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RESUMO 

Introdução: Os componentes de espécies de ácaro encontrados na 

poeira de casas mostraram um importante papel nas doenças 

respiratórias. Muitos desses componentes são glicosilados e algumas lectinas, 

como a Concanavalina A (ConA) mostraram afinidade à aquelas moléculas..  
 
Objetivos: Determinar os níveis de IgE específica ao extrato Df total à fração 

Df-ConA em pacientes alérgicos e sua reatividade cruzada entre os extratos 

brutos de D. pteronyssinus e B. tropicalis por ELISA e ELISA.de inibição 

respectivamente. A presença de componentes alergênicos no extrato Df total e 

na fração Df-ConA reativos à IgE por Immunoblot também foi verificada. 

 

Material e Métodos: A cromatografia de afinidade em coluna de afinidade 

ConA-Sepharose foi usada para obter frações gilcosiladas com resíduos de α-

D-manose and β-D-glicose do extrato bruto de  Dermatophagoides farinae (Df 

total). As frações Df-nConA e Df-ConA e também o extrato Df total foi usado 

para avaliar a reatividade de IgE por ELISA e Immunoblot e soro de 41 

pacientes com histórico de rinite alérgica e sensíveis ao ácaro e 31 indivíduos 

não alérgicos selecionados pelo Teste Cutâneo de Puntura. 
 

Resultados: Todos os pacientes foram positivos ao D. farinae e D. 

pteronyssinus, e 93% de co-positividade à B. tropicalis. O ELISA mostrou uma 

grande positividade em todos os extratos, mas níveis mais altos de IgE foram 

encontrados no extrato Df total e na fração Df-nConA quando comparados à 

fração Df-ConA. Entretanto, ambas as frações Df-nConA e Df-ConA, 

mostraram uma correlação positiva com o extrato Df. O ELISA de inibição 

mostrou uma alta reação cruzada entre os extratos de Dermatophagoides 

farinae e Dermatophagoides pteronyssinus. Alta freqüência de IgE reativa a 

bandas de alta massa molecular aparente na fração Df-ConA foram 

observadas pelo Immunoblot. 

 
Conclusão: Dermatophagoides farinae representa uma importante fonte de 

alérgenos glicosilados com afinidade a Concanavalia A, os quais estão 

envolvidos nos mecanismos de indução da IgE na rinite alérgica. 

 



  

 

Palavras-Chave: Rinite alérgica, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides 

pteronyssinus, Blomia tropicalis, Concanavalina A, Reatividade cruzada, 

Glicoconjugados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

SUMMARY 

Background: Components from species of mites found in the house dust 

showed an important role in respiratory diseases. Many of these components 

are glycosylated and some lectins, like Concanavalin A (ConA) showed an 

affinity to those molecules.  
 
Objectives: To determine the levels of speific IgE to Df crude extract and Df-

ConA bound fraction in allergic patients and their cross-reaction between D. 

pteronyssinus and B. tropicalis crude extracts by ELISA and Inhibition ELISA, 

respectively. The presence of allergic components in Df crude extract and Df-

ConA bound reactive to IgE by Immunoblot also was verified. 
 
Methods: Concanavalin A affinity chromatography was used to obtain 

glycosylated fraction with α-D-mannose and β-D-glucose residues from 

Dermatophagoides farinae (Df) crude extract. ConA-unbound and ConA-bound 

fractions and also Df crude extract were used to evaluate IgE reactivity by 

ELISA and Immunoblot in sera from 41 mite-sensitive patients with allergic 

rhinitis history and 31 non-allergic subjects selected by skin prick test.  
 
Results: All allergic patients were positive SPT to D. farinae and D. 

pteronyssinus, and 93% of co-positivity to B. tropicalis. ELISA showed a great 

positivity in all extracts, but higher levels of IgE were found in Df crude extract 

and ConA-unbound fractions when comparing with ConA-bound fraction. 

However, both ConA-unbound and ConA-bound fractions showed a significant 

positive correlation with Df crude extract. Inhibition ELISA assay showed a high 

cross-reactivity between Dermatophagoides farinae and Dermatophagoides 

pteronyssinus extracts. High frequency IgE reactivity to apparently high 

molecular bands in the ConA-bound fraction was observed by Immunoblot 

analysis.  
 
Conclusion: Dermatophagoides farinae represent an important source of 

glycosylated allergens with Concanavalin A affinity which are involved in the 

mechanisms of IgE induction in allergic rhinitis. 

 



  

Key Words: Allergic rhinitis  Dermatophagoides farinae  Dermatophagoides 

pteronyssinus  Blomia tropicalis  Concanavalin A  Cross-reactivity  

Glycoconjugate 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 1

 
1 – INTRODUÇÃO 

1.1 - Doenças alérgicas 

A prevalência de doenças alérgicas aumentou consideravelmente nos 

últimos 20-30 anos (ISAAC, 1998; SLY, 1999), tem aumentado dessa forma 

doenças como asma, rinite alérgica e dermatite atópica se enquadraram dentre 

os principais problemas de saúde da sociedade contemporânea. Esse aumento 

ocorre devido à mudança de alguns hábitos e também pela existência de 

móveis e utensílios que provocam um aumento da poluição doméstica, e que 

possivelmente, têm contribuído para um maior número de indivíduos alérgicos. 

A maior permanência das pessoas no ambiente doméstico ou em ambientes 

fechados, contendo principalmente carpetes, cortinas, brinquedos felpudos e a 

presença constante ou não de animais domésticos, são fatores para o aumento 

desse tipo de poluição (PLATTS-MILLS, 1996). 

O termo hipersensibilidade poderia ser usado para descrever 

objetivamente sintomas reprodutíveis ou sinais iniciados pela exposição a um 

estímulo determinado a uma dose tolerada por indivíduos saudáveis. Alergia é 

uma reação de hipersensibilidade iniciada por mecanismos imunológicos 

específicos, podendo ser mediada por anticorpo ou por células. Na maioria dos 

pacientes com sintomas alérgicos na mucosa das vias aéreas e 

gastrointestinais, os anticorpos pertencem a isótipos de IgE, podendo-se dizer 

então, que esses pacientes tem alergia mediada por IgE (JOHANSSON, 2004).  

Segundo Terreehorst et al. (2002), asma e dermatite atópica são 

altamente associadas com a rinite alérgica, sendo esta considerada também 

um fator de risco para a asma. Clinicamente, a rinite alérgica ocorre devido à 

exposição a um alérgeno, causando inflamação da membrana mucosa nasal, e 
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resultando em sintomas característicos como espirro, coriza e bloqueio das 

vias aéreas superiores (JOHANSSON, 2004). Além da exposição, vários 

estudos têm relatado que os fatores genéticos são um dos principais fatores de 

risco para o desenvolvimento de doenças alérgicas sendo que vários genes ou 

conjunto de genes poderiam influenciar a resposta alérgica em diferentes 

pacientes (BARNES; MARSH, 1998).  

A rinite alérgica é a condição crônica alérgica mais comum encontrada 

na prática médica. Sua incidência é crescente em paralelo com outras doenças 

mediadas por IgE, afetando de 10 a 30% dos adultos e acima de 40% das 

crianças. Metade dos pacientes com rinite alérgica perene apresentam 

sintomas em mais de 4 meses por ano, sendo que 20% destes são 

sintomáticos em mais de 9 meses ao ano (BERGER, 2003). 

 

1.2 - Fisiopatologia da resposta imune alérgica 

Os principais aspectos que diferenciam a inflamação alérgica dos outros 

tipos de inflamação, segundo Varney et al. (1992), são a síntese de IgE, 

ativação de mastócitos dependentes de IgE e infiltração da mucosa brônquica 

com linfócitos e eosinófilos.  

A reação alérgica ocorre quando duas ou mais moléculas de IgE se 

ligam a um antígeno específico, e o receptores de IgE na superfície da célula 

iniciam os eventos de sinalização intracelular (COSTELLO et al., 1996). Estes 

sinais ativam a célula que começam a liberar mediadores pré-formados como 

histamina, proteases e mediadores derivados de lipídios como leucotrienos e 

prostaglandinas, produzindo uma reação inflamatória aguda com sintomas de 

asma ou rinite (METZGER, 1999; RAVETCH; KINET, 1991). 
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 Assim como as outras doenças atópicas (asma, eczema e alergia 

alimentar), a rinite alérgica é parte de uma complexa doença sistêmica. Minutos 

após a exposição a um alérgeno, mastócitos sensibilizados liberam mediadores 

que resultam em sintomas imediatos, bem como o recrutamento de células 

inflamatórias adicionais, causando sintomas tardios e mantendo o processo da 

doença (GELFAND, 2004).  

 Asma e rinite alérgica compartilham imunopatologias e patofisiologias 

comuns (BOUSQUET; CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001; SIMONS, 1999). 

Os achados em tecido nasal e brônquico são similares, e linfócitos Th2, 

mastócitos, e eosinófilos estão envolvidos em ambas as condições. Tanto na 

rinite alérgica quanto na asma, as respostas das fases imediata e tardia podem 

acontecer, e o estado hiperresponsivo nas passagens nasais e nas vias aéreas 

em resposta a um desafio alergênico, também podem ser demonstrados 

(TOGIAS, 2003). 

 Poucos minutos após o contato com o alérgeno, a IgE sensibiliza 

mastócitos que degranulam e liberam uma série de mediadores pré-formados e 

recém sintetizados. Muitos destes mediadores iniciam sintomas característicos 

de rinite alérgica, incluindo espirro, coceira, coriza e congestão. Estas 

respostas da fase imediata são também atribuídas à liberação de leucotrienos, 

prostaglandinas, histamina e citocinas (WHITE; KALINER, 1992; TOGIAS, 

2000). A histamina tem sido associada como causadora virtual de todas as 

respostas da fase imediata, através da ligação ao receptor H1, bem como pelos 

receptores H2, H3 e H4, que podem aumentar a expressão de moléculas de 

adesão e a produção de citocinas pró-inflamatórias (GELFAND, 2002). 
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 Na fase tardia da rinite alérgica, a congestão se torna mais proeminente. 

Como resultado da liberação de citocinas ou mediadores, a mucosa nasal se 

acumulará de células inflamatórias, basófilos, eosinófilos, neutrófilos, 

mastócitos, e células mononucleares, que sustentará a reação inflamatória da 

mucosa nasal (BOUSQUET; CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001; LEDFORD; 

LOCKEY, 1998; BASCOM et al., 1988). Os eosinófilos são células 

predominantes no processo inflamatório crônico e caracteriza a resposta na 

fase tardia. O influxo de eosinófilos correlaciona com o desenvolvimento e 

progressão desses sintomas (HARLIN et al., 1988; S. JULIUSSON et al., 1992; 

PIPKORN; KARLSSON; ENERBACK, 1988). Os eosinófilos liberam uma 

porção de mediadores, incluindo leucotrienos, proteínas catiônicas, peroxidase 

eosinofílica e proteínas básicas importantes e podem servir como principal 

fonte de IL-3, IL-5, GM-CSF e IL-13 (BJORNSDOTTIR; CYPCAR, 1999). Os 

leucotrienos, por sua vez possuem muitas atividades que o ligam a 

sintomatologia de rinite alérgica, como o recrutamento e ativação de eosinófilos 

(WANG et al., 1994; WANG et al., 1995; SPADA et al., 1997).  

