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RESUMO - OBJETIVO. Investigar a reatividade de anticorpos séricos IgE aos antigenos
glicosilados derivados da fragdo ligante de Concanavalina A do extrato bruto de
Dermatophagoides farinae em pacientes com alergia respiratoria a acaros da poeira
domiciliar.

METODOS. Um total de 95 pacientes foi submetido ao teste cutdneo de puntura
(TCP) e divididos em grupos de acordo com o histérico clinico e reatividade cutdnea: 35
pacientes com rinite e/ou asma e TCP positivo (Grupo I), 30 pacientes portadores de
rinite e/ou asma e TCP negativo (Grupo II) e 30 individuos controles (Grupo III).
Sangue foi coletado para analise de IgE sérica especifica a alérgenos de D. farinae. O
extrato do 4caro foi fracionado por cromatografia de afinidade em coluna de
Concanavalina A-Sepharose.

RESULTADOS. Os valores de IgE especifica do Grupo I apresentaram diferenga
significativa (p < 0,0001) em relagdo aos outros grupos. Os niveis de IgE especificos
anti-Df e anti-ConA/Df mostraram uma correlag@o significativa positiva (r = 0,7334) no
Grupo 1. Ndo houve associag¢do significativa entre os valores de papula e os niveis de
IgE especificos. Entretanto, adicionalmente, observou-se uma discreta associagdo entre
maiores valores de medida da papula com maiores niveis de IgE especifica anti-Df e
anti-ConA/Df.

CONCLUSAO. Os resultados sugerem que a fragdo ConA/Df € constituida de
importantes componentes alergénicos glicosilados, uma vez que os anticorpos IgE
presentes no soro de pacientes atopicos apresentaram alta reatividade, tanto ao Df
quanto a ConA-Df. Alérgenos potencialmente glicosilados de Df podem ser

considerados como um importante fator de sensibilizagdo alergénica e ser empregados

na terapia hiposensibilizante.

UNITERMOS: Dermatophagoides farinae. Concanavalina A. Alergia. Poeira domiciliar.



SUMMARY

CONA BINDING FRACTION ISOLATED FROM DERMATOPHAGOIDES FARINAE
EXTRACT RECOGNIZED BY SPECIFIC IGE ANTIBODY IN ATOPIC PATIENTS

OBJECTIVE. Investigate the serum IgE antibody reactivity by glycosilated antigens
components of Concanavalin A binding fraction from Dermatophagoides farinae extract
in house dust mite allergic patients.

METHODS. A total of 95 patients were submitted to the skin prick test (SPT) and
divided in groups according to the clinic history and the skin reactivity: 35 patients with
rhinitis and/or asthma and positive SPT (Group 1), 30 patients with rhinitis and/or
asthma and negative SPT (Group 1I) and 30 controls subjects (Group 1I). Blood was
collected for analysis of serum D. farinae IgE. The mite extract was fractionaled by
Concanavalin A-Sepharose in affinity chromatography column.

RESULTS. The Group I specific IgE levels showed significant difference (p <
0,001) comparing to the other Groups. The levels of specific IgE anti-Df and anti-
ConA/Df revealed a positive significant correlation (r = 0,7334; p < 0,0001) in Group
L. Do not exist a significant association between the size of wheals and the levels of
specific IgE. However, in addiction, was observed that the higher wheals values showed
a discreet association comparing with the levels of specific IgE anti-Df and anti-
ConA/Df.

CONCLUSION. The results suggests that the fraction ConA/Df is constituted of
important glycosilated allergenic components, in spite of the IgE antibody present in the
serum of atopic patients showed high reactivity to Df as much as ConA-Df. Allergens

potentially glycosilated from Df can be considered as a important factor of allergenic

sensitization and potential in hiposensitization therapy.

KEYWORDS: Dermatophagoides farinae. Concanavalin A. Allergy. House dust.



INTRODUCAO

Alteragdes nos costumes e a presen¢a de moéveis e utensilios que provocam um
aumento da poluigdo doméstica t€ém contribuido para a maior prevaléncia de doengas
alérgicas. A maior permanéncia das pessoas no ambiente doméstico ou em ambientes
fechados contendo particularmente carpetes, cortinas, brinquedos de pelicia e a
presenga constante ou ndo de animais domésticos, sdo fatores que contribuem para o
aumento de alérgenos inalaveis derivados desses produtos'.

