépicos e ndo atdpicos. Foi notdvel uma reatividade de 1gG4 aumentada ao mBlo t 5
em relacdo ao rBlo t 5 em pacientes atopicos Bt +. Houve uma correlacao positiva entre
IgE e IgG4 para ambos alérgenos recombinantes, sendo rBlo t 5 preferencialmente
reconhecido por IgG1 e 1gG4 do que por IgE, sendo esse fendmeno mais evidente para
IgG4 em relagdo ao mBlo t 5. Redugéo da reatividade de IgE ocorreu em 48% das
amostras e 26% delas apresentaram uma reducdo significante (>20%). Em relacdo a
reatividade de 1gG4, 57% das amostras apresentaram um aumento, sendo que 37%
dessas amostras tiveram um aumento > 20%. Em conclusdo, a modificacdo feita no
alérgeno Blo t 5 favoreceu uma mudanca de antigenicidade para o isotipo 1gG4,
tornando conveniente a sua utilizacgdo como potencial candidato em estudos de

imunoterapia alérgeno especificos.

Palavras-chave: Blo t 5 - alérgeno recombinante - Blomia tropicalis - isotipos de

imunoglobulinas - doencas alérgicas



ABSTRACT

Exposure to house dust mite (HDM) allergens is the main risk factor for the
development of respiratory allergy. Blo t 5 is the most important allergen from the mite
Blomia tropicalis (Bt) and at least 70% of rhinitis patients show IgE reactivity to this
allergen. The aim of this study was to evaluate the IgE, IgG1 and IgG4 reactivity profile
to recombinant Blo t 5 allergen and its modified form in atopic and non-atopic patients.
Three patient groups were evaluated (atopic Bt+, atopic Bt- and non-atopic) with basis
on the skin prick test and serological assays. We designed two constructs encoding the
Blo t 5 full sequence, one with the original sequence (rBlo t 5) and another with a
modified sequence (mBlo t 5) and produced the respective recombinant allergens. The
specific reactivity of rBlo t 5 and mBlo t 5 was probed with the monoclonal antibody to
Blo t 5 and positive IgE serum from atopic Bt+ patients in slot-blot assays. IgE levels
and positivity to both rBlo t 5 and mBlo t 5 were comparable in atopic Bt+ patients. A
similar profile of 1gG1 reactivity to recombinant allergens was found in both atopic and
non-atopic patients. It was notable an increased 1gG4 reactivity to mBlo t 5 in relation
to rBlo t 5 in atopic Bt+ patients. There was a positive correlation between IgE and
IgG4 to both recombinant allergens and rBlo t 5 was preferentially recognized by 1gG1
and IgG4 than IgE antibodies, being this phenomenon more evident for IgG4 to mBlo t
5. The IgE reactivity reduction occurred in 48% of samples and 26% of them had a
significant reduction (>20%). In relation to 1gG4 reactivity, 57% of samples presents an
increase, and 37% of them presents an increase >20%. In conclusion, the modified Blo t
5 allergen showed a shift of antigenicity for the 1gG4 isotype, thus making suitable its

use as potential candidate in specific allergen immunotherapy practice studies.

Key words: Blo t 5 - recombinant allergen - Blomia tropicalis - immunoglobulin

isotypes - allergic diseases
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencas alérgicas
Doencas alérgicas como asma, rinite/conjuntivite e dermatite atépica acometem

cerca de 30% da populacdo de paises industrializados, resultando em um expressivo
aumento em sua prevaléncia e morbidade, nos ultimos anos (ASHER et al., 2006;
FLOISTRUP et al., 2006). Dentre os fatores que contribuiram para esses aumentos
estdo: os avangos no diagndstico da alergia e a maior exposicdo ambiental, como
consequéncia das mudangas no estilo de vida. O impacto socioecondmico dessas
doencas €é vasto e inclui o aumento dos gastos com cuidados com a saude, reducdo da
produtividade no trabalho e do desempenho escolar dos pacientes (SOARES et al.,
2007; MASOLI et al.,, 2004). Mesmo com 0S progressos na compreensdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos da alergia e do incremento das terapias disponiveis, ainda
ndo ha um controle efetivo das doencas alérgicas (BACHERT et al., 2008).

Individuos atopicos sdo aqueles que possuem uma predisposicdo geneética para
sintetizar imunoblobulina E (IgE), anticorpos especificos contra pequenas doses de
alérgenos ambientais comuns, sendo portanto, os individuos mais afetados por doencas
alérgicas (ROLLAND et al., 2009). O termo alergia foi utilizado pela primeira vez, no
ano de 1906, por Clemens Von Pirquet, (palavra originada do grego “Allos”, que
significa: alteracdo do estado original), para designar “capacidade alterada do
organismo de reagir a uma substincia estranha”. Atualmente alergia é definida como
uma das respostas do sistema imune, denominada reacdo de hipersensibilidade
(CRONWELL, 1997; CHARLES et al., 2006).

Além de fatores genéticos, uma das principais contribuicbes para o
desenvolvimento de doencas alérgicas é a influéncia do meio ambiente. A sociedade
atual convive com grande concentracdo populacional nas metropoles, predominando o
sedentarismo e o confinamento, mantendo-se grande parte do tempo no ambiente
interno das moradias e locais de trabalho, nos quais pode haver carpetes, cortinas,
condicionadores de ar. Esses fatores permitem uma maior exposi¢cdo a substancias
estranhas e alérgenos circulantes, o que contribui para a maior sensibilizacdo de

individuos geneticamente predispostos. Evidentemente, estes fatores colaboram para o



19

aumento da prevaléncia de doencas alérgicas, principalmente a asma e a rinite (POPE et
al., 1993; SOARES et al., 2007).

As manifestacdes clinicas da alergia podem ser desencadeadas por substancias de
origem protéica, estranhas ao organismo, presentes em componentes comuns no meio
ambiente, conhecidas como alérgenos (HUBY et al., 2000). Vérias substancias podem
ser alergéncias, causando diferentes tipos de alergia, como alergia alimentar (ovo,
castanhas e frutos do mar), a insetos (vespas e abelhas), alergia de contato (niquel e
latex) e alergia a medicamentos (penicilina, alguns tipos de anestesias). As principais
fontes de alérgenos respiratdrios (aeroalérgenos) sdo: acaros da poeira domiciliar,
animais domésticos (cdes e gatos), pélen de arvores e gramineas, fungos e baratas.

A asma e a rinite sdo as manifestacfes das mais comuns e sdo consideradas as
principais doencas alérgicas respiratorias no Brasil e no mundo (CAMARGOS et. al.,
2007). Baseado em observacdes clinicas, a asma alérgica é caracterizada por inflamacéo
do sistema respiratorio inferior, induzindo quadro de hiper-reatividade bronquica e,
consequentemente, episodios recorrentes de sibilancia, dispnéia, opressdo toracica e
tosse (LEMANSKE-JUNIOR & BUSSE, 2003). Segundo a Sociedade Brasileira de
Alergia e Imunopatologia (1994), esses processos sdo desencadeados por reagdes
alérgicas e acometem pessoas de varias idades e diferentes classes sociais, persistindo
com alta morbidade e mortalidade (FERRARI et al., 1998). A rinite alérgica atinge
aproximadamente 10 a 25% da populacdo mundial (BEASLEY et al., 2000) e sua
prevaléncia média na populacéo brasileira é de 27% a 34% (SOLE et al., 2004). Apesar
de apresentar perfil imunoldgico semelhante a asma, se distingue pelas inflamagoes
nasais, tais como: aumento de secrecdo de muco, obstrucdo da cavidade, espirros e
prurido. Pode também ser acompanhada de conjuntivite, constituindo-se num quadro
denominado de rinoconjuntivite, que se caracteriza por lacrimejamento, prurido
conjuntival e fotofobia (JOHANSSON et al., 2004).

1.2 Alérgenos
Alérgenos sdo os antigenos capazes de desencadear doencas alérgicas, segundo

Johansson et al. (2004). Estdo presentes tanto no ambiente extra-domiciliar, como gréos
de pdlen, quanto no ambiente domiciliar, destacando-se o epitélio de animais

domeésticos (cdos e gatos), baratas, fungos e derivados de acaros da poeira domiciliar
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(CROMWELL, 1997; GALLI & LANTZ, 1999). Estes alérgenos sdo provenientes de
diversas fontes, podendo ser de origem proteica, glicoproteica, compostos inorganicos
que podem atuar como haptenos que se ligam a proteinas e desempenham papel
imunogénico, ou até mesmo carboidratos com relevancia na sensibilizacdo alergénica, e
n&o s6 de origem peptidica na ativacio de respostas do sistema imunoldgico (FOTISCH
& VIETHS, 2001; MEYER; COMINH; DEMOLY, 2004).

A fim de possibilitar a organizacdo das informagde no meio cientifico, fez-se
necessario a criacdo de uma nomenclatura padronizada de alérgenos, sobretudo no
desenvolvimento de mecanismos de diagnostico especifico e de extratos
imunoterapéuticos com alérgenos recombinantes, a qual foi viabilizada pelo Subcomité
de Nomenclatura de Alérgenos, regulamentado pela Unido Internacional das Sociedades
de Imunologia (1.U.1.S.) e pela Organizacdo Mundial da Saude (W.H.O.). Assim,
determinou-se que a denominacao dos alérgenos fosse representada pelas trés primeiras
letras do género ao qual o organismo pertence, juntamente com a primeira letra (ou
mesmo as duas primeiras, no caso de ambigiidade) da espécie a partir da qual o
alérgeno € derivado, acrescido de um numeral arabico, que se refere ao grupo o qual
pertence o alérgeno. Como exemplo, o alérgeno do grupo 5 derivado da espécie Blomia
tropicalis é chamado, dessa forma, de Blo t 5 (KING et al., 1995).

A fim de se unificar o sistema de nomenclatura dos alérgenos, uma determinada
proteina é designada como alérgeno e nomeada segundo os critérios definidos, quando a
mesma se liga a IgE de 5% dos soros de pacientes atOpicos, o que é critico para
relacionar a importancia relativa dos diferentes alérgenos (THOMAS et al., 2007). Se o
alérgeno apresentar reatividade de IgE superior a 50% dos pacientes contra uma
determinada fonte alergénica, esse alérgeno é denominado principal. Se a reatividade de
IgE estiver entre 5% e 50%, o alérgeno é chamado de minoritario (LARSEN &
LOWERSTEIN, 1996).

A porcao do alérgeno reconhecida por anticorpos e receptores de membrana das
células efetoras é conhecida como epitopo, ou determinante antigénico. O epitopo de
um alérgeno é pequeno, geralmente formado por residuos de aminoacidos que
combinam com a regido variavel do anticorpo e por outros aminoacidos que se ligam a
células T. Constitui-se de forma linear, quando as sequéncias de aminoacidos sdo
contiguas, sendo assim, o alérgeno apresentado ao linfécito T é reconhecido por uma

sequéncia de aminoacidos dispostos linearmente (epitopos de células T) ou entdo de
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modo conformacional, caso 0s aminoécidos estejam separados na cadeia polipeptidica
de forma que o enovelamento proteico possibilite espacialmente a ligacéo,
caracterizando o principal meio de reconhecimento do alérgeno por células B (através
de ligacdo com IgE) (Figura 1). Tal processo leva a caracterizacdo do perfil de
componentes do sistema imune que serd ativado ap0s 0 seu reconhecimento (SELA,
1969; ARLIAN; MORGAN; NEAL, 2002; CRAMERI, 2003).

Proteina

/
Ceélula T =—— !

@

Célula Apresentadora de Antigenos (APC)

/‘ Epitopos de células B: formados por 2 cu mais cadeias de peptideos
'~/ ou por aminoacidos nao contiguos.

| Epitopos de células T: formados por fragmentos lineares de proteinas
(parcialmente digeridos pela APC)

Figura 1. Representacdo de epitopos de células B e T, adaptado de FREW, 2006.

1.3 Acaros da poeira domiciliar
A partir da descoberta de que antigenos presentes na poeira domiciliar produzem

uma reacdo imunologica mediada por IgE, com capacidade desencadear alergia,por

volta de 1920, vérios estudos correlacionam a exposicdo a acaros e sua influéncia na
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prevaléncia de doencas alérgicas respiratorias (VOORHORST, 1967). A exposi¢do a
aeroalérgenos provenientes de acaros € uma das causas primarias para o0
desenvolvimento de doengas alérgicas, atuando também como fator de exacerbacéo dos
sintomas, uma vez que mais de 50% dos pacientes alérgicos sdo sensibilizados a esses
alérgenos (PLATTS-MILLS & DE WECK, 1989; PLATTS-MILLS et al.,, 1992;
SQUILLACE et al., 1997).

Acaros da poeira domicilar s3o animais microscopicos, com tamanho entre 0,1 a
0,6 mm de comprimento, possuem corpo ovoide, com oito pernas articulaveis e um
ciclo de vida passando pelos estdgios de ovo, larva, protoninfa, tritoninfa e adulto
(ARLIAN; RAPP; AHMED, 1990; DE BOER, 1998; PIKE; CUNNINGHAM;
LESTER, 2005). Algumas condi¢Ges ambientais como temperatura em torno de 30°C e
umidade do ar elevada (entre 75 e 80%), favorecem o crescimento e proliferacéo,
determinando com isso diferencas geograficas e sazonais na prevaléncia e concentracdo
de determinadas espécies de &caros (ARLIAN et al., 1992; ANDRADE et al., 1995;
MUNIR et al., 1995; BOQUETE et al., 2006). A presenca destes animais na poeira esta
relacionada a seu habito alimentar, que consiste de restos de pele humana e demais
detritos organicos presentes no ambiente. Ndo é sem razdo, que um dos principais
géneros de acaro, o Dermatophagoides, significa comedor de pele. Dessa forma, o
colchdo, o travesseiro, cortinas e carpetes sdo um habitat ideal para a proliferacdo e
crescimento de acaros (HART, 1998). As proteinas que constituem o corpo e as fezes
dos acaros sdo capazes de induzir uma resposta imune e causar alergia em individuos
geneticamente susceptiveis (PLATTS-MILLS & DE WECK, 1989). Existem vérias
medidas para reduzir a exposicao de individuos alérgicos aos acaros. As recomendacoes
profilaticas sdo facilmente exequiveis em sua maioria, como o uso de acaricidas e
aspiradores de pd, a lavagem dos comodos com &gua quente, o uso de protetores de
colchbes e travesseiros e 0 uso de equipamentos que aumentam a ventilagdo no
ambiente (HALLAS, 1991, HART, 1998, ARLIAN & PLATTS-MILLS, 2001).