Vários estudos sugerem que a exposição a alérgenos de ácaros de 

poeira domiciliar pode ser uma das causas primárias ou um fator de risco no 

desenvolvimento da asma, e também pode agir como um sinal para 

exacerbação dos sintomas (PLATTS-MILLS; DE WECK, 1989; PLATTS-MILLS 

et al., 1992; SQUILLACE et al., 1997).  

 

1.3 - Ácaros da poeira domiciliar 

A poeira domiciliar consiste de partículas em suspensão de fontes 

orgânicas e inorgânicas, sendo constituída de um aglomerado de fibras 

 



 5

vegetais, fibras de carpetes, partículas de móveis estofados, areia, terra, peças 

do vestuário, escamação humana, restos alimentares, resíduos químicos e 

produtos de vários microorganismos (bactérias, vírus e fungos) e 

macroorganismos (animais domésticos, insetos e aracnídeos) (SELTZER, 

1994). 

Ao contrário do que algumas pessoas acreditam, os ácaros de uma 

foram geral, não são tão próximos filogenéticamente dos insetos, e diferem 

muito na sua morfologia e fisiologia. Estes microrganismos geralmente medem 

entre 0,1 e 0,6 mm, e não são visíveis a olho nu. Suas formas adultas possuem 

corpos ovais, de cor creme a um branco translúcido, possuem 4 pares de patas 

e são dióicos. O período para se completar o ciclo de desenvolvimento do 

ácaro é incerto, em torno de 2 a 6 semanas. Estime-se que cada fêmea 

produza de 40 a 100 ovos durante os seus 2 a 5 meses de sobrevida (MILIÁN; 

DÍAZ, 2004). 

Alérgenos derivados de ácaros da poeira domiciliar têm sido 

reconhecidos como uma importante causa na indução da síntese de IgE e as 

espécies de ácaros da família Pyroglyphidae (Dermatophagoides farinae e 

Dermatophagoides pteronyssinus) constituem a fauna predominante na poeira 

domiciliar das regiões tropicais e temperadas do mundo todo (PLATTS-MILLS 

et al., 1992). Outro ácaro muito importante nessas regiões, Blomia tropicalis, da 

família Echimiopodidae é também responsável pela sensibilização mediada por 

IgE em pacientes com asma e rinite alérgica (ARRUDA; CHAPMAN, 1992). 

Segundo Platts-Mills; De Weck (1989), os ácaros Dermatophagoides spp. se 

alimentam principalmente de descamações da pele humana e de animais 

domésticos, sendo que em suas fezes estão presentes os seus principais 
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componentes capazes de induzir uma resposta imune e causar alergia em 

indivíduos susceptíveis e que geralmente são proteínas ou glicoproteínas. 

 

1.4 - Dermatophagoides farinae e seus alérgenos 

O ácaro D. farinae tem sido reconhecido como importante fonte de 

alérgenos em todo o mundo, exercendo um relevante papel nas doenças 

alérgicas, particularmente asma e rinite alérgica, em indivíduos geneticamente 

predispostos. O crescimento e a proliferação do ácaro são dependentes de 

diversas condições, principalmente da temperatura e umidade, os quais 

parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu desenvolvimento 

(DUFF; PLATTS-MILLS, 1992).  

A classificação taxonômica de D. farinae, segundo Arlian; Platts-Mills 

(2001), pode ser resumida em: Reino Metazoa; Filo Artropoda; Classe 

Arachnida; Ordem Acari; Família Pyroglyphidae; Gênero Dermatophagoides; 

Espécie Dermatophagoides farinae.  

A nomenclatura dos alérgenos é dada de acordo com um guia publicado 

pela World Health Organization/International Union of Immunologic 

Sciences/Allergen Nomenclature Sub-committee (KING et al., 1995). O nome 

incorpora as três primeiras letras do gênero e a primeira letra da espécie mais 

um numeral arábico (o qual pode denotar alérgenos homólogos 

estruturalmente). Por exemplo, alérgenos estruturalmente similares (antígenos 

do grupo 1) oriundos de duas espécies de ácaros (D. pteronyssinus e D. 

farinae) são designados Der p 1 e Der f 1, respectivamente. 

 Alguns alérgenos possuem fatores essenciais para sua alergenicidade. 

Estudos anteriores têm mostrado que alérgenos com atividade enzimática 
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sensibilizam a superfície da mucosa facilitando o seu próprio reconhecimento 

(BUFE, 1998). Os alérgenos possuem diferentes estruturas e são classificadas 

em diferentes famílias de proteínas de acordo com as suas funções biológicas, 

sugerindo que exista pouca ou nenhuma característica estrutural comum ou 

propriedade intrínseca entre os alérgenos tornando-os alergênicos (CHAPMAN 

et al., 2000). Entretanto parece existir uma importante conecção entre a função 

biológica, integridade estrutural e capacidade de ligação à IgE para um 

alérgeno em especial manter sua alergenicidade (BUFE, 1998). Para alguns 

alérgenos tem sido demonstrado que a ligação efetiva à IgE depende da 

integridade da sua estrutura tri-dimensional. Por exemplo, a dissolução das 

pontes dissulfeto de Der f 2 pela mutação de dois resíduos de aminoácido 

resultou na completa perda da atividade ligante de IgE (TAKAI et al., 1997). 

Outros fatores não podem ser deixados de lado como participantes da 

sensibilização na reação alérgica frente a um alérgeno, como predisposição 

genética ou defeitos na regulação das respostas de IgE de um indivíduo, 

infecções virais e o grau de exposição (BUFE, 1998; ROBINSON et al., 1997). 

Os alérgenos de ácaro melhor estudados são aqueles do grupo 1, os 

quais foram identificados como cisteína protease. Segundo Stewart; Robinson 

(2003), outras proteínas com poder alergênico são alérgenos do grupo 3 

(serina proteases), grupo 4 (amilase), grupo 6 (quimiotripsina-like protease) 

grupo 10 (tropomiosina – proteína estrutural) e os alérgenos dos grupos 2, 5, 7 

e 12 possuem função biológica desconhecida. Algumas das principais 

características bioquímicas de alérgenos de D. farinae e a freqüência com que 

a IgE é reconhecida em soros de pacientes alérgicos em alguns trabalhos 

estão apresentadas no QUADRO 1. 
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Alérgeno Identidade bioquímica ou homologia 
Pot
sítios de 

glicosilação

Massa 
mo

(k

Fre
de ligação à 

Ig

enciais 
lecular 
Da) 

quência 

E (%) 

Der f 1 
Cisteína protease om: 

papaína, actidina, catepsina B e H 
80 

; homologia c
1 25 

De
Função desconhecida; homologia com a 

prot
- 14 80 r f 2 

eína putativa epididimal humana 

De
Trip  

6, e

inve

- 25 16-100 r f 3 
sina; homologia com Der f 6 e Der p

 outras tripsinas de mamíferos e 

rtebrados 

De
Quim ; homologia com Der f 3 e 

Der

mam

- 25 40 r f 6 
iotripsina

 p 3, além de quimiotripsinas de 

íferos e invertebrados 

Der f 7 
Fun

des
1 22 50 

ção e sítios de clivagem 

conhecidos 

Der f  
Trop

trop os 
ND 33 50-95  10

omiosina; homologia com 

omiosinas de outros invertebrad

Der f  
Para

para os invertebrados 
4 98 80  11

miosina; homologia com 

miosinas de outr

Der
Sem de 

com
N

177 

(variá  
 f 14 

elhante a apolipofirina; identida

 M-177 
D 

vel)
90 

Der f 15 98 k 1 98 90 Da Quitinase 

Der 
Gels amília 

da g
ND 40 ND f 16 

olina/vilina; homologia com a f

elsolina 

Der Alér 4 (baixa f 17 geno ligante de cálcio 40 ) 

Der f 18 60 kDa Quitinase ND 60 ND  

 
QU O 1. Propriedades bioquímicas dos alérgenos de D. farinae. 
FONTE: Kawa pson (1996); Thomas, Smith e Hales (2004); 
www.allergen.org (2 rminado. 

 

Até o ais de quinze proteínas de D. farinae f

identificadas como alérgenos potenciais e a maioria deles sã roteínas

baixo peso molecular ou glicoproteínas com estrutura diversa e funções 

ADR
moto et al. (2002); Stewart e Thom

005). - ausente; ND não dete  

 presente momento, m oram 

o p  de 

biológicas distintas (TSAI et al., 1998). 
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1.5 - Antígenos glicosilados 

ões de glicosilação podem diferir 

substancialmente de sua correspondente nativa (JENKINGS; PAREKH; 

JAME

 glicosilados têm sido reconhecidos com papel crucial em 

diferen

vida na resposta imune 

media

1.6 - Lectinas e Concanavalina A 

Muitas proteínas alergênicas são glicosiladas, aumentando a 

possibilidade que o grupo glicosil pode contribuir para sua alergenicidade.  Isso 

se torna potencialmente relevante considerando a alergenicidade de proteínas 

transgênicas, das quais os padr

S, 1996).  

A maioria dos alérgenos alimentares são glicoproteínas (BURKS; 

SAMPSON; BANNON, 1998) e as estruturas de carboidrato dos alérgenos 

alimentares vegetais em particular são conhecidos como importantes epitopos 

de IgE (FÖTISCH et al., 1999; WILSON et al., 1998). 

Antígenos

tes patologias, particularmente entre os fungos patogênicos, nos quais 

têm se destacado altamente imunogênicos a gp43, principal glicoproteína de 

Paracoccidioides brasiliensis (PUCCIA et al., 1994); o componente de 105 kDa 

de Cryptococcus neoformans, manoproteína envol

da por células (PITZURRA et al., 1997); a glicoproteína de 70 kDa de 

Histoplasma capsulatum, apresentando correlação entre antigenemia (antígeno 

presente no sangue) e terapia (GOMEZ et al., 1999).  

No estudo de doenças atópicas, componentes glicosilados ricos em 

manana, carboidrato derivado de Candida albicans, são reconhecidos por 

anticorpos IgE de pacientes com manifestações alérgicas, incluindo asma, 

rinite e dermatite atópica (SAVOLAINEN, 1995).  
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A palavrar lectina (de lectus, o participio passado de legere, selecionar 

ou escolher) (BOYD; SHAPLEIGH, 1954) é definida como carboidrato ligante 

de proteínas, exceto enzimas ou anticorpos (BARONDES, 1988). As lectinas 

interagem com carboidratos não covalentemente de uma maneira geralmente 

reversível e altamente específica (LIENER; SHARON; GOLDSTEIN,1986). As 

lectinas classicamente possuem dois ou mais sítios ligantes de carboidratos e 

se inte

pítopos glicosilados à alergia a ácaros da 

poeira

ragem por meio de forças de Van der Waals, que embora relativamente 

fracas, são frequentemente numerosas, contribuindo significantemente para a 

ligação total. As lectinas de leguminosas representam a maior e mais estudada 

família das lectinas. Em torno de 100 membros foram caracterizados, quase 

todos isolados de sementes de plantas (KONAMI, 1995). 

