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RESUMO

Introducédo: Os componentes de espécies de acaro encontrados na
poeira de casas mostraram um importante papel nas doencas
respiratorias. Muitos desses componentes sdo glicosilados e algumas lectinas,

como a Concanavalina A (ConA) mostraram afinidade a aquelas moléculas..

Objetivos: Determinar os niveis de IgE especifica ao extrato Df total a fragéo
Df-ConA em pacientes alérgicos e sua reatividade cruzada entre os extratos
brutos de D. pteronyssinus e B. tropicalis por ELISA e ELISA.de inibicao
respectivamente. A presenga de componentes alergénicos no extrato Df total e

na fragao Df-ConA reativos a IgE por Immunoblot também foi verificada.

Material e Métodos: A cromatografia de afinidade em coluna de afinidade
ConA-Sepharose foi usada para obter fragdes gilcosiladas com residuos de a-
D-manose and B-D-glicose do extrato bruto de Dermatophagoides farinae (Df
total). As fracées 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 histérico de rinite alérgica e sensiveis ao acaro e 31 individuos

nao alérgicos selecionados pelo Teste Cutadneo de Puntura.

Resultados: Todos os pacientes foram positivos ao D. farinae e D.
pteronyssinus, e 93% de co-positividade a B. tropicalis. O ELISA mostrou uma
grande positividade em todos os extratos, mas niveis mais altos de IgE foram
encontrados no extrato Df total e na fragdo Df-nConA quando comparados a
fracado Df-ConA. Entretanto, ambas as fracbes Df-nConA e Df-ConA,
mostraram uma correlacdo positiva com o extrato Df. O ELISA de inibicdo
mostrou uma alta reagdo cruzada entre os extratos de Dermatophagoides
farinae e Dermatophagoides pteronyssinus. Alta frequéncia de IgE reativa a
bandas de alta massa molecular aparente na fracdo Df-ConA foram

observadas pelo Immunoblot.

Conclusao: Dermatophagoides farinae representa uma importante fonte de
alérgenos glicosilados com afinidade a Concanavalia A, os quais estado

envolvidos nos mecanismos de indugao 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 a-D-mannose and B-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
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Doencas alérgicas

A prevaléncia de doencgas alérgicas aumentou consideravelmente nos
ultimos 20-30 anos (ISAAC, 1998; SLY, 1999), tem aumentado dessa forma
doengas como asma, rinite alérgica e dermatite atopica se enquadraram dentre
0s principais problemas de saude da sociedade contemporanea. Esse aumento
ocorre devido a mudanga de alguns habitos e também pela existéncia de
moveis e utensilios que provocam um aumento da poluicdo doméstica, e que
possivelmente, tém contribuido para um maior numero de individuos alérgicos.
A maior permanéncia das pessoas no ambiente doméstico ou em ambientes
fechados, contendo principalmente carpetes, cortinas, brinquedos felpudos e a
presenca constante ou ndo de animais domésticos, sdo fatores para o aumento
desse tipo de poluigdo (PLATTS-MILLS, 1996).

O termo hipersensibilidade poderia ser usado para descrever
objetivamente sintomas reprodutiveis ou sinais iniciados pela exposigdo a um
estimulo determinado a uma dose tolerada por individuos saudaveis. Alergia é
uma reacado de hipersensibilidade iniciada por mecanismos imunoldgicos
especificos, 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 isétipos de IgE, podendo-se dizer
entdo, que esses pacientes tem alergia mediada por IgE (JOHANSSON, 2004).

Segundo Terreehorst et al. (2002), asma e dermatite atopica sé&o
altamente associadas com a rinite alérgica, sendo esta considerada também
um fator de risco para a asma. Clinicamente, a rinite alérgica ocorre devido a

exposi¢cao a um alérgeno, causando inflamagéo da membrana mucosa nasal, e



resultando em sintomas caracteristicos como espirro, coriza e bloqueio das
vias aéreas superiores (JOHANSSON, 2004). Além da exposi¢cdo, varios
estudos tém relatado que os fatores genéticos sdao um dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento de doencgas alérgicas sendo que varios genes ou
conjunto de genes poderiam influenciar a resposta alérgica em diferentes
pacientes (BARNES; MARSH, 1998).

