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RESUMO

Os antigenos de acaros da poeira doméstica sdo os principais causadores de doencas
alérgicas respiratorias e Dermatophagoides farinae ¢ uma das espécies de acaros
consideradas como mais relevantes clinicamente em determinadas regides,
particularmente em dreas de clima quente e de baixa umidade relativa do ar. A
imunoterapia alérgeno-especifica ¢ uma estratégia de tratamento para tais doengas,
modulando a resposta alérgica, com aumentos significativos dos niveis de IgG4. O
presente estudo teve como objetivo fracionar os extratos antigénicos de D. farinae e
avalid-los em imunoensaios para verificar a reatividade aos anticorpos IgE e IgG4
especificos no soro de individuos atdpicos e nao-atdpicos. Duas fragdes, uma hidrofilica
e a outra hidrofobica, foram obtidas e empregadas nos ensaios de ELISA para detec¢ao
dos anticorpos IgE e IgG4 alérgeno-especificos. Como controle, esse ensaio foi também
realizado com um extrato comercial para D. farinae proveniente do fabricante Hollister-
Stier. Um ensaio de slot blot para IgG4 especifico e a quantificagdo dos principais
alérgenos nas fracdes também foi feito. A fracdo hidrofébica apresentou niveis
expressivos de Der f 1 e niveis indetectaveis de Der f 2, enquanto a fragdo hidrofilica
apresentou tanto Der f 1 quanto Der f 2. Ambas as fragdes, separadamente ou em
associacdo, melhoraram a reatividade para anticorpos IgG4 alérgeno-especificos em
soro de individuos atopicos e ndo-atopicos, em comparagdo com o extrato comercial.
Portanto, as fracdes podem ser utilizadas para monitorar o aumento da IgG4 especifica
nas amostras de soro de pacientes sensibilizados a 4caros, sob imunoterapia. Além
disso, a fracdo hidrofobica, enriquecida em apenas um dos alérgenos principais de D.
farinae (Der f 1), pode ser empregada como um extrato antigénico para averiguar a

sensibilidade especifica de pacientes, bem como para imunoterapia alérgeno-especifica
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para individuos sensibilizados a Der f 1 e ndo Der f 2. Desse modo, a utilizagdo de
agente hidrofobico durante o processo de extracdo de alérgenos pode possibilitar o seu
emprego na determinacdo da reatividade anticorpica de uma amostra de soro a um
alérgeno especifico ou a obtengdo de um extrato alergénico mais apropriado
(enriquecido de Der f 1) e consequentemente, mais eficiente para o tratamento

especifico de pacientes alérgicos para Der f 1, mas ndo para Der f 2.

Palavras-chave: 4caros da poeira doméstica; Dermatophagoides farinae; reatividade a

IgG4; imunoterapia alérgeno-especifica.
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ABSTRACT

House dust mite antigens are the principal cause of respiratory allergic diseases and
Dermatophagoides farinae is one of the most clinically relevant in certain regions,
particularly in those with high temperature and low relative air humidity. The allergen-
specific immunotherapy (SIT) is a treatment strategy for such diseases, modulating the
allergic response, with significant increases of specific I[gG4 levels. The present study
aimed to fractionate the antigenic extracts of D. farinae and evaluate them in
immunoassays concerning to the reactivity of IgE- and IgG4-allegen-specific antibodies
in the atopic and nonatopic individuals’ serum. Two fractions, one hydrophilic and
other hydrophobic, were obtained and used in the IgE- and IgG4-allergen-specific
measurement by ELISA. As control, this assay was also performed with a commercial
extract of D. farina from Hollister-Stier. A slot blot assay to specific IgG4 and the
measurement of the major allergens in the fractions was also made. The hydrophobic
extract presented expressive levels of Der f 1 and undetectable values of Der f 2, while
the hydrophilic fraction presented both Der f 1 and Der f 2. Both extracts, either
separately or in association, improve the reactivity of specific IgG4, in comparison with
the commercial extract. Therefore, the fractions could be useful to monitoring the
improvement of specific [gG4 levels in the serum samples of patients sensitized under
SIT treatment. In addition the hydrophobic fraction, enriched in Der f 1, could be used
as an antigenic extract to evaluate the specific sensitivity of patients and also to the
allergen-specific immunotherapy to individuals sensitized to Der f 1 but no Der f 2.
Thereby, the use of hydrophobic agent during the allergen extraction process, can make
possible to determine the antibody reactivity in a serum sample to a specific allergen or
to obtain an more appropriated allergen extract (enriched in Der f 1) and consequently,

more efficient for specific treatment of allergic patients to Der f 1, but not to Der £ 2.
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Keywords: house dust mites; Dermatophagoides farinae;, 1gG4-reactivity; allergen-

specific immunotherapy.
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1. Introducdo
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Introducdo

1.1 Doencas alérgicas

O conhecimento acerca das doengas alérgicas provém de séculos atrés, sendo
descritas ja na China antiga e em relatos na literatura grega (SIMONS, 1994). Na
sociedade moderna, especialmente nas ultimas décadas, as alergias tém alcangado
proporcdes epidémicas ao redor do planeta e a sua incidéncia permanece continuamente
em crescimento, principalmente nos paises mais industrializados (RING et al., 2001;
HOLGATE; POLOSA, 2008; AGUA-DOCE; GRACA, 2011). A preocupagdo acerca
dessas doencas relaciona-se ainda, ao expressivo impacto causado tanto na qualidade de
vida, devido a cronicidade das mesmas, quanto no ambito socioecondmico, pelos custos
com assisténcia médica e perdas por faltas no trabalho e escola (WOOLCOCK, 2000;
MASOLI et al., 2004).

As doengas alérgicas relacionam-se a diferentes respostas sintomaticas
ocasionadas pela exposi¢do a determinados antigenos ambientais, considerados
normalmente como indcuos. No entanto, muito se tem conjecturado, ainda, a respeito
das condigdes de exposi¢do aos alérgenos no desenvolvimento da resposta imune, e
como certos antigenos apresentam a capacidade de desencadear essas respostas
alérgicas e ndo uma resposta imunologica tolerogénica (TRAIDL-HOFFMANN;
JAKOB; BEHRENDT, 2009).

Muitos estudos demonstram que a exposi¢do a potenciais alérgenos na primeira
infancia ou durante a gravidez possui um papel central para o desencadeamento de
doencas alérgicas (HOLGATE; POLOSA, 2008). Em contrapartida, outros
pesquisadores sugerem fortemente que a exposicdo a agentes microbianos, durante a
infancia protege contra as alergias (hipotese da higiene) (STRACHAN, 1989; BRAUN-
FAHRLANDER et al., 2002; GARN; RENZ, 2007). Desse modo, diversas pesquisas
tém sido realizadas com o intuito de desvendar os possiveis mecanismos que levam a
protecdo (imunotolerancia) ou as reais causas para o desencadeamento de alergias em

determinados individuos.
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Apesar dessas divergéncias, sabe-se que o microambiente ¢ o estilo de vida
contribuem significativamente para o desenvolvimento das doengas alérgicas, incluindo
diversos fatores tais como a predisposi¢do genética; influéncias ambientais, como a
poluicdo; fatores psicossociais; que incluem o estresse; a diminui¢do de estimulos do
sistema imunolégico (hipdtese da higiene), além da maior permanéncia dos individuos
em ambientes fechados, em especial os ambientes domésticos, escolares ou
ocupacionais, nos quais a maioria dos potenciais alérgenos esta presente (PLATTS-
MILLS et al., 1997; RING et al., 2001; PERFETTI et al., 2004; HESSELMAR et al.,
2005; GARN; RENZ, 2007; FUENTES et al., 2008; DE SOUZA; ROSARIO FILHO,
2012; LAl et al., 2013).

1.2 Alergia e Atopia

A terminologia utilizada na definicdo de conceitos no contexto das doengas
alérgicas permanece confusa, sendo necessdria a constante revisdo e a colaboracdo de
comités para a padronizacdo da nomenclatura a ser empregada por médicos e outros
profissionais de saiude, em pesquisas cientificas e pelos proprios pacientes

(JOHANSSON et al., 2004).

O termo hipersensibilidade deve ser utilizado para descrever sintomas ou sinais
iniciados pela exposi¢do a um determinado estimulo, cuja dose seria tolerada por

pessoas normais (JOHANSSON et al., 2004).

O termo alergia foi primeiramente empregado por Clemens Von Pirquet e Béla
Schick, em 1906. Von Pirquet sugeriu o termo “allos” significando ‘“outro” ou uma
derivagao do estado original e “ergon” que significa rea¢dao (SIMONS, 1994). A alergia
deve ser considerada como uma reagdo de hipersensibilidade iniciada por mecanismos
imunologicos especificos, podendo ser mediada tanto por anticorpos (IgE), quanto por
células, como os linfocitos alérgeno-especificos, no caso da dermatite de contato

(JOHANSSON et al., 2004).

O termo atopia, por sua vez, advém do grego “afopos” que se traduz como
“estranho” e foi empregado primeiramente por Coca e Cooke, em 1923, para descrever
um grupo de doengas que apresentavam, em comum, um mecanismo fisiopatologico

envolvendo reacdes de hipersensibilidade do tipo I, no qual os individuos apresentavam
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testes cutdneos positivos para aeroalérgenos e historico familiar de asma e/ou rinite e/ou
dermatite atopica (COCA; COOKE, 1923 apud JOHANSSON et al., 2001). A atopia
esta relacionada a uma tendéncia pessoal ou familiar de um determinado individuo se
tornar sensibilizado e produzir anticorpos IgE em resposta a alérgenos comuns,
geralmente proteinas, desenvolvendo os sintomas caracteristicos das doencgas alérgicas,
especialmente a asma, rinoconjuntivite ou eczema. Em outras palavras, a afopia refere-
se a predisposicdo genética de um individuo em desenvolver doencgas alérgicas

(JOHANSSON et al., 2004; ZOLKIPLI et al., 2015).

As principais manifestagdes clinicas das doengas alérgicas incluem dermatite
atopica, eczema, rinite, asma, dentre outras, sendo que as doencas respiratdrias, como a
asma e a rinite, apresentam grande destaque devido ao aumento consideravel da
prevaléncia nos ultimos anos (ISAAC, 1998; SLY, 1999; WOOLCOCK, 2000; ASHER
et al., 2006; HOLGATE; POLOSA, 2008).

A asma alérgica ¢ uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas inferiores
que, em individuos suscetiveis, causa episodios recorrentes de sibilancia, dispneia,
opressdo toracica e tosse, principalmente no periodo da noite ou da manha
(LEMANSKE-JUNIOR; BUSSE, 2003). Ela ¢ resultante de respostas imunologicas
mediadas por anticorpos IgE (JOHANSSON et al., 2004). Segundo o DATASUS, no

Brasil em 2015, a doenga atingiu cerca de 6,4 milhdes de pessoas.