A Concanavalina A (Con A), uma lectina de feijão (Canavalia ensiformis), 

é um dos principias membros dessa família, e comumente se liga a α-D-

manose e β-D-glucose e resíduos relacionados estereoquimicamente (SCRIBA, 

2004). De acordo com Lioyd; Bitton (1971), a Con A imobilizada em agarose, 

mostra-se como uma ferramenta de fundamental importância para isolamento 

de polissacarídeos e glicoproteínas. 

A ConA tem sido frequentemente utilizada como ferramenta no 

isolamento de glicoconjugados (NILSEN et al., 1990; GUPTA et al., 1996; 

NIGAM; GHOSH; SARMA, 2003), e a reatividade da IgE a estes componentes 

isolados também constitui um alvo em pesquisas envolvendo doenças 

alérgicas (GUPTA et al., 2004). Entretanto, poucos estudos foram conduzidos, 

até o momento, relacionando estes e

 domiciliar. Os primeiros alérgenos glicosilados de D. farinae foram 

isolados por cromatografia de afinidade de ConA-Sepharose (BALDO; 
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UHLENBRUCK, 1977) e, mais tarte, esta lectina também foi utilizada no 

isolamento de um antígeno de alta massa molecular, identificado como Dpt 4 

(244 kDa), de D. pteronyssinus (STEWART; TURNER, 1980). Apesar disso, 

nenhum destes estudos demonstraram um perfil de proteínas ligantes de ConA 

reconhecidas pela IgE de pacientes alérgicos, bem como a reatividade cruzada 

destes componentes com alérgenos de outras espécies de ácaros de 

importância clínica. 

 O ácaro Dermatophagoides farinae tem sido reconhecido como importante 

fonte de alérgenos em todo o mundo, exercendo um relevante papel nas doenças 

alérgicas, particularmente asma e rinite alérgica, em indivíduos geneticamente 

predispostos destas regiões. O crescimento e a proliferação do ácaro são 

dependentes de diversas condições, principalmente da temperatura e umidade, 

os quais parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu 

que pudessem estar envolvidos na 

reatividade de anticorpos IgE em pacientes alérgicos. Assim, o estudo e a 

desenvolvimento (DUFF; PLATTS-MILLS, 1992). Estudos anteriores realizados 

em Uberlândia (SOPELETE et al., 2000) e um estudo realizado em Goiânia 

(SILVA et al., 2005) sobre a exposição de indivíduos à alérgenos de ácaros da 

poeira doméstica, demonstraram maior concentração de Der f 1 nas poeiras 

doméstica e de cinemas analisadas.          

Antígenos glicosilados têm demonstrado um papel crucial em diferentes 

patologias, pois podem apresentar alta imunogenicidade e serem reconhecidos 

por diferentes classes de anticorpos. Considerando a importância de se isolar e 

caracterizar glicoconjugados também nas manifestações alérgicas, o presente 

estudo foi motivado e elaborado para a identificação e caracterização parcial de 

componentes glicosilados de D. farinae, 
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identifi

 

 

 

 

 

 

 

 

cação de antígenos glicosilados de Dermatophagoides farinae 

reconhecidos por anticorpos IgE, podem ser relevantes para um melhor 

conhecimento da resposta imune a este ácaro e, conseqüentemente, serem 

importantes como potenciais ferramentas para avaliação da sensibilização 

alergênica in vivo (testes cutâneos) e in vitro (testes sorológicos) bem como  para 

possível emprego na imunoterapia alérgeno-específica.  
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2 - OBJETIVOS 

 Extrair os componentes antigênicos derivados do extrato total de 

Dermatophagoides farinae (Df-total) e fracioná-los por cromatografia de 

afinidade de ConA-Sepharose; 

 

− Determinar os níveis de IgE específica aos extratos de Df-total e Df-ConA 

alérgicos, por ensaio imunoenzimático (ELISA) ; 

− Verificar a presença de reatividade cruzada entre alérgenos derivados do 

extrato bruto de D. farinae e da fração Df-ConA com o extrato bruto de D. 

pteronyssinus e Blomia tropicalis, por ELISA de inibição competitiva; 

− Identificar os componentes alergênicos dos extratos Df-total e Df-ConA 

reconhecidos por anticorpos IgE do soro de pacientes com alergia 

respiratória, por Immunoblot. 

 

 

 

−

em pacientes 
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3 - MATERIAL E MÉTODOS  

.1 - Aspectos éticos 

Este projeto foi aprovado p

3

 elo Comitê de Ética em Pesquisa (154/04) da 

niversidade Federal de Uberlândia (CEP/UFU), subordinado à Comissão 

acional de Ética em Pesquisa (CONEP), órgão do Conselho Nacional de 

aúde (CNS), por meio de um adendo (ANEXO 1), tendo como base um 

rojeto previamente aprovado (processo n°039/2002; ANEXO 2), fazendo as 

essárias para o desenvolvimento deste 

trabalho.  

 

eleção e o atendimento aos pacientes foram realizados no 

mbulatório de Alergia do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de 

Uberlân  fisicamente inserido no Campus 

Umuarama e é um dos 59 estabelecimentos que prestam serviço junto ao 

Sistema Único de Saúde (SUS) no município.  

Todas as demais técnicas adotadas neste estudo foram executadas no 

âmbito do Laboratório de Alergia e Imunologia Clínica da UFU, Instituto de 

Ciências Biomédicas, bloco 4C, Campus Umuarama.  

 

U

N

S

p

devidas modificações e alterações nec

3.2. Local do estudo 

 Todas as etapas do estudo foram realizadas no município de Uberlândia 

que se localiza no estado de Minas Gerais e apresenta uma população 

residente total de 501.214 habitantes, distribuídos em uma área de 4.115,85 

km2, segundo o último senso 2000-2001 (IBGE, 2004). 

A s

A

dia (HC-UFU). O HC-UFU está
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3.3 - Extração e fracionamento dos alérgenos de Dermatophagoides 

farinae 

3.3.1 - Preparação do extrato alergênico 

A extração de proteínas dos ácaros foi realizada de acordo com Pereira 

e colaboradores (2005), com algumas modificações. Inicialmente, foram 

pesados 200 g do ácaro em meio de cultura gentilmente cedido pelo Prof. 

Federico Montealegre (Laboratório de Imunoquímica, Escola de Medicina de 

P

tura em 0,50mm - TYLER 32) para separar, por retenção, o material de 

cul rial acarológico (20 g) foi diluído 

em 10

once - Porto Rico, EUA) e peneirados (Peneiras Granutest-Telastem, ABNT 

35, aber

tura dos corpos e fezes dos ácaros. O mate

0 mL de solução salina tamponada com borato (BBS) 5 mM, pH 8,0, 

contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF - ICN Biomedicals, Inc., Aurora, 

EUA) 1 mM, Benzamidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) 1 mM, 

Aprotinina (Sigma) 0,2% e Leupeptina (Sigma) 1 μM, como inibidores de 

proteases. A exaustiva maceração em gral e pistilo, na presença de nitrogênio 

líquido, e a subseqüente transferência do material para tubos cônicos 

precederam a incubação deste em agitador orbital. Essa mistura ficou em 

agitação orbital durante 18 horas a 4ºC e em seguida, centrifugada a 15.000 g 

durante 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e dialisado em sistema 

Amicom (W.R. Grace & Co., Bervely, EUA) utilizando membrana porosa YM-10 

(Whatman International Ltd., Maidstane, Inglaterra), contra solução salina 

tamponada com fosfatos PBS 10 mM, pH 7,2. Ao término da diálise, o material 

retido, foi analisado quanto ao conteúdo protéico e de carboidratos e definido 

como extrato bruto solúvel de D. farinae (Df total). 
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3.3.2 - Fracionamento dos alérgenos derivados do extrato total de D. 

farinae 

3.3.2.1 - Preparação da coluna 

  Para obtenção das frações ligantes e não ligantes de 

Concanavalina A (ConA), a resina de ConA-Sepharose 4B (Amersham 

Pharmacia Biotech AB, Upsala, Suécia) foi aplicada em uma coluna de 

cromatografia e assentada através de fluxo lento e contínuo de solução Tris 

(Hi

imibrás Indústrias Químicas, S.A., Rio de Janeiro, Brasil) (Tris-HCl), 

contendo NaCl 500 mM, pH 7,4, até atingir um volume de 5 mL de resina. 

sina 

foi incu

 

droximetil-aminometano – Merck, Darmstadt, Alemanha) 200 mM, contendo 

HCl (Qu

Para evitar uma possível perda de ConA junto com o material eluido, foi 

realizada uma ligação cruzada com glutaraldeído, consoante o protocolo 

descrito por Scher, Resneck e Bloch (1989), com modificações. Para tal, a 

resina foi lavada com 250 mL de PBS contendo L-lisina (Sigma) 200 mM, pH 

8,3 e subsequentemente com 100 mL de PBS acrescido de L-lisina 200 mM e 

D-manose (D-manopiranose – Sigma), pH 8,3. Em seguida, 15 μL de 

glutaraldeído a 25% (Merck, Darmstaldt, Alemanha) foi adicionado e a re

bada à temperatura ambiente, em agitação orbital por 1 h. O excesso do 

composto orgânico foi removido pela lavagem da resina com 25 mL de solução 

tampão constituída de Glicina (Quimibrás Indústrias Químicas, S.A., Rio de 

Janeiro, Brasil), Tris-HCl 100 mM, , contendo D-Manose 200 mM pH 9,2. A 

coluna foi novamente incubada em agitação orbital, por 10 min e, finalmente 

lavada com 50 mL de PBS.  

Todas as lavagens foram realizadas à 25ºC e em fluxo lento e contínuo. 
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3.3.2.2 - Fracionamento do extrato Df total 

 Um total de 1 mL de extrato Df total, a 13 mg de massa protéica, foi 

aplicado à ConA-Sepharose e mantido em repouso por 2 h, a 4ºC, para a 

ligação dos glicoconjugados à lectina. A coluna foi então lavada com solução 

PBS e as frações não ligantes de ConA foram coletadas, em volumes 

aproxi

espectrofotometria (Espectrofotômetro Micronal, São Paulo, Brasil), a 280 nm. 

No momento em que os valores de D.O. atingiram valores próximos de zero, a 

eluiç -D-manopiranosídeo (Ferro 

As concent

oi utilizada a soroalbumina bovina 

mados de 2 mL e monitoradas quanto à densidade óptica (D.O.), por 

ão foi interrompida pela adição de metil-α

Pfanstiehl Laboratories, Inc., Walkegan, EUA) 100 mM, com alterior eluição das 

frações ligantes de ConA. Ao atingir novamente valores basais de D.O., a 

coluna foi finalmente lavada com PBS, contendo NaCl 500 mM. 

 As frações que apresentaram os maiores valores de D.O., eluídas pela 

adição de PBS ou de metil-α-D-manopiranosídeo, foram agrupadas, 

concentradas e dialisadas contra PBS em sistema Amicon, constituindo dois 

pools de frações: um ligante de ConA (Df-ConA) e outro não ligante de ConA 

(Dp-nConA). 