A exposi¢do de um individuo alérgico a um determinado alérgeno podera dar
origem a hipereatividade bronquica e causar asma. A resposta alérgica ocorre quando
um antigeno ativa uma resposta imune com sintese de IgE especifica, a qual
sensibilizard os mastocitos. Estes, apés um segundo contato com o antigeno, irdo liberar
mediadores pré-formados como histamina, proteases e mediadores lipidicos, como
leucotrienos e prostagladinas, produzindo uma reagdo inflamatdria aguda com sintomas
de asma ou rinite. Entretanto muitos individuos sensibilizados ndo apresentam sintomas
e possuem minima ou nenhuma hipereatividade brénquica, sob condigdes ambientais
com niveis relativamente baixos de alérgenos. Portanto, a quantidade de alérgenos
necessaria para causar hipereatividade bronquica ¢ muito variavel®. Além da exposigao,
vérios estudos tém relatado que os fatores genéticos constituem um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento da asma’. Os principais aspectos que
diferenciam a inflamag@o alérgica dos outros tipos de inflamagdo sdo a sintese de IgE,
ativagdo de mastocitos dependente de IgE e infiltragdo da mucosa bronquica com
linfocitos e eosindfilos’. O desencadeamento de uma resposta alérgica depende da
naturcza dos cstimulos antigénicos. Dentre cles, alérgenos derivados de acaros da poeira
domiciliar sdo um importante fator na indug@o da sintese de IgE.

Acaros da familia Pyroglyphidae (Dermatophagoides spp.) sdo as principais fontes
de alérgenos na poeira doméstica’. Trés espécies, D. pteronyssinus, D. farinae e D.
microceras, tém sido reconhecidas como as mais prevalentesﬁ, embora Blomia
tropicalis, em areas tropicais e subtropicais, tem sido relatada como importante fonte de
alérgeno domiciliar’. Além disso, Sopelete et al.’, em um estudo de prevaléncia de
alérgenos de acaro em amostras de poeira domiciliar de Uberlandia, MG, relatam que D.

farinae foi a espécie predominante dentre as casas analisadas, sugerindo que estudos



adicionais deveriam ser realizados em demais regides brasileiras para caracterizar a
importancia desta espécie na sensibilizagdo alergénica. Até o presente momento, mais
de quinze proteinas de D. farinae foram identificadas como alérgenos potenciais. A
maioria desses alérgenos sdo proteinas de peso molecular baixo ou glicoproteinas com
estrutura diversa e fungdes bioldgicas distintas’. Dentre eles, Kawamoto et al."’
relataram que Der f 1, Der f 7, Der f 11, Der f 15 e Der f 17 sdo alérgenos glicosilados.

O uso da lectina Concanavalina A (ConA), originaria do feijdo Canavalia
ensiformes, em fracionamento de alérgenos de acaros da poeira domiciliar ndo tem sido
muito investigado. Almeida et al.'' identificaram componentes glicosilados em extrato
de Blomia tropicalis, onde a reatividade dos anticorpos IgE de pacientes alérgicos foi
analisada por ELISA e Immunoblotting, observando-se uma correlag@o positiva entre os
niveis de anticorpos IgE e componentes ligantes de Concanavalina A.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar a reatividade de anticorpos
séricos IgE aos antigenos derivados da fragdo ligante de Concanavalina A do extrato

bruto de Dermatophagoides farinae, em pacientes com alergia a acaros da poeira

domiciliar.

METODOS

Um total de 95 individuos foi submetido ao TCP e divididos em trés grupos
distintos de acordo com o histérico clinico e reatividade cutanea ao alérgeno testado. O
Grupo I de pacientes com asma e/ou rinite alérgica e positivos ao TCP para
Dermatophagoides farinae (n = 35); o Grupo Il consistiu de pacientes com asma e/ou

rinite alérgica e negativos ao TCP a D. farinae (n = 30) e o Grupo IlI compreendeu

individuos saudéveis e negativos ao TCP (n = 30).

Sele¢do de individuos

Sessenta e cinco individuos, de ambos os sexos, com idade de 18 a 54 anos, foram
selecionados e atendidos no Ambulatério de Alergia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, mediante aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa. Todos os individuos responderam a um questiondrio clinico segundo os
critérios adotados pelo International Study of Asthma and Allergies in Childhood

(ISAAC, 1998)'%. Um total de 30 individuos controles sem histéria clinica de doenga
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atopica e negativos ao teste cutdneo a diferentes alérgenos inalaveis foram também
recrutados. Individuos que estavam em tratamento com corticoesterdides, topico ou
sistémico, ou anti-histaminicos de primeira ou segunda geragao foram excluidos do
estudo. Os pacientes assinaram um termo de consentimento, onde foram esclarecidos

sobre todos os procedimentos adotados, podendo desistir a qualquer momento, sem

acarretar prejuizo ou constrangimento.