A rinite alérgica € a condicao crénica alérgica mais comum encontrada
na pratica médica. Sua incidéncia é crescente em paralelo com outras doencas
mediadas por IgE, afetando de 10 a 30% dos adultos e acima de 40% das
criancas. Metade dos pacientes com rinite alérgica perene apresentam
sintomas em mais de 4 meses por ano, sendo que 20% destes séao

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

1.2 - Fisiopatologia da resposta imune alérgica

Os principais aspectos que diferenciam a inflamagao alérgica dos outros
tipos de inflamacéo, segundo Varney et al. (1992), sdo a sintese de IgE,
ativagdo de mastocitos dependentes de IgE e infiltragdo da mucosa brénquica
com linfécitos e eosindfilos.

A reagao alérgica ocorre quando duas ou mais moléculas de IgE se
ligam a um antigeno especifico, e o receptores de IgE na superficie da célula
iniciam os eventos de sinalizagdo intracelular (COSTELLO et al., 1996). Estes
sinais ativam a célula que comegam a liberar mediadores pré-formados como
histamina, proteases e mediadores derivados de lipidios como leucotrienos e
prostaglandinas, produzindo uma reagao inflamatéria aguda com sintomas de

asma ou rinite (METZGER, 1999; RAVETCH; KINET, 1991).



Assim como as outras doencgas atépicas (asma, eczema e alergia
alimentar), a rinite alérgica é parte de uma complexa doenga sistémica. Minutos
apos a exposi¢cao a um alérgeno, mastdcitos sensibilizados liberam mediadores
que resultam em sintomas imediatos, bem como o recrutamento de células
inflamatdrias adicionais, causando sintomas tardios e mantendo o processo da
doenca (GELFAND, 2004).

Asma e rinite alérgica compartilham imunopatologias e patofisiologias
comuns (BOUSQUET; CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001; SIMONS, 1999).
Os achados em tecido nasal e brbnquico sdo similares, e linfécitos Th2,
mastocitos, e eosindfilos estdo envolvidos em ambas as condigdes. Tanto na
rinite alérgica quanto na asma, as respostas das fases imediata e tardia podem
acontecer, e o0 estado hiperresponsivo nas passagens nasais e nas vias aéreas
em resposta a um desafio alergénico, também podem ser demonstrados
(TOGIAS, 2003).

Poucos minutos apdés o contato com o alérgeno, a IgE sensibiliza
mastocitos que degranulam e liberam uma série de mediadores pré-formados e
recém sintetizados. Muitos destes mediadores iniciam sintomas caracteristicos
de rinite alérgica, incluindo espirro, coceira, coriza e congestdo. Estas
respostas da fase imediata sdo também atribuidas a liberacdo 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 ligagdo ao receptor H1, bem como pelos
receptores H2, H3 e H4, que podem aumentar a expressao de moléculas de

adesao e a produgéao de citocinas pro-inflamatérias (GELFAND, 2002).



Na fase tardia da rinite alérgica, a congestao se torna mais proeminente.
Como resultado da liberacdo de citocinas ou mediadores, a mucosa nasal se
acumulara de células inflamatdrias, baséfilos, eosindfilos, neutrdfilos,
mastdcitos, e células mononucleares, que sustentara a reagao inflamatéria da
mucosa nasal (BOUSQUET; CAUWENBERGE; KHALTAEV, 2001; LEDFORD;
LOCKEY, 1998; BASCOM et al., 1988). Os eosindfilos sao células
predominantes no processo inflamatério crénico e caracteriza a resposta na
fase tardia. O influxo de eosindfilos correlaciona com o desenvolvimento e
progressao desses sintomas (HARLIN et al., 1988; S. JULIUSSON et al., 1992;
PIPKORN; KARLSSON; ENERBACK, 1988). Os eosindfilos liberam uma
porcdo de mediadores, incluindo leucotrienos, proteinas catidnicas, peroxidase
eosinofilica e proteinas basicas 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 ativagdo de eosindfilos
(WANG et al., 1994; WANG et al., 1995; SPADA et al., 1997).

Vaérios estudos sugerem que a exposicdo a alérgenos de acaros de
poeira domiciliar pode ser uma das causas primarias ou um fator de risco no
desenvolvimento da asma, e também pode agir como um sinal para
exacerbacgéo dos sintomas (PLATTS-MILLS; DE WECK, 1989; PLATTS-MILLS

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

1.3 - Acaros da poeira domiciliar
A poeira domiciliar consiste de particulas em suspensdo de fontes

organicas e inorganicas, sendo constituida de um aglomerado de fibras



vegetais, fibras de carpetes, particulas de moveis estofados, areia, terra, pecas
do vestuario, escamacdo humana, restos alimentares, residuos quimicos e
produtos de varios microorganismos (bactérias, virus e fungos) e
macroorganismos (animais domeésticos, insetos e aracnideos) (SELTZER,
1994).

