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Resumo

Sensibilizagdo a alérgenos domiciliares é o fator de risco mais importante
associado a asma. Em paises tropicais, Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) e
Blomia tropicalis (Bt) sdo considerados relevantes dcaros da poeira domiciliar. Este
estudo teve como objetivo avaliar a reatividade de anticorpos IgE, IgG1 e IgG4 a Bt
entre pacientes atopicos de Uberléndia, MG. Cento e dez pacientes apresentando
asma e/ou rinite alérgica (AR) e 33 individuos controles foram submetidos ao teste
cutdneo com extratos de acaros da poeira domiciliar e pungio venosa para obtengo
de soro para ELISA e /mmunoblotting. A maioria (56,4%) dos pacientes AR foi
positiva ao extrato Bt pelo teste cutdneo (grupo Bt+), embora 50,9% destes foram
reativos a ambos acaros (Bt e Dp) e 5,5% eram sensibilizados somente a Bt.
ELISA-IgE detectou 39,1% e positividade com niveis de IgE significativamente
maiores no grupo Bt+ do que nos grupos Bt- e controle. Niveis de IgG1 foram
significativamente maiores em ambos grupos (Bt+ e Bt-) do que no grupo controle.
IgG4 demonstrou diferenga significante entre os grupos Bt+ e Bt- € uma correlagio
positiva com IgE especifica. Os principais componentes alergénicos reconhecidos
pelos soros dos pacientes AR Bt+ foram as proteinas de 54, 66 e 68 kDa. Os
pacientes AR Bt+ parecem estar preferencialmente sensibilizados a componentes de
pesos moleculares mais altos em relagdo aos alérgenos de baixo peso molecular (11
— 15 kDa) predominantemente detectados em outros estudos. Proteinas ligantes de
IgG4 demonstraram estreita semelhanga com o perfil alergénico de IgE, enquanto
proteinas ligantes de IgG1, particularmente de pesos moleculares mais altos (104,
68, 66 € 54), foram fortemente reconhecidas pelos soros dos trés grupos estudados
(Bt+, Bt- e controle), sugerindo que tais componentes alergénicos poderio ser
avaliados como potenciais antigenos candidatos para estudos de exposi¢io e

sensibilizag@o alergénicas e imunoterapia.



Summary

Sensitization to indoor allergens is the most important risk factor associated
with asthma. In tropical countries, Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) and
Blomia tropicalis (Bt) are considered as clinically relevant house dust mites
(HDMs). This study aimed to evaluate the IgE, 1gG1, and IgG4 reactivity to Bt
among Brazilian atopic patients. One hundred-ten patients presenting asthma and/or
rhinitis (AR) and 33 control subjects were submitted to skin prick test (SPT) with
HDM extracts and venipuncture for ELISA and Immunoblotting. The majority
(56.4%) of AR patients had positive SPT to Bt extract (group Bt+), although 50.9%
were reactive to both mites (Bt and Dp) and 5.5% were sensitized to Bt only. IgE-
ELISA detected 39.1% positivity with significantly higher IgE levels in the group
Bt+ than the Bt— and control groups. Levels of IgG1 were significantly higher in
both Bt+ and Bt— groups than the control group. IgG4 showed significant difference
between both Bt+ and Bt— groups and a positive correlation with specific IgE. The
major allergenic components recognized by sera of Bt+ AR patients were the 54 ,
68, and 66 kDa proteins. Our Bt+ AR patients seem to be more frequently
sensitized to high molecular weight (HMW) components than to the low molecular
weight (11-15 kDa) allergens predominantly detected in other studies. IgG4-
binding proteins closely resembled the IgE allergenic profile while IgG1-binding
proteins, particularly the HMWs, were widely recognized by sera of all three
groups, suggesting that these HMW antigenic components could be evaluated as

potential candidate antigens for allergen exposure, sensitization, and

immunotherapy studies.
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1. Introducdo

1.1 Alérgenos

Qualquer substéncia capaz de induzir uma resposta imune e causar alergia é
um alérgeno em potencial. Exposi¢do a um alérgeno pode ser através de inalagio,
ingestdo, injegdo ou contato com a pele ou mucosas (TERR, 1997a).

Sensibilizagdo a um determinado alérgeno arﬁbiental ¢ o resultado de uma
complexa inter-relagdo das propriedades fisicas e quimicas de um dado alérgeno,
do modo e da quantidade de exposigdo, bem como dos fatores genéticos proprios
do individuo exposto (TERR, 1997b).

Muitos alérgenos, por si s6 sdo fortes imundgenos, apresentando pesos
moleculares acima de 10 kDa. Outros, porém, de pesos moleculares entre 1 e 6 kDa
podem ou ndo ser imundgenos e, os abaixo de 1 kDa geralmente nio sio
imunogénicos. Essas moléculas de baixo peso molecular sio denominadas
haptenos, e quando ligadas a moléculas maiores, chamadas carreadoras, passam a
desempenhar papel imunogénico (BENJAMINI; LESKOWITZ, 1983).

Geralmente, de acordo com a natureza quimica, as proteinas sdo
imunogenos eficazes, porém, varidvel conforme o peso molecular, configuragio
espacial da molécula, dose e via de entrada no organismo. Frequentémente,
alérgenos sdo proteinas (geralmente glicoproteinas) ou haptenos que podem ligar-se
a proteinas.

Mais importante, contudo, é a substincia ser reconhecida como estranha. O
sistema imune normalmente discrimina entre proprio e ndo proprio, tanto que

somente moléculas estranhas ao organismo sio imunogénicas (PARSLOW, 1997).
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Os alérgenos sdo nomeados de acordo com um guia publicado em 1994 pela
“World Health Organization / International Union of Immunologic Sciences /
Allergen Nomenclature Sub-committee” (KING et al., 1995). O nome incorpora as
trés primeiras letras do género e a primeira letra da espécie a partir da qual o
alérgeno € derivado (ou as duas primeiras para evitar ambiguidade), mais um
numeral arabico (o qual pode ser usado para denotar alérgenos homélogos
estruturalmehte, porém de espécies diferentes). Por exemplo, alérgenos
estruturalmente similares (antigenos do grupo 5) derivados de dois géneros de
acaros diferentes (Blomia tropicalis e Dermatophagoides pleronyssinus) sio
designados Blo t 5 e Der p 5, respectivamente.

Aeroalérgenos, alérgenos transportados pelo ar, frequentemente estio

associados a particulas (graos de polen, fezes de acaros, secrecBes animais), e s3o

comumente subdivididos em “indoor” (démiciliares) e “outdoor” (ao ar livre). Sdo
proteinas, relativamente pequenas, altamente soliveis em meio aquoso, o que
permitem se dispersarem no muco e outros fluidos corporais (GALLI; LANTZ,
1999).

A poeira domiciliar consiste de particulas em suspensdo de fontes organicas
e inorgénicas. Segundo Seltzer (1994), a poeira doméstica é uma mistura de fibras
vegetais, fibras de carpetes, particulas de moveis estofados, areia, terra, pecas do
vestuario, descamago humana, restos alimentares, residuos quimicos e produtos de
varios microorganismos (bactérias, virus e fungos) e macroorganismos (animais

domésticos, insetos e aracnideos).
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1.2. Acaros da poeira domiciliar

Bogdanov, em 1864, descreveu dois exemplares de acaros, de ambos os
sexos, isolados de peles curtidas, aos quais denominou Dermatophagoides,
nomeando assim o género. Apos essa primeira descrigdo, Trouessart, em 1897,
descreveu a espécie Dermatophagoides pteronyssinus, com detalhes técnicos,
consagrando assim a denominagdo final da espécie, que significa em grego
“comedor de pele sem asas” (BAGGIO et al., 1989).

Desde entdo, varios estudos, realizados em diversas partes do mundo tém‘
comprovado a hip6tese da exposigdo alergénica a acaros como fator decisivo para a
sensibiliza¢do de individuos susceptiveis (SPORIK et al.,, 1990; ARRUDA et al.,
1991; TUNNICLIFFE et al., 1999).

Alérgenos derivados de acaros da poeira domiciliar tém sido reconhecidos
como uma importante causa na indugfio da sintese de IgE e Dermatophagoides spp.
(familia Pyroglyphidae} constituem a fauna predominante na poeira domiciliar do
mundo todo. A vigilancia sanitiria americana revelou em 1992 que, além de D.
pleronyssinus e D. farinae, as espécies mais comuns de 4caros na fauna da poeira
domiciliar foram Blomia tropicalis e Euroglyplus maynei. Em regibes tropicais e
subtropicais, alérgenos produzidos por Blomia tropicalis sdo importantes causas da
sensibilizagdo mediada por IgE entre pacientes com asma e rinite alérgica. Estas
regides incluem alguns estados dos Estados Unidos (Tampa, FL; New Orleans, LA;
Memphis-TN; Galveston, TX; Delray Beach e San Diego, CA), América Central e
do Sul, Hong Kong, Japdo, Taiwan, India, Espanha, Egito e Nigéria (ARRUDA,
CHAPMAN, 1992).

Em 1993, um estudo multicéntriéo por meio de testes alérgicos realizados

nos paises da América Latina, incluindo o Brasil, Venezuela e Colombia,
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confirmou a alta prevaléncia de sensibilizagdo a acaros, notavelmente Blomia

tropicalis, em pacientes portadores de asma (FERNANDEZ-CALDAS et al., 1993).

1.2.1. Blomia tropicalis

Blomia tropicalis foi primeiramente descrito por Van Bronswijk et al,
(1973), sendo inicialmente registrado como 4caro de estocagem. E um 4caro
pequeno, medindo 230 a 465 um, de forma globular, pertencente a familia

Glycyphagidae e distingue-se facilmente de outros acaros da poeira domiciliar por

apresentar um aspecto semelhante ao porco espinho, com longas antenas que saem

do seu corpo (Figura 1).

Figura 1: Eletronmicrografia de varredura de Blomia tropicalis, gentilmente cedida pelo

Dr. Enrique Fernandez-Caldas, University of South Florida, Tampa, FL.
Adaptado por Arruda ; Chapman. Experimental ; Applied Acarology 16: 129-140, 1992.
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Classificagfo taxondmica resumida de B. tropicalis segundo Colloff (1998):
Reino: Metazoa
Filo: Artropodea
Classe: Arachnida
Ordem: Acarina
Familia: Glycyphagidae
Género: Blomia

Espécie: B. tropicalis

1.2.2. Alérgenos de B. tropicalis

Ao longo da década passada, os avangos da biologia molecular
proporcionaram  através de técnicas como a clonagem molecular, o
desenvolvimento de alérgenos puros e quimicamente bem definidos, tornando-os

importantes ferramentas no diagndstico e na imunoterapia.