Teste Cutdneo de Puntura (TCP)

Os pacientes foram submetidos ao TCP, segundo a técnica de Ownby”, utilizando
extratos dos dcaros Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides pteronyssinus e
Blomia tropicalis, aplicando-se uma gota do extrato alergénico sobre a pele, seguida de
uma pequena pungdo com lanceta apropriada (Aiko, Rio de Janeiro, Brasil). Como
controle positivo foi utilizada a histamina (IPI/ASAC Brasil, Sao Paulo, Brasil) e
solugdo salina como controle negativo (IPI/ASAC Brasil, Sdo Paulo, Brasil). A leitura
foi feita apds 15 minutos, através da determinagdo do valor médio da papula em sentido
ortogonal, sendo que o resultado foi considerado positivo para uma papula maior ou
igual a 3 mm que o controle negativo'*, Em paralelo, foi realizada a coleta de sangue

dos pacientes para posterior andlise in vitro dos niveis séricos de IgE especifica.

Preparagdo do extrato antigénico
A extragdo das proteinas do dcaro D. farinae foi realizada de acordo com Kummar
] 15

et al.” com modificagbes. Uma aliquota de 20 g de acaro em cultivo (cedido pelo Prof.

Dr. Federico Montealegre - Ponce University of Medicine, Porto Rico, Estados Unidos)
foi macerada em nitrogénio liquido, e adicionada de 75 mL de éter etilico, incubando-se
por 24 horas a 4°C. Apos evaporagdo total do éter, a amostra foi diluida em solugdo
salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH 7,2, (PBS) contendo inibidores de proteases
(PMSF 1 mM, Benzamidina ImM, Aprotinina 0,2 %, Leupeptina ImM - Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA) e incubada 18 horas a 4°C em agita¢do orbital. Apbs
dois ciclos de centrifugacdo a 3.000 g durante 15 minutos a 4°C e um ciclo a 30.000 g
por 45 minutos a 4°C o sobrenadante foi coletado, e dialisado contra PBS em sistema
Amicon (W.R. Grace & Co., Bervely, EUA), utilizando membrana YM10 (cuz-off 10

kDa). Ao término da concentragdo e dialise, o material retido foi considerado como o



O ensaio de cromatografia foi realizado utilizando extrato total de
Dermatophagoides farinae (Df) a concentragao protéica total de 45 mg em coluna de
afinidade de ConA - Sepharose.

A Figura | apresenta o perfil cromatografico deste ensaio. Cada tubo coletor
conteve 2 mL de amostra fracionada pela coluna, sendo estes monitorados a 280 nm. O
primeiro pico representa o Void, fragdo protéica que n@o apresentou interagdo com a
coluna. Este apresentou densidade optica (D.O.) maxima de 1,953. As amostras contidas
nos tubos de numero 1 e 2 ndo apresentaram valores de absorbancia legiveis pelo
espectrofotdmetro, portanto foram excluidas do grafico. O segundo pico representa a
fracdo ligante de ConA (ConA/Df), eluida através da adigdo de metil-a-D-
manopiranosideo. As amostras dos tubos de 1 a 13 do Void e dos tubos 42 a 54 de
ConA/Df foram misturadas e, posteriormente, dialisadas e concentradas, sendo que a
massa final obtida foi de aproximadamente 4 mg/mL para o void € 0,2 mg/mL para
ConA/Df.

A Figura 2 mostra o perfil das bandas nestas amostras com as respectivas massas
moleculares de referéncia (Mr). No extrato total (Df), foram detectadas um grande
espectro de bandas, principalmente com peso molecular estimado de 107, 92, 80, 63, 53,
34, 30, 28, 23 e 16 kDa. As principais bandas visualizadas no Void correspondem a 107,
92, 23 e 16 kDa. A ConA/Df apresentou um perfil eletroforético com bandas de 104,
77,71, 28,22, 15 e 10 kDa.