 

3.4 - Métodos analíticos 

3.4.1 - Dosagem de proteínas 

rações protéicas do extrato Df bruto e das frações obtidas por 

cromatografia de afinidade (Df-nConA e Df-ConA) foram determinadas segundo 

metodologia descrita por Lowry e colaboradores (1951). 

A concentração de proteínas foi determinada de acordo com os valores 

de D.O. da curva de calibração, na qual f
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(B  seriadas de 500 a 15,6 μg/mL. Estes valores foram 

então transformados em mg/mL, pelo software Microplate Manager 4.0 (Bio-

Rad L

A quan

cedimento descrito para dosagem de 

roteínas. 

 

ão protéica final de 2 mg/mL. Esta solução foi armazenada em 

ascos de vidro do tipo âmbar com conta-gotas, a 4°C, até a realização dos 

te

utos antigênicos de D. pteronyssinus e de B. tropicalis foram 

SA – Sigma) em diluições

aboratories, Inc., Hercules, EUA). 

 

3.4.2 - Dosagem de carboidratos 

tidade de carboidratos presentes nas amostras foi determinada segundo 

o protocolo descrito por Yemm; Willis (1954), utilizando D-Manose (Sigma) 

como padrão na curva de calibração, em diluições seriadas de 1.000 a 61,5 

μg/mL. A transformação dos valores de D.O. em concentração de carboidratos 

foi realizada de maneira similar ao pro

p

3.5 – Extratos antigênicos de ácaros para teste cutâneo de puntura 

(TCP)  

 Para a preparação dos extratos alergênicos utilizados nos testes 

cutâneos de puntura, extrato bruto de Df foi diluído em PBS contendo fenol a 

0,4% e glicerina a 50% (Bayer Corporation, Spokane, EUA) em uma 

concentraç

fr

stes cutâneos. 

 Extratos br

obtidos através de procedimentos semelhantes aos descritos acima.  

 

3.6 - Pacientes e Indivíduos não atópicos  
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Foram selecionados 72 indivíduos atendidos no Ambulatório de Alergia 

do Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU) que 

piratórios 

lacionados a poeira domiciliar e, o segundo grupo de 31 indivíduos não 

a não atópicos foi feita através de 

exame

No termo de consentimento foi informado o nome da pesquisa, bem como 

s

ste cutâneo de leitura imediata e a possibilidade de sua saída do 

estud

 seguida, os indivíduos foram avaliados através de exame clínico e 

físico

foram divididos em dois grupos: o primeiro constituiu de 41 pacientes com rinite 

alérgica, com base no exame clínico e histórico de sintomas res

re

tópicos. A seleção dos pacientes e indivíduos 

 clínico, anamnese e um questionário clínico (Anexo 3) foi aplicado aos 

mesmos segundo os critérios adotados pelo International Study of Asthma and 

Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), para auxiliar na avaliação clínica inicial 

de cada paciente, supervisionado pelo médico alergologista responsável.  

 

3.7. Termo de consentimento e avaliação clínica e física dos indivíduos 

do estudo 

Todos os participantes deste estudo assinaram o termo de consentimento 

(Anexo 4) pós-informado, de acordo com as normas da Resolução CNS 

196/96.   

eus objetivos, os procedimentos a que seria submetido, como coleta de 

sangue e te

o sem necessidade de explicação ou prejuízo ao seu atendimento atual 

ou futuro. 

Em

 pelos residentes médicos em Otorrinolaringologia sob supervisão do Porf. 

Dr Ernesto Akio Taketomi (Uberlândia, MG) – professor titular de Imunologia, 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal de Uberlândia (UFU), 
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chefe do Laboratório de Alergia e Imunologia Clínica e médico responsável 

pelo Ambulatório de Alergia e Imunologia Clínica do Hospital de Clínicas da 

UFU (

s ácaros D. farinae, D. pteronyssinus e B. tropicalis, todos a 2 

mg/mL, preparados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clínica 

da UFU. Solução de histamina (10 mg/mL - IPI/ASAC Brasil, São Paulo, Brasil) 

o pelo ponto médio das pápulas formadas, com 

HC-UFU). 

 

3.8. Teste cutâneo de puntura (TCP) 

 A hipersensibilidade imediata foi avaliada pelo método de puntura, de 

acordo com a Academia Européia de Alergia e Imunologia Clínica - EAACI 

(1993), descrito por Ownby (1988). Para a realização do teste, foram utilizados 

extratos brutos do

e solução salina (IPI/ASAC) foram utilizados como controles positivo e 

negativo, respectivamente. 

 Uma gota (aproximadamente 10 μL) de cada extrato foi depositada, a 

uma distância de 3 cm entre elas, na região anterior do antebraço (DÂNGELO; 

FATTINI, 1998), após anti-sepsia do local com álcool 70%. Uma puntura 

cutânea (Puntores Aiko, Rio de Janeiro, Brasil) foi feita no local de depósito da 

gota e depois de 15 minutos foram medidos o maior diâmetro longitudinal e o 

diâmetro ortogonal passand

régua milimetrada (Morrow Disposable/Skin Test Needle Aller Guard). As 

pápulas que apresentaram média aritmética dos diâmetros maiores do que 3 

mm em relação ao valor do controle negativo (KANCELJAK-MACAN et al, 

2002) foram consideradas positivas ao teste. 

 

3.9. Coleta de sangue 
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 Por meio de punção venosa na região anterior do cotovelo, foram 

coletados 10 mL de sangue de cada indivíduo, com a utilização de tubos a 

vácuo (Vacutainer - Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA) e agulhas 21G1 

(Vacutainer). Após coagulação os tubos com as amostras de sangue foram 

ubmetidos à centrifugação (Centrífuga Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 

 a 2.000 g. Os soros obtidos foram aliquotados em 

- Com idade inferior a 18 anos e superior a 60 anos; 

 Que apresentaram lesões dermatológicas na área de realização do 

tes

 2 

semanas que antecederam o atendimento (KANCELJAK-MACAN et al, 

2002); 

- Que foram submetidos à prévia imunoterapia com extratos de ácaros 

da poeira domiciliar; 

- Que não assinaram o Termo de Consentimento; 

 

s

4ºC durante 10 minutos

microtubos de polipropileno do tipo eppendorf e armazenados a -20oC até a 

realização dos testes sorológicos.  

 

3.9.1 Critérios de exclusão de indivíduos do estudo 

Foram excluídos do estudo os pacientes e indivíduos não atópicos 

que apresentaram pelo menos uma das seguintes características: 

-

te cutâneo; 

- Em tratamento com drogas anti-inflamatórias esteroidais e/ou anti-

histamínicos de primeira ou segunda geração, no período inferior a

- Que se recusaram a participar do estudo por qualquer motivo. 

 



 22

3.10 - E

 anticorpos IgE séricos específicos a D. farinae foi 

realizada odificações. Placas 

de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®, Corning Laboratories Inc., NY, 

EUA) foram sensibilizadas por 18 horas a 4°C com os extratos Df-total, Df-

nConA e Df-ConA na concentração protéica de 20 μg/mL em um volume de 50 

μL/poço. As placas foram lavadas com PBS+Tween 20 (Sigma) 0,05% (PBS-T) 

e bloqueadas com PBS-T acrescidos de soroalbumina bovina (BSA, Sigma) 1% 

por 1 hora à temperatura ambiente. Nas etapas subseqüentes, foi utilizado 

PBS-T-BSA 1% como diluente e as placas foram lavadas com PBS-T após 

cada etapa da reação. As amostras de soros foram diluídas 1:2 e incubadas a 

37°C por uma hora em câmara úmida.  

 Subseqüentemente, foi incubado o anticorpo secundário consistindo de 

anti-IgE humana biotinilada (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc., 

Gaithersburg, MD, EUA) em diluição 1:1.000 por 1 hora a 37°C. Na etapa final, 

1:500 durante 30 minutos à temperatura ambiente.  

A reação foi revelada por meio da adição de 2,2'-diazino do ácido etil-

benzotiazolino sulfônico (ABTS) a 0,01M em tampão citrato-fosfato 0,07M, pH 

4,2 contendo 0,03% de água oxigenada (Sigma).  

A densidade óptica (D.O.) foi determinada a 405 nm em leitor de ELISA 

(Titertek Multiskan Plus MKII, Flow Laboratories, McLean, VA, EUA) em tempos 

variados. Os resultados foram expressos em Índice ELISA (IE) de acordo com 

a seguinte fórmula: IE= D.O. amostra / cut off, sendo que o cut-off foi 

nsaio imunoenzimático (ELISA) para IgE sérica anti-D. farinae 

A dosagem de 

 segundo Pereira e colaboradores (2005), com m

o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) foi adicionado na diluição de 
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determ

ibição competitiva 

or Pereira e colaboradores (2005), com 

modificações. Foram realizadas diluições decimais seriadas de 100 a 0,001 

µ A, Dp, Bt 

ou tox

se como descrito anteriormente. Os 

resulta

sulfato de sódio (SDS-PAGE) 

inado pela média dos valores de D.O. dos soros controles negativos de 

cada placa, acrescidos de três desvio-padrões. 

Assim, IE > 1,2 foram considerados positivos quanto à presença de IgE 

específica a alérgenos de D. farinae. 

 

3.11 - Ensaio imunoenzimático (ELISA) de in

A especificidade do ELISA para IgE foi avaliada utilizando um ensaio de 

inibição competitiva como descrito p

g/mL em PBS-T-BSA 1% dos extratos de Df-total, Df-nConA Df-Con

óide tetânico (TT; Sigma) e Concanavalina A (ConA; Sigma) como 

antígenos irrelevantes. Cada diluição dos diversos antígenos foi misturada 1:1 

com uma diluição (1:5) de um painel de 6 soros controles positivos e então 

incubadas por 18 horas a 4°C. Os soros incubados somente com diluente 

foram utilizados como controles positivos.  

Em seguida, as misturas antígenos-soros foram testadas por ELISA para 

IgE com extrato Df-total e Df-ConA à na concentração protéica de 20 μg/mL 

previamente incubados para sensibilização das microplacas de ELISA. As 

etapas posteriores da reação procederam-

dos foram expressos em porcentagens de inibição em relação à 

ausência do antígeno inibidor (controle positivo) e calculados como se segue: 

[1,0 – (D.O. amostra / D.O. controle positivo)] x 100. 

 

3.12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de Dodecil 
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As bandas polipeptídicas derivadas do extrato total de D. farinae bem 

como as frações obtidas por cromatografia de afinidade em colunas de Con-

A/Sepharose foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com 

d

m aquecimento de 95ºC (Termobath ALB64 – Finemould 

Precis

O sistema utilizado foi preparado o de mini-gel (SE 215 Mighty Small 

Multiple Caster (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA e o gel foi 

submetido a uma corrente constante de 20 mA por aproximadamente 1h30min, 

para a migração das frações protéicas. Posteriormente, o gel de separação a 

12% foi corado com nitrato de prata, segundo Friedman (1982). 

Os pesos moleculares aparentes das bandas polipeptídicas foram 

estimados por regressão linear, segundo o padrão de peso molecular de 

referência, a partir do cálculo da mobilidade relativa (Rf), utilizando o programa 

computacional KODAK 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester, 

EUA). 

odecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) a 12%, segundo Laemmli com 

modificações (1970).  