A rinite alérgica ¢ uma desordem sintomatica das vias aéreas superiores induzida
apos a exposi¢do da mucosa nasal a alérgenos, sendo mediada por anticorpos IgE. Ela ¢
caracterizada por rinorreia aquosa, obstrugdo nasal, prurido e crises de espirros
(NORMAN, 1985; MIN, 2010). Trata-se de uma das formas mais comuns de rinite,
afetando 500 milhdes de pessoas no planeta (GOWDA et al., 2014).

1.3 Alérgenos

Um imunédgeno € definido como uma molécula capaz de desencadear uma
resposta imunoldgica. Os imunogenos que induzem respostas mediadas por células do
perfil Th2, culminando na produg¢do do anticorpo IgE sdo denominados alérgenos.
Assim, em resumo, os alérgenos sdo moléculas capazes de sensibilizar e induzir reagdes

alérgicas (ARLIAN, 2002; WILLS-KARP, 2010). De forma geral, os alérgenos sdo



Pagina |25

proteinas ou moléculas formadas principalmente de proteinas, como, por exemplo, as
glicoproteinas. No entanto, carboidratos ou o polissacarideo presente nas glicoproteinas,

podem também desencadear uma resposta imune (ARLIAN, 2002).

Os alérgenos podem entrar em contato com os individuos predispostos a
respostas alérgicas por meio da inalagdo, com destaque para os aeroalérgenos (dispersos
pelo ar); por ingestdo, no caso de alimentos; ou ainda absorvidos através da pele ou
mucosa nasal (SMITH et al, 1998; ARLIAN, 2002). As principais fontes de
aeroalérgenos sdo o polen de arvores e gramineas, seguido pelas excregdes de acaros da
poeira doméstica e baratas, esporos de fungos e pelos de animais (TRAIDL-

HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009).

A rota de exposicdo, dose e funcdo do alérgeno sdo cruciais para que ocorra a
sensibilizacdo alérgica (YU; CHEN, 2003; ROMAGNANI, 2004; AKDIS, 2006; RAJ et
al., 2013). De forma geral, a exposi¢do a baixas concentracdes do alérgeno, induz a
produgdo de IgE e consequente reagdo alérgica. Por outro lado, a exposi¢do a altas doses
induz tolerancia por meio das células T reguladoras (Treg), producdo de altos niveis de
anticorpos IgGG4 alérgeno-especificos e pelo bloqueio dos sitios de ligacdo do anticorpo
IgE as células efetoras. No entanto, de forma geral para todos os alérgenos, a defini¢do
de uma concentragao como sendo alta ou baixa ainda ¢ dificil de determinar, uma vez
que a exposi¢do individual a um imundgeno pode apenas ser estimada e ndo
quantificada, além do fato de que a sensibilidade ¢ variavel em cada individuo

(TRAIDL-HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009).

O uso de uma nomenclatura unificada ¢ indispensavel para o estudo dos
alérgenos, sobretudo no desenvolvimento de mecanismos de diagndstico especificos e
de extratos imunoterdpicos com alérgenos recombinantes (CHAPMAN et al., 2000;
FERREIRA et al., 2004; JUTEL et al., 2015). Assim, com o intuito de padronizar a
referéncia dos diversos alérgenos descritos na literatura cientifica, o Subcomité de
Nomenclatura de Alérgenos da Unido Internacional das Sociedades de Imunologia
(IUIS), em parceria com a Organizacdo Mundial de Satide (OMS), adotou uma regra
sistematica de nomenclatura (TRAIDL-HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009).
Sendo assim, foi determinado que a designacgao dos alérgenos fosse representada pelas
trés primeiras letras do género ao qual o organismo pertence, juntamente com a primeira

letra da espécie e o numero correspondente a ordem cronologica da descoberta (KING
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et al., 1995). A nomenclatura nao deve ser em italico, deve possuir um espago apds cada
um dos primeiros dois elementos e utilizar nimeros arabicos (Bet v 1, Der p 2, Fel d 1,
por exemplo). A nomenclatura pode ainda representar as diferentes formas moleculares
de um mesmo alérgeno: os isoalérgenos e as isoformas (ou variantes). Os isoalérgenos
sao multiplas formas moleculares de um mesmo alérgeno que apresentam reatividade
cruzada aos anticorpos IgE. Eles sdo definidos na nomenclatura como alérgenos de uma
unica espécie quando possuem 67% ou mais de identidade na sequéncia de
aminoacidos. Isoformas sdao variantes polimorficos de um mesmo alérgeno, os quais

tipicamente possuem mais de 90% de identidade (CHAPMAN et al., 2007).

Para manter a integridade do sistema de nomenclatura, a mesma inclui apenas
alérgenos com prevaléncia de reatividade de IgE acima de 5% ou com mérito
comprovado por testes bioquimicos, moleculares e imunologicos que ndo permitam
ambiguidade nos resultados. Se um determinado imundgeno possuir reatividade a IgE
maior do que 50% dos individuos , 0 mesmo ¢ denominado como alérgeno “principal”.
Se a reatividade de IgE for menor do que este valor, o alérgeno ¢ considerado como
“minoritario” (LARSEN; LOWERSTEIN, 1996, CHAPMAN et al., 2007, THOMAS et
al., 2007; TRAIDL-HOFFMANN; JAKOB; BEHRENDT, 2009).

1.4 Acaros da poeira doméstica

Os acaros sdo artropodes microscopicos, ubiquos e com diferentes habitos
alimentares, podendo ser saprofagos, fungivoros, parasitas ou ainda, predadores
(CUCA—SUAREZ et al., 2012). Eles apresentam entre 0,1 ¢ 0,6 mm de comprimento,
ciclo de vida com metamorfose completa (holometabolo) passando pelos estdgios de
ovo, larva, protoninfa, tritoninfa e adulto. O periodo de desenvolvimento pode sofrer
variacoes de acordo com a espécie e também devido as condigdes abidticas, como
temperatura ¢ umidade (ARLIAN; RAPP; AHMED, 1990; DE BOER, 1998; PIKE;
CUNNINGHAM; LESTER, 2005). Trata-se de um grupo bastante diverso,
distribuindo-se diferentemente em cada regido do mundo. Essa variacdo em um habitat
esta relacionada, além dos fatores abidticos determinantes no seu desenvolvimento,
como a temperatura (25°C a 30°C) e umidade (75% a 80%), por outros fatores

ecoldgicos e evolutivos (BINOTTI et al., 2001; GONZALEZ LEON et al., 2005).
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Com a ocupagdo do ambiente natural pelo homem, os dcaros invadiram o
ambiente doméstico e passaram a viver em meio a poeira, designados desse modo como
acaros da poeira doméstica, habitando mdveis, estofados, carpetes, cortinas, colchdes,
travesseiros, brinquedos de peltcia, dentre outros (HART, 1998; CUCA-SUAREZ et
al., 2012), e encontrando nesses locais, os alimentos necessarios para a sua
sobrevivéncia, como restos de pele humana e demais detritos organicos (ARLIAN;

MORGAN, 2003).

Dentre os dacaros da poeira doméstica, as espécies Dermatophagoides
pteronyssinus ¢ Dermatophagoides farinae sao as que apresentam maior importancia
clinica, em especial, nos paises tropicais e subtropicais e pertencem a familia

Pyroglyphidae (THOMAS; SMITH; HALES, 2004).

1.4.1 Dermatophagoides farinae

Os acaros da poeira doméstica sdo reconhecidos como as principais causas de
doengas alérgicas respiratorias em todo o mundo, aos quais mais de 50% dos pacientes
alérgicos sdo sensibilizados (CHAPMAN; PLATTS-MILLS, 1980; PLATTS-MILLS;
WECK, 1989; ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001; BATARD et al., 2016). Dentre as
familias destacam-se Glycyphagidae, Acaridae, Pyroglyphidae e Echimyopodidae
(ARLIAN; PLATTS-MILLS, 2001; ARLIAN; MORGAN, 2003; FERNADEZ-
CALDAS, 1997), sendo que a familia Pyroglyphidae engloba as espécies mais

relevantes clinicamente e cuja classificacdo taxondmica esta ilustrada na Figura 1.

A importancia do género Dermatophagoides reside nao apenas na potencialidade
alergénica das espécies, mas também devido & ampla distribuicdo das mesmas em
regides com diferentes climas, coexistindo com a espécie Blomia tropicalis, um &caro
de estocagem, também relevante na sensibilizagdo alergénica (ARRUDA ef al., 1991;

GELLER; ESCH; FERNADEZ-CALDAS, 1993).

O género Dermatophagoides foi descrito por Bogdanov em 1864, sendo o nome
originado dos termos gregos “dermis” que significa “pele”; “phagos”, que se refere a
“alimentar”; e o sufixo “oides” que pode ser traduzido como “que parece”. Assim, de
forma grosseira, o género Dermatophagoides poderia ser traduzido como “animal que

aparenta se alimentar de pele” (COLLOFF, 1998).
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O acaro D. farinae tem sido reconhecido como importante fonte de alérgenos em
todo o mundo, exercendo um importante papel nas doengas alérgicas respiratdrias em
individuos geneticamente predispostos (DUFF; PLATTS-MILLS, 1992). Varios estudos
realizados no Brasil tém demonstrado a prevaléncia cada vez mais crescente dessa

espécie na poeira domiciliar (SIMPLICIO et al., 2007; SOPELETE et al, 2000).

De forma geral, os alérgenos dos acaros sao enzimas associadas ao seu trato
digestivo e encontradas em grande quantidade tanto no corpo quanto nas excregdes
(particulas fecais) (TOVEY et al, 1981). Eles sao divididos de acordo com a
composi¢ao bioquimica, homologia ¢ massa molecular, ¢ os grupos nomeados de
acordo com a ordem da descoberta. At¢ o momento, foram oficialmente descritos 27
alérgenos de D. farinae, descritos na Tabela 1, segundo o Subcomité de Nomenclatura
de Alérgenos da Unido Internacional das Sociedades de Imunologia, incluindo cisteinas
proteases de 25 kDa no grupo 1 de alérgenos (Der f 1) e proteinas da familia NPC2
(Niemann-Pick tipo C2) com um peso molecular de 15 kDa no grupo 2 de alérgenos
(Der f 2), sendo as mesmas mimetizadores de MD-2, um lipopolissacarideo correceptor
para TLR-4, interagindo, desse modo, com o sistema imune inato (BRONNERT et al.,

012; AN et al., 2013).

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

Figura 1. Distribuicdo taxondmica das espécies de dcaros mais importantes na sensibiliza¢do alergénica,

com énfase (grifo nosso) para D. farinae. Adaptado de: Taxonomy, 2011.
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Tabela 1. Listagem dos grupos de alérgenos de D. farinae.