Até 1997, somente trés alérgenos de B. tropicalis haviam sido clonados e
caracterizados quanto as suas func¢Ges alergénicas. Estes alérgenos incluem o Blo t
5, o primeiro alérgeno de B. tropicalis a ser clonado, possui cerca de 40% de
homologia na seqiiéncia de aminoacidos ao Der p 5, um alérgeno de 14 kDa de D.
pleronyssinus. A prevaléncia de anticorpos IgE a Blo t 5 recombinante entre
pacientes asmaticos foi de 45% (ARRUDA et al, 1995; CARABALLO et al,,
1996); o Blo t 13 (previamente denominado Blo t 6) de peso moleular de 14,8 kDa,
demonstrou baixa frequéncia (11%) de réatividade com IgE de soros de pacientes
alérgicos B. tropicalis e 42% de identidade com a Sm14, uma proteina ligante de

acidos graxos (FABP) de Schistosoma mansoni, (CARABALLO et al., 1997); e o
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Blo t 12 (previamente conhecido como Blo t 11a) cujo recombinante tBlo t 11a
possui peso molecular de 14,2 kDa e demonstrou 50% de reatividade com IgE de
soros de pacientes alérgicos a B. tropicalis (PUERTA et al., 1996).

Assim, os alérgenos de Blomia tropicalis até entdo reportados sio proteinas
de baixo peso molecular (14 — 15 kDa). Entretanto, recentemente, Ramos et al.
(2001) identificaram o Blo t 11, um alérgeno cuja sequéncia priméria possui 90%
de homologia com o Der f 11, uma paramiosina de D. farinae de 98 kDa. O
alérgeno recombinante produzido (rBlo t 11) demonstrou 52% de reatividade com
IgE de soros.de pacientes asmaticos reaﬁvos pelo teste cutineo ao extrato de 5.

tropicalis (RAMOS et al., 2001).

1.3. Exposi¢io e sensibilizagiio alergénicas

Os estilos de vida tém sofrido dramatica mudanga durante os ultimos 30
anos. Atualmente, a maioria dos individuos permanece até 20 horas em ambientes
internos "domiciliares" (no interior de casas e estabelecimentos) (PLATTS-MILLS,
1994). Com este novo estilo de vida, muitas alteragdes tém ocorrido nos diferentes
ambientes, ocasionadas pelo aumento da temperatura ambiental, diminuicio da
ventilagdo, utilizagdo de carpetes e tapetes, presenga de objetos decorativos que
retém a poeira bem como a utilizagdo de condicionadores de ar. Todos estes fatores
podem ocasionar aumento na quantidade de substancias estranhas ou alérgenos que
circulam nos ambientes de casa ou do trabalho e subseqiientemente sio inalados
pelos seus usuarios. Conseqiientemente, estas alteragdes ambientais tém contribuido
grandemente para aumentar a prevaléncia tanto da sensibilizagdo alergénica como
de doengas alérgicas respiratorias (asma e rinite). O aumento da prevaléncia destas

doengas esta associado com o alto grau de sensibilizagdo a alérgenos domiciliares,
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Acredita-se que a exposicdio alerggnica exerga trés importantes papéis no
desenvolvimento da alergia respiratoria; (a) a exposi¢io a um dado alérgeno,
particularmente na infancia, induzir4 em jndividuos geneticamente susceptiveis, o
desenvolvimento de hipersensibilidade mediada por IgE; (b) em individuos
susceptivels, a exposigdo continua ao alérgeno leva a hipersensibilidade das vias
aéreas; e (c) muitos dos pacientes com hiperreatividade bronquica tém ataques
recorrentes de obstrugdo aérea, que podem ser desencadeados por miltiplos fatores,
como ar frio, fumaga de cigarro (passivo), estresse e variagdes diuturnas (PLATTS-
MILLS et al., 1984).

Iniciando-se com o estudo de Smith et al. (1969), tem-se evidenciado que a
sensibilizagdo a acaros da poeira domiciliar esta fortemente associada com asma em
criangas de idade escolar. Vinte anos mais tarde, um estudo prospectivo realizado
na Nova Zelandia (clima extremamente (imido) demonstrou que pela idade de 13
anos, 30% das crian¢as eram alérgicas a dcaros da poeira domiciliar e o risco
relativo de ser alérgeno-especifico para zsma neste grupo foi de 6,7 (SEARS et al.,
1989). Portanto, a sensibilizagfo a acaros da poeira domiciliar é um importante

fator de risco para o desenvolvimento da asma bronquica (PLATTS-MILLS;

CHAPMAN, 1987).

1.4. Atopia

Atopia refere-se a predisposi¢iio genética a responder imunologicamente a
varios alérgenos de ocorréncia natural quando inalados ou ingeridos, com uma
continua produgdo de imunoglobulina E (IgE) (TERR, 1997b). O estado atdpico é
reconhecido por testes cutaneos, presenca de IgE alérgeno-especifica, elevagdo dos

niveis de IgE sérica total e presenga de eosinofilos no sangue (COOKSON, 1999).
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O termo atopia foi primeiramente empregado por Coca; Cooke em 1923

para descrever um grupo de doengas que apresentavam, em comum, Um mecanismo
fisiopatolégico envolvendo reagBes de hipersensibilidade do tipo I onde os

individuos apresentavam testes cutdneos positivos para aeroalérgenos e historia

familiar de asma e/ou rinite ¢/ou dermatite atopica (ROITT et al., 1998).

Asma e rinite alérgicas sdo as manifestagdes mais comuns de doenga clinica
ap0s exposicdo a alérgenos do meio ambiente, enquanto dermatite atdpica é menos
frequente. Duas ou mais formas clinicas de atopia podem coexistir no mesmo
paciente e a0 mesmo tempo, ou em diferentes tempos no cursd da doenga. A atopia

pode ainda ser assintomética (TERR, 1997b).

1.5. Asma 1

A primeira referéncia 4 asma como uma doenga é atribuida a Moses

Maimonides em seu “Treatise on Asthma”, do século XII (MAIMONIDES apud

KALINER; McFADEN, 1988). Em 1662, Van Helmont reconheceu a sensibilidade i
das vias aéreas dos asmaticos a estimulos ambientais, como poeira e alimentos, a

asma induzida emocionalmente e os efeitos do clima e do tempo (KALINER;

MCcFADEN, 1988). Entretanto, como uma entidade clinica distinta, a asma somente

foi definida em 1868 por Henry Hyde Salter que também a classificou como
intrinseca e extrinseca (KALINER; McFADEN, 1988).

Como uma sindrome clinica das- vias aéreas, a asma é caracterizada por‘
obstrugdo re\}érsivel (ou n#o) do fluxo aéreo, espontaneamente ou com tratamento;
inflamacfo da mucosa; hiperreatividade bronquica a estimulos variados; episddios

recorrentes de sibilincia, dispnéia, opressdo torédcica e tosse, particularmente & noite

e pela manha ao acordar (GRAUNDENZ et al., 1999).
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Como uma doenga multifatorial, a asma estd associada com fatores
familiares, infecciosos, alergénicos, sécio-econdmicos e ambientais (MANNINO
et al., 1998). Contudo, a maioria dos casos de asma alérgica ocorre em individuos

que exibem resposta de hipersensibilidade a alérgenos ambientais definidos

(EVANS, 1993; GOLDSTEIN et al., 1994).

1.5.1. Classificac¢io

Para fins didaticos, a asma pode ser classificada de acordo com a presenga
ou auséncia de atopia.

A asma alérgica também ¢ conhecida como asma atGpica, imunolégica ou
asma extrinseca. Os pacientes geralmente apresentam historia familiar de atopia e
desenvolvem doenga nos primeiros anos de vida. Outras manifestagdes de atopia,
como rinite alérgica e eczema, podem coexistir. Os ataques de asma ocorrem
durante ou apos a exposi¢do a alérgenos dependendo da sensibilidade alérgenica
particular de cada paciente. Testes cutineos positivos sdo caracterizados pela
presenga de papula e eritema, a concentragfio de IgE sérica total frequentemente
esta elevada, porém em alguns casos pode apresentar-se normal (TERR, 1997b).

A asrﬁa ndo alérgica também ¢ conhecida como idiopatica ou asma
intrinseca. A obstrugdo brdnquica recorrente ou cronica ndo esta relacionada a
exposicdo a alérgenos. Caracteristicamente, ¢ desencadeada por‘exercicios fisicos,
infecgBes e outros fatores nio relacionados & presenca de IgE especifica a um

determinado antigeno. Testes cutdneos sdo negativos para os alérgenos usuais

Nio ha historia pessoal ou familiar de doenga alérgica (COCHRANE; REES

1995).
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Geralmente aparece na infancia, podendo em alguns casos ocorrer durante a vida
adulta, usualmente apés uma infecgdo respiratoria. A concentragdo de IgE sérica
total é normal, contudo, eosinofilia sariguinea e no escarro pode ser encontrada
(TERR, 1997b).

De acordo com Platts-Mills et al. (1995b), os casos de asma ndo alérgica

representam menos de 2% dos asmaticos ou menos de 0,2% da populagdo em

geral pertencem a essa categoria.

1.6. Rinite alérgica

Assim como na asma, a rinite alérgica decorre de uma resposta de
hipersensibilidade a alérgenos mediada‘por anticorpos IgE. Os alérgenos mais
comuns envolvidos incluem poélens, pélos de animais, acaros da poeira domiciliar,
esporos de fungos e particulas de insetos (NACLERIO, 1995).

A rinite alérgica é caracterizada por um amplo quadro clinico com sintomas
variando de congestdo nasal, espirros, coriza, edema, irritagdo e prurido nasais, a
observagio de vias aéreas superiores desobstruidas, secas e de aspecto
aparentemente normal. O desenvolvimento dessas condi¢des nasais cronicas ou
recorrentes pode resultar em complicagégs como sinusites, otites ou pdlipos nasais
(LIERL, 1995).

Qutro aspecto importante na rinite alérgica é a predisposigdo genética.
Segundo Lierl (1995), criangas cujos pais possuem historia de asma e/ou rinite, tém
70% de chance de desenvolver uma dessas condigdes, enquanto aquelas onde
somente um dos pais possui tais doengas as chances sdo em torno de 50%.