Antes da aplicação no gel, as amostras foram diluídas em tampão de 

amostra (T.A.) 2X contendo Tris-HCl 100 mM, pH 6,8, SDS a 4%, azul de 

bromofenol a 0,2% e glicerol a 20% ou T.A. 10X contendo Tris-HCl 500 mM, pH 

6,8, SDS a 10%, azul de bromofenol a 0,25%, EGTA 200mM e Sacarose a 

20%, e submetidas a u

ion Ind., Co., Seul, Coréia do Sul) por 5 minutos. O padrão de peso 

molecular Wide Range (Sigma) foi utilizado como recurso para o cálculo dos 

pesos moleculares relativos das bandas protéicas presentes nas amostras. 
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3.13 - Immunoblotting para detecção de IgE anti-D.farinae 

Os extratos Df-total, Df-nConA e Df-ConA (100 µg/poço) foram 

submetidos à eletroforese vertical em SDS-PAGE 12% e imediatamente 

transferidos para membranas de nitrocelulose (Hybond-C Pure, Amersham Life 

Science, Little Chalfont, Buckingshamshire, Inglaterra) com uma corrente de 

0 e transferência 

(Multip

 à temperatura ambiente, 

para b

o lenta.  

Os

Em seguida, as tiras foram incubadas com anticorpos secundários anti-IgE 

,8 mA por cm2 de gel por 2 h utilizando sistema semi-úmido d

hor II Electrophoresis Unit, Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia) conforme 

a técnica descrita por Towbin e colaboradores (1979). O sucesso da 

transferência foi confirmado pela visualização das frações protéicas coradas 

com Ponceau 0,5% (Merck, Darmstadt, Alemanha).  

As membranas eletrotransferidas foram cortadas em tiras de 

aproximadamente 0,3 cm de largura e subseqüentemente bloqueadas com 

aproximadamente 800 μL de solução salina tamponada com Fosfatos, 

contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) acrescida de leite em pó desnatado 

(Molico, Nestlé, São Paulo, Brasil) a 5% por 2 horas

loquear sítios ativos ligantes de proteínas.  

Subseqüentemente, para identificar os componentes reativos de IgE 

presentes no extrato Df total e nas frações Df-nConA e Df-ConA, as tiras foram 

incubadas com as amostras de soros de pacientes TCP+ e de indivíduos não 

atópicos, diluídas em PBS-T acrescida de leite em pó desnatado a 1% (PBS-

TM), em diluição de 1:2 por 18 h a 4°C sob agitaçã

 procedimentos de lavagens das tiras de nitrocelulose, realizados após 

cada etapa da reação, consistiram de 6 ciclos de 5 minutos com solução de 

PBS-T.  
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humana biotinilado (Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc) em diluição 1:250 

em PBS-TM por 4 h a 4°C. Após novas lavagens, as tiras foram incubadas com 

o c

ura ambiente. Posteriormente às lavagens finais, as bandas 

pol

as de biossegurança 

 

omplexo estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC/HRP, Dako Corporation, 

Carpinteria, LA, EUA) diluído a 1:200 em PBS-TM e incubado por 2 h à 

temperat

ipeptídicas foram visualizadas através de revelação por meio da adição de 

2,2'-diazino do ácido etil-benzotiazolino sulfônico (ABTS) a 10 mM em solução 

salina 200 mM tamponada com Tris 20 mM pH 7,2 contendo 0,03% água 

oxigenada. 

Os pesos moleculares aparentes das bandas foram estimados por 

regressão linear, segundo o padrão de peso molecular de referência, a partir do 

cálculo da mobilidade relativa (Rf), utilizando o programa computacional 

KODAK 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co). 

 

3.14 - Norm

Todos os procedimentos, desde a coleta até o manuseio de materiais 

biológicos e dos reagentes, bem como a utilização de equipamentos foram 

realizados de acordo com as normas de biossegurança descritas por Chaves-

Borges; Mineo (1997). 

 

3.15 - Analise estatística 

Inicialmente, para análises de comparações de média os valores de 

índice ELISA foram transformados em log e após teste de normalidade 

verificou-se que as variáveis não apresentavam uma distribuição normal.  
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 As diferenças entre as porcentagens do teste cutâneo de puntura foram 

a adrado ou pelo Teste de Probabilidade Exato de 

Fisher

 pelo 

nalizadas pelo teste Qui-qu

 quando apropriado. As diferenças no tamanho médio da pápula obtida 

com os extratos empregados no TCP e os níveis de IgE específica a D. farinae 

entre os extrato Df-total e frações Df-nConA e Df-ConA foram avaliados

teste de Kruskal-Wallis usando como post-hoc teste, o teste múltiplo de 

comparação de Dunn. Correlações entre os níveis de anticorpos IgE ao extrato 

Df total e às frações Df-nConA e Df-ConA foram determinadas pelo teste de 

correlação de Spearman. Os Índices ELISA foram expressos em média 

geométrica e valores de p < 0,05 foram considerados estatísticamente 

significantivos. 
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4 - Resultados 

4.1 - Obtenção das frações de D. farinae não ligantes e ligantes de ConA  

O ensaio de cromatografia de afinidade utilizando ConA-Sepharose foi 

tilizado para separar o extrato Df total em duas frações distintas: uma não 

(Df-nConA) e uma ligante de ConA (Df-ConA). 

A Figura 1 apresenta o cromatograma representativo do ensaio 

re

 

 

u

ligante de ConA 

alizado. Cada tubo coletor conteve aproximadamente 2 mL de amostra 

fracionada pela coluna, sendo estes monitorados por espectometria.  
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Figura 1. Eluição do extrato total de D. farinae (13 mg) em coluna de Concanavalin A-
sepharose (ConA). As frações não ligantes de ConA foram eluidas com 10 mM PBS e as 
frações ligantes de ConA foram eluidas com 100 mM metil α-D-manopiranosideo. Ambas as 
frações foram misturadas, de acordo com os valores de densidade óptica, constituindo e então 
constituíram as frações Df-nConA e Df-ConA, respectivamente. 
 

 Um total de 13 mg de proteínas, em volume de 1 mL, foi aplicado na 

coluna de ConA-Sepharose, onde a eluição com PBS a 10 mM resultou em um 

pt
ic

a 
(2

pico formado pelas frações de 1 a 9. Estas foram misturadas, concentradas (2 

mL) e após diálise constituíram a fração Df não ligante de ConA (Df-nConA). 
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Após alcançar níveis de densidade óptica próximos de zero (frações 23 a 25), 

um pico (frações 26 a 33) foi obtido pela eluição com 100 mM de metil α-D-

 

 

e 

ram negativos ao TCP a todos os extratos de ácaros testados, constituíram o 

 homens e 25 

 

manopiranosideo. Essas frações foram misturadas, concentradas (2 mL) e 

dialisadas constituindo a fração Df ligante de ConA (Df-ConA). 

Após diálise e concentração, o extrato Df total e as frações Df-nConA e 

Df-ConA apresentaram níveis protéicos de 13 mg/mL, 1,1 mg/mL e 0,6 mg/mL, 

respectivamente. Os níveis de carboidrato foram de 9,8 mg/mL para o extrato 

total, 3,5 mg/mL para a fração Df-nConA e 2,3 mg/mL para a fração Df-ConA. 

 

4.2 - Dados gerais dos pacientes e teste cutâneo de puntura

As características demográficas e imunológicas dos indivíduos presentes 

no estudo estão demonstradas na tabela 1. Todos os pacientes alérgicos 

apresentando quadro de rinite e positivos ao extrato total de D. farinae ao TCP 

foram incluídos no grupo DF+, enquanto que os indivíduos não atópicos e qu

fo

grupo NA. Assim, o grupo DF+ constituiu-se de 41 pacientes (16

mulheres) com idade média de 25,7 ± 8,8 anos, enquanto que o grupo NA foi 

composto de 31 indivíduos (6 homens e 25 mulheres) com 30,5 ± 12,1 anos de 

idade. A faixa etária dos recrutados para o estudo foi entre 18 e 51 anos.  

O Teste cutâneo de puntura (TCP) foi utilizado como ensaio in vivo para 

verificar a reatividade dos indivíduos frente aos extratos de D. farinae, D. 

pteronyssinus e B. tropicalis. Um resultado de TCP positivo foi dado pelo 

diâmetro médio da pápula acima de 3 mm em relação ao controle negativo.  
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Tabela 
positividade) de pacientes TCP positivo a extrato de D. farinae (DF+) e de indivíduos não 

controle negativo da reação. 

1. Idade, sexo, história clínica e resultado de TCP (diâmetro médio de pápula e 

atópicos (NA). Ao TCP um resultado positivo foi determinado a partir do diâmetro médio de 
duas medidas perpendiculares da pápula formada e definido como > 3 mm em relação ao 

 

Grupos 

   Caracteristicas 
DF+ NA 

Número de indivíduos 41 31 

   
Média de idade ± DP (ano) 25,7 ± 8,8 30,5 ± 12,1 

   
Sexo (M/F) 16/25 6/25 

  
o médio da pápula, mm

D. farinae 9,0 ± 2,9a 0 

   
9,8 ,3a

  
 

  
 7,   6, 6 

ira doméstica (n, %) 

 / D. pteronyssinus + 41 (100%)

teronyssinus - 

/ B. tropicalis + 

 / B. tropicalis - 

 
TCP positivo (tamanh ) 

D. pteronyssinus ± 3 0 

 
B. tropicalis  7,7 ± 3,1b   0 

 
Histamina 0 ± 1,6 4 ± 1,

  
Co-positividade ao TCP entre os ácaros de poe

D. farinae + a 0 

   
D. farinae + / D. p 0b 0 

   
D. farinae + 38 (93%)a 0 

   
D. farinae + 3 (7%)b 0 

DF+: pacientes alérgicos com teste cutâneo de puntura (TCP) positivo a D. farinae; NA: 
in -). 
a, s, como 
indica ndo co teste, o teste múltiplo de 
comparação de Dunn para o tamanho médio das pápulas, e o teste Qui-quadrado ou o teste de 

abilidade Exato de Fisher para a positividade ao TCP (p < 0,05). 
 

divíduos não atópicos. Resultado positivo ao TCP(+). Resultado negativo ao TCP (
b Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significantes entre os extrato

do pelo teste de Kruskal-Wallis usa mo post-hoc 

prob
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Assi ios das páp rvadas para os extratos 

totai ssinus no grupo DF+ foram similares (9,0 ± 2,9 

pacientes (100%) do grupo DF+ apresentaram positividade ao extrato de D. 

farinae. Adicionalmente, todos os pacientes do grupo DF+, também tiveram 

100% de positividade entre extratos totais de D. farinae e de D. pteronyssinus e 

tiveram uma alta co-positividade a B. tropicalis (93%), p< 0,05 (tabela 1). 

Nenhum indivíduo do grupo NA apresentou positividade no TCP aos 

extratos totais de ácaros utilizados. 