Massa Relativa

Alérgeno Isoforma (kDa) Identidade Bioquimica
Der f'1 1.0101-1.0110 27 Cisteina Protease
Der 2 2.0101-2.0117 15 Familia NPC2
Der f3 3.0101 29 Tripsina
Der f6 6.0101 25 Quimiotripsina
Der f7 7.0101 30-31 ND
Der f 8 8.0101 32 Glutationa S-transferase
Der £ 10 10.0101; 10.0102 37 Tropomiosina
Der f 11 11.0101 98 Paramiosina
Der 13 13.0101 - Proteina ligante de acido graxo
Der f 14 14.0101 177 Apolipoforina
Der f 15 15.0101 98/109 Quitinase
Der f 16 16.0101 53 Geosolina/Vilina
Der £ 17 17.0101 53 Proteina ligante de célcio
Der £ 18 18.0101 60 Proteina ligante de quitina
Der £20 20.0101; 20.0201 40 Arginina quinase
Der f21 21.0101 14 ND
Der £ 22 22.0101 - ND
Der £ 24 240101 13 Ho.mé.logo dg proteina ligante de
ubiquinol- citocromo C redutase
Der £25 25.0101; 25.0201 34 Triosefosfato isomerase
Der 26 26.0101 18 Cadeia leve de miosina alcalina
Der 27 27.0101 48 Serpina
Der £ 28 28.0101; 28.0201 70 Proteinas heat shock
Der £29 290101 16 Peptil-prolil .cis-trz.ms isomerase
(Ciclofilina)
Der 30 30.0101 16 Ferritina
Der £ 31 31.0101 15 Cofilina
Der 32 32.0101 35 Pirofosfatase inorganica secretada
Der f 33 33.0101 52 Alfa-tubulina

Fonte: Subcomité de Nomenclatura dos alérgenos (IUIS) (www.allergen.org) e Allergome

(www.allergome.com). ND, ndo determinado; NPC2, Niemann-Pick tipo C2.

1.5 O sistema imune e a resposta alérgica

A fisiopatologia das respostas imunes alérgicas ¢ complexa e regulada por

diversos fatores (MEILER et al., 2008), incluindo suscetibilidade genética, rota de



Pagina |30

exposicao, concentragao do alérgeno, tempo de exposicdo aos antigenos, caracteristicas

estruturais do alérgeno, dentre outros (AKDIS; AKDIS, 2007).

As reagdes alérgicas consistem de uma série de eventos que se iniciam com 0
reconhecimento da estrutura nativa do alérgeno, que ultrapassa as barreiras primarias do
organismo, como a pele e mucosas, pelas células apresentadoras de antigeno (APCs).
As APCs processam o antigeno, resultando na formagdo de peptideos. Estes sdo
apresentados as cé€lulas T maive, em associagdo com o complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe 1I, direcionando as células T para o perfil celular
Th2, por uma via dependente do fator de transcricdio GATA 3 (MARONE, 1998;
AKDIS, 2006; SHAKIB; GHAEMMAGHAMI; SEWELL, 2008).

As células T helper (Th) sdo classificadas em diversas subpopulacdes (Thl, Th2,
Th9, Th17, Th22 e as chamadas células T reguladoras), sendo Thl e Th2 as de maior
destaque nas respostas imunologicas (AKDIS; AKDIS, 2015). Ambas derivam de um
precursor comum em resposta a estimulos distintos e sdo diferenciadas, principalmente,
de acordo com os padrdes de secrecdo de citocinas. Células Thl secretam, entre outras
proteinas, a IL-2, IFN-y e TNF-B, também denominada como linfotoxina, que
mobilizam os mecanismos de defesa celular e humoral contra patégenos intracelulares e
antagonizam as respostas a IgE. Em contrapartida, células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-
6, IL-9 e IL-13, as quais realizam diversas fun¢des reguladoras e efetoras, incluindo a
producdo de anticorpos IgE alérgeno-especifico por células B e ocasionando as reagdes

alérgicas imediatas (CORRY; KHERADMAND, 1999; AKDIS, 2006).

O balango dos perfis de citocinas Thl e Th2 promove a homeostase do sistema
imune, uma vez que a desregulacdo a favor de alguma subpopulagdo de células leva a
uma excessiva ativacdo da mesma, culminando, por exemplo, no desenvolvimento de
doengas autoimunes, associadas com a exacerbagdo de Thl, ou indugdo de doencas

alérgicas, devido a um desvio para o perfil Th2 (OBOKI et al., 2008).

A produgdo de IL-4 e IL-13 pelas células Th2 sdo essenciais para induzir a troca
de classe dos anticorpos em linfocitos B e a consequente producao de IgE, durante a
fase de sensibilizagdo. A molécula IgE possui a mesma estrutura molecular apresentadas
pelas outras imunoglobulinas, com duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas,

também idénticas. A imunoglobulina E difere-se das outras classes de anticorpos apenas
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pela presenga de um dominio a mais na cadeia pesada € (épsilon) comparada a cadeia

pesada y (gamma) da molécula de IgG (GOULD; SUTTON, 2008).

Em individuos ndo-atopicos, os niveis séricos de IgE apresentam-se em baixas
concentragdes. Por outro lado, durante o primeiro contato de um individuo atdépico com
um determinado alérgeno, o anticorpo IgE alérgeno-especifico ¢ produzido em grandes
quantidades pelas células B e se liga com alta afinidade ao receptor FceRI presente na
superficie de basofilos e mastocitos, levando a sensibilizagdo do paciente. Em um
segundo contato com o alérgeno, ocorre uma ligacdo cruzada com o complexo IgE-
FceRI nos basofilos e mastdcitos sensibilizados, ativando-os e subsequentemente
liberando mediadores pré-inflamatoérios como histamina, leucotrienos, prostaglandinas,
citocinas e quimiocinas, resultando nas reagdes alérgicas imediatas (AKDIS; AKDIS,

2015).

Nos individuos ndo-atdpicos, a resposta imune a alérgenos ¢é caracterizada pelo
predominio de anticorpos IgG, especialmente da classe IgG4, ou pela auséncia da
producdo de qualquer classe de anticorpo diante de um imundgeno. As subclasses de
IgG (IgGl, IgG2, 1gG3 e IgG4) foram numeradas de acordo com a sua abundancia no
plasma. Sendo assim, IgG1 é a mais abundante (> 50% de IgG total) e IgG4 ¢ a menos
encontrada (< 5%). A molécula de IgG4 ¢ monovalente e apresenta a peculiar
caracteristica de se ligar a outras imunoglobulinas (AALBERSE, 2009). A troca de
classe de anticorpos das células B para IgG4 ¢ mediada principalmente pela IL-10, uma
citocina com caracteristicas anti-inflamatorias, também produzida por células Th2,
inibindo a a¢do do anticorpo IgE, suprimindo a secrecao das proteinas inflamatorias e a
inflamagao das vias aéreas induzida por alérgenos (WONG et al., 2001). Por essa razao,
o anticorpo IgG4 pode ser encontrado tanto em individuos saudaveis, quanto em

individuos atopicos frente a um imunogeno.

1.6 Imunoterapia

Para o tratamento das doengas alérgicas, quatro modalidades terapéuticas, nao
excludentes, sdo indicadas: (1) prevenir o contato dos pacientes aos alérgenos e
controlar o ambiente nos quais os individuos estdo incluidos; (2) conscientizagdao do

paciente; (3) farmacoterapia, a qual ndo possui efeitos na progressdo da doenca,
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reduzindo a sintomatologia do paciente; e (4) imunoterapia, um tratamento que modifica
o curso natural da doenca alérgica, reduzindo os sintomas pela consequente indugdo da
tolerancia imunoldgica e, portanto, reduzindo o uso de medicagio (ALVAREZ-
CUESTA; BERISTAIN, 2003; CASALE; STOKES, 2011; ROGER et al., 2014;
LARSEN; BROGE; JACOBI, 2015).

Nos ultimos anos, a indu¢ao de imunotolerancia tem se tornado o principal alvo
de desenvolvimento de estratégias para a prevengao e tratamento para muitas doencas
nas quais a desregulacdo do sistema imunoldgico desempenha um importante papel
(SMITH; AKDIS, 2014). A imunotolerancia aos alérgenos pode ser definida como o
estabelecimento de tolerancia clinica aos alérgenos, em longo prazo (AKDIS; AKDIS,

2015).

A imunoterapia com alérgenos inaldveis iniciou-se hd mais de um século, sendo
indicada para pacientes alérgicos a pdlen de gramineas, acaros da poeira doméstica e
pelos de animais (VAN DER VALK; DE JONG; GERTH VAN WIJK, 2015). O seu
mecanismo de acdo ¢ complexo e envolve o desvio da tipica resposta Th2 em pacientes
alérgicos, para uma resposta do perfil Thl, promovendo a producdo de IFN-y o qual
estimula as células B a produzirem anticorpos IgG ao invés de IgE e/ou a inducdo de
células T reguladoras que produzem as citocinas imunomodulatérias IL-10 e TGF-. A
citocina IL-10 possui propriedades anti-inflamatorias que induzem a troca de classe de
anticorpos para IgG4, considerado como um anticorpo bloqueador, e TGF-f3 aumenta os
niveis de IgA alérgeno-especifica. O anticorpo IgG4 interrompe a apresentacdo de
antigenos para células Th2 e bloqueia a ativagdo de basofilos e mastocitos induzida
pelos alérgenos, reduzindo portanto a resposta alérgica (AKDIS et al., 1998; CASALE;
STOKES, 2011; LARSEN; BROGE; JACOBI, 2015; VAN DER VALK; DE JONG;
GERTH VAN WIJK, 2015).

A imunoterapia alérgeno-especifica € realizada pela administracdo de doses
crescentes do alérgeno, até que uma dose alta o suficiente ¢ alcangada e mantida
(WANBRE, 2015). O alérgeno a ser utilizado no tratamento deve ser preferencialmente
padronizado, uma vez que os extratos sdo heterogéneos e podem diferir na sua
composicao e atividade alergénica. A eficdcia do procedimento imunoterapico deve ser

quantificada utilizando scores de sintomas e de medicagdo utilizada e pela melhoria da
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qualidade de vida do paciente. Além disso, novos exames para verificar os niveis de

IgE, IgG e IgG4 também sdo recomendaveis (PFAAR et al, 2014).