Os acaros presentes na poeira domiciliar foram descritos a partir da familia
Acaridae, Glycophagidae, Pyroglypidae e Echimyopodidae (Figura 2). Os acaros da
familia Acaridae, Acarus siro e Tyrophagus putrescentiae sdo fontes de menor
importancia entre o0s alérgenos da poeira doméstica. Os acaros da familia
Pyroglyphidae, Dermatophagoides pteronyssinus sdo encontrados prevalentemente em

regides de clima temperado a tropical, enquanto Dermatophagoides farinae s&o
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localizados em regiGes mais secas. Por outro lado, o Euroglyphus maynei é encontrado
em regides temperadas, mas em menor abundancia. Na familia Glyciphagidae,
Lepidoglyphus destructor é considerado um acaro essencialmente de estocagem,
enquanto que Blomia tropicalis tem emergido como um importante acaro da poeira
doméstica em regides tropicais e subtropicais, pertencendo a familia Echimyopodidae
(PLATTS-MILLS, 2001; ARLIAN, 2002; THOMAS et al., 2007).

Filo Classe Sub-classe Ordem Familia Género Espécie
Scorpiones Acaridea
Insecta
Glycyphagidae
Arthropoda |Araneae | Agtigmata
Echimyopodidae Blomia B. tropicalis
Arachnida
 Frostipmeta. Chortoglyphidae
Acari
Pyroglyphidae Euroglyphus
Mesostigmata Dermatophagoides | D- pteronyssinus

D. farinae

Figura 2. Taxonomia dos principais &caros da poeira domiciliar. Adaptado de CHUA, 2007.

1.4 Blomia tropicalis e seus alérgenos
No ano de 1973, Van Bronswijk e colaboradores descreveram pela primeira vez o

acaro Blomia tropicalis, com tamanho entre 230 e 365 um e forma globular (Figura 3).
Sua classificagdo taxondmica é: reino Metazoa, filo Artopida, classe Arachnida, ordem
Astigmata, familia Echimypodidae, género Blomia, espécie Blomia tropicalis (CHUA,
2007.). Inicialmente encontrado em fazendas, foi considerado um acaro de estocagem e
logo depois identificado em poeira domiciliar em paises de clima tropical e sub-tropical,
cuja temperatura média é de 28°C e umidade relativa média de 82% (ARRUDA et al.,
1991; Yl et al., 2006).

Figura 3. llustragdo do 4caro Blomia tropicalis, presente na poeira domiciliar.

(Fonte:<http//www.talkeczema.com>)
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Muitos estudos publicados sobre a sensibilizagdo por B. tropicalis foram realizados
em paises como a Espanha, india, Taiwan, Indonésia e Filipinas, assim como em paises
das Américas como a Colémbia e o Brasil, onde a sensibiliza¢do a este acaro corresponde
cerca de 60% a 80% em individuos atopicos. Nessas regides B. tropicalis é considerado
uma das mais importantes fontes de alergénos encontrados na poeira domiciliar,
responsavel pela sensibilizagdo e pelas manifestagdes clinicas induzidas por respostas
mediadas por IgE em pacientes com doengas alérgicas, como asma e rinite (PUERTA et
al., 1991; ARRUDA et al., 1997; FERNADES-CALDAS et al., 1993; KUO, 2003).

O desenvolvimento de ferramentas utilizadas em biologia molecular, como a técnica
do DNA recombinante, facilitou a identificacdo e a clonagem de alérgenos puros e
qguimicamente bem definidos, sendo utilizados como importantes instrumentos no
diagndstico e na imunoterapia de doencas alérgicas respiratorias (LARCHE, 2006;
VALENTA et al., 2011). Em combinagdo com técnicas imunoldgicas, todo esse aparato
técnico desempenha um papel importante na compreensao de como 0s acaros da poeira
domiciliar interagem com nosso sistema imunolégico e qual seu real papel no
desencadeamento das doencas alérgicas (CHUA et al., 2007).

Estudos prévios monstraram que pelo menos 21 alérgenos de B.tropicalis j& foram
identificados e descritos na literatura. A Blo t 1 é uma proteina de 221 residuos, codificada
por um DNA que apresenta 663 pb e peso molecular aproximado de 25 kDa, sendo
caracterizada funcionalmente como uma cisteina protease. Seu alérgeno principal € um
homologo de Der p 1 de D. pteronyssinus, apresentando 35% de identidade entre sua
sequéncia de aminoacidos e outros alérgenos do grupo 1, derivados de acaros (MORA et
al., 2003). O grupo 2 de alérgeno B. tropicalis ainda ndo foi totalmente caracterizado, sua
funcdo molecular é desconhecida e possui 39% de homologia com Der p 2 (CHUA et al,.
2007). O alérgeno grupo 3 de B. tropicalis foi clonado com seu DNA apresentando 798 pb,
codificando 231 aminoacidos, sendo caracterizada funcionalmente como tripsina cisteina.
Seu peso molecular é 27,5 kDa e apresenta uma reatividade a IgE de aproximadamente 50-
57% (YANG, 2003; FLORES, 2003). O alérgeno Blo t 4 do grupo 4 possui peso
molecular de 56 kDa e apresenta 65% de homologia com o alérgeno Der p 4. Sua
propriedade bioguimica € de alfa amilase, apresentando menos de 15% de reatividade aos
anticorpos IgE em pacientes sensibilizados a B. tropicalis (MILLS et al., 1999).

O principal alérgeno de B. tropicalis, enquadra-se no grupo 5, Blo t 5, que foi o

primeiro alérgeno a ser clonado e expresso em sistema procarioto apresentando DNA 432
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pb e codificando 134 aminoacidos. Possui massa molecular de aproximadamente 14 kDa e
apresenta de 70 a 90% de reatividade ao anticorpo IgE em pacientes atdpicos. Sua
homologia com a sequéncia do alérgeno Der p 5 é de 40% a 50% e sua atividade
bioguimica ainda é desconhecida (ARRUDA et al., 1995).

O alérgeno Blo t 6 apresenta aproximadamente 10% a 20 % de reatividade a IgE em
soros de pacientes asmaticos. Seu DNA é constituido de 1045 pb e 270 aminoacidos com
peso molecular de 25 kDa, apresentando homologia com Der p 6 de 58% (THOMAS et
al.,, 2002; THOMAS; SMITH; HALES, 2004). Blo t 10 foi expresso em sistema
procarioto e apresentou 20% a 29% de reatividade com IgE em pacientes atdpicos.
Codificado por uma proteina de 284 aminoacidos a partir de um DNA de 852 pb, possui
mais de 90% de homologia com outros alérgenos de acaros do grupo 10 e seu grupo
funcional é uma tropomiosina (Y1 et al., 2002). O alérgeno Blo t 11 é considerado o
alérgeno com maior peso molecular de B. tropicalis, aproximadamente 102 kDa.
Apresenta em seu DNA 262 pb que codifica uma proteina de 875 aminoéacidos, sua funcéo
proteica € de paramiosina e seu recombinante apresenta uma reatividade com o IgE de 18 a
52% (RAMOS, et al., 2003 a; RAMOS, et al., 2003 b). Blo t 12 € um alérgeno com DNA
de 582 pb e o0 peso molecular em torno de 14,2 kDa, sendo expresso em sistema eucarioto
e procarioto com variacOes na reatividade de 20 a 50% (LIM et al., 2002; PUERTA et al.,
1996). O grupo 13 B. tropicalis possui peso molecular de aproximadamente 14 kDa
sendo expresso por sistema procarioto, apresentando baixa reatividade a IgE (11%) e
80% de homologia com Der p 13 (CARABALLO et al., 1997; CHUA et al., 2007). A
proteina Blo t 19 é codificada por 507 pb, com peso molecular de 7,2 kDa e baixa
reatividade com IgE de 3 a 20% (THOMAS et al., 2002).

1.5 Fisiopatologia da resposta imune alérgica
Quando um individuo atopico é exposto pela primeira vez a um alérgeno, as

células apresentadoras de antigeno (APCs) captam-no, processam-no € o apresentam
aos linfocitos T CD4" naive (ThO), os quais se diferenciam principalmente em células
do perfil Th2 (OBOKI et al., 2008). Essas celulas, sob expressdo do fator de transcrigcdo
GATAS3, secretam as citocinas caracteristicas desse perfil de resposta celular (IL-3, IL-
4, IL-5, IL-9, IL-13 e fator estimulador de coldnias de granuldcitos e mondcitos (GM-
CSF)) (COUSINS; LEE; STAYNOV, 2002). Essas citocinas estdo envolvidas
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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 basofilos (IL-3 e IL-4), que sdo as
principais células efetoras secretoras de mediadores da resposta alérgica.

Em individuos saudaveis, os niveis de IgE sérica especifica apresentam-se em
baixas concentragdes, mas individuos atopicos além de apressentrem mastocitos e
eosindfilos com maior niimero de receptores de alta afinidade para IgE (FceRI), ha um
aumento da producéo 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 FceRI presentes
nos mastocitos e eosindfilos. Em uma exposicdo subsequente, o alérgeno ou seus
produtos se ligam a IgE especifica presente na membrana das células sensibilizadas,
provocando uma cascata de degranulacdo com consequente liberacdo de mediadores
pré-formados como histamina, prostaglandinas, leucotrienos, quimiocinas e outras
citocinas que participam em conjunto, dando inicio a reagdo alérgica (RAVETCH &
KINET,1991; HOLGATE & POLOSA, 2008).

Além das células Th2, em resposta a exposicdo ao alérgeno, o individuo atdpico
produz células dos subtipos Thl, T reguladoras (Treg) e Thl7. As ceélulas Treg
desempenham um importante papel supressor da resposta alérgica, ao induzir tolerancia
periférica. Por outro lado, ha relatos que as células Th17, que expressam o fator de
transcricdo ROR-yT, podem aumentar a resposta inflamatoria ao alérgeno, atraves da
inducdo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias, particularmente envolvendo
recrutamento e ativacdo de neutrdfilos (BETELLI et al., 2008). Esses fatos foram
comprovados em estudo previamente realizado que demonstrou que a expressao de
RNAm que codifica IL-17, estd aumentada em amostras de escarro, lavado
broncoalveolar e soro de pacientes asmaticos, que apresentaram elevada
hipersensibilidade das vias aéreas (OBOKI et al., 2008).

A IgE também se liga aos receptores FCeRI da superficie de células dendriticas e
de mondcitos, como aos receptores de baixa afinidade (FCeRII) CD23 na membrana de
linfocitos B, o0 que permite a captacdo do alérgeno e a apresentacdo antigénica as células
Th2, que podem mediar as reacOes alérgicas tardias. Essas reacdes se caracterizam por
infiltrac&o de celulas Th2 e eosindfilos, formacdo de edema, eritema e outros sintomas.
No pulmé&o, o principal 6rgdo acometido nas doengas alérgicas respiratorias, esta reacao
se manifesta pelo estreitamento das vias aéreas e por hipersecrecdo de muco (AKDIS et
al., 2004).
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O desenvolvimento de uma condicdo alérgica sabidamente mediada por IgE, ou
uma condicdo saudavel esta intimamente relacionada a intensidade da resposta imune
aos alérgenos. Sendo assim, outras classes de anticorpos tém sido analisadas frente a
esta variacdo de resposta (BATARD et al., 1993; BATARD et al., 2006; JACKOLA et
al., 2002). Em individuos saudaveis, a resposta de células B a alérgenos provenientes de
acaros da poeira domiciliar varia entre auséncia de resposta, ou producdo
predominantemente de anticorpos IgG alérgeno-especificos, IgG1 ou 1gG4, na presenca
ou auséncia de baixas concentracbes de IgE, ja em individuos alérgicos além da
deteccdo de altos niveis de IgE pode ser também detectados niveis de 1gG, sendo que 0s
niveis de IgG1 sdo similares aos de individuos saudaveis, diferente de 19G4 (AKDIS,
2006; KENEMY et al., 1989).Dentre as funcbes desempenhadas pela subclasse 1gG4
estd a potencialidade de agir como blogueadora via competicdo direta por
compartilharem a mesma especificidade a epitopos ligantes de IgE (DEVEY; WILSON;
WHEELER, 1976; BOLUDA; CUADRA; BERRENS, 1996).

1.6 Imunoterapia e alérgenos recombinantes
A imunoterapia alérgeno especifica foi introduzida por Noon em 1911 e ainda é

uma das poucas ferramentas para o tratamento causal da alergia do Tipo I, que baseia-se
na administracdo de doses crescentes de alérgenos para pacientes atopicos com intuito
de induzir um estado de falta de responsividade (BOUSQUET, LOCKEY, MALLING,
1998; VALENTA et al., 2011). Varios estudos mostraram a eficacia da imunoterapia
especifica no tratamento de doencas alérgicas e ha varias hipoteses sobre os
mecanismos inerentes ao sucesso da imunoterapia. Dentre elas, a modulacédo da resposta
alérgeno especifica Th2 no sentido de um perfil de resposta preferencial Thl
(LARCHE, 2006), a indugéo de tolerancia de células T alérgeno especificas através da
producdo de interleucina-10 (IL-10) secretada por células Treg, que suprimem a
proliferacdo induzida por alérgenos de células Thl e Th2, bem como a producdo de
citocinas caracteristicas desses perfis (JUTEL et al., 2006) e a inducdo de anticorpos
IgG alérgeno especificos que antagonizam os efeitos mediados por IgE (MOTHES et
al., 2003).