 

4.3 – Níveis de anticorpos IgE específico ao extrato Df total, e as suas 

frações Df-nConA e Df-ConA 

 O ensaio imunoenzimático ELISA foi utilizado para determinar os níveis 

de IgE específica ao extrato Df total e suas frações nos soros de pacientes 

TCP positivos ao extrato do ácaro (grupo DF+) e de indivíduos não atópicos 

(grupo NA) (figura 2). Os níveis médios de IgE ao extrato Df total e as frações 

DF+ (5,3, 6,0,e 2,3 IE, respectivamente) quando comparados aos indivíduos do 

mente) (p < 0,001). Uma diferença 

significantiva foi observada entre os níveis médios de IgE ao extrato Df total e a 

fração Df-ConA em pacientes do grupo DF+ (5,3 vs 2,3 IE; p < 0,01). Os níveis 

médios de IgE a fração Df-nConA também foram maiores do que a fração Df-

ConA (6,0 vs 2,3 IE; p < 0,001). Entretanto, não se observou diferença 

m, no TCP o diâmetros méd ulas obse

s de D. farinae e D. pterony

mm e 9,8 ± 3,3 mm, respectivamente), mas significativamente maiores do que 

para o extrato total de B. tropicalis (7,7 ± 3,1mm; p < 0,05). Como parte do 

processo de agrupamento dos indivíduos participantes do estudo, todos os 

Df-nConA e Df-ConA foram significantemente maiores nos pacientes do grupo 

grupo NA (0,8, 0,9, 0,7 IE, respectiva
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significantiva entre as médias dos níveis de IgE ao extrato Df total e a fração 

Df-nConA (5,3 vs 6,0 IE; p > 0,05). 

Df Void Df fConA-Df Df Void Df fConA-Df
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m.g.

Positividade (%) 93 90 76 000
0,70,90,85,3 2,36,0

***
***

100

10

1

0,1

N
ív

ei
s 

de
 Ig

E 
es

pe
cí

fi
I

Figura 2. Níveis de IgE sérica específica ao extrato total de D. farinae (Df total), e as frações 
Df-nConA e Df-ConA, expressos como índice ELISA (IE) no soro de 41 pacientes com TCP 
positivo a D. farinae (DF+) e 31 indivíduos não atópicos (NA). As barras horizontais indicam a 
média geométrica (m.g.). A linha pontilhada representa o limiar de positividade (IE = 1,2). As 
porcentagens das positividades encontradas para o extrato e suas frações também estão 
indicados. 
 

O limiar de positividade no teste ELISA para detecção de IgE específica 

a alérgenos de D. farinae no extrato Df total e em suas frações ligante e não 

ut off da reação. Assim, trinta e oito pacientes do grupo DF+ (93%) mostraram 

níveis 

ca
 (

E)

ligante de ConA foi considerado 1,2 IE, com o objetivo de excluir valores 

próximos a IE = 1,0, possíveis de ocorrer quando a D.O da amostra é igual ao 

c

de IgE ao extrato total acima do limiar de positividade (IE = 1,2) 

enquanto que 37 (90%) e 31 (76%) desses pacientes mostraram positividade a 

IgE frente às frações Df-nConA e Df-ConA, respectivamente. 
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Nenhuma das amostras de soro de indivíduos do grupo NA apresentou 

níveis acima do limiar de positividade ao extrato e às frações testadas. 

Uma correlação positiva significante entre os níveis de IgE ao extrato Df 

total e a fração Df-nConA foi observada (r = 0,7000; p < 0,001) (figura 3A), mas 

o maior coeficiente de correlação encontrado foi entre o extrato Df total e a 

fração Df-ConA (r = 0,8244; p < 0,001) (figura 3B). 
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Figura 3. Correlação entre os níveis de IgE ao extrato total de D. farinae (Df total) e as frações 
Df-ConA (A) ou Df-nConA (B), expressos em índice ELISA (IE) no soro de 41 pacientes com 
TCP positivo a D. farinae (grupo DF+). O coeficiente de correlação foi calculado usando o teste 
de correlação de Spearman. 

B 
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4.4 - Especificidade de anticorpos IgE ao extrato Df total e a fração Df-

ConA 

 A especificidade antigênica dos ensaios imunoenzimáticos para 

detecção de IgE específica a alérgenos do extrato Df bruto e Df-ConA foi 

avaliada através de imunoensaio de inibição competitiva, empregando-se como 

inibidores extratos Df, Dp e Bt totais, Df-ConA e antígenos irrelevantes, como 

Concanavalina A (ConA) e toxóide tetânico (TT) (Figura X) e soro de pacientes 

do grupo DF+. A porcentagem de inibição indicou a presença de reatividade 

cruzada entre o extrato Df total e Df-ConA frente aos extratos homólogos e 

heterólogos e a antígenos irrelevantes (figura 4). 

Assim, todos os componentes utilizados como inibidores apresentaram 

curvas dose-dependentes, em concentrações crescentes de Df total, Df-ConA, 

Dp e Bt totais e antígenos irrelevantes (TT e ConA). 

Quando o extrato total de D. farinae foi aplicado na fase sólida (figura 

4A), uma alta inibição homóloga (Df total e Df-ConA) foi observada, com a 

reatividade a IgE sendo eficientemente inibida a concentração máxima de 

100μg/mL de cada inibidor (89% e 85%, respectivamente). As concentrações 

ssinus, com I50 sendo alcançado a baixas concentrações dos inibidores 

destes componentes, com 50% de inibição (I50) foram 0,2 and 3,1 µg/mL, 

respectivamente. Em relação à inibição heteróloga, curvas de inibição dose-

resposta similares foram observadas entre os extratos totais de D. farinae e D 

pterony

(0,2 e 1,8 μg/mL, respectivamente). Assim, uma alta inibição heteróloga foi 

visto com o extrato Dp total (69%), mas não com Bt total (23%) na 

concentração máxima dos inibidores. Os antígenos irrelevantes (ConA e TT) 

não exibiram inibição significativa (0% e 5,0%, respectivamente). 
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similares em um comportamento dose-dependente foram observadas para os 

inibidores Df total, Df-ConA e Dp total. Altas inibições homólogas (86% e 87% 
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Figura 4. Curvas de inibição de IgE com o extrato total de D.farinae (A) e com a fração Df-
ConA (B) na fase sólida. Um pool de 6 soros de pacientes DF+ foram pré-incu
4°C com diferentes diluições decimais seriadas de 102 a 10-3 µg/mL em solu
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valores de I50 para os extratos Df total e para a fração Df-ConA (0,13 μg/mL e 

0,2 μg/mL, respectivamente) diferiram um pouco em relação ao extrato Dp total 

(2,1 μg/mL). Inibições baixas e insignificantes foram observadas com Bt total 

(30%) e com os antígenos irrelevantes ConA e TT (0% e 1,5%, 

respectivamente).  

 

4.5 - Perfil protéico e componentes de Df total e Df-ConA ligantes de IgE

 O perfil protéico do extrato total de D. farinae, e das frações Df-nConA e 

Df-ConA foram visualizados em SDS-PAGE 12% (figura 5A, linhas 1, 2 e 3, 

respectivamente). Foram visualizados componentes protéicos de Df total por 

toda extensão do gel (Figura 5, coluna 1), com massas moleculares variando 

de 14 a 120 kDa, porém, muitas bandas não foram bem individualizadas. O 

extrato total de D. farinae mostrou uma marcação mais proeminente das 

bandas com massas moleculares aparentes em torno de 14, 22, 25, e 110 kDa. 

Um perfil diferente foi observado na fração Df-nConA, com marcação 

predominante de bandas protéicas com massas moleculares aparentes abaixo 

arentes em torno de 

120, 110, 96, 84, e 76 kDa. 

pela IgE foi determinado por Immunoblot em 10 amostras séricas de pacientes 

selecionadas do grupo DF+ e 10 soros de indivíduos do grupo NA sendo que 

fração Df-ConA na figura 5B (linhas 4 a 6 e 7 a 9, respectivamente). 

de 25 kDa enquanto que a fração Df-ConA mostrou um perfil protéico quase 

complementar a fração Df-nConA, com bandas protéicas acima de 17 kDa, 

particularmente aquelas de altas massas moleculares ap

O perfil de afinidade do extrato total de D. farinae e da fração Df-ConA 

três soros representativos estão demonstrados para o extrato Df total e para a 

 



 

 

37

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

A B 

66 

50 

14 17 21 25 28 38 45 51 60 65 76 84 96 110 120
0

25

50

75

100

Df total
Df-ConA

Massa Molecular (kDa)

80%80%80%

50%

30%

ên
ci

%
)

 
 
Figura 
nConA (linha 2) e Df-ConA (linha 3) em SDS-PAGE a 12% com marcação por nitrato de prata. 

Freqüência (%) das bandas protéicas reconhecidas pela IgE (C) em 10 soros do grupo DF+ 

 
 mostrou a 

100%

90%90%90%90%90%90%

10%

70%

60%60%

50%50%50%

40%40%40%

20%

10%10%10%

Fr
eq

ü
a 

(

5. Perfil protéico (A) do extrato total de D. farinae (Df total, linha 1), e das frações Df-

Immunoblots (B) foram usados para detectar proteínas de Df total ligantes de IgE (linhas 4, 5 e 
6) e da fração Df-ConA (linhas 7, 8 e 9) em três soros (1:2 v/v) do grupo DF+. Um soro de 
indivíduo não atópico também foi usado na reação com o extrato Df total (linha 10) e com a 
fração Df-ConA (linha 11). Marcadores de massa molecular (Mr) estão indicados em kDa. 

também estão representados. 

 No extrato Df total uma banda alergênica em torno de 14kDa

maior freqüência de reconhecimento de IgE (100%), seguido pelas de 25, 60, 

SDS-PAGE Imunoblot 

C 

14 

20 

24 

36 

29 

84 
97 

97 

116 

36 

66 
50 

84 

14 

20 

24 

29 

116 

Mr Mr



 38

60, 65, 76, 84 e 120 kDa todas com 90% de reconhecimento. Outras bandas 

com altas freqüências de reconhecimento foram as de 28 e 110 kDa (80%) e 

96 kDa (70%), e as bandas menos reconhecidas foram as de 21 kDa (40%), 38 

e 45 kDa (50%). (figura 5C). Na fração Df-ConA, a maioria das bandas 

protéicas tiveram um decréscimo ≥50% na freqüência em relação a Df total, 

nquanto que as bandas de 120, 110, e 76 kDa tiveram os menores 

decréscimos em suas freqüências (10%, 30%, e 40%, respectivamente). Já as 

bandas com massa molecular aparente em torno de 14, 17, 51 e 96 kDa foram 

reconhecidas apenas no extrato Df total com freqüências de 100%, 60%, 60%, 

e 70%, respectivamente Todos os soros testados do grupo DF+ (100%) 

apresentaram reatividade de IgE ao extrato Df e a sua fração Df-ConA, 

enquanto que nenhum dos extratos mostrou componentes ligantes de IgE 

pelos soros dos indivíduos não atópicos (figura 5B, linhas 10 e 11). 

nenhum indivíduo não atópico apresentou anticorpos IgE que 

reconheceram bandas protéicas nos extratos e frações analisadas por 

Immunoblot. 