A rinite alérgica é uma doenga que acomete mais de 30 milhes de

americanos sem discriminar sexo, idade, raga ou condi¢dio socio-econdnomica
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Ocupa o sexto lugar no ranking das doengas crdnicas mais prevalentes entre a
populagdo americana, que gasta anualmente, bilhdes de dolares para o tratamento

da rinite (NACLERIO, 1995).

1.7. O sistema imune e a resposta alérgica

O desencadeamento de uma resposta alérgica depende da natureza do
estimulo antigénico e de varias etapas da resposta imunitaria do hospedeiro. O
processamento do alérgeno pela célula apresentadora de antigeno (APC) resulta na
formagdo de peptideos que sdo apresentados ao receptor da célula T (TCR) CD4"
em associagdo com moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe II (MARONE, 1998). O reconhecimento do conjunto peptideo/MHC
I, por parte de uma célula T (CD4") com receptor especifico (TCR) para o
alérgeno, reforgcado pela ligagdo das moléculas co-estimulatorias B7-2 (CD86) e
CD23, leva a ‘ativacpﬁo da célula Th (T “helper” ou T auxiliadora) primaria.

O sistema imune caracteriza-se por apresentar pelo menos dois tipos
distintos de células T “helper”, Thl ¢ Th2.

O fenotipo Thl primariamente € responsavel pela imunidade a bactérias
intracelulares, protozoarios, virus e produz IFN-y e TNF-. Uma resposta imune
tipica de células Thl especificas € caracterizada por respostas cutineas de
hipersensibilidade tardia e ativagdo de linfocitos B produtores de anticorpos IgG.

O fendtipo Th2 esta associado com respostas imunes a alérgenos e
helmintos. A célula Th2 ativada expressa ligante de CD40 e secreta IL-4, IL-5, IL-
10 e IL-13, citocinas que auxiliam as células B a produzirem anticorpos IgE e IgG4

(Slunt et al., 1996). Além disso, IL-3, IL-5 e GM-CSF secretadas pelas células Th2
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ativadas ativam eosinéfilos, basofilos e mastocitos (GALLI; LANTZ, 1999). A IL-
4 estimula a expressio de VCAM-1 (molécula-1 de adesdo celular vascular) nas
células endoteliais, resultando em aumento da ligag@o dos linfocitos, mondcitos e
especialmente eosinofilos (ABBAS et al.,, 1998). A IL-5 é um importante fator de
crescimento seletivo para diferenciagdo terminal, ativagdo e manuten¢do dos
eosinofilos nos tecidos, possivelmente inibindo a sua apoptose (Bousquet et al,
2000).

Entretanto, a presen¢a de IFN-y, produzido por células Thl inibe a sintese
de IgE pelas células B (HOWARTH, 1998). Uma variedade de outras citocinas e
fatores tém sido implicados na modulagio da sintese de IgE. IFN-y, IFN-o, TNF-f3,
IL-8, IL-10 tém sido mostrados como inibidores da sintese de IgE em algumas
circunstincias, enquanto que sua estimulagdo com IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13,

TNF-o tém sido observada (WORM ; HENZ, 1997).

Eotaxina é o fator quimiotitico mais estreitamente associado com a
inflamacdo alérgica (GALLL, LANTZ, 1999). Eotaxina € uma quimiocina (citocina
quimiotatica) consistindo de uma grande familia de citocinas, estruturalmente
homoélogas, que compartitham a capacidade de estimular o movimento leucocitario
(quimiocinesé) e dirigido (quimiotaxia) (ABBAS et al., 1998). MCP-1 (“monocyte
chemoattractant protein” — 1), -2 e —4, MIP-law (“macrophage inflammatory
protein” - lot) sdo indutoras da liberagdo de histamina de basofilos humanos. A
eotaxina 2 induz a quimiotaxia de eosinofilos e basofilos e a liberagfo de histamina
e leucotrieno C4 (LTC4) em basofilos primarios. CCR3 € o receptor para eotaxina e
outras quimiocinas do tipo CC (familias de quimiocinas com 2 residuos de cisteina

adjacentes), presente em linfocitos Th2, eosinofilos e basofilos e esta implicado na
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migragdo dessas células para o sitio inflamatério (MARONE, 1998). Atualmente,
admite-se que parte das diferengas funcionais entre Thl e Th2 decorra de diferentes
receptores para quimiocinas, o que permite diferentes rotas e padrdes de migrac3o.
CCR3 ¢é um importante receptor de fatores quimiotaticos para células Th2 e sua

expressdo possibilita diferenciar as células Th2 das outras células T (SALLUSTO

et al., 1998).

1.7.1. Fisiopatologia

Mastécitos e basofilos expressam receptor de alta afinidade para o
fragmento cristalizavel das moléculas de IgE (FceRI). Mais recentemente
descobriu-se que outros tipos celulares como monocitos (MAURER et al., 1994),
células dendriticas circulantes (MAURER et al., 1996), células de Langerhans

(WANG et al, 1992) e eosindfilos (GOUNNI et al.,, 1994) também expressam

receptor FceRI.

A ligagio de um antigeno a moléculas de IgE da superficie de
mastocitos/basofilos gera despolarizagdo da membrana celular, influxo de Ca™

R : : . ++ . . )
extracelular e posterior liberagdo de Ca" intracelular, culminando com a ativagio

de enzimas como miosina quinase e a fosfolipase A2, além da queda dos niveis

intracelulares de AMP ciclico (ROITT et al., 1998).

A exocitose de histamina e outros mediadores pré-formados promove
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatagio, edema e contragdo de

musculos lisos, fendmenos esses responsaveis pelas manifestagdes das reagdes de
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hipersensibilidade do tipo I ou imediata, ocorrendo nos primeiros 30 minutos apos a

exposi¢do alergénica (TERR, 1997a).

Nas doze horas que se sucedem, ocorre uma progressiva infiltragio tecidual
de células inflamatorias, como neutrofilos, eosinodfilos e células mononucleares em
resposta a mediadores quimicos (TERR, 1997a). Nos mastécitos, o resultado da
ativagdo € a produgdo de mediadores lipidicos, como prostaglandinas D2 (PGD,) ou
leucotrienos (LTCs, LTD4 € LTB4) € a produgéo de granulos secretores (ABBAS et
al,, 1998). Os principais mediadores da resposta tardia na hipersensibilidade
imediata sdo as citocinas do tipo Th2 (IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13), os quimiotaticos

celulares e as moléculas de adesdo (GALLI; LANTZ, 1999).

1.8. Imunoterapia

Na atualidade, o tratamento hipdssensibilizante de pacientes com alergia
respiratoria é realizado na pratica clinica do mundo inteiro com exirato bruto de
alérgenos, os quais produzem efeitos colaterais freqiientes e intensos devido a
indugdo tanto de agdes desejaveis (resposta protetora, Th1) como também de ag¢des
indesejaveis (resposta alérgica, Th2).

Durante a imunoterapia (IT) convencional, as concentragdes séricas de IgE
alérgeno-especificas aumentam inicialmente e a seguir, de modo lento e gradativo
diminuem e atingem niveis minimos ao longo dos meses (LICHTENSTEIN et al.,
1973).

Dois modos de agdo opostos foram atribuidos a IgG na alergia do tipo
imediato. Uma pequena parte da IgG pode ter propriedades anafilaticas, apesar de

nio atribuir-se tais propriedades a IgG4. Além disso, as IgG1 e IgG3 alérgeno
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especificas e ndo a IgG4, induzem a degranulagdo do eosinofilo por meio do
receptor FcyRII (KANCKO et al., 1995).

Os anticorpos IgG induzidos pela IT podem atuar como bloqueadores de
alérgenos. Essas observagdes sugerem a chamada teoria do “anticorpo bloqueador”
que postula a competigdo entre IgG e IgE na ligagdo com alérgenos, bloqueando
dessa forma a ativagdo de mastocitos dependentes de IgE (STAR ; WEINSTOCK,

1970; GOLDEN et al.,1982).

As subclasses de IgG podem ter efeitos diferentes sobre a resposta alérgica.

Muitos estudos demonstraram que a IT induz aumentos marcantes dos niveis de

IgG alérgeno-especifica, particularmente IgG1 e IgG4. Os niveis basais de
anticorpos IgG1, mas ndo os de 1gG4, foram preditivos para o desenvolvimento da
resposta tardia apds a provocagao com o alérgeno. O papel da IgG, em particular a
secrecdo de anticorpos nos tecidos ou mucosas, requer mais estudos (Bousquet et
al., 2000).

Varios pesquisadores tém atribuido uma atividade protetora as subclasses de

IgG, principalmente IgG4, que € produzida como resultado de uma longa exposi¢do

antigénica e atuaria como um fator inibitorio da reagdo de hipersensibilidade

mediada por IgE. Desta forma, acredita-se que IgG4 poderia neutralizar o antigeno

ou bloquear o anticorpo, melhorando, deste modo, a fungdo da imunoterapia (Mori

et at., 2001).
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2. Objetivos

D)

2)

3)

. ou concomita

Avaliar a sensibilizagdo alergénica ao acaro Blomia tropicalis, individualmente

ntemente a Dermatophagoides pteronyssinus, por intermédio da

determinag@o dos niveis de IgE especifica a B. tropicalis por ELISA, em

pacientes com asma e/ou rinite alérgica de Uberlandia, MG.

ade de anticorpos IgG PAN e subclasses IgG1 e IgG4

Avaliar o perfil de reativid

especificas a B. tropicalis determinados por ELISA, em soros de pacientes

asmaticos e/ou com rinite e individuos controles nao atopicos.

Identificar as proteinas derivadas de B. tropicalis ligantes de anticorpos IgE,

1gG1 ou IgG#4 por meio de immunoblotting.
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3. Material e Métodos

3.1. Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado sem restricdes junto ao Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), 6rgdo do Conselho Nacional de Satde, subordinado ao Ministério da Satde,
que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos.

A concordincia em participar da pesquisa era confirmada pela assinatura de
um termo de consentimento (Anexo 1), estando os individuos cientes de todas as
etapas de seu desenvolvimento. Em seguida, os individuos respondiam a uma breve

ficha de identificagdo e a um questiondrio para maior conhecimento da sua histéria

clinica (Anexo 2).

3.2. Selegio dos pacientes e individuos controles

Foram selecionados 110 pacientes atopicos, com idade variando de 18 a 60
anos, de ambos 0s sexos, com historia clinica de sintomas de asma e/ou rinite
alérgica (atual ou pregressa), residentes na cidade de Uberlandia, MG.