Ao contrario do que algumas pessoas acreditam, os acaros de uma
foram geral, ndo sao tdo préximos filogenéticamente dos insetos, e diferem
muito na sua morfologia e fisiologia. Estes microrganismos geralmente medem
entre 0,1 e 0,6 mm, e ndo sdo visiveis a olho nu. Suas formas adultas possuem
corpos ovais, de cor creme a um branco translucido, possuem 4 pares de patas
e sao didicos. O periodo para se completar o ciclo de desenvolvimento do
acaro é incerto, em torno de 2 a 6 semanas. Estime-se que cada fémea
produza de 40 a 100 ovos durante os seus 2 a 5 meses de sobrevida (MILIAN;
DIAZ, 2004).

Alérgenos derivados de acaros da poeira domiciliar tém sido
reconhecidos como uma importante causa na indugdo da sintese de IgE e as
espécies de acaros da familia Pyroglyphidae (Dermatophagoides farinae e
Dermatophagoides pteronyssinus) constituem a fauna predominante na poeira
domiciliar das regides tropicais e temperadas do mundo todo (PLATTS-MILLS
et al., 1992). Outro acaro muito importante nessas regides, Blomia tropicalis, da
familia Echimiopodidae € também responsavel pela sensibilizacdo mediada por
IgE em pacientes com asma e rinite alérgica (ARRUDA; CHAPMAN, 1992).
Segundo Platts-Mills; De Weck (1989), os acaros Dermatophagoides spp. se
alimentam principalmente de descamacgbes da pele humana e de animais

domésticos, sendo que em suas fezes estdo presentes os seus principais



componentes capazes de induzir uma resposta imune e causar alergia em

individuos susceptiveis e que geralmente sao proteinas ou glicoproteinas.

1.4 - Dermatophagoides farinae e seus alérgenos

O acaro D. farinae tem sido reconhecido como importante fonte de
alérgenos em todo o mundo, exercendo um relevante papel nas doengas
alérgicas, particularmente asma e rinite alérgica, em individuos geneticamente
predispostos. O crescimento e a proliferacdo do acaro sdo dependentes de
diversas condi¢bes, principalmente da temperatura e umidade, os quais
parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu desenvolvimento
(DUFF; PLATTS-MILLS, 1992).

A classificagdo taxonémica de D. farinae, segundo Arlian; Platts-Mills
(2001), pode ser resumida em: Reino Metazoa; Filo Artropoda; Classe
Arachnida; Ordem Acari; Familia Pyroglyphidae; Género 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 trés primeiras letras do género e a primeira letra da espécie mais
um numeral arabico (o0 qual pode denotar alérgenos homodlogos
estruturalmente). Por exemplo, alérgenos estruturalmente similares (antigenos
do grupo 1) oriundos de duas espécies de acaros (D. pteronyssinus e D.
farinae) sdo designados Der p 1 e Der f 1, respectivamente.

Alguns alérgenos possuem fatores essenciais para sua alergenicidade.

Estudos anteriores tém mostrado que alérgenos com atividade enzimatica



sensibilizam a superficie da mucosa facilitando o seu préprio reconhecimento
(BUFE, 1998). Os alérgenos possuem diferentes estruturas e sao classificadas
em diferentes familias de proteinas de acordo com as suas fungdes bioldgicas,
sugerindo que exista pouca ou nenhuma caracteristica estrutural comum ou
propriedade intrinseca entre os alérgenos tornando-os alergénicos (CHAPMAN
et al., 2000). Entretanto parece existir uma importante conecgao entre a fungéo
bioldgica, integridade estrutural e capacidade de ligacdo a IgE para um
alérgeno em especial manter sua alergenicidade (BUFE, 1998). Para alguns
alérgenos tem sido demonstrado que a ligagcao efetiva a IgE depende da
integridade da sua estrutura tri-dimensional. Por exemplo, a dissolu¢do das
pontes dissulfeto de Der f 2 pela mutacdo de dois residuos de aminoacido
resultou na completa perda da atividade ligante de IgE (TAKAI et al., 1997).
Outros fatores ndo podem ser deixados de lado como participantes da
sensibilizagcdo na reagao alérgica frente a um alérgeno, como predisposi¢céo
genética ou defeitos na regulagdo das respostas de IgE de um individuo,
infecgdes virais e 0 grau de exposigao (BUFE, 1998; ROBINSON et al., 1997).
Os alérgenos de acaro melhor estudados sdo aqueles do grupo 1, os
quais foram identificados como cisteina protease. Segundo Stewart; Robinson
(2003), outras proteinas com poder alergénico sdo alérgenos do grupo 3
(serina proteases), grupo 4 (amilase), grupo 6 (quimiotripsina-like protease)
grupo 10 (tropomiosina — proteina estrutural) e os alérgenos dos grupos 2, 5, 7
e 12 possuem fungdo biolégica desconhecida. Algumas das principais
caracteristicas bioquimicas de alérgenos de D. farinae e a frequéncia com que
a IgE é reconhecida em soros de pacientes alérgicos em alguns trabalhos