As principais vias de administra¢do sdo a subcutanea e a sublingual. A primeira
¢ a mais estabelecida e utilizada, sendo a sua efetividade garantida por um longo
periodo. A imunoterapia subcutanea ¢ especialmente benéfica em pacientes com rinite
alérgica e asma (VLADAMUDI; SHAKER, 2015). Jacobsen e colaboradores em 2007
demonstraram que um tratamento imunoterapico subcutaneo por trés anos com extratos
alergénicos padronizados de pdlen, apresentou potenciais efeitos na prevencdo do
desenvolvimento da asma em criangas com rinoconjuntivite alérgica até sete anos apos
o tratamento. A imunoterapia sublingual, por sua vez, apresenta varias vantagens com
relacdo a subcutanea, pois a mesma pode ser administrada na propria residéncia do
paciente, ¢ indolor e apresenta menor risco de anafilaxia. No entanto, as doses
crescentes dos alérgenos devem ser administradas diariamente, se tonando um desafio

para a aderéncia ao método por parte dos pacientes (VLADAMUDI; SHAKER, 2015).

Para que a imunoterapia seja recomendada por um médico alergista, o0 mesmo
deve levar em consideracdo diversos aspectos, como a gravidade/dura¢do dos sintomas
alérgicos; se os farmacos administrados pelo paciente sdo eficientes ou ndo e se os
mesmos geram efeitos adversos; a inten¢ao do paciente de participar desse tratamento,
apos a explicagdo do processo e os possiveis riscos, dentre outros. Além disso, os
alérgenos dominantes, isto €, aqueles que causam os principais sintomas da doenga, € 0s
alérgenos minoritarios, devem ser identificados antes de iniciar o processo
imunoterapico. As principais contraindicacdes da imunoterapia sdo: imunodeficiéncias
graves ¢ desordens imunoldgicas; doencas malignas; desordens psiquiatricas;
tratamento com fB-bloqueadores; asma grave ou obstrucdo cronica irreversivel das vias
aéreas; doencas cardiovasculares e criancas abaixo de cinco anos de idade. A gravidez
ndo ¢ considerada como uma contraindicagdo para a continuacdo do tratamento
imunoterapico, porém, ndo ¢ recomendado iniciar o tratamento durante a gravidez

(ALVAREZ-CUESTA; BERISTAIN, 2003).

Diante do impacto causado pelas doencas alérgicas na sociedade moderna, o
aprimoramento dos estudos que envolvam novas estratégias de tratamento ou
aprimoramento de técnicas existentes, pode possibilitar a melhoria do diagnostico e da

imunoterapia alérgeno-especifica, trazendo como consequéncia a melhoria na qualidade
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de vida dos pacientes. Desse modo, a relevancia da realiza¢dao desse trabalho reside na
possibilidade da utilizagdio de uma metodologia de facil execugdo e de boa
reprodutibilidade para a obten¢do de uma fragdo enriquecida no alérgeno Der f 1 de D.
farinae como um extrato alergénico para ser empregado tanto para fins diagndsticos

como para fins terapéuticos.
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2. Hipoteses
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Hipoteses

Com relacdo a obtencdo da fracdao hidrofébica a partir do extrato total de D.
farinae pelo processo de precipitagao de proteinas com acetona/agua e a reatividade dos

anticorpos IgE e IgG4 especificos, podemos inferir as seguintes hipdteses:

HO: A fracao hidrofébica obtida nao apresentara os alérgenos principais de D. farinae
ou apresentara em baixas concentracdes, de maneira que o conteido alergénico seja
insuficiente para a deteccdo de anticorpos IgE e IgG4 especificos no soro de pacientes

atopicos e nao-atopicos.

H1: A fragdo hidrofobica podera conter expressivas quantidades dos alérgenos
principais de D. farinae, reconhecidos por anticorpos IgE e IgG4 especificos presentes

no soro de pacientes atopicos € ndo-atopicos.
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3. Objetivos
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Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Obter e fracionar um extrato antigénico de Dermatophagoides farinae e avalia-lo em
imunoensaios para verificar a reatividade aos anticorpos IgE e IgG4 para individuos

atopicos e ndo-atopicos.

3.2 Objetivos Especificos

% Caracterizar o perfil eletroforético e antigénico das fragdes antigénicas obtidas

de D. farinae;

+** Quantificar os niveis de IgE e IgG4 especificos para as fragdes antigénicas
extraidas de D. farinae por ELISA no soro de pacientes atopicos e ndo-atdpicos

e comparar com o antigeno comercial (Hollister-Stier);,

¢ Verificar a reatividade do soro dos individuos atdpicos ¢ ndo-atopicos para [gG4

alérgeno-especifico por meio de slot blot.
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4. Materiais e Métodos
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Materiais e Métodos

4.1 Pacientes

O presente estudo foi apreciado e aprovado pelo Comité de FEtica da

Universidade Federal de Uberlandia sob o nimero CEP 174/10 (Anexo A).

Individuos com ou sem historico de reagdes alérgicas envolvendo acaros da
poeira doméstica foram incluidos no presente estudo, sendo previamente esclarecidos
sobre os objetivos da pesquisa e de todos os procedimentos a serem realizados. Um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi preenchido por todos os participantes

(Anexo B).

A selecdo dos individuos foi realizada tanto por meio do questionario clinico
(Anexo C) elaborado segundo a International Study of Asthma and Allergies in
Childhood (ISAAC, 1998), com algumas modifica¢des, quanto pelo resultado do teste

cutaneo de puntura (TCP) a um painel de acroalérgenos comerciais.

Como critérios de exclusdo foram considerados a idade inferior a 18 anos e
maior do que 60 anos, uso de anti-histaminicos ou corticosteroides por via oral ou
topica na semana anterior a realiza¢do do teste, presenca de lesdes dermatoldgicas na

area de realizagdo do TCP e tratamentos prévios com imunoterapia alérgeno-especifica.

4.2 Teste cutineo de puntura (TCP)

A reagdo de hipersensibilidade imediata dos individuos foi avaliada por meio do
teste cutdneo de puntura (TCP), segundo Ownby (1988). O teste foi realizado
utilizando-se extratos alergénicos comerciais (FDA Allergenic/Immunotech Farmaécia
de Manipulagcdo, Rio de Janeiro, Brasil) de acaros (D. pteronyssinus, D. farinae e
Blomia tropicalis), epitélio de cdo (Canis familiaris), epitélio de gato (Felis
domesticus), baratas (Blattella germanica e Periplaneta americana), fungo (Alternaria
alternata), gramineas (Paspalum notatum e Cynodon dactylon) e podlen (Lolium
multiflorum). Como controle positivo, o cloridrato de histamina (10 mg/mL) foi
utilizado e o controle negativo consistiu de solucgao salina fisioloégica em fenol 0,4% e

glicerina diluida a 50%.
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Apds antissepsia com alcool 70%, microgotas de aproximadamente 20 pL de
cada extrato alergénico foram depositadas na face interna do antebraco e as punturas
realizadas com o auxilio de lancetas apropriadas (ALK Lancet, J. N. Eberle
Federnfabrik GmbH, Hochfeldstr, Schwabmiinchen, Alemanha). Apds 15 minutos, a
formagdo de uma papula no local das microgotas acima de 03 milimetros de diametro,

foi considerada como um teste positivo (PEREIRA et al., 2005; AN et al., 2013).

4.3 Coleta de sangue

Concomitantemente ao TCP, amostras de sangue (10 mL) foram coletadas de
todos os individuos recrutados através da puncdo venosa na regido do antebrago,
utilizando tubos a vacuo e agulhas 21G1 (Vacutainer®, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, EUA). As amostras foram centrifugadas a 300 x g por 15 minutos e os soros

obtidos foram armazenados a -20°C at¢ a realizacao dos ensaios.

4.4 Obtencao dos extratos de D. farinae

O extrato de D. farinae foi obtido como descrito previamente (SOPELETE et
al., 2000). Brevemente, peneirado de acaro (680 mg), cedido gentilmente pelo Prof. Dr.
Frederico Montealegre (Ponce School of Medicine, Porto Rico, EUA) foi macerado
com nitrogénio liquido e os alérgenos extraidos em 20 mL de tampao borato salino
(BBS) 5 mM (pH 8,0), contendo inibidores de protease (Complete™; Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha). Apos centrifugagdo (3.000 x g, 10 minutos, 4°C),
foram obtidas uma fracdao sobrenadante, denominada S1, e uma fra¢do particulada
(pellet) (P1). Posteriormente, a fragdo S1 foi dialisada (Dialysis Tube Cellulose
Membrane, Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) com tampao fosfato salino (PBS),
overnight. A solucdo resultante foi centrifugada (10.000 x g, 10 minutos, 4°C), obtendo-
se uma fracao hidrofilica sobrenadante denominada S2, a qual foi coletada e distribuida

em aliquotas armazenadas a -20°C at€ o uso.

O fracionamento do extrato total de D. farinae foi realizado pela adicao de
acetona 50% (3:1) a fracdo particulada (P1). A solu¢do permaneceu em agitacdo por
uma hora, a temperatura ambiente (T.A) e logo apo6s, centrifugada a 10.000 x g, por 10

minutos, T.A. A fracdo hidrofobica obtida, denominada fracao S3, foi coletada,
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distribuida em aliquotas e armazenada a 4°C até o uso. A obtencdo dos extratos de D.

farinae esta esquematizada na Figura 2.

Peneirado de
D. farinae

Extragdo com Tampéo Borato Salino 5mM, pH 8.0

Centrifugagio
3000 x g, 4°C, 10 min

|
Sl ?1

Dialise em PBS 1x overnight Fracionamento com acetona 50% (3:1)

Agitador orbital (1 hor
Centrifugacio gitador orbital (1 hora)

10000 x g, 4°C, 10 min Centnfugagio
10000x g, TA, 10 min

Figura 2. Digrama representativo da preparagdo do extrato total e obtengdo das fragcdes S1, S2 e S3

de D. farinae. S; sobrenadante; P; precipitado.

4.5 Dosagem proteica

A concentragdo proteica dos extratos de D. farinae obtidos foi determinada pelo
método proposto por Bradford (1976). A curva de calibracdo foi realizada com
albumina do soro bovina (BSA, Sigma Chemical Co.) em dilui¢des duplas seriadas de
1000 a 15,6 pg/mL. Agua ou acetona 50% no caso das fragdes S2 e S3,
respectivamente, foram utilizados como controle negativo (Blank). Os valores da
densidade optica (D. O.) a 590 nm das amostras analisadas foram obtidos e comparados
aos valores da curva de calibracdo pelo software Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), obtendo, desse modo, a concentragdo proteica.
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4.6 Eletroforese 1D

O perfil proteico dos extratos S2 e S3 derivados de D. farinae foi analisado por
SDS-PAGE a uma concentra¢do de 14% sob condigdes desnaturantes e nao-redutoras
(LAEMMLLI, 1970). Previamente a aplicacdo das amostras no gel de poliacrilamida (20
uL/pogo), as mesmas foram aquecidas a 75 °C até a completa secagem e precipitacao
das proteinas, ressuspensas em tampao de amostra (v:v), composto por Tris-HCI 0,1 M
(pH 6,8), SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2% e glicerol 20%, e aquecidas novamente

a 95°C por 05 minutos para desnaturacao das proteinas.