Todos os pacientes convocados foram atendidos na Unidade de Pesquisa em
Alergia e Imunologia Clinica da Disciplina de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UFU e relacionados para o estudo por meio de levantamento dos
prontuarios da Divisio de Arquivos Médicos (DIAME) do Hospital de Clinicas da
UFU, no periodo de margo a novembro de 2000, obedecendo aos critérios
estabelecidos pelo “National Asthma Education Program” (SLY, 1997).

O grupo de individuos controles, denominados ndo atdpicos, consistiu de 33

individuos sem sintomas ou histérico clinico de doengas alérgicas, especialmente




Material e Métodos

18

asma e/ou rinite, negativos aos testes cutdneos de hipersensibilidade imediata para
os extratos brutos de Blomia tropicalis (Bt) e Dermatophagoides pteronyssinus
(Dp). Estes individuos, selecionados entre margo e novembro de 2000, consistiram
de alunos dos cursos de graduagdo e pds-graduagdo, professores e funcionarios da

UFU e de membros da populagdo de Uberlandia.

Todos os individuos foram submetidos aos seguintes critérios de exclusio
da pesquisa:
1) Individuos com idade inferior a 18 anos e superior a 60 ands;
2) Individuos em uso de drogas, por via oral ou topica, anterior ao teste, conforme

indicado abaixo:

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

(BERNSTEIN; STORMS, 1995),

Corticosteréides sistémicos, por tempo prolongado (> 20 mg/dia de
prednisona ou equivalente por mais de 7 dias) (SLOTT ; ZWEIMAN,
1974);

Corticosterdides topicos na 2* a 3* semanas anteriores ao teste cutdneo na
area de realizacdo do procedimento (PIPKORN et al., 1989);

3) Presenga de lesoes dermatologicas na area de realizagio do teste cutineo;

4) Recusa em participar do estudo.

3.3. Teste Cutineo de Hipersensibilidade Imediata

A hipersensibilidade imediata foi determinada através do método de
unctura. As concentragdes dos extratos alergénicos para a realizagdo do teste

p
foram aquelas indicadas pelo fabricante, segundo normas internacionais (“Bayer

Corporation", Spokane, Washington, EUA).
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Para a realizagdo do teste foram utilizados extratos alergénicos glicerinados
padronizados de B. tropicalis (2 mg/mL; “University of South Florida”, Tampa,
Florida, EUA) e D. pteronyssinus (10.000 AU/mL; BAYER CO., EUA).

Realizou-se a anti-sepsia da face interna do antebrago com alcool a 70% e
em seguida depositou-se 10 pL de cada extrato, mantendo-se uma distancia de 3 cm
um do outro. Sobre a gota depositada, fez-se a punctura com auxilio de uma lanceta
de metal estéril (BAYER CO., EUA).

As papulas foram medidas em milimetros com uma régua especifica

graduada em milimetros (MORROW DISPOSABLE/SKIN TEST NEEDLE
ALLER GUARD®) nos seus dois didmetros perpendiculares e o critério de

positividade foi definido por uma papula com didmetro médio > 3 mm apés 15

minutos da realizag@o do teste.

Em todos os testes, o controle positivo foi realizado com cloridrato de

histamina (10 mg/mL) (BAYER CO, EUA) diluido em solugdo salina fisiologica

com glicerol a 50%, sendo que esta solugdo também foi utilizada como controle

negativo da reagao (SQUILLACE et al., 1997).

Uma vez realizado o teste cutdneo de hipersensibilidade imediata, os
>

pacientes foram classificados em grupos e subgrupos da seguinte forma:

Grupo Bt+, pacientes atopicos reativos ao extrato de B. fropicalis;

Grupo Bt-, pacientes atOpicos ndo reativos ao extrato de B. fropicalis;

e Subgrupo Bt+/Dp+, pacientes atOpicos reativos a ambos extratos de B

tropicalis e D. pleronyssinus;

Subgrupo Bt+/Dp-, pacientes atopicos reativos ao extrato de B. #ropicalis e ndo

reativos ao extrato de D. pleronyssinus;
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e Subgrupo Bt-/Dp+, pacientes atopicos ndo reativos ao extrato de B. tropicalis e
reativos ao extrato de D. pteronyssinus,

e Subgrupo Bt-/Dp-, pacientes atdpicos ndo reativos a ambos extratos de B.
tropicalis e D. pteronyssinus;

e Grupo controle, individuos nfio atdpicos e ndo reativos a ambos extratos de B.

tropicalis e D. pteronyssinus;

3.4. Coleta de sangue

As amostras de sangue de todos os individuos, atopicos e ndo atdpicos,

foram obtidas na mesma ocasido da realizagdo dos testes cutdneos de punctura,

utilizando-se tubos de 13 mL e agulhas 25 x 8 mm (VACUTAINER® -
PRECISION GLIDE/BECTON DICKSON VACUTAINER SYSTEMS, Franklin
Lakes, NJ, EUA) para pungdo venosa na regido do antebrago. Apés a formagdo do
coagulo, os tubos foram centrifugados a 800 g por 10 minutos. Os soros obtidos

foram aliquotados e estocados a ~20 °C até a realizagdo dos testes sorologicos.

3.5. Preparacao dos Extratos Antigénicos

Extratos de Bt e Dp foram obiidos a partir de cultivo dos acaros B. tropicalis
e D. pteronyssinus gentilmente cedidos pelo Dr. Federico Montealegre (“Ponce
School of Medicine” — Ponce, Porto Rico, EUA).

Aproximadamente 200 g do cultivo de 4caros foram peneirados
(GRANUTEST-TELASTEM PENEIRAS PARA ANALISE LTDA, ABNT 35,
abertura em mm = 0,50 / TYLER 32) para separar os corpos e fezes dos acaros do
restante do material de cultivo. Apds a separagdo, dez gramas de p6d contendo

acaros foram misturadas a 50 mL de solugdo salina tamponada com borato (BBS)
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0,1M pH 8,0 adicionada a um tablete de inibidores de proteases (COMPLETE™

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim, Alemanha). Essa mistura foi exaustivamente

macerada com nitrogénio liquido, sendo entdo distribuida em tubos conicos de 50
mL e submetida a extragdo durante 18 horas a 4 °C sob agitagdo. Em seguida, o
material foi centrifugado por duas vezes a 3000 g, a 4 °C por 15 minutos e o
sobrenadante foi novamente centrifugado-a 30.000 g a 4 °C durante 45 minutos.

O extrato antigénico total (sobrenadante final) obtido foi submetido a
didlise (SPECTRA/POR® MWCO: 6-8.000; SPECTRUM MEDICAL
INDUSTRIES INC”., Houston, TX, EUA) contra solugdo salina tamponada com

fosfatos 0,01M pH 7,2 (PBS) a 4 °C por 20 horas com pelo menos trés trocas

diarias.
Com o intuito de eliminar agregados produzidos durante o processo de

dialise uma nova centrifugagio foi realizada a 10.000 g a 4 °C por 30 minutos.

Os extratos foram aliquotados em volumes de um mL e estocados a -70 °C.

3.6. Determinagiio da concentragio protéica dos extratos alergénicos

A concentragio protéica dos extratos alergénicos foi determinada segundo o

método de Bradford (1976), utilizando soroalbumina bovina como padrio protéico

para a curva de calibrag@o.

3.7. ELISA para detecgiio de IgE especifica a Blomia tropicalis

Testes imunoenzimaticos (ELISA) para a detecgdo de anticorpos IgE anti-B.

fropicalis em amostras de soros de pacientes atopicos e ndo atdpicos foram




Material e Métodos 22

realizados segundo técnica de ELISA convencional descrita por Silva et al., 2001

com algumas modificagses.

Placas de microtitulagdo de alta afinidade, com 96 pogos (CORNING
LABORATORIES INC., New York, NY, EUA) foram sensibilizadas com o extrato
total de B. tropicalis & concentragfio de 10 pg/mL em um Volurhe de 50 pL/pogo,
diluido em tampdo carbonato 0,06M pH 9,6 por 18 horas a 4 °C. Em seguida, as

placas foram lavadas com PBS adicionado de Tween 20 (“Polyoxyethylene-

sorbitan monolaurate” - SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis — MO, EUA) a 0,05%
(PBS-T) e bloqueadas com 200 uL/pogo de solugdo de PBS-T acrescido de 1% de

soroalbumina bovina (BSA; SIGMA) (PBS-T-BSA) por uma hora a temperatura

ambiente.

Nas etapas subsequentes, solugdo de PBS-T-BSA foi utilizada como

diluente e as placas foram lavadas com PBS-T apos cada etapa da reagéo.

As amostras de soros foram diluidas a 1:2 e incubadas a 37 °C por duas

horas em camara umida. Em todas as placas foram realizados controles da reagio

consistindo de um controle do soro, onde apenas diluente foi adicionado e trés soros

controles negativos. Subseqiientemente, adicionou-se o anticorpo secundério anti-

IgE-humana"biotinilada (KIRKEGAARD E PERRY LABORATORIES INC,,

Gaithersburg, Maryland, EUA) na diluigdo de 1:500. As placas foram incubadas

por uma hora a 37 °C. Em seguida, o conjugado estreptavidina-peroxidase

(SIGMA) foi adicionado as placas na diluigdo de 1:500 e incubado durante 30

minutos & temperatura ambiente.

Apos o ultimo ciclo de lavagens, adicionou-se o substrato enzimatico

consistindo de solugdo de 2,2'-diazino do 4cido etilbenzotiazolino sulfénico
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(ABTS; SIGMA) a 0,0IM em tampdo citrato-fosfato 0,07M, .pH 4,2 contendo

0,03% 4gua oxigenada (H202; SIGMA).

Os valores da densidade optica (DO) foram determinados em leitor de

ELISA (TITERTEK MULTISKAN PLUS MKII, FLOW LABORATORIES

McLean, VA, EUA) a 405 nm.

Os titulos de IgE foram expressos arbitrariamente como indice ELISA (IE)
de acordo com a seguinte formula proposta por Nahm et al. (1998):

IE = DO amostra ™ DO diluente / DO negativo — DO diluente

DO .mostra: densidade Optica média obtida de cada amostra de soro
DO jegativo: densidade Optica média obtida de soros controles negativos
DO giente: densidade Optica média obtida de diluente (controle sem soro)

O ponto de corte dos indices ELISA (IE) foi calculado a partir da média dos

indices ELISA obtidos dos soros de individuos controles acrescida de (3) trés

desvios padroes.