estao apresentadas no QUADRO 1.



Potenciais Massa Frequéncia
Alérgeno Identidade bioquimica ou homologia sitios de molecular | de ligacédo a
glicosilacéo (kDa) IgE (%)

Cisteina protease; homologia com:

Derf1l 1 25 80
papaina, actidina, catepsinaB e H
Funcéo desconhecida; homologia com a

Der f 2 - 14 80
proteina putativa epididimal humana
Tripsina; homologia com Der f 6 e Der p

Der f 3 6, e outras tripsinas de mamiferos e - 25 16-100
invertebrados
Quimiotripsina; homologia com Der f 3 e

Der f 6 Der p 3, além de quimiotripsinas de - 25 40
mamiferos e invertebrados
Funcao e sitios de clivagem

Der f7 1 22 50
desconhecidos
Tropomiosina; homologia com

Der f 10 o ) ND 33 50-95
tropomiosinas de outros invertebrados
Paramiosina; homologia com

Der f 11 o ) 4 98 80
paramiosinas de outros invertebrados
Semelhante a apolipofirina; identidade 177

Der f 14 ND 90
com M-177 (variavel)

Der f 15 | 98 kDa Quitinase 1 98 90
Gelsolinalvilina; homologia com a familia

Der f 16 ND 40 ND
da gelsolina

Der f 17 | Alérgeno ligante de calcio 4 40 (baixa)

Der f 18 | 60 kDa Quitinase ND 60 ND

QUADRO 1. Propriedades bioquimicas dos alérgenos de D. farinae.
FONTE: Kawamoto et al. (2002); Stewart e Thompson (1996); Thomas, Smith e Hales (2004);
www.allergen.org (2005). - ausente; ND nao determinado.

Até o presente momento, mais de quinze proteinas de D. farinae foram

identificadas como alérgenos potenciais € a maioria deles sao proteinas de

baixo peso molecular ou glicoproteinas com estrutura diversa e funcgdes

bioldgicas distintas (TSAI et al., 1998).




1.5 - Antigenos glicosilados

Muitas proteinas alergénicas sao (glicosiladas, aumentando a
possibilidade que o grupo glicosil pode contribuir para sua alergenicidade. Isso
se torna potencialmente relevante considerando a alergenicidade de proteinas
transgénicas, das quais os padrboes de glicosilagdo podem diferir
substancialmente de sua correspondente nativa (JENKINGS; PAREKH,;
JAMES, 1996).

A maioria dos alérgenos alimentares sao glicoproteinas (BURKS;
SAMPSON; BANNON, 1998) e as estruturas de carboidrato dos alérgenos
alimentares vegetais em particular sdo conhecidos como importantes epitopos
de IgE (FOTISCH et al., 1999; WILSON et al., 1998).

Antigenos glicosilados tém sido reconhecidos com papel crucial em
diferentes patologias, particularmente entre os fungos patogénicos, nos quais
tém se destacado altamente imunogénicos a gp43, principal glicoproteina de
Paracoccidioides brasiliensis (PUCCIA et al., 1994); o componente de 105 kDa
de Cryptococcus neoformans, manoproteina envolvida na resposta imune
mediada por células (PITZURRA et al.,, 1997); a glicoproteina de 70 kDa de
Histoplasma capsulatum, apresentando correlagao entre antigenemia (antigeno
presente no sangue) e terapia (GOMEZ et al., 1999).

No estudo de doengas atdpicas, componentes glicosilados ricos em
manana, carboidrato derivado de Candida albicans, sdo reconhecidos por
anticorpos IgE de pacientes com manifestagdes alérgicas, incluindo asma,

rinite e dermatite atopica (SAVOLAINEN, 1995).