Para identificagdo das massas moleculares das bandas referentes & amostra, um
marcador de peso molecular (Prestained Natural Protein Standards — Bio-Rad
Laboratories Inc, CA, EUA) foi utilizado paralelamente. Apds o processo, o gel foi
corado por imersao com Coomassie Brillant Blue (Sigma Chemical Co.) overnight e
descorado em agua destilada para 6tima visualizagdo das bandas. O gel foi digitalizado
(HP Scanjet 3800, Hewlett Packard Development Company, CA, EUA) para andlises

posteriores.

4.7 ELISA para deteccao de IgE e IgG4 especifica para antigenos de D. farinae

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) para os anticorpos IgE e IgG4 para D.
farinae foi realizado como descrito anteriormente por Pereira e colaboradores (2005),
com algumas modifica¢des. Brevemente, microplacas de alta afinidade (Costar Corning
Inc., Corning, New York, NY, EUA) foram sensibilizadas com as fragdes e incubadas
overnight, a 4°C. Para a sensibiliza¢do, a fracdo hidrofilica S2 e o extrato comercial
(Dfius)) (Hollister-Stier Laboratories LLC, Spokane, WA, EUA) foram previamente
diluidos em tampao carbonato-bicarbonato 60 mM (pH 9,6), enquanto a fracao S3 foi
diluida em tampao carbonato-bicarbonato 60mM (pH 9,6), juntamente com acetona
P.A. (viv). A concentragdo proteica final de todos os extratos foi de 30 pg/mL em um
volume de 50 pL por poco. Apds a sensibilizagdo, as placas foram lavadas trés vezes

com tampao fosfato salino (PBS) e Tween 20 (Labtrade & LGCBio) a 0,05% (PBS-T).

Em seguida, foi realizado o bloqueio dos sitios ativos das placas por duas horas,

T.A., adicionando-se PBS-T acrescido BSA (Sigma Chemical Co.) (PBS-T-BSA) 1%
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para IgE ou 2% para IgG4, em um volume de 150 pL por poco. A solucdo PBS-T-BSA

1% foi utilizada nas etapas seguintes como diluente dos soros e reagentes.

Apo6s um novo ciclo de trés lavagens (PBS-T), as microplacas foram incubadas
por uma hora a 37 °C com os soros dos individuos adicionados em duplicata, diluidos
1:2 no caso de reacdes especificas para IgE e 1:5 para reagdes especificas para I[gG4, em
um volume final de 50 uL por pogo. Trés soros controles positivos e trés soros controles

negativos foram incluidos em cada placa.

Apos seis lavagens (PBS-T), as placas foram incubadas com os anticorpos
secundarios anti-IgE humano biotinilado (1:1000, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc,
Baltimore, MD, EUA) ou anti-IgG4 humano biotinilado (1:1000, Sigma Chemical Co.),
também em um volume final de 50 pL, e incubadas por uma hora, a 37°C. Novamente
as placas foram lavadas por seis vezes (PBS-T) e 50 pL/poco do conjugado
estreptavidina-peroxidase foi adicionado (1:500, Sigma Chemical Co.). As placas foram
entdo incubadas por 30 minutos, no escuro, T. A. O substrato enzimatico comercial
ABTS® (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc, Baltimore, MD, EUA) foi utilizado para
revelacdo da reacdo. Os valores de D.O. foram obtidos em leitor de placas de
microtitulagdo (Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System, Biotek, Winooski,
VT, EUA) a 405 nm. Os resultados de IgE e IgG4 foram expressos em {ndice ELISA

(IE), seguindo a formula:

D.0.amostra

IE =
D.O.controle + 36

sendo, D. O. amostra = média da densidade optica da amostra testada; D. O. controle =
média da densidade Optica dos controles negativos e & = desvio padrdo das densidades

opticas dos controles negativos. Valores de IE > 1,2 sdo considerados como positivos.

4.8 ELISA para quantificacio dos alérgenos Der f 1 e Der f 2 dos extratos de D.
farinae

Para quantificagdo dos niveis de Der f 1 e Der f 2 nos extratos hidrofilico (S2) e
hidrofobico (S3) de D. farinae, um ELISA reverso foi utilizado como descrito
anteriormente por Sopelete e colaboradores (2000), com modifica¢des correspondentes

quando necessarias. Brevemente, microplacas de alta afinidade (Costar Corning Inc.,
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Corning, New York, NY, EUA) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de
captura anti-Der f 1 (Clone 6A8) e anti-Der p 2 (Clone 1D8) em um volume de 50
uL/poco, diluidos 1:1000 em tampdo carbonato-bicarbonato 60 mM (pH 9,6).

Subsequentemente, as placas foram incubadas overnight, a 4°C.

ApoOs trés lavagens com PBS-T, os sitios ativos das placas foram bloqueados
com PBS-T-BSA 1% (150 uL/poco) por uma hora, T. A. Posteriormente, as placas
foram novamente lavadas por trés vezes (PBS-T) e incubadas com as fragdes S2 e S3
em duplicata e em diferentes concentragdes, utilizando-se uma curva de diluicdo dupla
seriada com o primeiro ponto na propor¢ao de 1:250 em PBS-T-BSA 1% por uma hora,
T. A. Em paralelo, amostras padrdes de Der f 1 e Der p 2 (Indoor Biotechnologies,
Charlottesville, VA, EUA) foram incubadas, em dilui¢do seriada variando de 500 a 0,4
pug/mL.

As placas foram lavadas por seis vezes (PBS-T) e os anticorpos de detecgao
biotinilados especificos ao grupo 1 (clone 4C1, University of Virginia, EUA) ou ao
grupo 2 (Clone 7A1, University of Virginia, EUA) foram adicionados (50 pL/pogo) na
proporcao de 1:1000 (diluigdo em PBS-T-BSA 1%). As placas foram entdo incubadas
por uma hora, T. A. Subsequentemente, elas foram novamente lavadas por seis vezes
com PBS-T e o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.), diluido
1:1000 em PBS-T-BSA 1%, foi acrescentado (50 pL/pog¢o), sendo incubado por 30
minutos, T. A., ao abrigo da luz. Um novo ciclo de seis lavagens foi realizado (PBS-T)
e o substrato enzimético comercial ABTS® (Kirkegaard & Perry Laboratories Inc,

Baltimore, MD, EUA) foi utilizado para revelar a reagao (50 uL/pogo).

As densidades opticas das amostras foram obtidas por espectrofotometria em
leitor de microplacas de titulagdo (Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System,
Biotek, Winooski, VT, EUA) a 405 nm e as médias dos valores de D. O. obtidos das
amostras foram convertidas em pg/mL, tendo como referéncia os valores da curva

padrao. Os dados foram analisados pelo software Microplate Manager 4.0 (Bio-Rad).

4.9 Slot Blot dos antigenos de D. farinae

Membranas de nitrocelulose (0,45 pm; Merck Millipore Co., Darmstadt,
Alemanha ou 0,45 pm; GE Water & Process Technologies, New York, EUA) foram
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sensibilizadas em sistema a vacuo (Hybri-slot" Manifold, Whatman Biometra,
Gottingen, Alemanha) com o extrato comercial (Dfius)) (10 pg/mL), com a fragdo
hidrofilica S2 (10 pg/mL), a fracdo hidrofébica S3 (20 pg/mL) ou ambas as fragdes
(S2+S3). Os controles positivos e negativos foram preparados em cada tira com o

anticorpo anti-IgG4 humano biotinilado (1:200) e BSA (10 pg/mL), respectivamente.

Em seguida, as membranas foram coradas com Ponceau 0,5% diluido em &cido
tricloroacético (TCA) 0,25% e cortadas em tiras com aproximadamente 03 milimetros
de didmetro, as quais foram bloqueadas com PBS-T contendo leite em p6 desnatado 5%
(Molico, Nestl¢, Sao Paulo, Brazil) (PBS-T-M) overnight. Os passos subsequentes
utilizaram PBS-T-M 0,5% para dilui¢do das amostras e reagentes. Apos trés lavagens
com PBS-T, as tiras foram incubadas com as amostras de soro diluidas 1:5 por uma

hora, T. A.

Subsequente a um novo ciclo de seis lavagens (PBS-T), o anticorpo secundario
anti-IgG4 humano biotinilado (Sigma) foi adicionado as membranas na propor¢do de
1:1000, por um periodo de uma hora, T. A. Em seguida, as membranas foram
novamente lavadas por seis vezes (PBS-T) e o conjugado estreptavidina-peroxidase
(Sigma Chemical Co.) diluido 1:500 foi acrescentado, permanecendo em incubac¢io por

30 minutos, T. A., ao abrigo da luz.

A reacdo foi revelada adicionando-se o substrato enzimatico DAB (AMRESCO
LLC, Solon, OH, EUA), diluido em 10 mL de tampao fosfato salino e Tris—HCIl 20 mM
(pH 7,2) acrescido de 20 pL de peroxido de hidrogénio, até o aparecimento das bandas,
quando a reacdo foi interrompida com a adi¢do de agua destilada. Toda a reagdo se deu

sob agitagdo pendular lenta e constante (Agitador Kline 108, Nova Etica, Brasil).

As tiras foram entdo secas em papel filtro, documentadas (HP Scanjet 3800,
Hewlett Packard Development Company, CA, EUA) e analisadas com o auxilio do
software ImageQuant 300 1.0.3 (GE Healthcare, Uppsala Sweden). As bandas de cada
tira foram identificadas digitalmente, e a sua intensidade, dada em pixels, convertida em
picos. Os valores dos volumes da area sob a curva (picos) foram considerados como
unidades arbitrarias (UA) e tais valores foram utilizados em analises quantitativas do

ensaio de slot blot.
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4.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas na idade, sexo e
positividade no TCP foram realizadas, respectivamente, pelos testes de Mann-Whitney,
teste exato de Fisher e Qui-quadrado. Os niveis dos anticorpos IgE e IgG4 entre os
grupos (atopicos e nao-atopicos) foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. A
analise pareada dos valores de IgG4 para os diferentes extratos de D. farinae testados
nos dois grupos de individuos, foi realizada pelo teste de Wilcoxon. A correlagdo entre
os valores do Indice ELISA (IE) para o anticorpo IgG4 e os valores de unidades
arbitrarias (UA) das bandas do slot blot foram analisados por correlacdo de Spearman e
uma regressdo linear também foi aplicada nesse contexto. As diferencas foram

consideradas como estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5. Resultados
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Resultados

5.1 Dados clinicos e demograficos dos individuos

Os dados referentes a faixa etaria, género e quadro clinico dos pacientes

incluidos no presente estudo estdo apresentados na Tabela 2.