3.8. ELISA para detecgiio de IgG PAN, IgGl e IgG4 especificas a Blomia

tropicalis
Placas de microtitulagdo de alta afinidade (CORNING LABORATORIES

INC., New York, NY, EUA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4 °C com o
extrato total de B. tropicalis (10 pg/mL). As placas foram lavadas com PBS-T e

bloqueadas com PBS-T-BSA por uma hora a temperatura ambiente. Nas etapas
subseqiientes, foi usado PBS-T-BSA como diluente e as placas foram lavadas com

PBS-T apos cada etapa da reagdo. As amostras de soros foram diluidas 1:10 (IgG

pan) e 1:5 (IgGl e IgG4) e incubadas a 37 °C por uma hora em cémara Gimida.

T
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Em todas as placas foram realizadas curvas controles consistindo de
diluicdes duplas seriadas de um soro (individuo G.A.0.S.) arbitrariamente

designado como contendo 1000 U/mL de IgG pan, IgG1 e IgG4 especificas a B

tropicalis.

Subseqiientemente, foram incubados os respectivos anticorpos secundarios
consistindo de anti-IgG humana peroxidase (1:1000), anti-IgG1 humana biotinilada
(1:200) e anti-IgG4 humana biotinilada (1:1000) (SIGMA) por uma hora a 37 °C.
Na etapa final, o conjugado estreptavidina-peroxidase foi adicionado na diluigdo de
1:500 (para as placas de IgGl e IgG4) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

A reacdo foi revelada por meio da adigio de 2,2-diazino do 4cido
etilbenzotiazolino sulfonico (ABTS; SIGMA) a 0,01M em tampio citrato-fosfato

0,07M, pH 4,2 contendo 0,03% agua oxigenada (H202; SIGMA).

A leitura foi realizada a 405 nm em leitor de ELISA (TITERTEK
MULTISKAN PLUS MKII, FLOW LABORATORIES, McLean, VA, EUA).

Os resultados foram expressos em unidades/mL (U/mL) calculadas de
acordo com as curvas controles anteriormente referidas. O limiar de sensibilidade

de cada reacdo foi calculado pela média obtida dos limites de sensibilidade de cada

curva para IgG PAN e subclasses IgGl e IgG4.

3.9, Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) de Inibicio Competitiva

A especificidade antigénica do ELISA para IgE, IgG1 e IgG4 foi avaliada
utilizaﬁdo um ensaio de inibigdo competitiva como descrito por Smith et al. (1998),
Foram realizadas diluigdes duplas seriadas de 100 a 1 x 107" pg/mL dos extratos de
Bt e Dp ou toxdide tetanico (TT, controle negativo) em solugao diluente de PBS-T-

BSA. Cada diluigdo dos antigenos foi misturada 1:1 com uma diluigdo (1:5) de um
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soro predeterminado e entdo incubadas por 18 horas a 4 °C. O soro incubado

somente com diluente foi utilizado como controle positivo.

Em seguida, as misturas antigenos-soro foram testadas por ELISAs para
IgE, IgG1 e IgG4 como descrito anteriormente. Os resultados foram expressos em
porcentagens de inibigdo da reagio em relagdo a auséncia do antigeno inibidor e

calculados como se segue: [1,0 — (DO amostra / DO controle positivo)] x 100,

3.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE)

Para evidenciar os principais componentes antigénicos do extrato total de B.
tropicalis foi empregada a técnica de eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
a 12 % (SDS-PAGE), em condigOes desnaturantes e ndo redutoras segundo
Laemmli (1970).

Para © gel de separagdo, foi utilizado: Tris-HCl (Hydromethyl
aminomethane, SIGMA) a 0,375 M, pH 88; SDS a 0,1%; EDTA (Acido
etilenodiamino-tetra-acético, QUIMIBRAS IND. QUiMICA AS, Rio de Janeiro,
RJ) a 2 mM; solugdo de acrilamida a 29% e bis-acrilamida a 1% (PHARMACIA-
LKB, Uppsala, Suécia); Temed (N,N,N,N-tetrametil-aminometano, PHARMACIA-
LKB) a 0,125% e PSA (Persulfato de amonio, PHARMACIA-LKB) a 0,125%.

Para o gel de empilhamento, foi utilizado: Tris-HCI a 0,125 M, pH 6,8;
SDS a 0,1%; EDTA a 2 mM; solugdo de acrilamida/bis-acrilamida a 5%; Temed a

0,125% e APS a 0,125%.
O tampdo eletrodo ou de corrida (pH 8,3) consistiu de glicina (SIGMA) a

0,19 M, Tris 2 0,025 M, SDS 2 0,075% ¢ EDTA a 1,95 M.
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As amostras foram diluidas em 10% de Tampdo de Amostra (Tris-HCl
0,1IM pH 6.8, SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2%, glicerol a 20%) (SIGMA) e

submetidas a aquecimento a 100 °C em banho-maria durante 5 minutos.

Em seguida 200uL da amostra foram aplicados no gel paralelamente aos
seguintes padrdes de peso molecular: fosforilase b (97 kDa), soro albumina bovina
(67 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36 kDa),
anidrase carbdnica (29kDa) e o-lactalbumina (14 kDa) (SIGMA) para todas as

eletroforeses. A migragdo das proteinas foi realizada em corrente de 20 mA e

voltagem de 100V (SISTEMA LKB PHARMACIA, Uppsala, Suécia) por

aproximadamente uma hora e trinta minutos.

Para evidenciar a migragdo das proteinas, utilizou-se a coloragdo com
nitrato de prata, segundo o método de Friedman (1982), no qual os polipeptideos se

destacam em tons de amarelo a ferrugem.

3.11. “Immunoblotting” para detecgiio de IgE, IgGl e IgG4 anti-Blomia

tropicalis

Imediatamente apés a separagdo eletroforética, os componentes protéicos

foram transferidos para membranas de nitrocelulose (0,45 pm, MILLIPORE,

Bedford, Mass., EUA) embebidas em tampéo de transferéncia (glicina a 0,04 M,
tris a 0,05 M, SDS a 0,04 % e metanol a 20%) utilizando sistema semi-umido de
transferéncia (MULTIPHOR 1T ELECTROPHORESIS UNIT, PHARMACIA LKB,
Uppsala, Suécia) conforme a técnica descrita por Towbin et al. (1979). A corrente

utilizada foi de 0,8 mA por cm? do gel durante 2 h. O sucesso da transferéncia foj
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confirmado pela visualizag8io das fra¢des pré-coradas do padrido de peso molecular

sobre a membrana de nitrocelulose.

As membranas eletrotransferidas foram cortadas em tiras de 0,3 cm de
largura e acondicionadas em placas adequadas para “immunoblotting” e bloqueadas
em solugdo de PBS-T a 0,05 % acrescida de leite desnatado (MOLICO, NESTLE,
Sdo Paulo, Brasil) a 5% por 2 horas a temperatura ambiente, para bloquear sitios
inespecificos ligantes de proteinas.

Os procedimentos de lavagens das tiras de nitrocelulose, realizados apos
cada etapa da reagio, consistiram de 6 ciclos de 5 minutos com solu¢do de PBS-T.

Subsequientemente, as tiras foram incubadas com amostras de soros diluidas
em solugdo de PBS-T acrescida de leite désnatado a 1% (PBS-TM), em dilui¢Ges de
1:2 para IgE e 1:10 para IgG1 e IgG4 por 24 h a 4 °C sob agitagéo lenta.

Em seguida, as tiras foram incubadas com anticorpos secundarios anti-IgE
humana biotinilada (1:500), anti-IgG1 humana biotinilada (1:250) e anti-IgG4
humana biotinilada (1:500) diluidos em PBS-TM por 18 h a4 °C.

Apo6s novas lavagens, as tiras foram incubadas com o conjugado
estreptavidina-peroxidase diluido a 1:500 em PBS-TM por 2 h a temperatura
ambiente. Posteriormente as lavagens finais, as bandas protéicas foram visualizadas
pela adicdo do substrato enzimatico 3,3’ — tetrahidrocloreto de diaminobenzidina
(SIGMA FAST™ -DAB-PEROXIDASE TABLET).

Como controle da reacdo, foram omitidos, em duas tiras de nitrocelulose
para cada placa, anticorpos primarios ou secundarios, i.e., substituindo-os somente
pelo diluente PBS-TM.

Visualizadas as bandas protéicas, interrompeu-se a reagdo com lavagens em

agua destilada. Os pesos moleculares aparentes das mesmas foram estimados por
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regressdo linear, segundo o padrdo de peso molecular de referéncia, a partir de
3

calculo da mobilidade relativa (Rf).

3.12. Analise Estatistica

Para todos os calculos estatisticos, o “software GraphPad Prism” versdo 3.0
(GRAPHPAD SOFTWARE, INC.) foi utilizado.

Anélise estatistica consistiu na determinagdo de médias geométricas (mg)
dos niveis de anticorpos especificos a B. fropicalis e as diferengas entre as médias
foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de “Mann-Whitney”.

A correlagdo entre os niveis de IgE e IgG ou subclasses (IgG1 e IgG4)
especificos a B. tropicalis foi determinada nos soros de pacientes reativos ao teste
cutaneo (Btt) e ELISA-IgE positivos. Os coeficientes de correlagio foram
determinados utilizando-se os testes de correlagdo de “Pearson” para IgG1 e IgG4,

ou “Spearman” para IgG, visto que 0s dados assumiram distribui¢do Gaussiana e

nio Gaussiana, respectivamente.

As freqiiéncias das bandas antigénicas reconhecidas por diferentes classes
ou subclasses de anticorpos séricos foram submetidas a analises comparativas entre

duas proporgdes pela estatistica Z.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos

3.13. Normas de biosseguranga

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biologicos e dos
reagentes bem como as utilizagdes de equipamentos foram realizadas de acordo

com as normas de biosseguranga (CHAVES-BORGES; MINEO, 1997).
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4. Resultados

4.1.Teste Cutaneo

Um total de 143 individuos (110 atépicos e 33 individuos saudaveis) foi
submetido ao teste cutdneo de hipersensibilidade imediata. Nenhum dos individuos

ndo atdpicos (grupo controle) demonstrou reagdo positiva aos extratos de acaros

testados (Bt e Dp).

Os resultados do teste cutdneo para B. tropicalis e D. pteronyssinus nos 110

pacientes atopicos estao sumarizados na Tabela 1.