Existem algumas desvantagens no uso de extratos alergénicos na imunoterapia:

pois consistem de uma mistura de componentes alergénicos e nao alergénicos, sdo de
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dificil padronizacdo e ndo podem ser administrados de acordo com o perfil de
reatividade de cada paciente (BOUSQUET, LOCKEY, MALLING, 1998).
Determinados alérgenos podem nédo estar presentes em quantidade suficiente para o
tratamento de pacientes sensibilizados a essas moléculas, enquanto que pacientes podem
também ser sensibilizados a alérgenos presentes no extrato, aos quais ndo eram
alérgicos antes do tratamento (LINHART & VALENTA, 2012). Além disso, a
administracdo de alérgenos ativos pode causar graves e potencialmente fatais efeitos
anafilaticos. Varias alternativas foram testadas para reduzir esses efeitos, incluindo a
adsorcéo de extratos alergénios com adjuvantes para retardar a liberacéo sistémica dos
alérgenos no local de aplicacdo (MELLERUP et al., 2000) e a modificacdo quimica
desses extratos alergénicos para reduzir a atividade alergénica (MAASCH & MARSH,
1987).

O avanco no desenvolvimento de técnicas de biologia molecular permitiu no final
da década de 1980 a clonagem do primeiro alérgeno. Quando os primeiros alérgenos
recombinantes foram produzidos muitos questionamentos foram levantados em relacdo
a sua aplicabilidade no diagnoéstico e na terapia de pacientes alérgicos. As principais
davidas eram se esses alérgenos recombinantes imitariam as propriedades dos alérgenos
naturais, se um painel limitado de alérgenos recombinantes que se assemelham aos
epitopos de IgE dos extratos naturais poderia ser definido e se eles poderiam ser
utilizados em imunoterapia (VALENTA et al., 1991).

O diagnostico da alergia com alérgenos recombinantes requer que painéis dos
alérgenos mais importantes de diversas fontes possam ser produzidos, mantendo 0s
epitopos de IgE mais relevantes presentes nos extratos naturais, enquanto que a eficacia
da imunoterapia exige uma modificacdo dirigida na estrutura dos alérgenos, com base
no conhecimento de caracteristicas moleculares e imunoldgicas, a fim de promover
uma atividade alergénica reduzida (VRTALA, 2008).

Anticorpos 1gG4 tém carater ndo inflamatdrio, evitando o desenvolvimento dos
sintomas da reacdo alérgica. Em esquemas de imunoterapia, almeja-se que esse isotipo
capture o alérgeno antes que este se ligue a IgE presente na superfice das celulas
efetoras, impedindo a ativacdo de mastocitos e basofilos. A inducdo de IgG4
desempenha um papel blogueador pela inibicdo de eventos mediados por IgE, tanto a
apresentacdo antigénica quanto da liberacdo de mediadores por mastdcitos e basoéfilos
(FUJITA etal., 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de reatividade dos anticorpos IgE, IgG1 e 1gG4 aos alérgenos

recombinantes Blo t 5 (rBlo t 5) de Blomia tropicalis e sua forma modificada candidata

a hipoalérgeno (mBlo t 5) em soro de pacientes atopicos e nao atopicos.

2.2 Objetivos especificos

Desenhar dois constructos com a sequéncia de genes que codificam (1) a
proteina recombinante do alérgeno Blo t 5 (rBlo t 5) e (2) sua forma modificada

candidata a hipoalérgeno (mBlo t 5) de Blomia tropicalis;

Clonar, expressar e purificar a proteina recombinante Blo t 5 (rBlo t 5) e sua

forma modificada candidata a hipoalérgeno (mBlo t 5) em Escherichia coli;

Avaliar a reatividade da proteina recombinante rBlo t 5 e sua forma modificada
candidata a hipoalérgeno (mBlo t 5) com o anticorpo monoclonal anti-Blo t 5
(clone 4G9) por Western blotting e Slot-blot;

Avaliar a reatividade de anticorpos IgE, 1gG1 e IgG4 a proteina recombinante
rBlo t 5 e sua forma modificada candidata a hipoalérgeno (mBlo t 5), bem como
ao extrato total de B. tropicalis (Bt total) e Blo t 5 nativo (nBlo t 5) por ELISA

em soro de pacientes atépicos e ndo atdpicos.

Correlacionar os niveis das diferentes classes de anticorpos entre os alérgenos

recombinantes no grupo de pacientes atopicos sensibilizados a B. tropicalis;

Avaliar o potencial hipoalergénico da forma modificada de rBlo t 5 (mBlo t 5)
pela andlise da reducdo de reatividade aos anticorpos IgE e aumento da
reatividade aos anticorpos 1gG4 no grupo de pacientes atopicos sensibilizados a

B. tropicalis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos e critérios seletivos
O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado junto ao Comité de Etica em

Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob processo n° 322/08
(Anexo A), que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, segundo as normas
da Resolugdo CNS 196/96.

Pacientes atendidos no Ambulatorio de Alergia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) foram questionados apos o atendimento
clinico sobre a possibilidade de participarem do estudo. Aqueles que concordaram em
participar foram previamente esclarecidos sobre os objetivos da pesquisa e todos 0s
procedimentos que seriam realizados, sendo o aceite preenchido sob a forma de Termo
de consentimento livre e esclarecido (Anexo B) e a selecdo feita por meio do
questionario clinico (Anexo C) elaborado segundo International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), e pelo resultado do teste cutaneo de puntura
(TCP) a extratos de aeroalérgenos. O Quadro 1 lista os critérios de inclusdo e exclusdo
que foram adotados no processo de selecdo dos pacientes.

A selecdo possibilitou a triagem de oitenta pacientes atdpicos (n = 80) de ambos
0s géneros, faixa etaria entre 18 e 60 anos, durante o periodo de marco a dezembro de
2011. Os individuos triados foram distribuidos em dois grupos, segundo o histérico
clinico e positividade ao teste cutaneo de puntura (TCP) e ao teste soroldgico ELISA, o
qual foi realizado posteriormente a triagem. O primeiro grupo composto por 55
pacientes atopicos (Bt+) com histéria clinica de sintomas relacionados a exposi¢do a
poeira domiciliar; TCP positivo e presenca de IgE sérica especifica para Blomia
tropicalis (Bt). O segundo composto de 25 pacientes atopicos (Bt—) com histéria clinica
de sintomas relacionados a exposicdo a poeira domiciliar; TCP e ELISA negativos para
Bt, mas positivos aos acaros D. pteronyssinus (Dp) e/ou D. farinae (Df). Um terceiro
grupo composto de trinta individuos saudaveis (n = 30) de ambos os géneros, faixa
etaria entre 19 e 59 anos, assintomaticos quanto a qualquer doenca alérgica e com TCP
negativo a todos os aeroalérgenos testados foram também selecionados entre
funcionarios e alunos da UFU. Todo o processo de selecdo compreendido por
anamnese, TCP e posteriormente coleta de sangue foi realizado sob a supervisdo do

médico alergologista responsavel.
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Critérios Seletivos

Inclusao

Exclusao

Aceite em participar do estudo (Termo de

consentimento)

Teste cutaneo de puntura (TCP) positivo

para pelo menos um dos acaros testados

Historia clinica de sintomas relacionados
com exposicdo a poeira domiciliar

(Questionario clinico)

Recusa em participar do estudo

Idade inferior a 18 anos ou superior a 60

anos

Tratamento com anti-histaminicos ou
corticosteroides por via oral ou tdpica na

semana anterior ao teste

Presenca de lesdes dermatolégicas na area
de realizacdo do teste cutaneo

Estar inserido em procedimento de
imunoterapia ao alérgeno de Blomia

tropicalis

Quadro 1. Critérios seletivos utilizados para a amostragem dos pacientes a serem incluidos no estudo.

3.2 Teste cutaneo de puntura (TCP)

A técnica de puntura é a mais usada pela boa reprodutibilidade e facilidade de

aplicacdo, pois é rapido de realizar, permite testar varios alérgenos ao mesmo tempo e

oferece menor risco de reacdes sistémicas. Além disso, quando realizado com extratos

adequados correlaciona-se com a sensibilidade clinica.

Uma gota de antigeno foi aplicada sobre a pele na regido do antebrago. Passou-se

uma lanceta através desta gota provocando a ruptura da camada mais superficial da pele.

A leitura do resultado foi feita entre 15 a 20 minutos. Registrou-se a média (em mm)

dos diametros da papula e do eritema; foram anotados o diametro maior (em mm) e o

diametro perpendicular no ponto médio do maior; a média desses valores (em mm) foi

registrada. As reacdes consideradas clinicamente relevantes e, portanto, como resultados
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positivos, apresentaram péapula com 3mm ou mais de didmetro médio. (Anexo D)
(DAHER et al., 2009).

Para auxiliar a interpretacdo dos testes sd@o necessarios 0s controles negativo e
positivo. As solucBes usadas como controle negativo sd@o geralmente os diluentes
utilizados na conservacdo dos extratos, servindo para detectar dermografismo e
reatividade inespecifica da pele ao diluente e/ou ao puntor. Como controle negativo
utilizou-se solugdo salina fisiolégica em fenol 0,4% e glicerina diluida a 50%
(OPPENHEIMER & NELSON, 2006). O controle positivo ajuda a detectar a supressao
por medicamentos ou doenca, como controle positivo, utilizou-se cloridrato de
histamina a 10 mg/mL . A resposta positiva no teste cutaneo reflete a presenca de
anticorpos alérgeno-especificos ligados aos mastocitos, entretanto, ndo demonstra que
este alérgeno seja a causa das manifestacdes clinicas. Isto €, a resposta positiva reflete
sensibilizacdo, mas ndo necessariamente alergia clinica.

O TCP foi realizado utilizando varios extratos aeroalergénicos: acaros (D.
pteronyssinus, D. farinae e Blomia tropicalis); epitélio de cdo (Canis familiaris),
epitélio de gato (Felis domesticus), barata (Blattella germanica e Periplaneta
americana), fungo (Alternaria alternata) e graminea (Lolium perene). Os extratos
alergénicos comerciais e solugdes controle foram comprados da FDA Allergenic, RJ,

Brasil.

3.3 Obtencao do soro de pacientes
Para a avaliacdo por testes soroldgicos, foram utilizados soros de

individuos atdpicos, de acordo com o quadro clinico do paciente e TCP
positivo ao acaro Blomia tropicalis ou negativos para B. tropicalis, mas
positivos para D. pteronyssinus e/ou D. farinae, bem como soros de
individuos saudaveis (TCP negativo e auséncia de sintomas relacionados a
alergia). As amostras de sangue (20 mL de cada individuo) foram coletadas
sem anti-coagulante por puncdo venosa na regido do antebraco.
Posteriormente, foram centrifugadas a 700 x g por 10 minutos e 0S sOros
obtidos foram distribuidos em aliquotas e armazenados a -20°C até a

realizacdo dos testes.
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3.4 Pesquisa da sequéncia génica do alérgeno Blo t 5 de Blomia tropicalis e
construcdo dos genes sintéticos

Através da analise da sequéncia génica do alérgeno Blo t 5 do acaro
Blomia tropicalis presente na poeira domicilar, em bancos de dados no
Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) com numero de acesso 096870,
evidenciamos que esse alérgeno apresenta uma sequéncia de 537 pb e codifica
um produto protéico de 134 aminoacidos (namero de acesso AAD10850). A
sequéncia génica que codifica o alérgeno Blo t 5 de B. tropicalis foi utilizada
para criar dois sistemas de expressdo sintéticos, os quais foram adquiridos da
empresa GenScript (www.genscript.com). Uma das sequéncias codifica a
sequéncia nativa de Blo t 5 e outra sequéncia, com uma alteracdo que produziu
um rearranjo na sequéncia nativa de Blo t 5. Essa mudanca foi feita como um
mosaico, ou seja, a sequéncia que codifica o alérgeno Blo t 5 nativo foi
dividida em 4 fragmentos, os quais foram rearranjados provocando uma
alteracdo na ordem convencional do alérgeno Blo t 5 nativo. Essa alteracdo
teve como objetivo promover uma inversdo na estrutura da molécula nativa e
consequentemente, inviabilizar o reconhecimento de anticorpos do tipo IgE,
ao romper um dos os epitopos conformacionais. Por outro lado, os epitopos
lineares foram mantidos, podendo ser reconhecidos por células T,
permanecendo efeito vicinal por meio de anticorpos do tipo 1gG.(Figura 4 A,
B). As sequéncias sintéticas foram ligados no vetor pUC57 e sub-clonadas no
vetor de expressdo pET14b (Novagen, EUA), a fim de promover a proteinas

com cauda de histidina (afinidade ao niquel).


http://www.genscript.com/
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Figura 4. (A) Sequéncia de aminoacidos do alérgeno Blo t 5 de Blomia tropicalis obtida através do
Genbank, com nimero de acesso AAD10850. Os nimeros ardbicos referem-se a posi¢do dos aminoécidos
e as letras coloridas representam quatro fragmentos (I, I1, 111 e 1V) identificados na sequéncia do alérgeno
nativo. (B) Sequéncia mosaico de aminoacidos no alérgeno modificado (mBlo t 5) obtido por alteracdo da

ordem dos fragmentos (1, 1V, Il e 111) identificados no alérgeno nativo.

3.5 Producdo de células bacterianas competentes
As células bacterianas de Escherichia coli tornaram-se competentes para a

transformacdo com utilizacdo inicial de um pré-inéculo em meio de cultura Luria
Bertani (LB) caldo (10 g de NaCl, 10 g de bactroptona e 5 g de extrato de levedura por
litro pH 7,5) (Sigma-Aldrich Co., MO, EUA) crescido previamente por 18 horas (E. coli
cepa DH5-a (Novagen, EUA)). Inoculou-se 250 puL do pré-indculo em 25 mL de meio
de cultura LB caldo incubado em agitador orbital a 180 rpm a 37°C até atingir
densidade optica (D.O.) de 0,1 a 0,3 (aproximadamente 1 hora). As células foram
posteriormente centrifugadas a 3000 x g a 4°C durante 15 minutos e 0 sedimento
suspenso em 5 mL de solucdo de CaCl, a 50 mM a 4°C com suave agitagdo por inversao
do tubo. A partir desse momento a suspensdo de células manteve-se no gelo.