1.6 - Lectinas e Concanavalina A
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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 proteinas, exceto enzimas ou anticorpos (BARONDES, 1988). As lectinas
interagem com carboidratos ndao covalentemente de uma maneira geralmente
reversivel e altamente especifica (LIENER; SHARON; GOLDSTEIN,1986). As
lectinas classicamente possuem dois ou mais sitios ligantes de carboidratos e
se interagem por meio de for¢cas de Van der Waals, que embora relativamente
fracas, sao frequentemente numerosas, contribuindo significantemente para a
ligacao total. As lectinas de leguminosas representam a maior e mais estudada
familia 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 feijao (Canavalia ensiformis),
€ um dos principias membros dessa familia, e comumente se liga a a-D-
manose e -D-glucose e residuos relacionados estereoquimicamente (SCRIBA,
2004). De acordo com Lioyd; Bitton (1971), a Con A imobilizada em agarose,
mostra-se como uma ferramenta de fundamental importancia para isolamento
de polissacarideos e glicoproteinas.

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 doencas
alérgicas (GUPTA et al., 2004). Entretanto, poucos estudos foram conduzidos,
até o momento, relacionando estes epitopos glicosilados a alergia a acaros da
poeira 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 antigeno 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 proteinas ligantes de ConA
reconhecidas pela IgE de pacientes alérgicos, bem como a reatividade cruzada
destes componentes com alérgenos de outras espécies de acaros de
importancia clinica.

O acaro Dermatophagoides farinae tem sido reconhecido como importante
fonte de alérgenos em todo o mundo, exercendo um relevante papel nas doengas
alérgicas, particularmente asma e rinite alérgica, em individuos geneticamente
predispostos destas regides. O crescimento e a proliferacdo do acaro séo
dependentes de diversas condi¢des, principalmente da temperatura e umidade,
0s quais parecem ser os fatores decisivos e limitantes para o seu
desenvolvimento (DUFF; PLATTS-MILLS, 1992). Estudos anteriores realizados
em Uberlandia (SOPELETE et al., 2000) e um estudo realizado em Goiania
(SILVA et al., 2005) sobre a exposi¢ao de individuos a alérgenos de acaros da
poeira doméstica, demonstraram maior concentragcdo de Der f 1 nas poeiras
domeéstica e de cinemas analisadas.

Antigenos glicosilados tém demonstrado um papel crucial em diferentes
patologias, pois podem apresentar alta imunogenicidade e serem reconhecidos
por diferentes classes de anticorpos. Considerando a importancia de se isolar e
caracterizar glicoconjugados também nas manifestagbes alérgicas, o presente
estudo foi motivado e elaborado para a identificagcdo e caracterizagao parcial de
componentes glicosilados de D. farinae, que pudessem estar envolvidos na

reatividade de anticorpos IgE em pacientes alérgicos. Assim, o estudo e a
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identificagdo de antigenos glicosilados de Dermatophagoides farinae
reconhecidos por anticorpos IgE, podem ser relevantes para um melhor
conhecimento da resposta imune a este acaro e, consequentemente, serem
importantes como potenciais ferramentas para avaliagdo da sensibilizacdo
alergénica in vivo (testes cutaneos) e in vitro (testes soroldgicos) bem como para

possivel emprego na imunoterapia alérgeno-especifica.
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OBJETIVOS

Extrair os componentes antigénicos derivados do extrato total de
Dermatophagoides farinae (Df-total) e fraciona-los por cromatografia de

afinidade de ConA-Sepharose;

Determinar os niveis de IgE especifica aos extratos de Df-total e Df-ConA

em pacientes alérgicos, por ensaio imunoenzimatico (ELISA) ;

Verificar a presenga de reatividade cruzada entre alérgenos derivados do
extrato bruto de D. farinae e da fracdo Df-ConA com o extrato bruto de D.

pteronyssinus e Blomia tropicalis, por ELISA de inibicdo competitiva;

Identificar os componentes alergénicos dos extratos Df-total e Df-ConA
reconhecidos por anticorpos IgE do soro de pacientes com alergia

respiratoria, por Immunoblot.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Aspectos éticos
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (154/04) da
Universidade Federal de Uberlandia (CEP/UFU), subordinado a Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), érgdo do Conselho Nacional de
Saude (CNS), por meio de um adendo (ANEXO 1), tendo como base um
projeto previamente aprovado (processo n°039/2002; ANEXO 2), fazendo as
devidas modificagdes e alteragdes necessarias para o desenvolvimento deste

trabalho.