Um total de 32 pacientes foi selecionado segundo os critérios estabelecidos em
Materiais e Métodos (item 4.1), sendo os mesmos divididos nos grupos atdpicos (AT, n
=11) e nao-atopicos (NAT, n = 21). Todos os individuos considerados atdpicos
apresentaram um histdrico clinico de rinite alérgica relacionada a exposi¢do a acaros da
poeira doméstica e TCP positivo para os extratos de aeroalérgenos, especialmente para
as espécies de acaros D. farinae (100%), D. pteronyssinus (90,9%) e também para o

acaro de estocagem Blomia tropicalis (81,8%) (p < 0,0001).

Diferencas estatisticas ndo foram encontradas com relagdo a idade dos
individuos entre os grupos (p = 0,4132). Pacientes atdpicos apresentaram uma idade
média de 22 anos e os individuos nao-atopicos uma média de 25 anos. Em relagdo ao
género, em ambos os grupos (AT e NAT), as mulheres estavam mais presentes em
comparagdo com os homens. No entanto, ndo houve diferengas estatisticamente

significativas entre os grupos (p = 0,5444).

5.2 Obtencao dos extratos de D. farinae

O processo de preparagdo dos extratos de D. farinae resultou em trés fracdes:
S1, S2 e S3. No entanto, o estudo foi conduzido apenas com as fragdes hidrofilica (S2) e
a hidrofébica (S3) (Fig. 2,), cuja concentracdo proteica obtida, avaliada pelo ensaio de

Bradford, foi de 482,7 ng/mL para S2 e 387,1 ug/mL para S3.

O perfil eletroforético de ambos os extratos foi demonstrado na Figura 3, A. A
banda em destaque na fracdo S3, cujo peso molecular ¢ de 25 kDa, corresponde ao
alérgeno Der f 1. Notavelmente, a proteina de 15 kDa, correspondente ao alérgeno Der
2, ndo estava presente nesse extrato. Os resultados do ELISA reverso para quantificaciao

dos principais alérgenos de D. farinae corroboram esse fato (Fig. 3, B). Nesse ensaio,
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enquanto a fragdo S2 apresentou ambos os alérgenos testados (Der f 1 e Der f 2), a

fracdo S3 apresentou niveis indetectaveis de Der f 2 e expressivos niveis de Der f 1.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos incluidos no estudo.

Grupos
Caracteristicas Valor de p
Atdpicos  Nao-atopicos

Numero de individuos 11 21 _
Idade (anos)

Mediana + DP 22+141 255410.19 0.4132°
Género (M:F) 2:9 5:16 0.5444°

Teste cutdneo de puntura positivo (n, %)

Dermatophagoides farinae 11 (100%) 0 <0.0001°¢
Dermatophagoides pteronyssinus 10 (90.9%) 0 <0.0001°¢
Blomia tropicalis 9 (81.8%) 0 <0.0001¢

2 Teste de Mann-Whitney; ® Teste exato de Fisher (P <0.05); ¢ Qui-quadrado; DP: desvio padrio.

5.3 Deteccio dos anticorpos IgE e IgG4 especificos para os extratos de D. farinae

Os indices de reatividade dos anticorpos IgE e 1gG4 especificos para o extrato
comercial (Dfjus)), fracdo S2 e fragdo S3 de D. farinae, determinados por ELISA em

amostras de soro de pacientes atopicos e ndo-atopicos, sdo demonstrados na Figura 4.

Os niveis de IgE especifico para Dfius; foram maiores para os individuos
considerados atopicos do que os nado-atdpicos (p < 0,0001), com 18,18% (2/11) de
positividade para AT e nenhuma positividade (0/21) para NAT. No caso do anticorpo
IgG4, os niveis de reatividade também sdo maiores no grupo dos pacientes alérgicos (p
= 0,0495) com 54,5% (6/11) de positividade nos atopicos em comparacdo com 38%
(8/21) de reatividade para os ndo-atopicos. No entanto, em ambos 0s anticorpos
testados, os niveis de reatividade estdo muito abaixo do esperado para um extrato

comercial, em relagdo aos resultados obtidos com a fracdo total in house (fracdo S2)

(Fig. 4).
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Em relacdo a fracao S2, percebe-se um aumento consideravel da reatividade aos
anticorpos avaliados nas diferentes amostras de soro, comparando-se com o antigeno
comercial (Dfius)). Para o anticorpo IgE, nos individuos atdpicos houve maior
reatividade comparado aos ndo-atdpicos (p < 0,0001) com 63,3% (7/11) de positividade
no grupo atopico e nenhuma positividade (0/21) para os nao-atopicos. Do mesmo modo,
os niveis de IgG4 na fragdo S2 foram maiores para os pacientes alérgicos (10/11) do que
para os individuos ndo-atopicos (11/21) (p < 0,0033), apesar de ambos apresentarem

reatividade (90,9% AT e 57,1% NAT) (Fig. 4).

A fracdo S3, por sua vez, também apresentou uma reatividade aumentada com
relagdo a IgG4. Assim como a fragdo S2, o antigeno S3 proporcionou maiores niveis do
anticorpo em questdo para os individuos atopicos (90,9%; 10/11) em relagdo ao outro
grupo (47,6%; 10/21) (Fig. 4). Para o anticorpo IgE, entretanto, ndo foi possivel
padronizar a deteccdo do mesmo por meio do ensaio de ELISA, uma vez que os
componentes presentes na fragdo hidrofobica (S3), provavelmente de natureza
lipidica/glicolipidica, interagiram de forma inespecifica com o anticorpo IgE

biotinilado, promovendo resultados inconclusivos (dados nao mostrados).

De acordo com os resultados obtidos, percebe-se que as fragdes in house de D.
farinae (S2 e S3) melhoraram a reatividade dos pacientes frente aos anticorpos IgE e
principalmente para IgG4, em comparacdo com o antigeno comercial (Dfjus)),
comumente utilizado em testes cutineos de puntura (TCP) e procedimentos
imunoterapicos. Tais resultados sdo particularmente demonstrados na analise pareada
entre os niveis de IgG4 detectados nas amostras de soro, dado pelos valores de Indice
ELISA, frente aos antigenos (Dfjus}, S2 e S3), tanto para os individuos atdpicos, quanto
para os ndo-atopicos. E importante notar que, nesse ensaio, diferengas significativas nio
foram verificadas apenas para o grupo nado-atopico (NAT) para a fracdo S3 em
comparac¢ao com o antigeno comercial (Dfjus)). Na anélise pareada também foi possivel
verificar que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre as fragdes

hidrofilica (S2) e hidrofobica (S3) (Fig. 5).
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Figura 3. Analise dos extratos de D. farinae. (A) Analise eletroforética das fragdes hidrofilica (S2) e hidrofobica
(S3) extraidas do peneirado de D. farinae. As barras horizontais indicam as proteinas de 25 kDa, que corresponde
ao alérgeno Der f 1, e de 15 kDa, que corresponde ao alérgeno Der f 2, presente apenas na fragdo S2. (B)

Quantificacdo dos principais alérgenos de D. farinae nas fragdes S2 e S3, por meio de ELISA reverso. A

concentragdo dos alérgenos foi expressa em ng/mL.
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Figura 4. Niveis dos anticorpos IgE e 1gG4 especificos para as fragdes de D. farinae (S2 e S3) e para o extrato
comercial (Dffus;) nas amostras de soro dos individuos atdpicos (AT) e ndo-atopicos (NAT). Os dados sdo
expressos em valores de Indice ELISA (IE). A linha pontilhada representa o cutoff (IE > 1.2) e a mediana ¢
indicada pelas barras horizontais. Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas pelo teste de

Mann-Whitney. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,0001.
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Figura 5. Analise pareada dos niveis de IgG4 especificos para os extratos de D. farinae (fragdes S2 e S3; extrato
comercial (Dfys)) na amostra de soro de individuos atopicos (AT) e ndo-atopicos (NAT). Dados expressos em
valores de Indice ELISA (IE). Diferencas estatisticamente significativas foram determinadas pelo teste de Wilcoxon.

%p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001.
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5.4 Slot Blot

Um ensaio utilizando o método de slot blot foi realizado com o intuito de
verificar a reatividade do soro dos individuos recrutados para os anticorpos IgG4, frente
a sensibilizacdo as fragdes S2, S3, S2+S3 e para o antigeno comercial (Dfius)) e
posteriormente, averiguar a correlacdo desses resultados com o ensaio de ELISA.
Devido a problemas técnicos com relagdao ao processo de revelacao e, ainda, por razoes
estéticas, algumas das tiras presentes na Figura 6 foram retiradas. Entretanto, a analise
quantitativa dos dados foi realizada com todas as tiras, uma vez que as bandas puderam

ser identificadas pelo software.

Para as fragdes S2 e S3, detectou-se apenas uma discreta reatividade das
amostras de soro dos individuos dos dois grupos (AT #7, #30; NAT #17, #22), o que
ndo ¢ similar aos resultados obtidos no ELISA, cuja positividade ¢ expressiva no soro
de varios pacientes. Por outro lado, a combinagdo dos extratos S2 e S3 promoveu uma

reatividade expressiva para os individuos AT e NAT (Fig. 6, A).

Em relagdo ao extrato comercial (Dfjus;), diferencas na reatividade para os
anticorpos IgG4-alérgeno-especificos foram encontradas (Fig 6, B), comparando-se com
a fragdo S2. Esta proporcionou uma maior reatividade dentre os individuos,

corroborando os resultados obtidos no ELISA para o anticorpo em questdo (Fig. 4).