Centrifugou-se novamente a 3000 x g a 4°C por 15 minutos, descartou-se 0
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sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso lentamente em 500 pL de solucdo de CaCl,
a 50 mM a 4°C com adigdo de 250 uL de meio de cultura LB caldo. As células foram
mantidas por 1 hora em banho de gelo, sendo a partir de entdo consideradas
competentes (AZEVEDO, 2003). As ceélulas assim tratadas foram imediatamente

utilizadas para transformacéo de E. coli com pET14b-rBlo t5 e pET14b-mBlo t 5.

3.6 Reacao de transformacao de E. coli DH5-a com pET14b-rBlo t 5 e pET14b-
mBlot5

A transformacdo das células competentes foi realizada através da incubacao de 20
pL destas a partir de suspensdes celulares com D.O 0,6 acrescidos de 2,5 pL (20 ng) de
pET14b-rBlo t 5 e/ou pET14b-mBlo t 5 em gelo durante 5 minutos. Posteriormente,
realizou-se o choque térmico por 3 minutos a 42°C com subsequente banho de gelo por
10 minutos. Adicionou-se 250pL de meio SOC (Qiagen Inc., CA, EUA) e a reagéo foi
incubada por 1 hora a 37°C em agitagdo orbital a 180 rpm. A suspensdo bacteriana
obtida foi adicionada a placas de Petri contendo meio de cultura LB &agar com
ampicilina (Sigma) a 10 pg / mL e incubada por 18h a 37°C. Foram utilizados diferentes
volumes de suspenséo bacteriana (10 uL, 15 pL, 25 pL, 50 pL e 150 pL). As coldnias
transformadas foram capazes de crescer nesse meio seletivo, foram coletadas e
incubadas em meio de cultura LB caldo acrescido de ampicilina a 10 pg / mL por 18h a

37°C para extragdo do vetor (plasmideo contendo o inserto).

3.7 Extracgéo do plasmideo pET14b-rBlo t 5 e pET14b-mBlo t 5 de E. coli DH5-a
A fim de promover a extracdo dos vetores pET14b-rBlo t 5 e pET14b-mBlo t 5

da E. coli DH5-a (bactéria de estocagem) para transfectar em BL21(DE3) pLySs
(bactéria de expressdo - Novagen) utilizou-se o protocolo “Miniprep Plasmid DNA kit”
(Qiagen) conforme instrugdes do fabricante. Os indculos crescidos por 18 horas foram
centrifugados a 4700 rpm por 5 minutos, desprezou-se 0 sobrenadante e o sedimento foi
processado utilizando o Kit Qiagen (QlAprep Spin Miniprep Kit). Brevemente, foram
adicionados em cada reacdo 250 pL do tampdo P1 e posteriormente 250 pL do tampéo
P2 e 350 pL do tampdo N3, invertendo o tubo cuidadosamente 6 vezes. Centrifugou-se
a 25°C por 10 minutos com rotagdo de 10000 x g. O sobrenadante foi aplicado a coluna
fornecida pelo kit e foi realizada outra centrifugacdo por 1 minuto a 10000 x g a 25°C
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para retencdo do DNA. Para lavagem da microcoluna, utilizou-se 750 pL do tampéo PE,
com posterior centrifugacdo por 1 minuto 10000 x g a 25°C. Para remover residuos do
tampé&o de lavagem, desprezou-se o sobrenadante e centrifugou-se por 1 minuto 10000 x
g a 25°C. Para eluir o DNA, a microcoluna foi transferida para um microtubo limpo e
foi adicionado 50 puL de tampé&o EB, centrifugando-se novamente por 1 minuto 10000 x
g a 25°C. A confirmagdo da presenga do gene para rBlo t 5 e mBlo t 5 foi realizada
através da analise por eletroforese em gel de agarose a 1% (Invitrogen, CA, EUA) com
corrida de 50 minutos a 120 Volts, utilizando como corante Blue Green Loading (LGC
Biotecnologia LTDA).

3.8 Reacao de transformacao dos vetores pET14b-rBlot5e pET14b-mBlot5em
E. coli BL21 (DE3) pLysS

A transformacgéo de E. coli BL21 (DE3) pLysS com pET14b-rBlo t 5 e pET14b-

mBlo t 5 foi realizada em condi¢Ges semelhantes como descrito no item 3.6.

3.9 Expressao de rBlot5e mBlot5em E. coli BL21 (DE3) pLysS
A expressdo dos alérgenos recombinantes rBlo t 5 e mBlo t 5 foi dividida em trés

etapas:

1) Teste de inducdo da expressdo proteica em pequena escala, com o objetivo de
verificar se a expressdo foi alcancada.

2) Producdo em larga escala, visando a producdo e posterior purificacdo dos alérgenos
recombinantes em quantidade suficiente para 0s ensaios subsequentes.

3) Teste de solubilidade para avaliar condigdes ideais de purificacdo e escolha do

tampéo de lise.

3.9.1 Teste de indugdo da expressdo de rBlot 5 e mBlo t 5 em E. coli
BL21(DE3) pLysS
Para o teste de expressdo de rBlot5 e mBlo t 5 em E. coli BL21 (DE3) pLysS
foram selecionadas duas col6nias. As col6nias foram inoculadas em 5 mL de meio de
cultura LB caldo com ampicilina a 10 pg / mL e incubadas por 18 horas a 37°C em
agitacdo de 180 rpm. Um volume de 250 pL dos indculos foi suspenso em 25 mL de

meio de cultura LB caldo com ampicilina a 10 pug / mL e incubado sob agitacdo de 180
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rpm a 37°C até atingir a D.O de 0.6 (aproximadamente 3 horas). As aliquotas de 1 mL
de suspensao bacteriana sem induc¢do (Tempo inicial) foram separadas, centrifugadas a
9000 x g por 2 minutos e o sedimento foi ressupenso em 50 pL de tampédo de amostra
(Tris-HCI 0,1M pH 6 SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2% Glicerol a 20%). O volume
restante foi utilizado para os testes de indugéo da expresséo proteica.

Durante os ensaios de expressdo adicionou-se IPTG (Sigma) aos indculos em
concentracdo de 0,5 mM, sendo estes incubados a 30°C em agita¢do de 180 rpm por 18
horas. Foram retiradas aliquotas de 1 mL apds o periodo de inducéo (Tempo final) e o
sedimento foi ressuspenso em 100 pL de tampédo de amostra. Para verificar a expresséo
de rBlo t 5 e mBlo t 5, o contetdo proteico das amostras foi analisado em gel SDS-

PAGE como descrito no item 3.11.

3.9.2 Producéo de rBlo t 5 e mBlo t 5em E. coli BL21 (DE3) pLysS em larga

escala
Para producédo de rBlo t 5 e mBlo t 5em larga escala utilizou-se a cepa E. coli
BL21 (DE3) pLysS transformada, sendo esta inoculada em 100 mL de meio de cultura
LB caldo com ampicilina a 10 pug / mL a 37°C por 18 horas. As células foram
novamente inoculadas em 900 mL de meio de cultura LB caldo, totalizando um volume
final de 1L, e incubadas a 37°C até atingir uma D.O de 0,6 (aproximadamente 1 hora).
Adicionou-se 0,5 mM de IPTG e incubou-se por 18 horas no agitador orbital a 180 rpm

a30°C.
Células da cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS transformadas, foram cultivadas por
18 horas sem adicdo de IPTG para serem utilizadas como controle negativo, a fim de
avaliar a eficiéncia da inducdo da producdo protéica de rBlot 5 e mBlo t 5. Para tal,
foram separadas aliquotas de 1mL do tempo sem inducdo (Tempo inicial) e tempo
induzido (Tempo final). Ambas as aliquotas foram centrifugadas a 9000 x g por 2
minutos e ressuspensas em tampdo de amostra, 50 pL e 100 pL respectivamente.
Posteriormente o perfil das bandas de inducdo foi avaliado em gel SDS-PAGE de

13,5%.

3.9.3 Teste de solubilidade e extracéo das proteinas recombinantes
Para avaliar o melhor tamp&o a ser utilizado na purificacdo, 100 pL da

suspensdo bacteriana do tempo induzido (Tempo final) foi utilizada. Centrifugou-se a
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suspensédo a 9000 x g por 2 minutos e o sedimento foi ressuspenso em 50 pL de salina
tamponada com fosfato no pH 7,2 (PBS). Para a reacdo de lise bacteriana incubou-se
por 30 minutos no gelo 5 pL de lisozima (Sigma) com 45 pL de bactéria com PBS,
posteriormente congelou-se a amostra em gelo seco e descongelou a 42°C por 6 vezes.
Centrifugou-se a 10000 x g por 20 minutos e o sobrenadante foi guardado para anélise
posterior com 100 pL de tampédo de amostra. O sedimento foi ressuspenso com 500 pL
de PBS e centrifugado por 20 minutos a 10000 x g, novamente o sedimento foi
ressuspenso com 500 pL de PBS e centrifugado a 10000 x g. Adicionou-se ao
sedimento final 100 pL de tampdo de amostra. Posteriormente o sobrenadante e o
sedimento final foram analisados em gel SDS-PAGE 13,5%, para averiguar se as

proteinas recombinantes produzidas eram solUveis ou néo.

3.10 Purificacdo e dosagem proteica dos alérgenos rBlot5e mBlo t 5
A purificacdo das proteinas recombinantes foi realizada através da utilizacdo do

sobrenadante ou sedimento obtido como descrito no item 3.11.3. A proteina
recombinante rBlo t 5, foi ressuspensa em tampéo de lise sem uréia (50 mM NaH,PO,,
500 mM NacCl, 0,2% Triton, 1 mM Aprotinina pH 8.0) e mBlo t 5 em tampao de lise
contendo 6M uréia, na razdo de 5 mL de tampédo por 1 g de sedimento. Apds a
solubilizacdo do sedimento por 30 minutos a 4°C, este foi submetido a sonicacdo
(Bandelin Sonoplus HD 2070) (10 vezes por 30s, 50 W, no gelo), para rompimento das
células e dos corpos de inclusdo e liberacdo da proteina.

As proteinas com cauda de histidina foram purificadas por cromatografia de
afinidade a niquel Ni-NTA Agarose (Qiagem GmbH). Primeiramente, a coluna de
niquel foi equilibrada com o tampéo de ligacdo (50 mM fosfato de sodio anidro, 500
mM NaCl, 20 mM Imidazol pH 7,4) sem uréia para rBlo t 5 e com 6 M de uréia para
mBlo t 5. Apds injetar a amostra na coluna, o tampdo de ligacéo foi aplicado novamente
antes do tampéo de elui¢do (500 mM Imidazol, 50 mM fosfato de s6dio, 500 mM NaCl
pH 7.4) com ou sem uréia 6M para lavagem das proteinas que ndo tém afinidade pelo
niquel. A proteina rBlo t 5 eluida foi dialisada e concentrada em Amicon (Millipore,
MA, EUA) contra PBS com membrana de 3,5 kDa. A forma modificada mBlo t 5, foi
dialisada e concentrada em Amicon contra tampdo fosfato com concentragdes
decrescentes de uréia (4 M, 2 M, 1M, 0,5 M e OM) com membrana de 3,5 kDa.
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Aliquotas dos alérgenos recombinantes purificados foram armazenadas a —70°C, até o
momento dos testes.

O concentracdo proteica das proteinas recombinantes rBlot 5 e mBlo t 5 foi
determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976).A curva de calibracdo foi
realizada com soro albumina bovina (BSA, Sigma) em dilui¢cdes duplas seriadas de 500
a 15,6 ug/mL. Os valores da densidade dptica (D.O.) a 595 nm das amostras analisadas
foram obtidos e comparados aos da curva de calibracdo, utilizando o programa
Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA), de forma a

fornecer os dados da concentragédo proteica das amostras.

3.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) e deteccdo de rBlo t 5 e mBlo t 5 por Western blotting

O perfil eletroforético das proteinas recombinantes foi analisado por SDS-
PAGE, em condi¢cbes desnaturantes e ndo redutoras, de acordo com Laemmli e
colaboradores (1970).

Os gel de separacgéo foi preparado a 13,5%, composto de uma solucdo Tris-HCI
375 mg / mol, pH 8,8, dodecil sulfato de sodio (SDS, Bio-Rad) 0.1%, N, N’-Metileno-
bis-acrilamida (Bio-Rad) 15%, N,N,N,N-tetrametilenodiamina (TEMED, Bio-Rad)
0.125% e persulfato de amonia (Bio-Rad) 0,125%, diluidos em &gua deionizada. O gel
de empilhamento foi preparado a 5%, com 0s mesmos compostos, porém utilizando
Tris-HCI 125mg/mol (pH 6.8) como solucdo tamponante. O tempo de polimerizacéo foi
de aproximadamente 40 minutos para o gel de separacdo e 20 minutos para o gel de
empilhamento.

As amostras foram previamente diluidas em tampédo de amostra, contendo Tris-
HCI 0.1M (pH 6.8), SDS 4%, azul de bromofenol 0.2% e glicerol 20%, e submetidos a
aquecimento a 95°C em banho seco (Termobath ALB64- Finemould Precision Ind., Co.,
Seoul, Coréia do Sul), por 10 minutos, para desnaturacéo proteica antes da aplicacdo no
gel, utilizando sistema para mini-gel (Mighty Small Multiple Caster, Hoefer Pharmacia
Biotech Inc., San Francisco, EUA). As amostras foram aplicadas no sistema em paralelo
com marcador de peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder 6-180 kDa, Invitrogen,
Karlsuhe, Alemanha).

A eletroforese foi realizada sob condi¢cbes de corrente de 20mA por

aproximadamente 50 minutos. Apos a corrida os géis foram corados com Coomassie
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Blue (Coomassie brilliant blue R250, Sigma) e para descorar o gel utilizou-se uma
solucdo descorante (Etanol 30%, Acido Acético 10% e Agua deionizada 60%). Todo o
processo para corar e descorar o gel foi realizado com agitacdo pendular lenta, a
temperatura ambiente.