3.2. Local do estudo

Todas as etapas do estudo foram realizadas no municipio de Uberlandia
que se localiza no estado de Minas Gerais e apresenta uma populacio
residente total de 501.214 habitantes, distribuidos em uma area de 4.115,85
km?, segundo o Gltimo senso 2000-2001 (IBGE, 2004).

A selecdo e o atendimento aos pacientes foram realizados no
Ambulatério de Alergia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU). O HC-UFU esta fisicamente inserido no Campus
Umuarama e € um dos 59 estabelecimentos que prestam servigo junto ao
Sistema Unico de Saude (SUS) no municipio.

Todas as demais técnicas adotadas neste estudo foram executadas no
ambito do Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica da UFU, Instituto de

Ciéncias Biomédicas, bloco 4C, Campus Umuarama.
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3.3 - Extracdo e fracionamento dos alérgenos de Dermatophagoides
farinae
3.3.1 - Preparacao do extrato alergénico
A extracao de proteinas dos acaros foi realizada de acordo com Pereira
e colaboradores (2005), com algumas modificagdes. Inicialmente, foram
pesados 200 g do acaro em meio de cultura gentiimente cedido pelo Prof.
Federico Montealegre (Laboratério de Imunoquimica, Escola de Medicina de
Ponce - Porto Rico, EUA) e peneirados (Peneiras Granutest-Telastem, ABNT
35, abertura em 0,50mm - TYLER 32) para separar, por retengao, o material de
cultura dos corpos e fezes dos acaros. O material acarolégico (20 g) foi diluido
em 100 mL de solugéo 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 puM, como inibidores de
proteases. A exaustiva maceragao em gral e pistilo, na presenga de nitrogénio
liquido, e a subsequente transferéncia do material para tubos cbnicos
precederam a incubagdo deste em agitador orbital. Essa mistura ficou em
agitacdo orbital durante 18 horas a 4°C 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 solugdo salina
tamponada com fosfatos PBS 10 mM, pH 7,2. Ao término da dialise, o material
retido, foi analisado quanto ao conteudo protéico e de carboidratos e definido

como extrato bruto soluvel 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 - Preparacéao da coluna
Para obtencdo das fragdes ligantes e né&o 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 continuo de solugédo Tris
(Hidroximetil-aminometano — Merck, Darmstadt, Alemanha) 200 mM, contendo
HCI (Quimibras Industrias Quimicas, S.A., Rio de Janeiro, Brasil) (Tris-HCI),
contendo NaCl 500 mM, pH 7,4, até atingir um volume de 5 mL de resina.

Para evitar uma possivel perda de ConA junto com o material eluido, foi
realizada uma ligagdo cruzada com glutaraldeido, consoante o protocolo
descrito por Scher, Resneck e Bloch (1989), com modifica¢des. 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 pL de
glutaraldeido a 25% (Merck, Darmstaldt, Alemanha) foi adicionado e a resina
foi incubada a temperatura ambiente, em agitagao orbital por 1 h. O excesso do
composto orgéanico foi removido pela lavagem da resina com 25 mL de solugéo
tampéo constituida de Glicina (Quimibras Industrias Quimicas, S.A., Rio de
Janeiro, Brasil), Tris-HCI 100 mM, , contendo D-Manose 200 mM pH 9,2. A
coluna foi novamente incubada em agitagcédo orbital, por 10 min e, finalmente
lavada com 50 mL de PBS.

Todas as lavagens foram realizadas a 25°C e em fluxo lento e continuo.
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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 a ConA-Sepharose e mantido em repouso por 2 h, a 4°C, para a
ligacdo dos glicoconjugados a lectina. A coluna foi entdo lavada com solugao
PBS e as fragdes nao ligantes de ConA foram coletadas, em volumes
aproximados de 2 mL e monitoradas quanto a densidade éptica (D.O.), por
espectrofotometria (Espectrofotbmetro Micronal, Sdo Paulo, Brasil), a 280 nm.
No momento em que os valores de D.O. atingiram valores préximos de zero, a
eluicdo foi interrompida pela adicdo de metil-a-D-manopiranosideo (Ferro
Pfanstiehl Laboratories, Inc., Walkegan, EUA) 100 mM, com alterior eluicdo das
fragbes ligantes de ConA. Ao atingir novamente valores basais de D.O., a
coluna foi finalmente lavada com PBS, contendo NaCl 500 mM.

As fragbes que apresentaram os maiores valores de D.O., eluidas pela
adicdo de PBS ou de metil-a-D-manopiranosideo, foram agrupadas,
concentradas e dialisadas contra PBS em sistema Amicon, constituindo dois
pools de fragbées: um ligante de ConA (Df-ConA) e outro ndo ligante de ConA

(Dp-nConA).