Sessenta e dois (56,4%) pacientes foram reativos ao extrato de B. fropicalis

pelo TC (Bt+), dos quais 56 (50,9%) apresentaram, concomitantemente, reatividade

cutinea a ambas espécies de acaros (Bt e Dp) e somente 6 (5,5%) individuos foram

positivos a um tinico 4caro (Bt) individualmente.

Por outro lado, dos 48 (43,6%) pacientes negativos ao extrato de B.

tropicalis pelo TC (Bt-), 14 ( 12,7%) foram reativos somente a D. pteronyssinus

(Bt-/Dp+) € 34 (30,9%) demonstraram nenhuma reatividade a ambos acaros (Bt-

/Dp-).
cutineo de hipersensibilidade imediata (TC) a B. tropicalis

Tabela 1. Resultados do teste ‘ ibi
) em 110 pacientes atopicos.

(Bt) ¢/ou D. pteronyssinus (Dp

Numero (%)

Resultados TC

Bt+/Dp-

Bt-/Dp +
Bt-/Dp-

34 (30,9)

(+): Positivo; (-): Negativo
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4.2. Concentragiio protéica dos extratos alergénicos

A concentraggo protéica do extrato Bt foi de 1.800 ng/mL e do extrato Dp

de 2.300 pg/mL, determinadas segundc o método de Bradford (1976).

4.3. Niveis de IgE especifica a B. tropicalis

A Figura 2 mostra os niveis de IgE especifica a B. Iropicalis expressos em
indice ELISA (IE) em soros de pacientes atopicos e individuos controles segundo a
reatividade cutinea aos acaros.

Dos 62 pacientes reativos a Blomia tropicalis (grupo Bt+) pelo teste
cutaneo, 39 (62,9%) soros foram ELISA-IE positivos (IE > 5,0). Em contraste,
dentre 48 pacientes ndo reativos a Bt pelo teste cutineo (grupo Bt-), 44 (91,6%)
soros apresentaram IE abaixo do ponto de corte (IE < 5,0) contra 4 (8,3%) soros
positivos para ELISA-IgE. Além disso, os 33 soros de individuos nio atopicos
(grupo controle) foram considerados negativos para ELISA-IgE (IE < 5,0), como
demonstrado na Figura 2A. As médias geométricas dos niveis de ELISA-IgE a B.
tropicalis foram significativamente maiores no grupo Bt+ (IE = 11) quando
comparada ao grupo Bt — (IE = 0,9) ou a0 grupo controle (IE = 0,8) (p < 0,0001).

Niveis de ELISA-IgE especifica a B. tropicalis em soros de pacientes
atopicos de acordo com a reatividade cutinea a duas espécies de acaros (Bt e Dp),
individualmente ou concomitantemente, estio ilustrados na Figura 2B,

De 36 pacientes reativos a ambas espécies (Bt+/Dp+), 37 (66,1%) soros
apresentaram niveis de ELISA-IgE a Blomia acima do ponto de corte. Em
contraste, nos 6 pacientes com rea:ividade cutinea somente para Bt (grupo

Bt+/Dp), dois (33,3%) soros foram positivos para ELISA-IgE.

e W N

w0 . mw em x xem




Resultados 31

*
A 1 1
*
) 1
1000~
Aa
ai
=y 1004 . At
L—q/ Aad
.2 TN v
=3 Adlas
8 AAAAA‘A:
S 10 R oy
S B o= Ty 6o -
] oY) o
o sakad Ty %0000005°
E 1- Aart M 1A4 000000
< a vv':;vv o
= 00
1) vy oo
L] Yy fa)
0.1 AA YYyvvvvy 00000
0.01-
Bt+ Bt- C
Positividade (%) 62,9 8,3 0,0
B
1000
AA
A
i a
& 100 N
ot aad
4 a ‘: v
;3 A:AAA
= Aad™ 44
E AAd
& 10 “T""_MA 4 v
5 [ T A o — !-:—'- ———————————— —t5s———
v [
! ta,, - e— °
,i_e At:AA 'V¥;;;v ng oooo og
= 14 it an y 0000060
< A v, Yy — v o
Yy vV
o) M ; °%0
Ll v v =]
0.1 A A Yvvyy vV 00000
0.01-
Bt+/Dp+  Bt+/Dp-  Bt-/Dp-  Be-/Dp+ c
Positividadc‘(%) 66,1 333 8,8 7,1 0,0

Figura 2: Niveis séricos de IgE anti-B. tropicalis determinados em indice ELISA (IE) nos grupos ¢
subgrupos de pacientes ¢ individuos controles de acordo com a reatividade cutdnea a B. tropicalis
(Bt) e/ou D. pteronyssinus (Dp). (A) Pacientes com teste cutineo positivo a Bt (Bt+, n = 62) e teste
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acaros (Bt-/Dp-, n = 34) e individuos controles (C, n = 33). A linha pontilhada indica o ponto de
corte da reagfio (IE = 5,0). As barras horizontais representam as médias geométricas obtidas para

cada grupo. * p < 0,0001.
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Entre os pacientes com TC negativo a Bt, somente um (7,1%) do grupo Bt-

/Dp+ (n = 14) e 3 (8,8%) do grupo Bt—/Dp— (n = 34), apresentaram niveis de IgE

especifica a Bt acima do ponto de corte (IE > 5,0). As médias geométricas dos

niveis de IgE especifica (IE) a Bt nos diferentes grupos (Bt+/Dp+ = 12; Bt+/ Dp- =

2.9, Bt—/Dp+ = 0,7; Bt-/Dp— = 1,0; Controle = 0,8) nfo mostraram diferengas

estatisticamente significativas (p > 0,05).

4.4. Niveis de IgG PAN, [gG1 e IgG4 especificos a Blomia tropicalis

A Figura 3 mostra 08 resultados de ELISA obtidos na determinac¢do dos

niveis de IgG PAN (Fig. 3A), IgG1 (Fig. 3B) e 1gG4 (Fig. 3C) especificas a Blomia

tropicalis.

As médias dos limites de sensibilidade de cada analise foram 0,8 U/mL para

IgG PAN, 5,0 U/mL para IgGl e 10,0 U/mL para IgG4.

Como demonstrado na Figura 3A, os pacientes atopicos reativos a Bt pelo

teste cutineo (Bt+) tiveram niveis de IgG PAN especifica (595 U/mL)

comparados aos soros de individuos controles

signiﬁcativamente maiores quando

ndo atopicos (330 U/ml) (p < 0,05). Em contraste, pacientes nio reativos a Bt pelo

teste cutaneo (Bt—) nao mostraram diferenca significativa para os niveis de IgG

PAN (440 U/mL) em relagdo aos pacientes Bt+ e aos individuos controles (p >

0,05).

Entretanto, niveis de JgG1 especifica a Bt (Fig. 2B) ndo mostraram

diferengas sig‘niﬁcativas entre os grupos de pacientes atopicos Bt+ (52U/mL) e

porém, foram significativamente mais altos do que aqueles

os controles (29 U/mL) (p < 0,005).

Bt— (43 U/mb),

encontrados nos soros dos individu
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Por outro lado, as médias dos niveis de IgG4 especifica a Bt (Fig. 3C)
encontradas no grupo Bt+ (131 U/mL) foram significativamente superiores a
aquelas obtidas para os grupos Bt— (101 U/mL) e controle (72 U/mL) (p < 0,005).
Além disso, os pacientes do grupo Bt— apresentaram niveis de IgG4
significativamente maiores do que os individuos controles (p < 0,0001).

Como ilustrado na Figura 4 (4A, 4B, 4C),o0s niveis de ELISA-IgG PAN,
“IgG1 e -IgG4 especificas a B. tropicalis em soros de pacientes atopicos de acordo

com a reatividade cutinea a duas espécies de acaros (Bt e Dp), individualmente ou

concomitantemente, nao demonstraram diferencas significativas entre os grupos

(p< 0,05).

4.5. Correlagfo entre os niveis de IgE e IgG PAN, IgG1 ou IgG4 anti-B.

tropicalis
A correlagio entre os niveis de IgE e IgG PAN ou subclasses IgG1 e IgG4

anti-B. tropicalis foi analisada em soros de pacientes com reatividade cutinea ao

extrato Bt (grupo Btt) e com ELISA-IgE positivo. Como demonstrado na Figura

5C, uma importante correlagdo positiva (r = 0,5521; p < 0,0005) foi encontrada

somente entre os anticorpos IgE e IgG4 anti-B. tropicalis.

-
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Figura 4: Niveis séricos de anticorpos IgG PAN (A), IgGl (B) ¢ IgG4 (C) anti-B. tropicalis
determinados por ELISA e expressos em unidades por mililitro (U/mL) nos subgrupos de pacientes
¢ individuos controles de acordo com a reatividade cutinea a B. tropicalis (Bt) e/ou D.
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unico acaro individualmente; Bt-/Dp- (n = 34) pacientes com teste cutdneo negativo a ambos
acaros; C (n = 33) individuos controles. A linha pontilhada indica a média do limite de detecgdo de
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4.6. Especificidade do ELISA para IgE, IgG1 e IgG4 anti-Blomia tropicalis
A especificidade do ELISA para IgE, IgG1 e IgG4 anti-Blomia tropicalis foi
demonstrada através de testes de inibigdo competitiva utilizando extratos soluveis

de Bt ou Dp ou toxoide tetdnico (TT) como antigeno irrelevante (Fig.6). Todos os

trés ensaios para IgE, IgG1 e IgG4 foram inibidos de forma dose-dependente com
concentragbes crescentes do extrato solavel Bt. Entretanto, a especificidade do

ELISA foi confirmada somente para IgGl, uma vez que os extratos Dp ou TT

apresentaram inibi¢ao irrelevante (Fig. 6B).

Reatividade cruzada com extrato de Dp foi observada no ELISA para IgE

especifica (Fig. 6A) somente quando alta concentragdo do inibidor (100 pg/mL do

extrato Dp soltivel) foi utilizada.

Por outro lado, ELISA para IgG4 especifica demonstrou curvas de inibigdo
paralelas quando foram utilizados ambos os extratos Bt e Dp mesmo em

baixissimas concentragdes dos antigenos inibidores (Fig.6C).

4.7. Resposta de IgE, IgGl e IgG4 aos componentes alergénicos de B. tropicalis
Os componentes protéicos do extrato Bt separados por SDS-PAGE e

corados por nitrato de prata estdo ilustrados na figura 7.