Os géis nao corados foram eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose
(0,45, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) como anteriormente descrito (Towbin et al. 1979),
utilizando um sistema de transferéncia semi-seco (Trans-blot SD, bio-Rad Laboratories
Inc.). A fim de confirmar a producdo dos alérgenos rBlo t 5 e mBlo t 5, fracbes
recuperadas apds a cromatografia de afinidade por niquel, foram provadas com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-Blo t 5 (clone 4G9 - Indoor Biotechnologies
Inc., Charlottesville, VA). As membranas foram bloqueadas com leite em pd desnatado
a 5% (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) em PBS e 0,05% de Tween-20 (PBS-TM)
durante 2 h a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas por 18h a 4°C com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-Blo t 5 (Indoor Biotechnologies Inc.) diluido
1:1000 em PBS-TM ou apenas PBS-TM. Um segundo passo, utilizando anticorpo
biotinilado anti-lgG de camundongo (Kierkegaard Perry e Lab., Gaithersburg, EUA)
diluido a 1:1000 foi adicionado e incubado durante 2 h a temperatura ambiente. Ap6s
lavagem com PBS-T, as membranas foram incubadas durante 1 h & temperatura
ambiente com estreptavidina-peroxidase (Sigma-Aldrich) diluida a 1:1000 e revelado
com comprimidos de 10 mg de 3,3 'diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich) e 0,03%
de H,0, , até o aparecimento de bandas, quando a reacdo foi interrompida com a adicao

de agua destilada.

3.12 Deteccédo de rBlo t 5 e mBlo t 5 por Slot-blot
Para confirmar a reatividade especifica das proteinas recombinantes produzidas e

purificadas previamente, membranas de nitrocelulose foram sensibilizadas com rBlo t 5
(2,5 pg / slot) ou t mBlo 5 (2,5 ug / slot) em dispositivo a vacuo (Bio-dot ® SF
aparelho, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Como controles, extrato total de B. tropicalis
(Bt total) (10 ug / slot; FDA Allergenic) e soro albumina bovina (5 pg / slot; BSA,
Sigma) também foram blotados nas mesmas condigdes. Para a detec¢do com anticorpo
monoclonal de camungondo anti-Blo t 5 (4G9), as membranas foram bloqueadas com
800 pL de leite em po desnatado a 5% (Molico) em PBS e 0,05% de Tween-20 (PBS-
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TM) durante 2 h a temperatura ambiente, em seguida, foram incubadas por 18h a 4°C
com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Blo t 5 (Indoor Biotechnologies Inc.)
diluido 1:500 em PBS-TM ou apenas PBS-TM. Posteriormente, anticorpo biotinilado
anti-lgG de camundongo (Kierkegaard Perry e Lab.) diluido 1:1000 foi adicionado e
incubado durante 2 h & temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS-T, membranas
foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com estreptavidina-peroxidase
(Sigma) diluida 1:1000 e reveladas com 10 mg de DAB (Sigma) diluido em 15 ml de
solucéo salina tamponada com Tris 20 mM (pH 7.4) e 12 uL de perdxido de hidrogénio.

Em um segundo experimento, para deteccdo de rBlot 5 e mBlo t 5 por IgE
especifica presente no soro, as membranas foram bloqueadas com BSA a 5% em PBS e
0,05% de Tween-20 (PBS-T-BSA) durante 2 h a temperatura ambiente e depois,
incubadas por 18h a 4°C com amostras de soro de individuos atdpico Bt+, atopico Bt— e
ndo atopico, diluidas 1:2 em PBS-T-BSA ou apenas PBS-T-BSA. Em seguida, anti-IgE
humana biotinilada (Kierkegaard Perry e Lab.) diluida 1:3000 foi adicionada e incubada
durante 2 h a temperatura ambiente. Ap6s lavagem com PBS-T, as membranas foram
incubadas durante 1 h a temperatura ambiente com estreptavidina-peroxidase (Sigma)
diluida 1:1000 em PBS-T-BSA e reveladas por DAB e 0,03% de H,O,. Agitacdo
pendular lenta e constante foi utilizada durante toda a reacdo que foi interrompida com

agua destilada ap06s a visualizacdo das bandas.

3.13 Mensuracao de IgE, IgG1 e 1gG4 especificos ao extrato total de B. tropicalis
(Bt total), Blo t 5 nativo (nBlo t 5) e as proteinas recombinantes rBlot5 mBlo t 5

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) foram realizados para a deteccdo de
anticorpos IgE, 1gG1 e IgG4 contra os alérgenos de Bt total, nBlot 5, r Blot 5 e mBlo
t 5 em amostras de soros dos pacientes atopicos e individuos ndo atépicos como descrito
por Queir6és e colaboradores (2008), com algumas modificacdes. Placas de alta
afinidade (Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA)
foram sensibilizadas (50uL / pog¢o) com os extratos alergénicos de Bt total (10pug /
poco) (FDA Allergenic) ou rBlo t 5 (Sug / pogo) ou 1rBlo t 5 (5ug / pogo) em tampéo
carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e bloqueadas (150uL
/ poco) com PBS-T contendo soroalbumina bovina (BSA, Sigma Chemical Co.) a 1%

por uma hora a temperatura ambiente. Apds um novo ciclo de lavagens, as amostras de
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soros (diluigOes: 1:2 para IgE, 1:5 para IgG1 e IgG4) foram adicionadas em duplicata e
incubadas por 2 horas a 37°C. Em paralelo, soros controles positivos ¢ negativos foram
incluidos em cada placa. Ap6s um ciclo de seis lavagens, as placas foram incubadas
com os anticorpos secundarios biotinilados (anti-IgE humana 1:3000 - Kirkegaard and
Perry Laboratories Inc.; anti-lgG1 humana 1:3000 — Sigma; anti-lgG4 humana 1:1000 -
Sigma) por 1 hora a 37°C. Ap6s novas lavagens, foi adicionado o conjugado
estreptavidina-peroxidase (50 ul/pogo) (Sigma) na diluicdo de 1:1000 em PBST-BSA
1%. ApoOs 30 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e novas lavagens, as
placas foram reveladas por meio da adicdo do substrato enzimatico (50 pL / poc¢o)
(ABTS a 0,01 M em tampéo citrato-fosfato a 0,07 M, pH 4,2 contendo 0,03% de H,0,).
Os valores de densidade dptica (DO) foram determinados em leitor de placas de
microtitulacdo (Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, EUA) a 405
nm. Os niveis de anticorpos IgE foram arbitrariamente expressos em indice ELISA (IE),
segundo a formula: IE=D.O. amostra/cut off, onde cut off foi calculado como a média
da DO de soros controles negativos acrescida de trés desvios padrdes. Valores de
IE>1,2 foram considerados positivos para excluir valores de reatividade limitrofes
proximos a valores de IE=1,0.

Para deteccdo de niveis de IgE, IgG1 e IgG4 para a proteina Blo t 5 nativa foi
realizado um ELISA reverso (Queirds et al. 2008). Placas foram sensibilizadas com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-Blo t 5 (clone 4G9; Indoor Biotechnologies)
a 1.0 ug / pogo e incubados subsequentemente com extrato Bt total, amostras de soros,
anticorpo secundario biotinilado, conjugado estreptavidina peroxidase e substrato

enzimatico como descrito acima para o ELISA convencional.

3.14 Anélise Estatistica
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism

versdo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). As diferengas entre os
grupos referentes a idade foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis e comparacéo
multipla de Dunn. Diferengas quanto ao género, a positividade no TCP e ao diagnostico
clinico foram analisados pelo Qui-quadrado (x?) ou teste exato de Fisher, quando
apropriado. Diferencas no tamanho médio da papula foram avaliadas por ANOVA e

testes de comparagdo multipla de Tukey. As diferengas nos niveis de anticorpos entre os
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alérgenos dentro de cada grupo foram analisadas por Friedman e teste de comparagao
maultipla de Dunn, e entre os grupos para cada alérgeno pelo teste de Kruskal-Wallis e
comparacdo multipla de Dunn. Diferencas na soropositividade entre os alérgenos dentro
de cada grupo foram analisadas pelo teste exato de Fisher. A correlacéo entre os niveis
de isotipos de anticorpos ou entre os alérgenos de Blo t 5 foram analisadas pelo
coeficiente de correlagdo de Spearman. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

3.15 Biosseguranca
Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e de

reagentes, bem como a utilizacdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca exigidas (MINEO et al., 2005).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo Demogréfica e Clinica dos Individuos do Estudo
Os cento e dez 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 atopico Bt+ (Bt+), atépico
Bt- (Bt-) e nao atopico (NA), segundo historico clinico de sintomas
relacionados a asma e/ou a rinite e resultados do TCP ao extrato de alérgenos
de acaros. As caracteristicas clinicas e demogréaficas dos individuos incluidos
no estudo estdo demonstradas na Tabela 1.

Nao foram encontradas diferencas significativas para género e idade
entre os trés grupos analisados (atopicos Bt +, Bt— e ndo atopicos), embora o
género feminino tenha sido o mais frequente em cada grupo (p <0,01). No
grupo de pacientes atépicos Bt+, 96,4% e 94,5% eram cossensibilizados a D.
pteronyssinus e D. farinae, respectivamente, com apenas dois pacientes
também sensibilizados a D. farinae e trés a D. pteronyssinus. No grupo
atopico Bt—, 96% e 92% foram sensibilizados a D. pteronyssinus e D. farinae,
respectivamente, com apenas um paciente monossensibilizado a D. farinae e
dois a D. pteronyssinus. Nao foram encontradas diferencas significativas para
a positividade no TCP e no tamanho médio de papula entre os grupos de
pacientes atdpicos, bem como dentro de cada grupo. O diagnoéstico mais
frequente foram os sintomas associados a rinite no grupo de pacientes atopicos
Bt + (92,8%). Este grupo (Bt+) também apresentou maior frequéncia de
sintomas relacionados a rinite do que no grupo atépico Bt— (44%) (p <0,0001).
Por outro lado, rinite associada a asma predominou no grupo atdpico Bt—
(40%), enquanto que no grupo de pacientes atopicos Bt + foi menor (7,2%) (p
= 0,0008). Apenas 16% dos pacientes do grupo atdépico Bt— apresentaram

outros sintomas.
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Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas dos individuos do estudo

Caracteristicas * valorde
Atopico Bt+ Atbpico Bt— N&o atdpico p
NUmero de individuos 55 25 30
Género
Masculino 20 7 5 <0,2476°
Feminino 35* 18* 25*
Idade (anos)
Mediana (intervalo) 28 (18-55) 34 (19-60) 29 (19-59) 0,2532"
Positividade no TCP (n,%)
B. tropicalis 55 (100%) 0 0 ND
D. pteronyssinus 53 (96,4%) 24 (96%) 0 1,0000°
D. farinae 52 (94,5%) 23 (92%) 0 0,6453
Tamanho da papula (média £ DP, mm)
B. tropicalis 6,3+ 3,3 0 0 ND
D. pteronyssinus 7,1+36 6,6 +3,1 0 0,5325°
D. farinae 72+34 6,6 + 3,2 0 0,4239°
Diagnéstico clinico (n,%)
Rinite 51 (92,8%) 11 (44%) 0 <0,0001°
Rinite + asma 4 (7,2%) 10 (40%) 0 0,0008?
Outros sintomas 0 4 (16%) 0 ND

Bt+: pacientes com TCP positivo para o extrato total de Blomia tropicalis; Bt—: pacientes com TCP
negativo para o extrato total de B. tropicalis, mas positivo o extrato total de D. pteronyssinus e/ou D.
farinae. Valores de p representam comparagdes feitas horizontalmente entre os grupos e asteriscos(*)
representam comparagdes feitas verticalmente entre os parémetros analisados (género e diagnostico
clinico) dentro de cada grupo. ND: ndo determinado; DP: desvio padrdo; n: nimero; %: porcentagem;
mm: milimetros.

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

® Teste Kruskal-Wallis e teste de comparagdo maltipla de Dunn;

¢ ANOVA e teste de comparagdo multipla de Tukey.
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4.2 Construcdo dos genes sintéticos rBlot5e mBlo t 5
A sequéncia original do gene que codifica o alérgeno Blo t 5 de B. tropicalis (537

pb) foi usada para criar dois genes sintéticos, um que codifica a sequéncia do alérgeno
Blo t 5 nativo e (rBlo t 5) e outra uma sequéncia modificada do alérgeno Blo t 5 nativo
(mBlo t 5). Para a construcdo do gene mosaico mBlo t 5, a sequéncia original de
aminoéacidos de Blo t 5 foi dividida em 4 fragmentos (I (residuos 1-34), 11 (residuos 35-
68), Il (residuos 69-102) e IV (residuos 103-134)) que foram reagrupados na ordem
I(residuos 1-34), IV (residuos 103-134), Il (residuos 35-68)e Il (residuos 69-102) (Fig.
1A, B). Depois da sintese dos genes sintéticos, os vetores pET14b-rBlot5 e pET14b-
mBlot5 foram utilizados para transfectar os genes desses alérgenos recombinantes em

E. coli cepa BL21 e posterior expresao.

4.3 Expressao, purificacdo e dosagem proteica dos alérgenos rBlot5e mBlot5em
E. coli (DE3) pLysS

A cinética de expressao dos alérgenos recombinantes rBlot 5 e mBlo t 5 em E.
coli BL21 transformada com o plasmideo pET14b-Blo t 5 ou pET14b-mBlo t 5, foi
avaliada através do teste de expressdo em menor escala. Este foi realizado em diferentes
tempos, variando do tempo zero a 18 horas com temperatura de 30°C ¢ com rotagdo de
180 rpm. Apds adicionar o indutor de expressdo (IPTG) na concentracdo de 0,5 mM
houve uma significativa expressdo dos alérgenos rBlo t 5 e mBlo t 5, que apresentaram
peso aproximado de 15 kDa.

A expressdo de rBlo t 5 e mBlo t 5 em larga escala foi realizada com um inoculo
bacteriano pré-selecionado no ensaio cinético. O volume total de 1L, com tempo de
inducdo de expressdo de 18 horas, a 30°C ¢ rotagdo de 180 rpm foi produzido. As
fracdes das amostras de rBlo t 5 e mBlo t 5 induzidas foram analisadas em gel SDS-
PAGE 13,5%, conforme descrito a seguir.