3.4 - Métodos analiticos
3.4.1 - Dosagem de proteinas
As concentragdes protéicas do extrato Df bruto e das fracdes obtidas por
cromatografia de afinidade (Df-nConA e Df-ConA) foram determinadas segundo
metodologia descrita por Lowry e colaboradores (1951).
A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com os valores

de D.O. da curva de calibragdo, na qual foi utilizada a soroalbumina bovina
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(BSA — Sigma) em diluicbes seriadas de 500 a 15,6 ug/mL. Estes valores foram
entdo transformados em mg/mL, pelo software Microplate Manager 4.0 (Bio-

Rad Laboratories, Inc., Hercules, EUA).

3.4.2 - Dosagem de carboidratos
A quantidade de carboidratos presentes nas amostras foi determinada segundo
o protocolo descrito por Yemm; Willis (1954), utilizando D-Manose (Sigma)
como padrdo na curva de calibracdo, em diluicdes seriadas de 1.000 a 61,5
ug/mL. A transformacéo dos valores de D.O. em concentragdo de carboidratos
foi realizada de maneira similar ao procedimento descrito para dosagem de

proteinas.

3.5 — Extratos antigénicos de acaros para teste cutaneo de puntura
(TCP)

Para a preparagdo dos extratos alergénicos utilizados nos testes
cutaneos de puntura, extrato bruto de Df foi diluido em PBS contendo fenol a
0,4% e dlicerina a 50% (Bayer Corporation, Spokane, EUA) em uma
concentragdo protéica final de 2 mg/mL. Esta solugdo foi armazenada em
frascos de vidro do tipo @mbar com conta-gotas, a 4°C, até a realizagdo dos
testes cuténeos.

Extratos brutos antigénicos de D. pteronyssinus e de B. tropicalis foram

obtidos através de procedimentos semelhantes aos descritos acima.

3.6 - Pacientes e Individuos néo atépicos
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Foram selecionados 72 individuos atendidos no Ambulatério de Alergia
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) que
foram divididos em dois grupos: o primeiro constituiu de 41 pacientes com rinite
alérgica, com base no exame clinico e histérico de sintomas respiratorios
relacionados a poeira domiciliar e, o segundo grupo de 31 individuos nao
atopicos. A selecao dos pacientes e individuos nao atopicos foi feita através de
exame clinico, anamnese e um questionario clinico (Anexo 3) foi aplicado aos
mesmos segundo os critérios adotados pelo International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC, 1998), para auxiliar na avaliagao clinica inicial

de cada paciente, supervisionado pelo médico alergologista responsavel.

3.7. Termo de consentimento e avaliacao clinica e fisica dos individuos
do estudo

Todos os participantes deste estudo assinaram o termo de consentimento
(Anexo 4) pés-informado, de acordo com as normas da Resolucdo CNS
196/96.

No termo de consentimento foi informado o nome da pesquisa, bem como
seus objetivos, os procedimentos a que seria submetido, como coleta de
sangue e teste cutaneo de leitura imediata e a possibilidade de sua saida do
estudo sem necessidade de explicagdo ou prejuizo ao seu atendimento atual
ou futuro.

Em seguida, os individuos foram avaliados através de exame clinico e
fisico pelos residentes médicos em Otorrinolaringologia sob superviséo do Porf.
Dr Ernesto Akio Taketomi (Uberlandia, MG) — professor titular de Imunologia,

Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Uberlandia (UFU),
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chefe do Laboratério de Alergia e Imunologia Clinica e médico responsavel
pelo Ambulatério de Alergia e Imunologia Clinica do Hospital de Clinicas da

UFU (HC-UFU).

3.8. Teste cutaneo de puntura (TCP)

A hipersensibilidade imediata foi avaliada pelo método de puntura, de
acordo com a Academia Européia de Alergia e Imunologia Clinica - EAACI
(1993), descrito por Ownby (1988). Para a realizagao do teste, foram utilizados
extratos brutos dos acaros D. farinae, D. pteronyssinus e B. tropicalis, todos a 2
mg/mL, preparados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia Clinica
da UFU. Solugao de histamina (10 mg/mL - IPI/ASAC Brasil, Sdo Paulo, Brasil)
e solugdo salina (IPI/ASAC) foram utilizados como controles positivo e
negativo, respectivamente.