Uma andlise quantitativa do ensaio de slot blot foi realizada por meio da
avaliacdo dos volumes da area sob os picos das bandas presentes na membrana, dado
em unidades arbitrarias (UA) (Materiais e Métodos, item 4.10). No entanto, a anélise
dos dados demonstrou que ndo houve diferengas significativas entre os grupos AT e
NAT (Fig. 6). Com o intuito de verificar se de fato havia alguma correlagdo entre os
dois testes, ELISA e slot blot, uma correlagdo de Spearman foi realizada entre os
valores dos Indices ELISA para o anticorpo IgG4 especifico para as fragdes de D.
farinae testadas e os valores de unidades arbitrarias (UA) do slot blot. Como esperado, a
correlagdo ndo foi considerada estatisticamente significativa para nenhum dos antigenos
avaliados pelos dois ensaios (p > 0,05). A regressao linear indicou que apesar de a linha
de tendéncia indicar uma correlacdo positiva discreta, os valores de 7° também nio

foram estatisticamente significantes (Fig. 7).
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Figura 6. Ensaio de slot blot para os antigenos de D. farinae e anélise quantitativa das bandas expressas em valores
de unidades arbitrarias (UA). (A) Reatividade do anticorpo IgG4 especifico para as fragdes S2, S3 e S2+S3, nas
amostras de soro dos individuos atopicos (AT) e ndo-atopicos (NAT). (B) Reatividade dos anticorpos IgG4
especificos para a fracdo S2 e o antigeno comercial (Dfjus]) para amostras de soro dos pacientes selecionados. BSA
foi utilizada como controle negativo e o anticorpo biotinilado IgG4 anti-humano como controle positivo. A mediana
¢ representada pelas barras horizontais. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada pelo teste de Mann-Whitney

(p < 0,05).
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Figura 7. Correlagdo e regressdo linear entre os niveis dos anticorpos IgG4 especificos para os extratos S2, S3,
S2+S3 e antigeno comercial (Dfjus)) de D. farinae nas amostras de soro de individuos atopicos (AT) e ndo-atdpicos
(NAT) e os valores de unidades arbitrarias (UA) correspondentes aos volumes dos picos das bandas presentes no
ensaio de slot blot. Os niveis do anticorpo foram expressos por indice ELISA (IE). Nenhuma diferenca

estatisticamente significante foi observada nem pela correlagdo de Spearman e nem pela regressdo linear.
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6. Discussdao
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Discussao

O aumento de casos de pacientes com doencas alérgicas respiratorias ¢ cada vez
mais notavel e preocupante, sendo desencadeados por diversos fatores incluindo
predisposicao genética e mudangas no ambiente (LIAO; LIN; TSAIL 2013; SOKYA et
al., 2014). Diversas estratégias para evitar os sintomas das doencas alérgicas tém sido
utilizadas, como a prevencao do contato dos pacientes com os aeroalérgenos, a terapia
por meio de fArmacos e, principalmente, a imunoterapia alérgeno-especifica (PITTNER
et al., 2004; KIM et al., 2014). Esse tratamento visa modular o perfil da resposta
imunoldgica dos individuos tratados, induzindo a producdo de anticorpos bloqueadores
especificos, particularmente IgG4, e a produgdo de células indutoras de tolerancia e
mediadores anti-inflamatorios. O processo terapéutico envolve a aplicagdo repetitiva de
alérgenos especificos, promovendo a reducdo da exacerbagdo da resposta alérgica,
diminuindo os riscos de sensibilizagdes a novos alérgenos e melhorando a qualidade de
vida dos pacientes (KARAKOC et al., 2012; AYDOGAN et al., 2013; PFAAR et al.,
2014; SUN et al., 2014).

Dentre os alérgenos envolvidos no desencadeamento das doencas alérgicas
respiratorias, aqueles provenientes de acaros da poeira doméstica (D. farinae e D.
pteronyssinus) sao o0s mais expressivos, € seus alérgenos estdo localizados
principalmente nas fezes (DE SOUZA; ROSARIO FILHO, 2012). Entre eles, os
alérgenos dos grupos 1 e 2 representam os mais importantes clinicamente

(TAKETOMI et al., 2005; CHEN et al., 2012).

Para que um processo imunoterapico seja de fato eficiente, ¢ indispensavel
conhecer os alérgenos especificos para os quais os pacientes sdo sensibilizados,
especialmente com relagdo aos acaros, uma vez que seus extratos, utilizados tanto na
imunoterapia quanto em testes cutdneo de puntura, contém ao menos 15 alérgenos bem
caracterizados e o perfil de reatividade de IgE ¢ wvaridvel entre os pacientes
(TAKETOMI et al., 2005). Do mesmo modo, ¢ importante monitorar o balango
IgE/IgG4 durante o tratamento, visto que nos pacientes uma mudanca na taxa de IgE e
IgG4 especificos, a favor de IgG4, ¢ esperada. Esse fato reflete o desvio da resposta
imune do perfil Th2 para Thl, o que estimula as células B a produzirem IgG ao invés de
IgE ou promove a indugao de células T reguladoras, que produzem principalmente IL-

10, desencadeando uma troca de classe para o anticorpo IgG4 (LARSEN; BROGE;
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JACOBI, 2015). Esse aumento de IgG4 especifico no soro ¢ corroborado por Lai e
colaboradores (2013) que mostraram um aumento inicial consideravel desse anticorpo,
mesmo poucas semanas (10 semanas) ap6s o inicio da imunoterapia com alérgenos de

D. pteronyssinus, em comparagdo com o grupo controle.

A selecdo dos individuos participantes do estudo foi baseada no histérico clinico
e nos resultados do TCP. Com relacdo a esses dois parametros, todos os pacientes
atopicos apresentaram um histérico clinico de doencas alérgicas (rinite alérgica) e TCP
positivo para pelo menos um dos extratos alergénicos de acaros (D. farinae, D.
pteronyssinus € B. tropicalis). Os individuos nao-atdpicos apresentaram um TCP
negativo para todos os aeroalérgenos testados. Os dois grupos ndo demonstraram
nenhuma diferenca estatistica com relagdo a idade e apesar de ndo ser estatisticamente

significante, uma predominancia de mulheres foi observada.

Os protocolos de extragdo de alérgenos de D. farinae utilizados no presente
estudo, resultaram em duas fragdes principais, sendo uma hidrofilica (S2) e outra
hidrofobica (S3). O método de precipitacdo de proteinas por meio de acetona, utilizado
para a obtencdo de S3 ¢ empregado principalmente em estudos voltados para a
protedmica, com o intuito de isolar os mais diversos tipos de proteinas, por exemplo, de
algumas plantas e sementes, de animais, como decapodes, e fungos. Entretanto, os
protocolos empregados se diferenciam daqueles aplicados nesse estudo, pelo fato de
utilizarem acetona gelada e em associagdo com outros solventes organicos (PARIS et
al., 1991; FUJII et al., 1996; PANCHOUT et al., 2013; ZHU et al., 2013; DE CEGLIE
et al.,2014). Lind (1985) e Haida e colaboradores (1985) utilizaram diversos protocolos
para o isolamento de alérgenos de &caros da poeira doméstica, incluindo D. farinae.
Dentre os métodos aplicados, a precipitacdo por acetona/dgua foi um deles. Contudo,
eles ndo avaliaram as fragcdes obtidas no tocante a imunoreatividade de anticorpos.
Portanto, pela primeira vez, o presente estudo mostra a reatividade a anticorpos IgE e
IgG4 a uma fragdo antigénica de D. farinae, resultante de um particular protocolo de

extracdo de alérgenos, sendo tal fracdo passivel de ser aplicada em imunoterapia.

Como citado anteriormente e pela analise eletroforética das fragdes obtidas foi
possivel constatar, particularmente na fracdo S3, uma proteina de peso molecular de 25
kDa, que corresponde ao alérgeno Der f 1, além de algumas outras proteinas com alto

peso molecular. De acordo com Haida e colaboradores (1985) as fracdes mais
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alergénicas do extrato de D. farinae, estao distribuidas na faixa de 20 a 30 kDa, sendo o
principal componente proteico acompanhado de uma pequena quantidade de
polissacarideo. Ainda de acordo com o perfil proteico observado para essa fracao,
notavelmente a proteina de 15 kDa, correspondente ao alérgeno Der f 2, ndo estd
presente, sendo tal fato corroborado pelos ensaio de ELISA reverso para quantificar os
principais alérgenos de D. farinae nos extratos, que indicou niveis nao significativos
para o alérgeno Der f 2 na fragdo S3. Por outro lado, a fragdo hidrofilica (S2) apresentou
ambos os alérgenos, tanto na analise eletroforética quanto nos resultados do ELISA

reverso, porém, com niveis de Der f 1 maiores em comparagao com Der f 2.

Portanto, esse método de extragdo de proteinas promove um maior
enriquecimento de Der f 1 mas ndo Der f 2 e portanto, a fracdo S3 pode ser empregada
como um extrato antigénico em varios procedimentos, para avaliar a reatividade de
pacientes por meio de testes cutaneos de puntura ou pelo soro dos mesmos, de forma
especifica para o alérgeno Der f 1 de D. farinae. Esse enriquecimento de Der f 1 na
fragdo hidrofobica corrobora a nossa hipdtese inicial, a qual sugeria um aumento dos
alérgenos principais de D. farinae no extrato em questdo. Contudo, a auséncia do

alérgeno Der f2 foi inesperada.

Com relacao a andlise dos niveis dos anticorpos IgE e 1gG4, determinados por
ELISA indireto, observou-se em todos os extratos uma maior reatividade para o
anticorpo IgG4 no grupo de pacientes atdpicos, apesar de ambos os grupos (AT, NAT)
terem apresentado reatividade. A maior reatividade dos pacientes atdpicos em relagdao
aos individuos saudaveis ja foi demonstrada anteriormente pelo nosso grupo (YNOUE,
2011). No processo alérgico, células Th2 induzem a produgdo, além de IgE, de
anticorpos IgG4 pela IL-10, a principal citocina reguladora presente em doencas
inflamatérias. Em individuos saudéaveis, dois modos de resposta imune podem resultar
em imunotolerancia: através da ativa¢do de células Treg produtoras de IL-10 as quais,
por sua vez, estimulam células B a produzirem anticorpos bloqueadores IgG4 e/ou uma
resposta a favor do perfil de citocinas Thl sobre Th2, na presenca de algum alérgeno, o
que previne a troca de classe de anticorpos para IgE pela inibi¢do do desenvolvimento
de Th2 devido a presenca de IFN-y no microambiente dos locais de inflamacao alérgica

(AKDIS et al., 1998; TILL et al., 2004; AKDIS; AKDIS, 2015).
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As fragdes S2 e S3 foram as que mais promoveram o aumento da reatividade
para os anticorpos IgG4, em comparagdo com o antigeno comercial (Dfjns)), fato
indicado também na analise pareada dos niveis de indice ELISA para cada um dos
extratos testados. E importante notar, que mesmo ndo havendo uma diferenca
estatisticamente significante para os individuos nao-atopicos com relagao a fracao S3,
houve uma tendéncia para o aumento da reatividade. Entre os dois extratos (S2 e S3),
nao houve diferengas estatisticas na analise pareada, visto que ambos promoveram esse
aumento a favor do anticorpo IgG4. No entanto, salienta-se que a fragdo S3, possui
basicamente duas bandas eletroforéticas, incluindo o alérgeno Der f 1 e glicolipideos de
alto peso molecular, enquanto que a fragdo total S2 apresenta inimeras bandas. Sendo
assim, a fracdo S3 pode ser considerada como mais reativa, possivelmente devido a
maior pureza no alérgeno Der f 1 e a0 mesmo tempo, na auséncia de outros alérgenos
irrelevantes. Nesse sentido, a reatividade de anticorpos IgG4 ¢ maior para o alérgeno
Der f 1 do que para Der f 2, cujos achados foram observados com o emprego do extrato
S3. Desse modo, pode-se inferir que o alérgeno Der f 1 é extraido, por meio do uso de
acetona, em maior quantidade do que Der f 2 e, por este motivo, a grande parte da
reatividade de anticorpos IgG4 se deva a presenca da maior concentragdo de Der f 1.
Contudo, ¢ interessante notar que a auséncia de Der f 2 no extrato S3 ndo interferiu
negativamente no grau de reatividade desses anticorpos IgG4 quando comparado com a
sua reatividade contra a fracdo S2. Portanto, conforme os resultados deste trabalho,
pode-se concluir que o alérgeno Der f 1 parece ser de maior importancia do que Der f 2

para a analise e quantificacdo da reatividade de anticorpos IgG4 especificos.