O ensaio imunenzimdtico ELISA foi utilizado para quantificar os niveis de IgE
especifica ao extrato bruto (anti-Df) e a fracdo ligante de ConA (anti-ConA/Df). A
Figura 3 representa a distribuigd@o dos niveis de IgE especifica anti-Df e anti-ConA/Df,
medidos em Indice ELISA (IE), nos trés grupos analisados. Todos os individuos do
grupo | apresentaram niveis de IgE especifica ao Df maiores ou iguais a 1,0 (IE > 1,0).
Enquanto que 32 (91,4 %) dos individuos apresentaram valores de IE positivos para a
fragdo ConA/Df. No grupo II, nenhum individuo apresentou IgE especifica anti-

ConA/Df acima do cut-off (IE = 1,0). Entretanto, 2 (6,7 %) individuos apresentaram IgE
especifica anti-Df acima deste ponto (IE = 1,2 e IE = 1,3). Todos os niveis de IgE
especifica nos individuos do grupo Il apresentaram valores de IE inferiores a 1,0. A
média geométrica dos niveis de IgE especificos anti-Df e anti-ConA/Df foram

significativamente maiores no grupo 1 (3,6 e 2,7 para anti-Df e anti-ConA/Df,



respectivamente), comparado aos demais grupos (Grupo II: 0,7 ¢ 0,8 para anti-Df ¢ anti-
ConA/Df, respectivamente; Grupo III: 0,8 para ambos), apresentando diferenga
significativa (p < 0,0001) entre os niveis de IgE especifica do Grupo I em relag@o aos
demais grupos.

A Figura 4 mostra a distribuigao dos niveis médios de IgE especificos em relagéo
aos valores das papulas nos individuos do grupo 1, divididos em classes distintas. Nao :
houve associagio significativa entre os valores de papula e os niveis de IgE especificos.
Entretanto, adicionalmente, observou-se uma discreta associag@o entre maiores valores
de medida da papula com maiores niveis de IgE especifica anti-Df e anti-ConA/Df.
Entretanto, os niveis de IgE especificos anti-Df e anti-ConA/Df mostraram uma
correlagdo significativa positiva (r = 0,7334; p < 0,0001) no Grupo I, como

demonstrado na Figura 5.

DISCUSSAO

Os 4acaros da poeira domiciliar apresentam papel importante na sensibilizagdo
alergénica, sendo considerado um dos grandes fatores de risco para desenvolvimento de
alergias respiratérias, incluindo a asma. O acaro Dermatophagoides farinae constitui
uma das principais fontes de alérgenos na poeira domiciliar na cidade de Uberlandia,
MG, como reportado por Sopelete et al.?’ Altos niveis (> 2pg de Der f 1/g de poeira)
destes alérgenos, particularmente foram encontrados nas residéncias, confirmando a sua
importéancia na sensibilizagdo alergénica por 4caros da poeira domiciliar.

O extrato alergénico € constituido de proteinas e glicoproteinas, além de outros
compostos. A concanavalina A é uma lectina ligante de manose, apresentando alta
afinidade por compostos glicosilados que contem estes sacérides. Esta lectina vem
sendo muito utilizada para isolamento de fragdo glicosilada de varios antigenos de
agentes infecciosos, tais como Almeida et al.'' Entretanto, para alérgenos de acaros da
poeira domiciliar, ha poucos relatos na literatura sobre sua aplicagdo. Em acaros da
espécie Dermatophagoides pteronyssinus, o alérgeno glicosilado Der p 4 foi purificado
em coluna de afinidade utilizando esta lectina para caracterizagdo fisico-quimica de suas
isoformas”.

Neste estudo, a concanavalina A foi utilizada para isolar alérgenos glicosilados de

D. farinae, utilizando metil-a-D-manopiranosideo como sacarideo eluente. Na analise



em SDS-PAGE, esta fragao ligante (ConA/Df) apresentou um perfil protéico de bandas
predominantemente de alto peso molecular (104, 77, 71 kDa), sendo evidenciadas
também, bandas de baixo peso (28, 22, 15 e 10 kDa). Segundo Kawamoto et al.m, as
proteinas que apresentam sitios de glicosilagdo da espécie D. farinae sio Der f 1 (25
kDa), Der f 7 (22 kDa), Der f 11 (83 kDa), Der f 15 (61 kDa) e Der f 17 (40 kDa). O
fato de algumas destas proteinas estarem presentes na fragdo ConA/Df pode sugerir que
estes compostos glicosilados apresentam afinidade pela concanavalina A e segundo
Agnes et al*’, podem ser até cem vezes mais imunogénicos do que partes ndo
glicosiladas. Desta forma, estudos posteriores visando a caracterizagdo destes
compostos glicosilados e a reatividade de células T a estes compostos devem ser
conduzidos para melhor conhecimento de suas propriedades imunogénicas.

De acordo com os resultados, os niveis de anticorpos IgE especificos a fragdo
ligante de concanavalina A (anti-ConA/Df) no soro de pacientes com alergia
respiratoria foram significativamente maiores nos pacientes do Grupo 1 comparado aos
demais grupos, como também ocorreu para IgE anti-Df. Além disso, a correlagdo
significativamente positiva entre niveis de IgE detectados pelo extrato total Df e
ConA/Df mostra que a fragdo ConA/Df é amplamente reconhecida por soros de
pacientes atopicos.