Um amplo espectro de fragdes protéicas fo1 visualizado no extrato Bt, com
massas moleculares relativas variando de 14 a 104 kDa.

Para determinar a resposta de anticorpos IgE, IgGl e IgG4 por
“immunoblotting”, foram selecionados soros de 49 pacientes atdpicos reativos a B.
tropicalis pelo teste cutdneo (Bt+), 23 soros de pacientes atopicos ndo reativos a Bt

pelo teste cutaneo (Bt-) e 22 soros, de individuos saudaveis (grupo controle).
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Figura 6: Espccificidade do ELISA para os anticorpos IeE (A), IgG1 (B) ¢ IgG4 (C) anti-B.
tropicalis utilizando ensaios de inibigdo competitiva. Ext'ratos de B. tropicalis (Bt) e D.
ativo) foram submetidos a diluigSes

pteronyssinus (Dp) ou toxoide tetanico (TT, controle neg
duplas seriadas de 100 a 1 x10-'% pg/mL em solugio diluente de PBS-T-BSA ¢ incubados com um

soro pré-determinado. As misturas antigenos-soro foram anal'isadas nos ELISAs para IgE, IgGl ¢
IgG4 anti-B. tropicalis. O soro incubado somente com diluente foi utilizado como controle
positivo, Porcentagem de inibigdo foi calculada a partir da seguinte formula: [1,0 ~ (DO amostra /

DO controle positivo)] x 100.
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Trés “immunoblots” representativos para cada classe e subclasse de

anticorpos nos diferentes grupos de individuos estao ilustrados na figura 7.

SDS-PAGE Immunoblotting
kDa
g8 = —104
66 —68/66
—54
VT J—
—81
29
—25
—23
20—
14 ~44

IeE IeGl IgGd Ighh 1gGl IeG4 IeE TGl IgG4
Bt + Bt - Controle D

Figura 7: Perfis eletroforético (SDS-PAGE) e antigénico (“mmunoblotting”) do extrato de B.
tropicalis. Trés “immunoblotts” representativos para cada grupo de pacientes (Bt+, Bt- e Controle)
de acordo com a reatividade dos anticorpos IgE, IgGl e 1gG4 a B. tropicalis. D representa o
controle da reacdo somente com diluente. Os padrdes de peso molecular (kDa) estdo indicados a
esquerda.

4.8. Frequéncia dos componentes antigénicos derivados de B. tropicalis
As frequéncias dos componentes antigénicos reconhecidos pelos anticorpos
IgE, IgG1 e IgG4 estdo demonstrados nas figuras 8A, 8B e 8C respectivamente.
Entre 49 soros de pacientes do grupo Bt+ selecionados para detecgdo das
proteinas ligantes de IgE por meio de “immunoblotting” (IB-IgE), 33 amostras

foram positivas para ELISA-IgE, e 30 destas mostraram reatividade a diversos

componentes antigénicos de B. tropicalis, enquanto nenhuma proteina ligante de

IgE foi demonstrada nos 16 soros negativos em ELISA-IgE.
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Em contraste, dos 23 soros de pacientes do grupo Bt-, trés foram positivos e
20 negativos em ELISA-IgE, com alguma reatividade sendo detectada em dois
soros positivos e nenhuma reatividade em soros ndo reativos por IB-IgE

Todos os 22 soros dos individuos controles foram negativos para ELISA-

IgE e IB-IgE.

Deste modo, as frequéncias dos componentes antigénicos de B. tropicalis
reconhecidos por IgE, IgGl e IgG4 através de “immunoblotting”, foram
determinadas somente entre oS sorbs que apresentaram, respectivamente, IgE, IgG1
e [gG4 positivos no teste ELISA, nos diferentes grupos (Bt+, Bt- e controle).

Como demonstrado na figura 84, os principais componentes alergénicos

reconhecidos por anticorpos IgE presentes nos Soros de pacientes do grupo Bt+,
foram as proteinas de 54, 68, 66 e 104 kDa, em ordem decrescente de frequéncia.

Diferencas estatisticamente significativas foram observadas somente para as trés

primeiras bandas anteriormente referidas quando comparadas ao grupo controle (p
< 0,001). Além disso, 0 alérgeno de 14 kDa também foi detectado exclusivamente
em menor frequéncia e sem diferenga significativa entre

neste grupo (Bt+), embora

os grupos. As proteinas de 104, 68 e 23 kDa também foram reconhecidas por soros

de pacientes negativos ao teste cutdneo (grupo Bt-), porém positivos ao ELISA-IgE.

Anticorpos 1gG4 reconheceram componentes antigénicos semelhantemente

ao perfil reconhecido por IgE, embora em frequencias mais baixas. A proteina de

54 kDa foi a mais frequente no grupo Bt+, com diferenga estatisticamente

significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05), seguida das proteinas de 31,

63. 66 ¢ 14 kDa. Somente o componente de 31 kDa foi detectado no grupo controle,

embora em baixa frequéncia (4,5%) (Figura 8C).
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Por outro lado, observou-se um largo espectro de componentes antigénicos
derivados de B. tropicalis ligantes de IgG1, como demonstrado na Figura 8B, com
diversas bandas antigénicas sendo reconhecidas em altas frequéncias entre os
diferentes grupos. Novamente, os quatro componentes antigénicos (104, 68, 66 e 54
kDa), anteriormente mencionados como ligantes de IgE e IgG4 foram também

reconhecidos nas mais altas freqiéncias como proteinas ligantes de IgG1.
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5. Discussdo

Nesse estudo, foram analisados varios aspectos referentes a resposta de
anticorpos especificos IgE, IgG1 e IgG4 contra o acaro da poeira domiciliar Blomia

tropicalis em pacientes portadores de asma e/ou rinite alérgica e em individuos nio

atépicos. A maioria (56,4%) dos pacientes atopicos apresentou reatividade cutéinea

a0 extrato Bt, embora 50,9% destes demonstraram teste cutdneo positivo a ambos
acaros (B. tropicalis e D. pleronyssinus) e somente 5,5% foram positivos a B.
tropicalis individualmente. Esta sensibilizagdo concorrente tem dificultado a

avaliacio do papel de B. tropicalis para estes pacientes, particularmente em regides

onde as duas espécies dos acaros referidos tém sido encontradas. De acordo com os

nossos estudos prévios (MEDEIROS Jr. et al., 2002), um grande nimero do 4caro

B. tropicalis tem sido encontrado nas amostras de poeira domiciliar das areas urbana

e rural de Salvador, BA, contrastando aos niveis baixissimos ou até mesmo

t 5 determinado pelo ELISA sandwich

indetectaveis do alérgeno Blo

(LUCZYNSKA et al, 1989). Este fato sugere que outros componentes alergénicos

importantes, derivados do extrato de B. tropicalis poderiam estar presentes e ser
que a senstbilidade do teste ELISA

reconhecidos por soros de pacientes atopicos, ou

elhor avaliada em ensaios futuros

para medir o alérgeno Blo t 5 deve ser m

(MEDEIROS Jr. et al., 2002).
o lado, os resultados do ELISA-IgE mostraram uma positividade

Por outr
menor entre os pacientes atopicos (43/110; 39,1%) em relagdo aos resultados do

ando 62,9% de positividade para IgE entre o grupo de pacientes

teste cutaneo, revel
Bt+ e 8.3% entre 0 grupo de pacientes Bt-. Estes resultados discordantes podem ser
5 0




44

Discusséo

explicados pelo emprego de diferentes métodos na avaliagdo da sensibilizagfo, isto
é o teste cutineo de hipersensibilidade imediata determina a presenga de IgE
especifica ligada aos receptores Fc da superficie de mastocitos, enquanto o ELISA-

IgE detecta a presenca de anticorpos IgE especificos circulantes (DAHL et al,,

1996). Entretanto, os resultados do ELISA-IgE permitiram verificar que os niveis
séricos de IgE especifica presentes nos sSOros dos pacientes atdpicos Bt+ foram

significativamente maiores que aqueles -encontrados nos soros dos pacientes

atopicos Bt- € individuos controles, sugerindo que ELISA-IgE poderia ser

considerado como uma ferramenta adicional na avaliagdo da sensibilizagio a B.

tropicalis em pacientes portadores de alergia respiratoria, especialmente asma e/ou

rinite.

Além disso, ELISA-IgE demonstrou ser um teste relativamente especifico

quanto a possiveis reagdes cruzadas com  extrato Dp, exceto para altas

con
Adicionalmente, dos 4 pacientes que foram positivos no ELISA-IgE no grupo Bt-,

trés deles também possuiam teste cutdneo negativo para o extrato Dp, refor¢ando

a especificidade do ELISA-IgE. Assim, Arruda et al. (1997), tem

de reatividade cruzada de B. fropicalis com D.

assim,

demonstrado haver 33%

pleronyssinus € 43% de homologia na sequencia primaria entre os alérgenos Blo t 5

e Der p 5, sugerindo que varias proteinas de B. tropicalis ligantes de IgE poderiam
ser parcialmente inibidas por D. pteronyssinus. Adicionalmente, Tsai et al. (1998),

evidenciaram, através de cesultados de inibigdo por immunoblotting, a existéncia de
2

reatividade cruzada de anticorpos IgE entre B. tropicalis e D. pleronyssinus.