O teste de solubilidade realizado para avaliar o tampé&o de lise ideal a ser usado na
extracdo e purificacdo, demonstrou que o alérgeno recombinante rBlo t 5 estava
presente no sobrenadante do lisado de células bacterianas, uma proteina soltvel, ndo
sendo necesséario a utilizacdo de tampédo com uréia. O alérgeno recombinante mBlo t 5
foi produzido dentro dos corpos de inclusdo (sedimento), tratando-se de proteina
insoluvel, sendo necessaria a adicdo de tampdo com alta molaridade de uréia para

conseguir lisar os corpos de inclusdo bacterianos e solubilizar a proteina. Apds a
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extracdo das proteinas, as mesmas foram purificadas por cromatografia de
afinidade, as proteinas de interesse possuem uma cauda de histidina que se
liga ao niquel da coluna cromatografica. Os alérgenos recombinantes foram
dialisados conforme descrito no item 3.10.

O perfil eletroforético de amostras do crescido bacteriano sem o indutor
de expressao, assim como do crescido bacteriano induzido com IPTG e dos
alérgenos recombinantes purificados foi analisado em gel SDS-PAGE 13,5%.
Gel corado com Coomassie Blue revelou a presenca de uma banda adicional
de 15 kDa no extrato de E. coli/pET14b-rBlot5 induzidas com IPTG (Fig. 5A,
coluna 2). Apos a purificacdo desta amostra em resina de Ni-NTA agarose e
separacdo em SDS-PAGE (Fig. 5A, coluna 3), observou-se uma banda
fortemente corada (30 kDa) que pode representar dimeros estaveis de rBlot 5
na presenca de SDS, enquanto que o monémero de rBlo t 5 foi visualizado
fracamente migrando com cerca de 15 kDa. Uma banda adicional foi também
detectada com migracdo de cerca de 64 kDa que pode representar tetrameros
estaveis de rBlo t 5. Em extratos de E. coli/pET14b-mBlot5 induzidas com
IPTG (Fig. 5A, coluna 5) foi visualizada uma banda adicional fortemente
corada com peso molecular de aproximadamente 15 kDa, provavel monémero
de mBlo t 5 (Fig. 5A, coluna 6). Outra banda adicional foi visualizada
migrando entre 26 e 37 kDa podendo representar dimeros de mBlo t 5.

A dosagem proteica de rBlo t e mBlo t 5 pelo método de Bradford
demonstrou que as concentra¢gbes das proteinas foram de 330 pg / mL e 250

ug / mL, respectivamente.
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Figura 5. (A) Expressdo dos alérgenos recombinates rBlo t 5 e mBlo t 5 de Blomia tropicalis em E. coli

BL21 transformada com pET14b contendo os respectivos genes. Cepas de E. coli BL21 foram induzidas

com 0,5mM de IPTG. Amostras foram corridas em gel SDS-PAGE 13,5% e o gel corado com Coomassie

blue. Coluna 1: Extrato proteico de E. coli BL21/gene rBlo t 5 sem IPTG; Coluna 2: Extrato de E. coli

BL21/gene rBlo t 5 com IPTG; Coluna 3: rBlo t 5 purificada; Coluna 4: Extrato proteico de E. coli
BL21/gene mBlo t 5 sem IPTG; Coluna 5: Extrato proteico de E. coli BL21/gene mBlo t 5 com IPTG;
Coluna 6: mBlo t 5 purificada. (B) Westernblot de rBlo t 5 purificada (Colunas 1 e 2) e de mBlo t 5

purificada (Colunas 3 e 4), testadas com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Blo t 5, clone 4G9

(Colunas 1 e 3) ou somente diluente (Colunas 2 e 4) e reveladas com anti IgG de camundongo biotinilada,

estreptavidina-peroxidase e DAB. Os alérgenos rBlo t 5 e mBlo t 5 estdo indicados. P: Padrdo de massa

molecular (MM: Massa molecular) expresso em kiloDaltons (kDa).
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4.4 Imunodeteccao dos alérgenos recombinantes rBlo t 5 e mBlo t 5 por Western
blotting

Os resultados do perfil eletroforético, visualizados no gel SDS-PAGE
13,5%, foram analisados por westenrblot utilizando o anticorpo monoclonal
anti-Blo t 5 anticorpo (clone 4G9). A Figura 5B, coluna 1, representa o perfil
eletroforético do alérgeno rBlo t 5 purificado e mostrou marcacdo de bandas
de cerca de 15, 30 e 60 kDa, com coloracdo mais intensa para a banda de 30
kDa comprovando a formagdo de mon6mero, dimero e tetrdmero de rBlo t 5.
Duas bandas adicionais entre 19 e 26 kDa foram também detectadas em SDS-
PAGE (Fig. 5A, coluna 2), mas nenhuma reatividade com o anticorpo
monoclonal anti-Blo t 5 foi encontrada para essas bandas (Fig. 5B, coluna 1).
Quando a amostra purificada de mBlo t 5 foi testada com anticorpo
monoclonal anti-Blo t 5 (Fig. 5B, coluna 3), as Unicas bandas detectadas
foram as de 15 kDa (mondmero) e 30 kDa (dimero), com coloracdo mais

intensa para a banda de 30 kDa.

4.5 Imunodeteccdo dos alérgenos recombinates rBlo t 5 e mBlo t 5 por Slot-blot
A reatividade especifica de rBlo t 5 e de mBlo t 5 também foi

confirmada por slot-blot, utilizando o anticorpo monoclonal anti-Blo t 5 e soro
IgE positivo de paciente atopico Bt+, comparando-se com soro de individuos
dos demais grupos (paciente atdopico Bt— e individuo ndo atopico). Uma
reatividade forte foi observada com o anticorpo monoclonal anti-Blo t 5 a
ambos os alérgenos, particularmente para rBlo t 5, mas nenhuma reatividade
foi encontrada para extrato Bt total, bem como a proteina irrelevante BSA
(Fig. 6A, coluna 1). Da mesma forma, uma reatividade forte para IgE foi
observada para ambos os alérgenos recombinantes, bem como ao extrato Bt
total, que foi detectado por IgE especifica presente no soro de paciente
atopico Bt+ (Fig. 6B, coluna 1) enquanto ndo foi observada reatividade de
IgE do soro de paciente atopico Bt— (Fig. 6B, coluna 2 ) e individuo néo
atépico (Fig. 6B, coluna 3), bem como nenhuma reagdo de qualquer um dos

soros, a proteina irrelevante BSA, foi detectada.
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Figura 6. Slot-blot do alérgeno recombinates rBlo t 5 (2,5ug) e do alérgeno modificado mBlo t 5 (2,5u9)
de Blomia tropicalis. Como controles, soro albumina bovina (BSA- 5 ug) e extrato total de B. tropicalis
(Bt total — 10 pg) foram blotados. (A) As membranas de nitrocelulose foram testadas com anticorpo
monoclonal de camundongo anti-Blo t 5, clone 4G9 (Coluna 1) ou apenas diluente (Coluna 2) e reveladas
com anti-lgG de camundongo biotinilada, estreptavidina-peroxidase e DAB. (B) As membranas de
nitrocelulose foram testadas com soro de paciente atépico Bt+ (Coluna 1), soro de paciente atopico Bt—
(Coluna 2), soro de individuo ndo atépico (Coluna 3) e apenas diluente (Coluna 4). A reacdo foi revelada
com anti-IgE humana biotinilada, estreptavidina peroxidase e DAB.

4.6 Reatividade de IgE, 1gG1 e 1gG4 ao extrato Bt total, ao Blo t 5 nativo (nBlo t 5),
aorBlot5emBlot5

Os niveis de IgE, 1gG1 e 1gG4 ao extrato Bt total, ao alérgeno nativo Blo t 5 (nBlo
t 5) e aos alérgenos recombinantes (rBlo t 5 e mBlo t 5) foram mensurados por ELISA
em amostras de soros de pacientes atopicos (grupos Bt+ e Bt-) e individuos nédo
atépicos. Em pacientes atopicos Bt+, os niveis de IgE ao extrato Bt total foram maiores
do que para os alérgenos nativo e recombinantes (p <0,001) e os niveis de IgE para nBlo
t 5 foram menores do que para mBlo t 5 (p <0,05), mas ndo para rBlo t 5 (Fig. 7). No
grupo atdpico Bt—, os niveis médios de IgE estavam abaixo do cut-off, embora uma
reatividade limite foi detectada para todos os alérgenos, com apenas dois pacientes
apresentando niveis de IgE elevados ao rBlo t 5. No grupo ndo atopico, ndo foi
encontrada reatividade de IgE para nenhum os alérgenos analisados (Fig. 7). Ao
analisar a positividade de IgE, a porcentagem de amostras de soros positivos ao extrato

Bt total, em pacientes atopicos Bt+, foi maior do que aos outros alérgenos, enquanto que
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a positividade de IgE ao nBlo t 5 foi a menor (p <0,05) (Fig. 7). Nao houve diferenca

significativa na positividade de IgE para os outros grupos.
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Figura 7. Niveis de IgE para o extrato total de Blomia tropicalis (Bt total), Blo t 5 nativo (nBlo t 5), Blo t
5 recombinante (rBlo t 5) e Blo t 5 modificado (mBlo t 5) determinado por ELISA em soro de pacientes
atopicos Bt+ (n=55), pacientes atopicos Bt— (n=25) e individuos ndo atopicos (NA, n= 30). As barras
horizontais indicam a mediana e as linhas tracejadas o valor de cut-off do indice ELISA para cada reagdo
(IE > 1,2). Comparagdes entre os niveis de iisotipos de anticorpos dentro de cada grupo foram analisadas
pelo teste de Friedman e pelo teste de comparagdo multipla de Dunn (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <

0,0001). O percentual de positividade para cada alérgeno em cada grupo esta indicado.

Ao analisar a reatividade de 1gG1 (Fig. 8), em ambos grupos atépicos Bt+ e ndo
atopicos, foi observada que os niveis IgG1l foram semelhantes ao extrato Bt total, ao
rBlo t 5 e mBlo t 5, mas foram menores ao nBlo t 5, quando comparado aos outros
alérgenos (p <0,05). No grupo atépico Bt—, no entanto, os niveis de IgG1 para nBlo t 5
foram menores apenas quando comparados com o extrato Bt total e mBlot 5 (p <0,05),
mas néo para rBlo t 5. A positividade para IgG1 foi semelhante para o extrato Bt total e
para os alérgenos recombinantes, mas maior que nBlo t 5 nos grupos de pacientes
atopicos Bt + e individuos ndoatdpicos (p <0,05). No grupo de pacientes atopicos Bt—,
embora a positividade de 1gG1 para nBlo t 5 tenha sido menor do que para 0s outros

alérgenos, o nivel de significancia néo foi alcancado (Fig. 8).
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Figura 8. Niveis de 1gG1) para o extrato total de Blomia tropicalis (Bt total), Blo t 5 nativo (nBlo t 5),
Blo t 5 recombinante (rBlo t 5) e Blo t 5 modificado (mBlo t 5) determinado por ELISA em soro de
pacientes atopicos Bt+ (n=55), pacientes atopicos Bt— (n=25) ¢ individuos ndo atdpicos (NA, n= 30). As
barras horizontais indicam a mediana e as linhas tracejadas o valor de cut-off do indice ELISA para cada
reacdo (IE > 1,2). Comparagdes entre os niveis de iisotipos de anticorpos dentro de cada grupo foram
analisadas pelo teste de Friedman e pelo teste de comparagdo multipla de Dunn (* p < 0,05; ** p < 0,01;

*** < 0,0001). O percentual de positividade para cada alérgeno em cada grupo esta indicado.

Em relacdo ao isotipo 1gG4 (Fig. 9), os niveis de 1gG4 para mBlo t 5
foram superiores aos niveis ao extrato Bt total e ao rBlo t 5 no grupo atopico
Bt+ (p <0,05), mas ndo ao nBlo t 5. Dentro dos grupos atdpicos Bt— e néo
atopicos, nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os niveis de
IgG4 para nenhum dos alérgenos (Fig. 7C). No grupo atépico Bt+, a
positividade de 1gG4 foi ligeiramente superior para mBlo t 5 do que para 0s
demais alérgenos, embora ndo tenha atingido o nivel de significancia. Nos
demais grupos (atépicos Bt— e ndo atopicos), ndo foi encontrada diferenca

significativa para positividade de 1gG4 para nenhum dos alérgenos.
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Figura 9. Niveis de 1gG4 para o extrato total de Blomia tropicalis (Bt total), Blo t 5 nativo (nBlo t 5), Blo
t 5 recombinante (rBlo t 5) e Blo t 5 modificado (mBlo t 5) determinado por ELISA em soro de pacientes
atopicos Bt+ (n=55), pacientes atopicos Bt— (n=25) e individuos ndo atopicos (NA, n= 30). As barras
horizontais indicam a mediana e as linhas tracejadas o valor de cut-off do indice ELISA para cada reagao
(IE > 1,2). Comparagdes entre os niveis de iisotipos de anticorpos dentro de cada grupo foram analisadas
pelo teste de Friedman e pelo teste de comparagdo multipla de Dunn (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <

0,0001). O percentual de positividade para cada alérgeno em cada grupo esta indicado.