Os niveis de IgE alérgeno-especificos também foram quantificados para a fragdo
hidrofilica S2 e antigeno comercial (Dfjus)). Uma vez que os pacientes atdpicos ja foram
sensibilizados para D. farinae, anticorpos IgE especificos estavam presentes no soro, na
avaliacdo com os dois alérgenos testados. O oposto ocorre com os individuos ndo
atopicos. Contudo, assim como para o anticorpo IgG4, a reatividade do extrato
comercial (Dfjus)) ficou muito abaixo do esperado para esse antigeno, em comparagao
aos resultados obtidos para a fragdo total S2. Possivelmente, o extrato comercial mesmo
sendo considerado como padronizado, apresenta uma composi¢do antigénica menos
reativa do que na fragdo S2 obtida in house, razao pela qual a reatividade dos anticorpos
IgE e IgG4 foi muito menor do que quando comparada as outras fracdes, como

mostrado pela analise pareada.
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O ensaio de slot blot foi realizado para verificar a reatividade do anticorpo 1gG4
nas amostras de soros dos individuos para as fragdes S2, S3, S2+S3 e o antigeno
comercial (Dfius)). Enquanto a reatividade do anticorpo I1gG4 para as fragdes S2 e S3
nao foi expressiva individualmente, a associagao dos dois extratos (S2+S3) demonstrou
uma alta reatividade em todas as amostras de soro, tanto em atopicos quanto em nao-
atopicos. Portanto, a fragdo S3 associada com outros extratos pode melhorar a
reatividade de IgG4 presente na amostra de soro de pacientes e pode ser empregada no
monitoramento de pacientes em imunoterapia especifica contendo alérgenos de D.
farinae. No segundo ensaio, a fragdo S2 em comparacdo com o extrato comercial
(Dfins)), demonstrou uma maior reatividade das amostras de soro dos individuos dos

dois grupos testados (AT, NAT), corroborando com os resultados obtidos no ELISA.

A fim de avaliar os resultados demonstrados no slot blot de forma quantitativa,
as bandas foram analisadas no software ImageQuant e os volumes foram expressos
utilizando unidades arbitrarias (UA). A andlise indicou que os valores de unidades
arbitrarias ndo foram estatisticamente diferentes entre os individuos atopicos e nao-

atopicos, provavelmente devido a baixa sensibilidade do teste.

As analises da correlagdo de Spearman e da regressdo linear demonstraram que
ndo ha uma correlagio entre os valores de Indice ELISA (EI) e os resultados do slot blot
expressos pelos valores de unidades arbitrarias. De acordo com os resultados, o ensaio
de ELISA ¢ mais sensivel do que o slot blot e, portanto, deve ser empregado para
averiguar de forma mais decisiva a reatividade das amostras de soro aos anticorpos

IgG4.

De modo geral, nossos resultados mostraram que as fracdes S2 e S3,
separadamente ou em associagdo, puderam melhorar a detec¢do do anticorpo IgG4
especifico nas amostras de soro de individuos sensibilizados, em comparagdo ao Dfjusj,
podendo ser utilizados para monitoramento de pacientes sob imunoterapia especifica. O
extrato hidrofobico (S3), enriquecido em Der f 1, também pode ser empregado como
um extrato alergénico para determinar a reatividade de uma amostra de soro para um
alérgeno especifico, promovendo portanto, uma fonte de extrato alergénico para ser
utilizado na imunoterapia de forma mais apropriada, e consequentemente, mais eficiente
em pacientes alérgicos para Der f 1, mas ndo Der f 2, tendo a possibilidade de

individualizar a composi¢ao do extrato imunoterapéutico, especialmente devido ao
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conhecimento da existéncia das diferencas na reatividade de IgE aos alérgenos dos
grupos 1 e 2 em pacientes sensibilizados a dcaros da poeira domiciliar, ja demonstrado

anteriormente pelo nosso grupo (TAKETOMI et al, 2006).

Na prética clinica, ¢ importante conhecer que, diferentes protocolos de extracao
de alérgenos, empregados pelos diversos fabricantes para a producao dos extratos a
serem utilizados em imunoterapia alérgeno-especifica ¢ TCP, podem substancialmente
variar no conteudo alergénico, particularmente no tocante aos alérgenos considerados os
principais responsaveis pela indugdo de respostas mediadas por IgE na maioria dos
pacientes com doencas alérgicas respiratorias. Assim, um extrato alergénico de
determinado fabricante pode ser melhor ou pior para um paciente em particular, sendo
recomendado que os fabricantes fornegam aos alergistas, o conteudo dos alérgenos
principais presentes nos respectivos extratos, para possibilitar a escolha objetiva de um

determinado extrato alergénico, que seja mais apropriado para tratar os pacientes.



Pagina |65

7. Conclusoes



Pagina |66

Conclusoes

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Pela primeira vez, o presente estudo mostra a reatividade de anticorpos IgE e
IgG4 a uma fragdo enriquecida em Der f 1, obtida a partir de um particular
protocolo de extracdo de alérgenos (precipitagdo com acetona/dgua), que podera

apresentar potencial aplicabilidade na imunoterapia especifica com alérgenos.

Aparentemente, o alérgeno Der f 1 apresenta uma maior importancia do que Der
f 2 no tocante a andlise e quantificagdo da reatividade de anticorpos IgG4

especificos.

As fragdes hidrofilica (S2) e hidrofobica (S3) de D. farinae sdo capazes de
aumentar a reatividade de individuos atdpicos ¢ ndo-atdpicos aos anticorpos
IgG4 em comparagdo com o antigeno comercial (Dfjus)) de D. farinae, tanto de
forma isolada (individual) quanto em associagdo (S2+S3), podendo ser aplicados

para monitoramento de pacientes sob imunoterapia.

Por ser enriquecida em apenas um dos principais alérgenos de D. farinae (Der f
1), a fracdo S3 pode ser utilizada com um extrato antigénico para averiguar a
sensibilidade especifica de pacientes, bem como para imunoterapia alérgeno-
especifica em individuos sensibilizados a Der f 1 e ndo a Der f 2, promovendo

um tratamento mais especifico.
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Anexo A

@J Universidade Federal de Uberlandia

Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Jodo Naves de Avila, n?. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail: cep@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL Ne. 476/10 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU
174/10

Projeto Pesquisa: Imunoguimica, biologia molecular e engenharia genética no desenvolvimento
de métodos de diagndstico e tratamento de doengas alérgicas respiratorias.

Pesquisador Responsavel: Ernesto Akio Taketomi

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

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

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador deverd 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 aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e
documentagao pertinente ao projeto.

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

Data de entrega do 12 relatério parcial: agosto de 2011.
Data de entrega do 2 relatério parcial: agosto de 2012.
Data de entrega do relatério final: dezembro de 2013.

SITUAGAOQ: PROTOCOLO APROVADO.

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

Uberlandia, 30 de julho de 2010

%»«W\ éi‘[ e f, ‘KA@

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

Orientagdes ao pesquisador

+ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimente 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 (Item IV.2.d).

+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apds
anilise das razoes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item II1.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando
perceber risco ou dano niio previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos
da pesquisa (Item V.3) que requeiram agdo imediata.

* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS ltem
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 & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — 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 Lou Il apresentados anteriormente 3 ANVISA, o
pesquisador ou patrocinador deve envid-las também 2 mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res.251/97, item 111.2.¢). O prazo para entrega de relatério € de 120 dias ap6s o término da execugdo prevista no
cronograma do projeto.
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Anexo B

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Wocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Andlise do perfil anticorpico e de citocinas
especificos a diferentes fragdes de acaros da poeira domiciliar e produgio de anticorpos monoclonais™ sob a
responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ernesto Akio Taketomi.

Nesta pesquisa, estamos buscando entender o perfil de anticorpos frente a diversas fragdes de proteinas de
diferentes espécies de dcaros da poeira domiciliar. Para isso, vocé serd submetido 4 realizacdo de teste alérgico a
aeroalérgenos para triagem dos pacientes e individuos saudiveis que participardo do estudo.

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

Durante esta pesquisa, o atendimento médico sera realizado no Ambulatério de Alergia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlindia e os exames de sangue serio realizados no Laboratorio de
Alergia e Imunologia Clinica da UFU-MG.

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

Vocé nio terd nenhum énus e ganho financeiro por participar desta pesquisa.

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

Wocé € livre para abandonar sua participagdo da pesquisa a qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Uma capia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé ou responsavel pelo
paciente.

Qualquer divida a respeito da pesquisa, vocé poderd entrar em contato com:

Dr. Emesto A, Taketomi

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

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

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

Uberléindia, de de

Assinatura
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Anexo C

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

Nome: Prontuario HC-UFU:
Data do questiondrio: ! /

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

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

{ ) Ensino Superior e/ou pos-graduagio

Questiondrio 1 (Mddulo Asma)

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

»  Sevocé responden “ndo’”, passe para a quesido nimero 7.

2) Nos ltimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito) ?
{ )Sim { ) Nio

3) Nosultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) vocé teve?
Nenhuma crise ()

4)  Nos tltimos 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 daltimos 12 (doze) meses, seu chiado foi to forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer mais de
2 palavras entre cada respiracio?
{ )Sim ( ) Nio

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

7)  Nos altimos 12 (doze) meses, vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado ou com infec¢do respiratoria?
{ )Sim ( ) Nio

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

Questionario 2 (Médulo Rinite)

» Todas as perguntas deste modulo sao sobre problemas que ocorreram quando voce nio
estava gripado ou resfriado.



2)

3)

4)

5)

6)
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Alguma vez na vida vocé teve problemas com espirros ou coriza (corrimento nasal), ou obstrugdio nasal,
quando ndo estava resfriado ou gripado?
( )Sim ( ) Nao

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

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

Em qual dos ultimos 12 (doze) meses este problema nasal ocorreu? (Por favor, marque em qual ou quais
meses i1sto ocorreu)

{ ) Janeiro { ) Maio () Setembro

{ ) Fevereiro () Junho ( ) Outubro

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

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

Nada ()
Pouco ()
Moderado ( )

Muito ()

Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( ) Sim { ) Nao