Estudos envolvendo a reatividade de anticorpos IgE a diferentes bandas de
ConA/Df, por Immunoblotting deverao ser realizados para identificagdo dos alérgenos
glicosilados imunodominantes, o que permitira esclarecer diversos aspectos quanto a
reatividade entre alérgenos ligantes de concanavalina A e anticorpos IgE, bem como seu

perfil na imunogenicidade e imunoterapia da doenga alérgica.
CONCLUSOES

Os niveis de IgE especificos a fragdo ligante de concanavalina A se correlacionaram
com os niveis destes anticorpos especificos ao extrato bruto, onde em pacientes
alérgicos a Dermatophagoides farinae estes niveis foram mais altos comparados aos
ndo alérgicos.

Alérgenos potencialmente glicosilados de Df podem ser considerados como um

importante fator de sensibiliza¢do alergénica.



A fragdo ConA/Df ¢ constituida de vdrios componentes alergénicos glicosilados,
uma vez que os anticorpos IgE presentes no soro de pacientes atdpicos apresentam alta

reatividade tanto ao Df quanto a ConA/Df.
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Tabela 1 - Resultados do Teste Cutaneo de Puntura (TCP) aos alérgeno
de Dermatophagoides farinae (Df) com ou sem reatividade aos alérgeno
de Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) e/ou Blomia tropicalis (Bt) e

65 pacientes sintomaticos.

Pacientes sintomaticos

Resultados do TCP Grupo I Grupo I1
(n =35) (n = 30)
Df + 35 -
Df +/ Dpt + 35 (100%) -
Df +/ Dpt - 0 -
Df+/Bt+ 31 (88,6%) =
Df+/Bt - 4 (11,4%) -
Df - - 30
Df -/ Dpt + - 0
Df -/ Dpt - - 30 (100%)
Df-/Bt+ - 2 (6,6%)
Df-/Bt- - 28 (93,4%)
Tamanho da papula (mm) 105+27° 4,0 +0,7°

a = média aritmética + desvio-padrio (Df)
b = média aritmética + desvio-padrio (Bt)

(+) Positivo; (-) Negativo
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Figura 1 - Perfil cromatografico do extrato total de D. farinae (Df) em
coluna de afinidade de Concanavalina A — Sepharose. O Void foi
obtido pela elui¢ao com PBS. Obteve-se o eluato ConA-Df pela adi¢do
de metil-a-D-manopiranosideo 0,2M (linha pontilhada). Volume da
coluna: 5.0 mL; amostra aplicada: 45 mg de Df em um volume de 3,0
mL.
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Figura 2 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12 %) de (a) Df, (b) Void
e (¢) ConA/Df. Coloragdo por nitrato de prata. Mr: massa molecular
de referéncia, em kDa.
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Figura 3 - Niveis de IgE especifica a alérgenos de D. farinae em
extrato bruto (Df) e em fragdo glicosilada obtida em coluna de
Concanavalina A (ConA-Df), expressos em indice ELISA (IE),
determinados nos soros de 35 pacientes do Grupo I, 30 pacientes do
Grupo II e 30 individuos do Grupo III. As barras horizontajs indicam
a meédia geométrica de cada grupo. m.g.: média geométrica. * p <
0,001.

Niveis de IgE especifica anti-Df

20 S e :
1 : * anti-Df
5 v CShE I .
° anti-ConA/Df
g‘iww =l 55
L —
Q ., =
<
S 10- :
o - :
2 ‘e
T L)
3 s . 08
e
e 0 008 a0 s
ol T %% - ~dakhar ~o0v0900—veseser— -soopevs-
mg. 36 27 07 - 08 08 08

Grupo | Grupo Il Grupo I

17



Figura 4 - Niveis de IgE especifica (IE) ao extrato bruto de D).
pteronyssinus (Df) e fragdo ligante de ConA (ConA/Df) em relagio ao
tamanho da papula (mm) em pacientes do Grupo I. As barras indicam
a média aritmética das medidas de papula e das linhas verticais
posteriores indicam o desvio-padréio.
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Figura 5 - Correlagio entre os niveis de IgE especifica a alérgenos de
extrato bruto de D. farinae (Df) e de fracdo glicosilada obtida em
coluna de Concanavalina A (ConA-Df), expressos em indice ELISA

(IE), determinados nos soros de 35 pacientes do Grupo I.
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