4.7 Correlacédo e associacao dos niveis de isotipos de anticorpos entre alérgenos
recombinantes no grupo de pacientes atdpicos Bt+

Comparando a reatividade dos anticorpos aos alérgenos rBlo t 5 e mBlo t 5,
observou-se uma alta correlacdo positiva para IgE (rs = 0,7769, p <0,0001; Fig. 10A) e
IgG1 (rs = 0,7125, p <0,0001;. Fig. 10B), mas baixa correlacdo positiva para o isotipo
1gG4 (rs = 0,3783, p = 0,0044;. Fig. 10C). A associacdo entre rBlot 5 e mBlo t 5 para
IgE, mostrou que 38% das amostras IgE positivas para mBlo t 5, 35% eram duplo-
positivas (rBlo t 5 e mBlo t 5), sendo apenas 3% IgE positivas somente para mBlo t 5
(Fig. 10A). Da mesma forma, 44% das amostras 1gG1lpositivas a mBlo t 5, 40% foram
duplo-positivas para ambos os alérgenos recombinantes e 4% foram positivas apenas
para mBlo t 5 (Fig. 10B). Em contraste, 67% das amostras positivas para 1gG4 ao mBlo

t 5, 27% foram 1gG4 positivas exclusivamente para mBlo t 5 (Fig. 10C), mostrando que
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a positividade Unica de 1gG4 ao mBlo t 5 foi maior do que aquela encontrada para 1gG1
e IgE (p = 0,0010).
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Figura 10. Correlacéo e associacdo dos niveis de isotipos de anticorpos entre os alérgenos recombinates
(rBlo t 5 e mBlo t 5). Niveis de IgE (A), 1gG1 (B) e 1gG4 (C) para rBlo t 5 e mBlo t 5 foram
determinados por ELISA em 55 amostras de soros de pacientes atopicos Bt+. As linhas tracejadas
indicam o valor de cut-off para o indice ELISA de cada reacdo (IE > 1,2). O coeficiente de correlagdo de
Spearman (rs) e os valores de p estdo indicados. A porcentagem de amostras duplo-positivas, duplo-

negativas, Unico-positivas e Unico-negativas estdo indicadas no quadrante correspondente.

4.8 Correlacao e associacao entre os niveis de isotipos de anticorpos para rBlot5
ou mBlo t 5 no grupo de pacientes atopicos Bt+

Uma correlagdo significativa, porém baixa, foi encontrada somente entre IgE e
1gG4 para rBlo t 5 (rs = 0,2750, p = 0,0422; Fig. 11B) ou mBlo t5 (rs = 0,3461, p =
0,0096; Fig. 11E). Quando analisada a associacdo entre isotipos de anticorpos para rBlo
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t 5, observou-se que a porcentagem de amostras somente positivas para IgG1l (31%) e
1gG4 (27%) foi ligeiramente maior do que a das amostras positivas somente para IgE
(18% e 15 %, respectivamente), embora sem diferenca significativa (Fig.11A, B). Estes
achados foram mais acentuados para o alérgeno recombinante mBlo t 5, ao analisar
amostras unicamente 1gG4 positivas (35%) em comparagdo com amostras positivas
somente para IgE (5%) (p = 0,0002) (Fig. 11E). Além disso, a porcentagem de amostras
apenas 1gG4 positivas (38%) também foi maior do que a de amostras positivas somente
IgG1 (15%) para mBlo t 5 (p = 0,0087) (Fig. 11F).
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Figura 11. Correlacdo e associagdo entre niveis de isotipos de anticorpo (IgE, 1gG1l e 1gG4) para os
alérgenos rBlo t 5 (A, B, C) ou mBlo t 5 (D, E, F) determinadas por ELISA em 55 amostras de soros de
pacientes atdpicos Bt+. As linhas tracejadas indicam o valor de cut-off do indice ELISA (IE) para cada
reacdo (IE > 1,2). O coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) € 0s valores de p estdo indicados. As
porcentagens de amostras duplo-positivas, duplo-negativas, Unico-positivas e Unico-negativas estdo

indicadas nos quadrantes correspondentes.
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4.9 Reducéo da reatividade dos isotipos de anticorpos para mBlo t 5 em relacéo ao
rBlo t 5 no grupo de pacientes atépicos Bt+

Ao analisar amostras individuais de soro dos pacientes atopicos Bt+, positivos
para rBlo t 5, para cada isotipo de anticorpo, néo foi observada diferencga significativa
na mediana dos niveis de reatividade para nenhum dos isotipos de anticorpos (Fig.
12A). Por outro lado, quando a reducdo de reatividade dos isotipos de anticorpos para
mBlo t 5 em relacdo ao rBlo t 5 foi analisada, verificou-se uma grande variacdo no
perfil de reducdo reatividade, com 48% de amostras apresentando reducdo da
reatividade de IgE (26% com reducdo > 20%) (Fig. 12B). Para 1gG1, 40% das
amostras apresentaram aumento de reatividade (30% com aumento > 20%), enquanto
que 57% das amostras analisadas apresentaram aumento de reatividade de 1gG4 (37%
com aumento > 20%) (Fig. 12B).
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Figura 12. (A) Comparacéao entre 0s niveis de isotipos de anticorpos (IgE, 1gG1 e 1gG4) pararBlot5 e
mBlo t 5, determinados por ELISA em amostras individuais de soro de pacientes atopicos Bt+ positivos
para rBlo t 5 (IgE, n=23; 1gG1, n=30 e 1gG4, n=30). As linhas tracejadas indicam o valor de cut-off do
indice ELISA de cada reagdo (IE > 1,2) e os valores de mediana estdo indicados. (B) Porcentagem de
reducdo da reatividade de IgE, 1gG1 e 1gG4 para mBlo t 5 em relacdo a rBlo t 5 em amostra de soro de

pacientes atépicos Bt+ positivas para rBlo t 5 para cada isotipo.
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5 DISCUSSAO

A prevaléncia das doencas alérgicas aumentou durante os Gltimos 30 anos (Y| et
al., 2004) e a exposicéo a alérgenos de &caros da poeira domiciliar é reconhecido como
o fator de risco mais importante para o desenvolvimento da alergia respiratoria. A alta
incidéncia na sensibilizacdo por Blomia tropicalis, espécie predominante em regides
tropicais, esta fortemente associada a doenca alérgica em Singapura, na Malasia e no
Brasil, onde mais de 90% dos individuos com rinite alérgica tém TCP positivo para este
acaro (FERNANDES-CALDAS et al., 1993; CHAN et al., 2008).

No presente estudo, foram avaliados trés grupos de individuos, um de pacientes
sensibilizados a B. tropicalis (atépico Bt+), outro de pacientes sensibilizados a &caros
do género Dermatophagoides, mas nédo a B. tropicalis (atopico Bt—) e um composto por
individuos ndo atépicos (NA). A analise dos grupos selecionados em nosso estudo
revelou predominancia do género feminino em todos 0s grupos, com representatividade
de 64% no grupo de pacientes atopicos Bt+, 72% no grupo atdpico Bt— ¢ de 71% no
grupo de individuos ndo atopicos. Um fator que pode estar envolvido nesta
predominancia do género feminino poderia ser a percepcdo diferente dos sintomas em
relacdo aos homens, o que leva a procura de atendimento clinico visando a melhora dos
sintomas e consequentemente da qualidade de vida, muito afetada pela cronicidade da
rinite e também da asma (BAQUEIRO et al, 2007). Um elevado grau de
cossensibilizacdo (> 95%) foi observado, por TCP, para B. tropicalis, D. pteronyssinus
e D. farinae no grupo de pacientes atopicos B +, indicando a importancia dos desses trés
acaros na sensibilizacdo e no desenvolvimento de doencas respiratorias alérgicas, em
individuos geneticamente predispostos de regides tropicais e subtropicais do mundo.
Além disso, ndo foi encontrado nenhum paciente monossensibilizado a B. tropicalis
dentro do grupo atépico Bt+, reforcando resultados anteriores que mostraram baixa
sensibilizacdo exclusiva (6%) para B. tropicalis (PEREIRA et al., 2005). No entanto,
um estudo anterior relatou diferencas alergénicas entre B. tropicalis e D. pteronyssinus,
ao evidenciar baixa a moderada reatividade cruzada entre eles (CHEW et al., 1999),
considerando assim a sensibilizacdo a B. tropicalis uma causa independente e
importante de alergia (ARRUDA et al., 1997). Neste contexto, verificou-se que a rinite
foi encontrada predominantemente em pacientes atopicos Bt+, enfatizando a

importancia da sensibilizacdo a B. tropicalis no desenvolvimento da rinite alérgica.
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Da mesma forma, o grupo atdpico Bt— apresentou elevada cossensibilizacdo (>
92%) entre os alérgenos de D. pteronyssinus e D. farinae, suportando que estes acaros
da poeira domiciliar sdo as principais fontes de alérgenos s em todo 0 mundo, podendo
considerar este grupo de pacientes como um controle essencial na avaliacdo dos
alérgenos recombinantes de B. tropicalis para o diagnostico in vitro de sensibilizacéo a
esse &caro. Além disso, uma predominancia de rinite associada a asma no grupo de
pacientes atopicos Bt— foi mostrada, sugerindo que a sensibilizacdo a alérgenos de D.
pteronyssinus e D. farinae pode estar mais relacionada a este diagnostico clinico,
quando individuos geneticamente predispostos entram em contato com esses
aeroalérgenos (BARNES & MARSH, 1998; PLATTSMILLS; WHEATLEY;
AALBERSE, 1998).

O diagnostico e as estratégias terapéuticas atuais para doencas alérgicas ainda ndo
é satisfatéria devido a falta de alérgenos altamente purificados. Assim, a producdo de
alérgenos recombinantes representa uma maneira eficiente de obter rendimentos
elevados de alérgenos puros tanto para estudos imunoldgicos, bem como para o
diagnostico e o tratamento das doencas alérgicas (LIM et al., 2004). O alérgeno do
grupo 5, Blo t 5, é 0 mais prevalente entre alérgenos de B. tropicalis, e a reatividade de
IgE para Blo t 5 corresponde a pelo menos 70% de individuos alérgicos (KUO et al.,
2003; CHAN et al., 2008). Neste contexto, nds desenhamos dois constructos para a
producdo de alérgenos recombinantes, um que codifica a sequéncia original do alérgeno
Blot 5 (rBlo t 5) e outro uma sequéncia com alteracbes na ordem original dos
aminoacidos que codificam o alérgeno nativo de Blo t 5 (mBlo t 5). Apds a purificagéo
parcial de rBlo t 5 e mBlo t 5, foi possivel visualizar mondémeros, dimeros ou tetrameros
nos procedimentos de eletroforese e posteriormente confirmados por imunodeteccéo
com anticorpo monoclonal especifico para Blo t 5. Estes resultados podem ser
explicados devido a formacao de oligbmeros estaveis durante o passo de purificacdo em
cromatografia de afinidade (PRAMANIK et al., 2011). Além disso, para rBlo t 5, no
ensaio de westernblot, foram corados alguns componentes com pesos moleculares
intermédios, sugerindo a formacdo de produtos proteoliticamente degradados, mesmo
com o uso de inibidores de protease, indicando uma provavel atividade de
metaloproteases bacterianas. Foi interessante notar que o anticorpo monoclonal para Blo
t 5 reconheceu tanto rBlo t 5 quanto mBlo t 5, indicando que o epitopo deste clone

(4G9) foi mantido em mBlo t 5, apesar do rearranjo realizado na sequéncia original.
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Em seguida, a reatividade especifica de rBlo t 5 e mBlo t 5 foi demonstrada, ao
serem testadas com o anticorpo monoclonal para Blo t 5 e soro IgE positivo de
pacientes atdépicos Bt+, em compara¢do com 0S outros grupos (atopicos Bt— e ndo
atopicos), por slot-blot. O clone 4G9 detectou fortemente ambos os alérgenos,
principalmente rBlo t 5, mas nenhuma reatividade foi encontrada para extrato Bt total,
provavelmente devido a fraca representacdo do alérgeno Blo t 5 nativo neste extrato
(VALENTA et al., 2011). Da mesma forma, observou-se reatividade de IgE a ambos os
alérgenos recombinantes e para o extrato Bt total, com marcacdo mais intensa para rBlo
t 5, no soro de paciente atdpico Bt+, ao passo que nenhuma reatividade de IgE do soro
de pacientes atopicos Bt- e individuo ndo atdpico foi detectada.

Quando se analisa a reatividade dos isotipos de anticorpos para o0 extrato Bt total,
ao alérgeno nativo ou recombinantes de Blo t 5 por ELISA, a reatividade de IgE ao
extrato Bt total foi predominante no grupo de pacientes atpicos Bt+ como esperado,
uma vez que outros componentes alergéncios de B. tropicalis, presentes no extrato,
podem desempenhar um papel na sensibilizacdo destes pacientes. Foi surpreendente que
a reatividade de IgE ao nBlo t 5 tenha sido menor que a ambos os alérgenos
recombinantes. Estes resultados podem ser explicados devido a uma baixa concentragao
de Blo t 5 nativo capturado a partir do extrato Bt total no ELISA reverso e/ou exposi¢do
reduzida de epitopos especificos disponiveis para a interacdo com 0s anticorpos IgE
especificos. Vale salientar que estes resultados também podem ser influenciados pela
modelo de reagéo e pelo tipo de anticorpo monoclonal (clone 4G9) usado para capturar
o alérgeno Blo t 5 nativo, uma vez que um estudo anterior (YI et al., 2004), utilizou
outro anticorpo monoclonal (clone 4A7) para purificar o alérgeno Blo t 5 nativo a partir
de extrato total de B. tropicalis. Yi e colaboradores, descobriram por cromatografia de
afinidade, que a alergenicidade dos alérgenos Blo t 5 nativo e recombinante foi
semelhante, mas ndo completamente idénticas, sugerindo que as varias isoformas do
alérgeno Blo t 5 nativo pode apresentar epitopos adicionais para IgE. Por outro lado, os
niveis e a positividade de IgE para ambos rBlo t 5 e mBlo t 5 foram semelhantes,
indicando que mesmo a mutacéo realizada no alérgeno mBlo t 5 ndo foi capaz de alterar
significativamente a ligagdo de IgE, enquanto que rBlo t 5 mostrou ser uma ferramenta
util para o diagnostico in vitro da sensibilizagdo por B. tropicalis, apesar da baixa ou
moderada reatividade cruzada com D. Pteronyssinus; como verificado por reatividade

de IgE limitrofe observada no grupo de pacientes atdpicos ndo sensibilizados a B.
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tropicalis. Estes achados séo corroborados por relatos anteriores que identificaram
identidade entre as sequéncias de aproximadamente 40% entre o grupo 5 de alérgenos
de B. tropicalis e D. pteronyssinus (NAIK et al., 2008). Além disso, 0s provaveis
contaminantes residuais nas amostras purificadas dos alérgenos recombinantes nédo
causaram qualquer interferéncia na sorologia por ELISA, uma vez que nenhuma
reatividade de IgE aos alérgenos recombinantes foi encontrada em individuos néo
atopicos.