 

 

e

 

 

 

  

 

 

 

 



 39

5 - Discussão 

 Ácaros da poeira domiciliar possuem um importante papel na 

sensibilização alergênica e têm sido considerados importante fator de risco 

para o desenvolvimento de doenças respiratórias. Altos níveis de alérgenos de 

Dermatophagoides farinae (> 2 μg de Der f 1/g de poeira) foram encontrados 

na maioria das amostras de poeira região de Uberlândia (SOPELETE et al., 

2000; SILVA et al., 2005). 

 Muitas proteínas alergênicas são glicosiladas, aumentando a 

possibilidade que o grupo glicosil possa contribuir para sua alergenicidade 

(HUBY; DEARMAN; KIMBER, 2000) uma vez que qualquer relevância da 

glicosilação protéica na indução da resposta alérgica às proteínas ainda tem 

que ser demonstrado definitivamente. 

 

AM; GHOSH; SARMA, 2003). A ConA comumente se liga a 

síduos comuns de α-D-manose e β-D-glucose relacionados 

stereoquimicamente (SCRIBA, 2004) e alguns estudos têm sido conduzidos 

ara isolar esses componentes e determinar sua função por ensaios 

unobioquímicos (WEATHERMAN et al., 1996; GOLDSTEIN et al., 2001). 

Em nosso estudo, as frações Df-nConA e Df-ConA foram obtidas do 

trato Df total passando por coluna de afinidade ConA-Sepharose. O SDS-

AGE mostrou um perfil complementar entre as frações Df-nConA e Df-ConA. 

a fração Df-nConA pode ser observado bandas de baixo peso molecular 

parente (14 a 25 kDa), possivelmente constituído por polipeptídeos ou 

em resíduos de α-D-manose, β-D-glucose. Enquanto a fração 

Devido a afinidade por moléculas de carboidrato, lectinas, como a ConA 

tem sido utilizadas para obter frações contendo essas moléculas (GUPTA et 

al., 1996; NIG

re

e
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Df-ConA mostrou bandas com massa molecular aparente de 28 a 120 kDa e 

bandas similares, comparando com a fração Df-nConA (17, 21 e 25 kDa), 

constituído por resíduos que foram separados pela cromatografia em coluna de 

afinidade ConA-Sepharose. 

 De acordo com Thomas; Smith (1999), os alérgenos dos grupos 1, 2, 3 e 

11 (25, 14, 25, 92/98 kDa, respectivamente), são reconhecidos por mais de 

ssivelmente, polipeptídeos glicosilados 

tes 

70% dos pacientes alérgicos. Neste estudo, o SDS-PAGE mostrou um amplo 

espectro de bandas ou arrastes com massas moleculares em torno de 14, 22, 

25, 60, 76, 84, 96, 110 e 120 kDa. Segundo Kawamoto et al. (2002), os 

alérgenos do grupo 1, 7, 11, 15 e 17 (25, 22, 92-98 e 40 kDa), possuem 

potenciais sítios de glicosilação. Po

estão presentes na fração Df-ConA  uma vez que  foram observadas bandas 

com peso molecular semelhante. 

Dentre os alérgenos de Dermatophagoides spp. que podem ser 

encontrados em grandes quantidades na poeira domiciliar e importantes na 

sensibilização, Heymann et al, (1989) têm relatado altos níveis de alérgenos do 

grupo 1 e 2 (25 kDa [20 μg/g de poeira] e 14 kDa [100 μg/g de poeira], 

respectivamente), os quais são reconhecidos em mais de 80% dos pacien

alérgicos. O alérgeno natural do grupo 1 foi descrito possuir atividade de 

cisteína protease (SIMPSON et al., 1989; ANDO et al., 1991), tendo homologia 

de 25-30% com outras cisteínas proteases e os resíduos em torno do seu sítio 

ativo e a seqüência ligante de substrato mostraram ser altamente conservados 

(TOPHAM et al, 1994; ROBINSON et al., 1997). O alérgeno do grupo 2, não 

tem função conhecida, embora sua seqüência, tamanho e distribuição seja 
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similar a resíduos de cisteína da família das proteínas epididimais (THOMAS; 

CHUA, 1995). 

 Outro alérgeno encontrado em altas concentrações é o grupo 11 (92-98 

kDa) que se caracteriza pela homologia com paramiosinas de outros 

invertebrados, sendo reconhecido em mais de 80% dos pacientes alérgicos 

(THOMAS; SMITH, 1999). Alérgenos encontrados em menores quantidades e 

que possuem importância na sensibilização de pacientes alérgicos (>80%), são 

os grupos 3, 10, 14 e 15 (25, 33, 177 e 98 kDa) (THOMAS; SMITH, 1999).  

 Antígenos com massas moleculares abaixo de 10 kDa que são 

importantes em alguns indivíduos alérgicos a ácaros, foram caracterizados 

como antígenos possuindo significantes atividades alergênicas in vitro e in vivo 

(KODA et al., 1987; TAMURA et al., 1991). A diálise em sistema Amicon 

utilizado nesse estudo explica possivelmente a ausência dessas bandas 

protéicas, pois foram utilizadas membranas com ponto de corte igual a 10 kDa, 

implicando em perda de componentes protéicos menores a esse valor. 

Adicionalmente, deve-se avaliar a importância de se usar inibidores de 

de extratos alergênicos. Inibidores de proteases em sua maioria são proteínas 

assim comporão o perfil de proteínas administradas aos pacientes quando da 

o processo de diálise, uma vez que nenhum componente abaixo de 15 kDa foi 

proteases com objetivo de reduzir a proteólise, fator importante na estabilidade 

que usadas no processo de extração serão adicionadas ao extrato de ácaro e 

realização de teste cutâneo de puntura. No presente estudo, possivelmente 

todos os inibidores de proteases adicionados ao extrato foram removidos com 

identificado ao SDS-PAGE e todos os inibidores de protease empregados 
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aprese

maiores 

inclusi

 foram realizadas (BALDO; 

ntam massa molecular abaixo do valor de cut off (6.000-8.000 MW) da 

membrana de diálise utilizada nesse estudo.  

A seleção dos pacientes participantes desse estudo foi feita por meio de 

avaliação clínica e TCP. Com relação ao diagnóstico clínico, todos os pacientes 

alérgicos selecionados apresentaram sintomas característicos de rinite 

alérgica. 

Voorhorst et al. (1967) associaram a presença de ácaros do gênero 

Dermatophagoides na poeira domiciliar à prevalência de distúrbios 

respiratórios, incluindo rinite e asma. No presente estudo, todos os pacientes 

alérgicos foram positivos ao TCP para os extratos de D. pteronyssinus e D. 

farinae, sendo que a alta freqüência de positividade a este último, através do 

TCP, pode ser explicada pelos altos índices do alérgeno (Der f 1) desse ácaro 

encontrado no município de Uberlândia, por Sopelete et al. (2000), 

ve que os de D. pteronyssinus (Der p 1) por meio de coleta de poeira 

domiciliar e dosagem in vitro desses alérgenos por ELISA. 

Nesse estudo, a reatividade cruzada alergênica entre espécies de 

ácaros foi observada com uma co-variação significante da sensibilização. A 

maioria dos pacientes alérgicos estava co-sensibilizada a D.farinae e D. 

pteronyssinus, provavelmente devido a homologia de 80% e 88% observada 

nos alérgenos de 25 kDa (grupo 1) e 14 kDa (grupo 2), respectivamente, como 

relatado anteriormente por Sidenius e colaboradores (2001). 

 No presente estudo, foi avaliada a resposta de IgE a D. farinae (Df total) 

e seus componentes ligantes de ConA (Df-ConA) por ELISA e Immunoblot. Nas 

últimas décadas, investigações similares
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UHLE

 poderia ser explicado pela alta alergenicidade dos extratos do ácaro 

devido

ão Df-nConA foram 

similar

ão reconheceram 

os pacientes a 

novos epítopos, pois a imunoterapia com extrato bruto expõe os pacientes a 

NBRUCK, 1977; STEWART; TURNER, 1980), mas o perfil de 

reconhecimento de IgE por Immunoblot não foi ainda descrita. 

Altos níveis de IgE específica a alérgenos presentes no extrato total de 

D. farinae

 as altas concentrações dos seus principais alérgenos, especialmente 

Der f 2. A reatividade de IgE a fração Df-ConA mostrou baixos níveis de IgE 

quando comparada com o extrato Df total e a fração Df-nConA nos pacientes 

do grupo DF+ determinados por ELISA. Esta redução se deve muito 

provavelmente devido a ausência do alérgeno principal do grupo 2 (Der f 2) na 

fração Df-ConA, uma vez que 80% dos pacientes sensibilizados ao ácaro D. 

farinae mostram reatividade alergênica a este alérgeno (VAN DER ZEE et al., 

1988; TROMBONE et al., 2002). 

 Os níveis de IgE sérica ao extrato Df total e à fraç

es entre si, porém diferiram quanto à fração Df-ConA. Uma possível 

explicação seria a separação de epítopos. Nesse contexto, o fracionamento de 

Df bruto, por cromatografia de afinidade de ConA-Sepharose foi responsável 

por isolar componentes antigênicos que foram reconhecidas pela IgE de alguns 

pacientes. Devido à diminuição na quantidade de componentes presentes na 

fração Df-ConA, pela seleção cromatográfica, alguns soros n

esses epítopos, que certamente estariam na fração Df-nConA. A presença de 

epítopos imunodominantes selecionados nessa fração seria um importante 

fator de reflexão sobre a utilização desse extrato em imunoterapia 

hipossensibilizante, uma vez que aumentaria sua especificidade, diminuindo os 

efeitos adversos e ainda poderia diminuir a sensibilização d
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todas 

f total e a fração Df-ConA, considerando que 

as proteínas presentes no extrato bruto mesmo a aquelas que antes eles 

não eram reativos. Para isto, será necessária uma exploração a respeito do 

mecanismo de resposta imune aos componentes presentes na fração Df-ConA, 

no contexto de apresentação antigênica, ativação e proliferação de células T e 

perfil de produção de citocinas. 

 A alta positividade e as correlações significantes verificadas entre o 

extrato de D. farinae e suas frações reflete na similaridade alergênica e a ligeira 

correlação superior observada entre o extrato Df total e a fração Df-ConA em 

relação ao extrato Df total e a fração Df-nConA, possivelmente aconteceu pela 

alta similaridade entre o extrato D

a fração Df-nConA mostrou exclusivamente um perfil de bandas de baixo peso 

aparente. 