Contudo, dois principais componentes alergénicos de B. tropicalis (14,3 e 27,3 kDa)

centragdes deste extrato, COmo demonstrado nos ensaios de inibigdo competitiva.
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n . 5 usenCla de i vV i
J

cruzada com tais componentes dos extr indica que B
atos Bt e Dp, indi ‘
» q . tropicalis '
possui
i

alérgenos espécie-especificos relevantes. Recentemente, Chew et al. (19
’ . 99),

utilizando estudos de inibigdo com 2 metodologia FAST (Fluo
rescent

Allergosorbent Test) € imunoeletroforese enzimatica cruzada, confirmar
> am que

alérgenos de B. tropicalis sio diferentes e que possuem reatividade cruzada bai
aixa a

moderada com alérgenos de D. pteronyssinus. Avaliando conjuntamente, est
, estes

dados indicam que B. #ropicalis pode exercer um papel importante na patogénese d
se da

asma e rinite em nossos pacientes, € queé alérgenos de Bt deverdo ser incluid
0S no

diagnostico e condutas terapéuticas de pacientes atopicos da nossa regido
a

No pregénte estudo, foram detectados anticorpos IgG e as subclasses IgG1 e
IgG4 especificas a B. tropicalis nos trés grupos estudados (Bt+, Bt- e controle)
indicando que estes individuos foram expostos a estimulos antigénicos repetitivos
por alérgenos de Bt por tempo prolongado. Entretanto, niveis de IgG PAN

especificos a B. tropicalis foram significativamente superiores nos pacientes d
0

o Bt+ do que nos individuos controles.

grup
de IgGl contra B.  tropicalis  foram

Adicionalmente, niveis

significativamente mais altos em ambos grupos de pacientes atopicos (Bt+ e Bt-)

quando comparados a0 grupo controle, porém, nenhuma diferenca significativa foi

cientes atopicos.

encontrada entre 0s pa
Em contraste, niveis de IgG4 anti-B. tropicalis mostraram diferenca
significativa entre ambos grupos Bt+ € Bt- de pacientes atopicos e também quando
comparados aos individuos controles. Estes resultados indicam que anticorpos IgG4
cem discriminar entre pacientes atopicos com

especificos a B. tropicalis pare
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resultados positivo (Bt+) e negativo (Bt-) ao teste cutdneo, o que também foi

reforcado pela significante correlagdo encontrada entre anticorpos IgE e IgG4 anti-

B. tropicalis nos soros de n0ssos pacientes atopicos Bt+.

Por outro lado, anticorpos IgGl anti-B. fropicalis foram incapazes de

demonstrar tal distingdo de reatividade entre os grupos estudados. Esses resultados

estio em concordancia com os dados de outros autores que encontraram uma forte

correlagio entre anticorpos IgE e IgG4 anti_— D. pteronyssinus em pacientes atopicos

(MERRET et al., 1984), sugerindo que a subclasse IgG4 poderia atuar mais como

um anticorpo anafilatico e amplificador da reagdo alérgica, do que como um

anticorpo bloqueador.

Curiosamente, o teste ELISA para detecgdo de IgG1 mostrou ser altamente

especifico para B. tropicalis enquanto 0 ELISA-IgG4 revelou uma marcante

reatividade cruzada com D. pteronyssinus, sugerindo assim, que estas duas

subclasses de anticorpos poderiam estar reconhecendo epitopos diferentes na mesma

fragdo protéica.
Nesse estudo, o extrato total Bt revelou um perfil eletroforético com mais de

20 proteinas apos a coloragdo por nitrato de prata. Destas, pelo menos 11 diferentes
proteinas ligantes de IgE com pesos moleculares variando de 14 a 104 kDa foram

detectadas por immunoblotting utilizando soros de pacientes atopicos positivos tanto

a0 teste cutaneo quanto ao ELISA-IgE. Nossos resultados estdo de acordo com os

achados de Tsai et al. (1998), que relataram 14 proteinas de B. tropicalis ligantes de
izando um sistema de revelagdo com

IgE detectadas por immunoblotting, util

susbstrato cromogeno similar ao nosso. Por outro lado, outros pesquisadores tém
identificado 21 diferentes proteinas ligantes de IgE detectadas através de
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radioimunoeletroforese cruzada (ARLIAN et al., 1993) e 25 antigenos detectados

por immunoblotting utilizando analise de autoradiografia (CARABALLO et al

1994) no extrato total de Bt. Estes resultados divergentes podem ser devido a menor

sensibilidade dos métodos de revelagio do immunoblotting por nés empregados

visto que ndo utilizamos isotopos radioativos.

A proteina de 54 kDa foi o principal componente alergénico reconhecido em

mais de 70% dos soros dos pacientes atopicos positivos no teste cutineo e no

ELISA-IgE, embora outros dois componentes alergénicos, 68 e 66 kDa, também

tenham sido detectados em frequiéncias significativamente maiores em relagdo ao

grupo controle.
Recentemente, Ramos €t al. (2001), identificaram pela primeira vez um

alérgeno de B. tropicalis de alto peso molecular (Blo t 11), uma proteina de 98 kDa
com 52% de reatividade com IgE de soros de pacientes atopicos, contrastando com

os resultados de outros dois grupos de pesquisadores (TSAI et al, 1998 e
CARABALLO et al., 1994), que tém considerado como principais alérgenos, as

inas de 14,3 € 11-13 kDa respectivamente. Assim sendo, nossos resultados

prote
demonstram que OS pacientes deste estudo parecem estar preferencialmente
sensibilizados a componentes alergénicos de pesos moleculares maiores. Portanto,

essas trés fragdes alergénicas

ra propostas diagnésticas em pacientes atopicos.

avaliadas pa
o immunoblotting para IgG4, revelou uma

O perfil antigénico detectado n

estreita semelhanga com O perfil alergénico do immunoblo'tting para IgE,
demonstrando que a subclasse IgG4 reconheceu praticamente as mesmas proteinas
que foram reconhecidas POt anticorpos IgE nos soros dos pacientes atopicos do

(68, 66 € .54 kDa), deveriam ser posteriormente
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grupo Bt+, sugerindo seu provavel papel como um anticorpo que também pudesse

mediar a reagdo alérgica.

Contudo, estudos de imunoterapia tém evidenciado um papel para IgG4

como anticorpo bloqueador das reacBes alérgicas, ja que titulos de IgG4 especifica

mostraram-se ~ aumentados ~durante  a terapia com alérgenos especificos

(AALBERSE et al., 1993). Portanto, estudos adicionais deverfo ser conduzidos para

melhor avaliar o perfil de reatividade de anticorpos IgE e das subclasses de IgG

especificos anti-B. tropicalis em pacientes atopicos que estejam sob procedimentos

imunoterapéuticos.

Por outro lado, proteinas ligantes de IgGl, particularmente as de pesos

moleculares maiores (104, 68, 66 e 54 kDa), foram amplamente reconhecidas por

soros de pacientes atépicos e individuos controles, sugerindo que estes componentes

antigénicos deveriam também ser avaliados como potenciais antigenos candidatos

em estudos de exposi¢do, sensibilizagdo e imunoterapia alergénicas.
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6. Conclusoes

e A A I A e N N S MAE S i me
AT T R S L o iy R - kY
R L T -

1. Os niveis séricos de IgE especifica ao extrato alergénico Bt determinados

por ELISA nos soros de pacientes atopicos Bt+, demonstraram Blomia tropicalis é
' 6

um importante acaro env
alérgica de Uberlandia, MG, embora a maioria destes pacientes

olvido na sensibilizag@o alergénica de pacientes com asma

e/ou rinite
apresentou sensibilizagdo concorrente com Dermatophagoides pteronyssinus

2. A sensibilizagdo a B. fropicalis parece ndo ter demonstrado reatividade
C

cruzada com D. pferonyssinus cOmo determinado pelos testes de inibigio

competitiva por ELISA-IgE.

a de anticorpos IgG PAN ¢ subclasses IgG1 e IgG4 especificas

3. A preseng
ados por ELISA em soros de pacientes com asma e/ou rinite

a B. tropicalis detect
dividuos controles ndo atopicos, sugere exposi¢do continua a alérgenos

alérgica e in

de B. tropicalis.

s

4. Pacientes atopicos reativos ao teste cutdneo (Bt+) apresentaram niveis de

IgG PAN, IgGl e IgG4 signific
o atdpicos. Além disso, somente 0S niveis de IgG4 especificos a Bt

ativamente superiores em relagdo aos individuos

controles né
minar entre pacientes atopicos reativos (Bt+) e ndo reativos

foram capazes de discri

(Bt-) ao teste cutaneo, sugerindo um
30 alérgica, do que como um anticorpo bloqueador.

provavel papel como anticorpo anafilatico e

amplificador da reag

immunoblotting identificaram deiversos componentes

corpos IgE, 1gG1 ou IgG4. No grupo Bt+, as proteinas de

s trés isotipos de anticorpos nas mais altas

5. Ensaios de

protéicos ligantes de anti
68, 66 e 54 kDa ligaram-s¢ ao
que estes componentes anti
didatos em estudos de exposigdo, sensibilizagdo e

frequiéncias, sugerindo génicos deveriam ser avaliados
como potenciais antigenos can

imunoterapia alergénicas.
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Anexo 1
TERMO DE CONSENTIMENTO

concordo em participar do

]

Eu,

projeto de pesquisa intitulado: “Identificag@o ‘das fragBes alergénicas e avaliagio da

q tropicalis entre aci Anicos” , .
p pacientes atopicos”, que serd realizado

resposta imune humoral a Blomi

nesta unidade estando ciente dos seguintes aspectos:

ais como teste cutdneo com alérgenos

. realizagdo de exames complementares t

inalantes.

. necessidade de coleta de sangue.

a qualquer pergunta, ou esclarecimento

Terei a garantia de receber resposta

a qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos

relacionados com investigagao.

tado o carater confidencial das informagdes fornecidas, ndo
9 ¢

Sera respei

sendo permitida a minha identificagao.

Uberlandia, de de 2000

-
TESTEMUNHA '

TESTEMUNHA
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Anexo 2 QUESTIONARIO
TARIUEICACAO: v vesersresssseensesssssssssssssssamsassssssssssmmssnssssss s s eees”
N O oo sssssssesossesasesssassssasssssasssssssassss s s R SSSSSSSSSSTEE 2
O P Fone:....cooeen..
B ot i
|

Tdade:..eeeeeeesnesesonse SEXO:eeerssessrnsssasssssssnss

1) Ja teve problema de rinite (espirros ou corrimento ou obstrugdo ou coceira no nariz) sem
estar gripado ou resfriado ? N
0 SIM 0 NAO

?

[J coriza Cobstrugao Otodos

2) Qual o sintoma que mais [he afeta
O espirros [1 coceira

3) Desde que idade?
O<lano 0O 1-4anos

[ 5-12 anos (1> 12 anos 0 anos

4) Quantas vezes no Gltimo ano?
01-3 04-12 0>12

rreu?

[ verdo [ inverno

5) Em que época do ano oco
0 ano todo

6) Qual o pior petfodo do dia? .

0 dia todo ) manha 0 noite

7) Esse problema nasal j foi acompanhado de lacrimejamento ou coceira nos olhos 7
0 SIM 0 NAO |
des diarias foram atrapalhadas pela rinite e/ou

8)Quantas vezes no ultimo ano suas ativida

asma?
[Jnenhuma [J poucas 0] moderadamente 0 muitas
9) Faz uso de medicagao continua?
0 NAO 0 SIM QUAIS st
10) Tem ou teve asma? ‘
0 NAO 0SIM
te alérgica)?

11) Tem ou teve equizema atopico (dermati
ONAO OSIM