Em relacdo ao isotipo 1gG1, observou-se um perfil similar de reatividade de 1gG1
ao extrato Bt total e aos alérgenos recombinantes em ambos 0s pacientes atdpicos e nos
individuos ndo atopicos, indicando que o isotipo IgGl pode estar intimamente
relacionado com a exposicdo alergénica e a estimulos antigénicos repetidos (PEREIRA
et al ., 2005). Por outro lado, a reatividadede IgG1 para nBlo t 5 foi a menor entre 0s
alérgenos analisados em todos os grupos, novamente suportando uma baixa captura do
alérgeno nativo no ELISA reverso. Em contraste, foi notavel uma reatividade
aumentada de 1gG4 para mBlo t 5 em relacdo ao rBlo t 5 e ao extrato Bt total em
pacientes atopicos Bt+, indicando que a forma mutante do alérgeno Blo t 5 apresentou
maior antigenicidade para 1gG4 do que para 0s outros isotipos. Estas descobertas
sugerem que mBlo t 5 pode ser uma ferramenta valiosa para ser empregada em
procedimentos de imunoterapia alérgeno especificas, ao investigar o seu potencial na
ativacdo de subconjuntos de células B produtoras de IgG4. Foi surpreendente que nBlo t
5 e mBlo t 5 mostraram reatividades de 1gG4 semelhantes, sugerindo que epitopos para
IlgG4 poderiam estar mais acessiveis no alérgeno Blo t 5 nativo capturado pelo
anticorpo monoclonal no ELISA reverso. Além disso, como ja foi demonstrado (Y1 et
al., 2004), pelo menos, cinco isoformas distintas de Blo t 5 foram identificadas, e €
provavel que a isoforma de Blo t 5 nativo capturado pelo anticorpo monoclonal no
nosso ELISA reverso foi melhor reconhecido por 1gG4 do que pelos isotipos IgE e
lgG1.

As reatividades dos isotipos de anticorpos para rBlo t 5 e mBlo t 5 também foram
comparadas no grupo de pacientes atopicos Bt+, mostrando uma alta correlagdo
positiva para IgE e IgGl para ambos recombinantes, além de resultados altamente
concordantes entre os alérgenos rBlo t 5 e mBlo t 5, uma vez que a porcentagem de
amostras unicamente positivas para IgE ou IgG1 foi baixa. Esses achados indicam que o

alérgeno mBlo t 5 ainda mantem as principais caracteristicas estruturais de rBlo t 5,
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incluindo varios epitopos preservados que puderam ser reconhecidos por esses isotipos
de anticorpos. Por outro lado, uma baixa correlacéo positiva do isotipo IgG4 para rBlo t
5 e mBlo t 5 associada a uma porcentagem mais elevada de amostras exclusivamente
IgG4 positivas para mBlo t 5 em comparagdo com outros isotipos, sugerem que a forma
modificada do rBlo t 5 demonstrou uma maior antigenicidade para o isotipo 1gG4. Este
resultado é particularmente atraente em abordagens para produzir novos alérgenos
recombinantes com potencial aplicacdo em imunoterapia especifica.

Quando os isotipos de anticorpos para cada alérgeno recombinante foram
comparados, houve uma correlagdo positiva apenas entre a IgE e 1gG4 a ambos
alérgenos recombinantes, reforcando que a sintese destes isotipos é regulada por
citocinas do perfil Th2 que medeiam 0s mecanismos de mudanca de classes
(SHIMITD-WEBER & BLASER, 2004 ). Foi interessante notar que rBlo t 5 foi
preferencialmente reconhecido por IgG1 e 1gG4 do que por anticorpos IgE, sendo este
fendbmeno mais evidente para 1gG4 em relacdo ao alergeno mBlo t 5, enfatizando o
reconhecimento prevalente desse alérgeno modificado pelo isotipo 1gG4. Diversos
estudos realizados com alérgenos recombinantes delinearam claramente 0os mecanismos
inerentes ao sucesso da imunoterapia especifica. Assim, a inducdo de subclasses de
anticorpos IgG alérgeno especificos que podem inibir a inflamacéo alérgica imediata e
tardia, bem como reduzir a producdo de IgE especifica diante de uma subsequente
exposicdo alergénica, sdo mecanismos comuns que foram identificados e colaboram
para uma imunoterapia especifica bem sucedida (VALENTA et al., 2011). Além disso,
estudos de imunoterapia suportam que o isotipo 1gG4 possui um papel importante como
anticorpo blogueador da reacdo alérgica e que 0s niveis de 1gG4 tendem a aumentar
durante o processo de imunoterapia com hipoalérgenos(AALBERSE et al., 2009).

Quando as amostras de soro de pacientes atopicos Bt+ positivo para rBlo t 5 foram
individualmente comparados com a sua reatividade a mBlo t 5 para cada isotipo de
anticorpo, a alteracdo (reducdo ou aumento) dos niveis médios de todos os isotipos foi
muito baixa, embora houve uma grande variacdo individual no perfil de reatividade dos
anticorpos. No entanto, quando o grau de reducédo foi analisado, observou-se que 48%
das amostras apresentou reducéo da reatividade de IgE ao passo que 57% das amostras
tiveram um aumento na reatividade de 1gG4. Chan e colaboradores em 2008
consideraram, em um estudo prévio, uma reducdo de reatividade significativa (>20%),

que ocorreu em 26% das amostras para IgE, enquanto que para 19gG4, 37% das amostras
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apresentaram um aumento da reatividade > 20%. Estas descobertas sugerem que a
modificacdo feita no alérgeno mBlo t 5, colaborou para um aumento de antigenicidade
para o isotipo IgG4 em relacéo ao IgE, tornando assim a sua utilizacdo como potencial
candidato em estudos de imunoterapia. Neste contexto, oligbmeros de alérgenos
recombinantes representam uma variagao interessante, pois apesar de manterem alguma
reatividade de IgE, eles perdem a atividade alergénica devido a uma apresentacao
alterada dos epitopos de IgE (CAMPANA et al., 2011). Estudos adicionais séo
necessarios para avaliar a potencial atividade hipoalergénica e funcional deste alérgeno
modificado (mBlo t 5) em ensaios de degranulacdo dos basofilos (EBO et al., 2012),
bem como o perfil de citocinas secretadas por células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de pacientes atopicos sensibilizados a Blomia tropicalis apds

estimulacdo in vitro com rBlot5e mBlo t 5.
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6 CONCLUSOES

e Os constructos sintetizados foram clonados e expressos em sistema procarioto de
expressao E. coli, como o esperado. O perfil eletroforético das amostras purificadas
das proteinas recombinantes, mostrou a formacdo de mondmeros, dimeros e
tetrdmeros de rBlo t 5 e de mon6émeros e dimeros de mBlo t 5, confirmados por

Western blotting, com anticorpo monoclonal anti-Blo t 5;

e A reatividade da proteina recombinante rBlo t 5 e da sua forma modificada mBlo t 5
foram confirmadas tanto com o anticorpo monoclonal anti-Blo t 5 quanto com soro
IgE positivo de paciente atopico Bt+, por Slot-blot. Logo, apesar da mudanca
realizada na sequéncia de mBlo t 5, esta ainda mantém o epitopo de reconhecimento

para o anticorpo monoclonal anti-Blo t 5, como também epitopos ligantes de IgE;

e Os resultados do ELISA com soro de pacientes atdpicos Bt+ apresentaram niveis de
IgE semelhantes para rBlo t 5 e mBlo t 5, enquanto que para nBlo t 5 foram menores.
Sendo assim, é promissor o uso do alérgeno rBlo t 5 no diagndstico in vitro da
sensibilizacdo a B. tropicalis. Os niveis de IgG1 foram similares aos alérgenos em
todos os grupos (atdpicos e ndo atopicos), confirmando que a presenca desse isotipo
no soro esté relacionada ao contato com o alérgeno. Os niveis de IgG4 no soro de
pacientes atopicos Bt+ foram maiores do que nos outros grupos, principalmente para

0 alérgeno modificado mBlo t 5;

e As correlagBes dos niveis das diferentes classes de anticorpos entre os alérgenos
recombinantes, para o grupo de pacientes atdépicos Bt+, mostrou uma alta correlacéo
positiva entre os niveis de IgE e de 1gG1 para ambos alérgenos, enquanto que para
IlgG4, obteve-se uma correlacdo positiva, porém baixa, devido ao maior
reconhecimento de mBlo t 5 por esse isotipo, quanto comparado ao rBlo t 5. Assim,
evidencia-se que a alteracdo realizada na sequéncia de mBlo t 5 favoreceu o
reconhecimento (maior antigenicidade) dessa proteina pelo isotipo 1gG4, tornando-a
uma ferramenta atrativa no estudo de alérgenos recombinantes com potencial

aplicacdo em imunoterapia alérgeno especifica;
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e Ao avaliar a reducdo de reatividade de IgE, para mBlo t 5 em relagdo a rBlo t 5, em
soro de pacientes atopicos Bt+, verificamos redugdo em 48% das amostras, sendo
que 26% apresentaram redugdo > 20%. Ao analisar o isotipo 1gG4, tivemos um
aumento na reatividade em 57% das amostras, sendo que 37% tiveram aumento >
20%. Uma vez que a reducdo da reatividade de IgE e o aumento de IgG4 séo
requisitos importantes no sucesso da imunoterapia, outros estudos que avaliem tanto
a atividade funcional da IgE como a habilidade de ativacdo de células T via
anticorpos 1gG4 bloqueadores, devem ser realizados para confirmar o verdadeiro

potencial hipoalergénico da proteina mBlo t 5.
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ANEXO A

Uj Universidade Federal de Uberlandia

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

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

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

Pesquisador Responsavel: Ernesto Akio Taketomi

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

Q protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redacio 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 documentacéo
pertinente ao projeto.

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

Data para entrega do relatério final: julho de 2010.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

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

Uberlandia, 08 de agosto de 08.

{/ Y

ﬂé\mm‘n\ )M?-J: 3 ﬁ';f

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

Orientagdes ao pesquisador

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

deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem
v.2.d).
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* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente
apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item I11.3.z), aguardando seu parecer, exceto
quando perceber risco ou dano nflo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram acdo imediata.

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

« Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a
parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupo 1 ou II apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprobatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97, item 1I1.2.e). O prazo para entrega de relatorio & de 120 dias apds o término
da execucfio prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.
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ANEXO B

Universidade Federal de Uberlandia

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

L

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo em participar do
projeto de pesquisa intitulado “Método de producéo de alérgenos recombinantes de
Blomia tropicalis e de Dermatophagoides pteronyssinus para utilizacdo em
diagndstico (reatividade de IgE in vitro e teste cutaneo) de alergias respiratorias”,
cujo objetivo principal é produzir proteinas recombinantes, relacionadas com alérgenos
de B. tropicalis e D. pteronyssinus, com a finalidade de aplicacdo no diagndstico de
doencas alérgicas respiratorias.

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 Laboratorio de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Campus
Umuarama, Bloco 4C, a saber:

- realizacdo de exames complementares tais como teste cutaneo 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
duvida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com
a investigacdo. Terei a liberdade de me retirar da pesquisa a qualqguer momento em que
desejar, sem a necessidade prévia de explicacdes. Sera respeitado o carater confidencial
das informacGes fornecidas, ndo sendo permitida a minha identificacéo.

Uberlandia, de de20__ .

ASSINATURA TESTEMUNHA
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ANEXO C

Universidade Federal de Uberlandia

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

QUESTIONARIO CLINICO

Nome:

Data: [/ [

Idade: Data de nascimento: /[
Sexo: () Masculino () Feminino

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

Superior

Nivel sdcio-econémico (renda familiar):

( ) até 1 salario minimo ( ) de5a 10 salarios minimos

( ) dela 2 salarios minimos () mais de 10 salarios minimos

( ) de 2 a5 salarios minimos
Questionario 1 (Mddulo Asma)

1) Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?
( ) Sim ( ) Nao
Se voceé respondeu ndo, passe para a questao nimero 6.

2) Nos altimos 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
( ) 1la3crises
( )4 al2crises
() mais de 12 crises

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

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que
vocé conseguisse dizer mais de 2 palavras entre cada respiracéo?
( ) Sim ( ) Né&o
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6) Alguma vez na vida vocé teve asma?
( ) Sim ( ) Néo

7) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apds exercicios
fisicos?
() Sim ( ) Néo

8) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado
ou com infeccao respiratoria?
( ) Sim ( ) Néo

Questionario 2 (Mddulo Rinite)

Todas as perguntas sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé ndo estava gripado
ou resfriado

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

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

( )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 dltimos 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 diarias foram
atrapalhadas por este problema nasal?
( ) Nada
( ) Pouco
() Moderado
() Muito

6) Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( )Sim ( ) Néo

Questionario 3 (Mddulo Eczema)



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

Se vocé respondeu ndo, passe para a questdo numero 6

2) Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve essas manchas na pele (eczema)?
( ) Sim ( ) Néo

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

( )Sim ( ) Nao

4) Alguma vez essas manchas com coceira na pele (eczema) desapareceram
completamente nos Gltimos doze meses?
() Sim ( ) Nao

5) Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou
acordado a noite por causa dessa coceira na pele?
() Nunca nos altimos 12 (doze) meses
() Menos de uma noite por semana
() Uma ou mais noites por semana

6) Alguma vez na vida vocé teve eczema?
( )Sim ( ) Nao
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ANEXO D

Anexo D

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

TESTE CUTANED DE PUNTURA
(Acaros de poeira domiciliar)

. Tamanho da Tamanho do
N° Extrato papula (mm)* eribema (mmj

1 | Derneatophagoides pleronyssins

2 | Dermatophagoides farinae

3 | Blomia tropicalis

4 | Cans farnalnarts

5 | Felis domesticus

& | Periplaneta americans

7 | Blatella germanica

§ | Alternaria alternata

% | Solucho salina

10 | Histamina

*Valores de referéncin:

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

Megative - didmetros ortogonais menores do que 3 mm, em relacio ao controle
negative, medidos a partic do maior didametro.

Prof. Dr. Emesto Akio Taketona
Responsivel técnico
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