 A reatividade cruzada de IgE é observada quando epítopos similares em 

diferentes alérgenos reconhecem a mesma molécula de IgE com afinidade 

similar (JOHANNESSEN et al., 2005). Nossos resultados confirmaram a 

reatividade cruzada, uma vez que inibição heteróloga foi observada entre os 

extratos Df e Dp total, quando tanto o extrato Df total ou a fração Df-ConA 

foram aplicados na fase sólida do ELISA de inibição. Os alérgenos de D. 

farinae e D. pteronyssinus possuem de 80 a 90% de identidade, então não 

haveria razão para suspeitar que exista qualquer diferença na alergenicidade 

de proteínas homólogas de cada espécie (THOMAS; SMITH, 1999). Enquanto 

que a baixa taxa de inibição de D. farinae uitlizando B. tropicalis como inibidor, 

pode ser explicada pela menor homologia entre os seus alérgenos, e que em 

um estudo analisando reatividade cruzada entre Der p 1 e Blo t 1, revelou 

menos de 35% de homologia entre os eles (CHEONG et al., 2003).  
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 Muitos componentes protéicos de D. farinae foram identificados como 

importantes alérgenos, e na sua maioria eles aparecem em uma faixa entre 14 

e 60 kDa (KAWAMOTO et al., 2002; THOMAS et al., 2002). Em nosso estudo, 

fração Df-ConA ser constituída por algumas biomoléculas, incluindo 

o extrato, 

o Immunoblot revelou algumas bandas alergênicas tanto no extrato Df total 

quanto na fração Df-ConA. Os pacientes do grupo DF+ mostraram um amplo 

perfil de reconhecimento ao extrato Df total, enquanto que na fração Df-ConA 

eles reconheceram mais frequentemente bandas de alto peso molecular 

aparente. Isso demonstra a importância das proteínas de massa molecular 

relativamente altas nas doenças alérgicas, e que provavelmente ocorre devido 

ao fato da 

glicoproteínas, as quais demonstram imunogenicidade variável. 

Alguns estudos de immunoblot frequentemente demonstram o 

reconhecimento de alérgenos de ácaros de alta massa molecular, em torno de 

100 kDa, pela IgE (TOVEY; BALDO, 1987; NAKANISHI; SHIMOKATA, 1990). 

Entretanto a grande maioria de alérgenos caracterizados possui massas 

moleculares relativamente baixas (14 a 60 kDa), sendo estas proteínas ou 

glicoproteínas com estrutura e propriedade bioquímica diferentes (KAWAMOTO 

et al., 2002; THOMAS et al., 2002).  

 Alguns estudos demonstraram uma grande quantidade de alérgenos 

glicosilados de D. farinae, como por exemplo, bandas protéicas de 22, 25, 40, 

61, 92, e 98 kDa (THOMAS; SMITH, 1998; KAWAMOTO et al., 2002), os quais 

correspondem aos grupos 7, 1, 17, 15, e as últimas 2 bandas ao alérgeno do 

grupo 11, respectivamente. Algumas proteínas podem degradar n

como a paramiosina (grupo 11), no qual os produtos da sua degradação são 

proteínas que migram para bandas de 92 e 98 kDa. Estes componentes 
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também são glicosilados, os quais poderiam produzir heterogeneidade na 

resposta imune (TSAI et al., 1998). 

 As lectinas interagem com as moléculas de carboidratos de maneira não 

covalente e reversível, porém com um alto grau de especificidade 

(GOLDSTEIN; PORETZ, 1986). Devido a essas características, as lectinas 

podem ser utilizadas em aplicações envolvidas na purificação e na 

caracterização de glicoconjugados. Assim, o perfil similar de bandas 

encontrado nas frações Df-nConA e Df-ConA poderia ser explicado 

possivelmente pela presença de outras proteínas ou alérgenos sem os 

possív

padrões protéicos ligantes de IgE de seus 

eis sítios de glicosilação ligantes de ConA na fração Df-nConA. Uma 

destas bandas similares poderia representar alérgenos do grupo 3 e 6, 

previamente descritos sem estes sítios de glicosilação, mas com o mesmo 

peso molecular do alérgeno do grupo 1 (25 kDa), o qual é uma glicoproteína 

em potencial (KAWAMOTO et al., 2002). 

 Este estudo confirma a complexidade do extrato de D. farinae e a 

importância da identificação de seus 

alérgenos clinicamente relevantes. Assim, a relação dos polipeptídeos 

encontrados nesse estudo com os alérgenos já estabelecidos poderia ser 

confirmada com a caracterização desses componentes por estudos de inibição 

ou por reconhecimento de anticorpos específicos, mapeamento e 

sequenciamento peptídico, ou clonagem de cDNA para melhor entendimento 

da estrutura bioquímica e os mecanismos de apresentação alergenica. 

Além disso, a utilização desta fração como uma potencial ferramenta em 

estudos de exposição, sensibilização e imunoterapia específica poderão ser 

também avaliadas. 

 



 47

6 - Conclusões 

1. A cromatografia de afinidade de ConA-Sepharose é uma importante 

ferramenta para o fracionamento de componentes glicosilados derivados de 

Dermatophagoides farinae. 

 

2. A alta taxa de positividade ao TCP e os altos níveis de IgE específica por 

ELISA sugerem a importância dos antígenos de D. farinae na sensibilização de 

pacientes com rinite alérgica. 

 

3. As frações Df-nConA e Df-ConA derivadas de D. farinae constituem-se de 

componentes capazes de induzir a síntese de IgE em pacientes alérgicos 

 

4. A alta soropositividade de IgE reativas a fração Df-ConA demonstra a 

importância dos seus alérgenos, apesar de reconhecer níveis menores de IgE 

em relação ao extrato Df-total e a fração Df-nConA. 

 

5. Alérgenos presentes no extrato bruto de D. farinae e na fração Df-ConA 

apresentam reatividade cruzada com alérgenos de D. pteronyssinus frente a 

IgE de pacientes alérgicos, devido a alta homologia entre os seus componetes. 

 

6. Alta

 moléculas na sensibilização alergênica induzida por D. 

 

 freqüência de reconhecimento de alérgenos de alto peso molecular pela 

IgE tanto no extrato Df total quanto na fração Df-ConA demonstram a 

importância dessas

farinae. 
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ANEXO 1 
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ANEXO 2  
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ANEXO 3 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 
Instituto de Ciências Biomédicas 

Laboratório de Imunologia 
Av. Pará, 1720 – Campus Umuarama – Bloco 4C – CEP 38400-902 – Uberlândia – MG 

Telefone: (34) 3218-2195 – Fax: (34) 3218-2333 
 
 
Nome:____________________________________  Prontuário HC: ___________ 

Data do questionário: ____ / ____ / ____ 

Idade: _____    Data de nascimento: ____ / ____ / ____ 

Sexo: (   ) masculino  (   ) feminino 

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

                 (   ) Ensino Superior e/ou pós-graduação         

Nível sócio-econômico (renda familiar total): 

 (   ) até 1 salário mínimo   (   ) de 5 a 10 salários mínimos  

 (   ) de 1 a 2 salários mínimos  (   ) mais de 10 salários mínimos 

 (   ) de 2 a 5 salários mínimos  

 

Questionário 1

 

 (Módulo Asma) 
 
1) Alguma vez na vida você teve sibilos (chiado no peito)? 

(   ) Sim   (   ) Não 
 

Se você respondeu não, passe para a questão número 7. 
 
2) Nos últimos 12 (doze) meses, você teve sibilos (chiado no peito) ? 

(   ) Sim    (   ) Não 
 

3) Nos últimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) você teve? 
Nenhuma crise   (   ) 
1 a 3 crises        (   ) 
4 a 12 crises       (   ) 
mais de 12 crises  (   ) 
 

4) Nos últimos 12 (doze) meses, com que freqüê cia você teve seu sono perturbado por chiado no 
peito? 

Nunca acordou com chiado    ) 
Menos de uma noite por semana (   ) 
Uma ou mais noites por semana (   
 

5) Nos últimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tão rte a ponto de impedir que você conseguisse dizer 
mais de 2 palavras entre cada respiração? 

(   ) Sim    (   ) Não 
 
6) Nos últimos 12 (doze) meses, você teve chiado  peito após exercícios físicos? 

(   ) Sim    (   ) Não 
 
 
 

n

(  

) 

 fo

no
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7) Nós últimos 12 (doze) meses, você tev  noite, sem estar gripado ou com infecção 
respiratória? 

(   ) Sim    (   ) Não 
 

)  Alguma vez na vida você teve asma? 
(   ) Sim   
 

e tosse seca à

8
 (   ) Não 

Questionário 2 (Módulo Rinite) 
 
s perguntas deste módulo são sobre problemas que ocorreram quando você não estava gTodas a ripado 

), ou obstrução 

o 

ze) m e algum problema com espirros, coriza (corrimento nasal) ou 
uan ripado ou com resfriado? 

) Nos ltimos n mejamento ou coceira 

 ) Não 

) Em ses este prob arque em qual ou 
quai

aio  (   ) Setembro 
(   ) Fevereiro  (   ) Junho  (   ) Outubro 
(   ) Março  (  bro 
(   ) Abril  ( mbro 

idades diárias foram atrapalhadas por este 
prob l? 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

 
 

ou resfriado. 

 
1) Alguma vez na vida você teve problemas com espirros ou coriza (corrimento nasal

 gripado? nasal, quando não estava resfriado ou
(   ) Sim   (   ) Nã
 

2) Nos últimos 12 (do eses, você tev
obstrução nasal, q do não estava g

(   ) Sim   (   ) Não 
 

3  ú 12 (doze) meses, este problema nasal foi acompa hado de lacri
nos olhos? 

(   ) Sim   (  
 
4 qual dos últimos 12 (doze) me lema nasal ocorreu? (Por favor, m

s meses isto ocorreu)  
(   ) Janeiro  (   ) M

 ) Julho  (   ) Novem
   ) Agosto  (   ) Deze

 
5) Nos últimos 12 (doze) meses, quantas vezes suas ativ

lema nasa
Nada   (   ) 
Pouco   (   ) 
Moderado  (   ) 
Muito   (   ) 
 

6) Alg a vez na vida você teve rinite? 
(   ) Sim   (   ) Não 
um

 

 

 
 

 



 62

ANEXO 4 
 

FEDERAL DE UBERLÂNDIA 
Instituto de Ciências Biomédicas 

Av. Pará, 1720 – Campus Umuarama – Bloco 4C – CEP 38400-902 – Uberlândia – MG 

 

 
 
 

UNIVERSIDADE 

Laboratório de Imunologia 

Telefone: (34) 3218-2195 – Fax: (34) 3218-2333 

TERMO DE CONSENTIMENTO (aprovado por CEP/UFU 154/04) 
 
Eu, _______________________________________, concordo em participar do projeto 
de pesquisa intitulado “Reatividade de anticorpos IgE,,  IIggGG11  ee  IIggGG
glic tópicos”, cujo 
principal objetivo é fracionar proteínas alergênicas e avaliar suas reações com os 

ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei 
submetido (a) e que serão realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia 

ín

xam lemen ares ta  cutâneo com alérgenos 
inaláve

idad  de co angue para d nticorpos específicos a 
eroalé

relacionados com  in igação. Terei a liberdade de me retirar da pesquisa a qualquer 
momento em que desejar, sem a necessidade prévia de explicações. 

caráter confidencial das informações fornecidas, não sendo 
permiti inha identificação. 

 

 

 

Uberlândia, ______ de ___________________ de 200__. 

_______________________________      _______________________________              
ASSINATURA                         TESTEMUNHA 

44 a antígenos 
osilados derivados de Dermatophagoides farinae em pacientes a

anticorpos de indivíduos alérgicos. 
Estou 

Cl ica do Laboratório de Imunologia, Instituto de Ciências Biomédicas, Campus 
Umuarama, Bloco 4C, a saber: 

ção e e- realiza d es comp t is como teste
is 
- necess e leta de s  osagem de a

a rgenos 
Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a 

qualquer dúvida a cerca dos procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos 
 a vest

Será respeitado o 
a a md
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