Uma gota (aproximadamente 10 yL) de cada extrato foi depositada, a
uma distancia de 3 cm entre elas, na regido anterior do antebraco (DANGELO;
FATTINI, 1998), apos anti-sepsia do local com alcool 70%. Uma puntura
cutanea (Puntores Aiko, Rio de Janeiro, Brasil) foi feita no local de depdsito da
gota e depois de 15 minutos foram medidos o maior didmetro longitudinal e o
didmetro ortogonal passando pelo ponto médio das papulas formadas, com
régua milimetrada (Morrow Disposable/Skin Test Needle Aller Guard). As
papulas que apresentaram média aritmética dos didmetros maiores do que 3
mm em relacdo 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 puncdo venosa na regidao anterior do cotovelo, foram
coletados 10 mL de sangue de cada individuo, com a utilizagdo de tubos a
vacuo (Vacutainer - Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA) e agulhas 21G1
(Vacutainer). Apds coagulacdo os tubos com as amostras de sangue foram
submetidos a centrifugacédo (Centrifuga Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a
4°C durante 10 minutos a 2.000 g. Os soros obtidos foram aliquotados em
microtubos de polipropileno do tipo eppendorf e armazenados a -20°C até a

realizacao dos testes soroldgicos.

3.9.1 Critérios de exclusao de individuos do estudo

Foram excluidos do estudo os pacientes e individuos nao atépicos

que apresentaram pelo menos uma das seguintes caracteristicas:
- Com idade inferior a 18 anos e superior a 60 anos;

- Que apresentaram lesdes dermatoldgicas na area de realizagao do

teste cutaneo;

- Em tratamento com drogas anti-inflamatérias esteroidais e/ou anti-
histaminicos de primeira ou segunda gerag¢ao, no periodo inferior a 2
semanas que antecederam o atendimento (KANCELJAK-MACAN et al,

2002);

- Que foram submetidos a prévia imunoterapia com extratos de acaros

da poeira domiciliar;
- Que ndo assinaram o Termo de Consentimento;

- Que se recusaram a participar do estudo por qualquer motivo.
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3.10 - Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para IgE sérica anti-D. farinae

A dosagem de anticorpos IgE séricos especificos a D. farinae foi
realizada segundo Pereira e colaboradores (2005), com modificagbes. 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 concentragao protéica de 20 yg/mL em um volume de 50
pL/pogo. 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 a temperatura ambiente. Nas etapas subsequentes, foi utilizado
PBS-T-BSA 1% como diluente e as placas foram lavadas com PBS-T apods
cada etapa da reacdo. As amostras de soros foram diluidas 1:2 e incubadas a
37°C por uma hora em camara umida.

Subsequentemente, foi incubado o anticorpo secundario consistindo de
anti-lgg humana biotinilada (Kirkegaard and Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, MD, EUA) em diluigdo 1:1.000 por 1 hora a 37°C. Na etapa final,
o conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma) foi adicionado na diluicao de
1:500 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

A reacéao foi revelada por meio da adigao de 2,2'-diazino do acido etil-
benzotiazolino sulfénico (ABTS) a 0,01M em tampéo citrato-fosfato 0,07M, pH
4,2 contendo 0,03% de agua oxigenada (Sigma).

A densidade ¢6ptica (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 indice ELISA (IE) de acordo com

a seguinte formula: IE= D.O. amostra / cut off, sendo que o cut-off foi
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determinado pela média dos valores de D.O. dos soros controles negativos de
cada placa, acrescidos de trés desvio-padroes.
Assim, IE > 1,2 foram considerados positivos quanto a presenca de IgE

especifica a alérgenos de D. farinae.

3.11 - Ensaio imunoenzimatico (ELISA) de inibicdo competitiva

A especificidade do ELISA para IgE foi avaliada utilizando um ensaio de
inibicdo competitiva como descrito por Pereira e colaboradores (2005), com
modificacdes. Foram realizadas diluicbes decimais seriadas de 100 a 0,001
pMg/mL em PBS-T-BSA 1% dos extratos de Df-total, Df-nConA Df-ConA, Dp, Bt
ou toxoide tetanico (TT; Sigma) e Concanavalina A (ConA; Sigma) como
antigenos irrelevantes. Cada diluicdo dos diversos antigenos foi misturada 1:1
com uma diluigdo (1:5) de um painel de 6 soros controles positivos e entédo
incubadas por 18 horas a 4°C. Os soros incubados somente com diluente
foram utilizados como controles positivos.

Em seguida, as misturas antigenos-soros foram testadas por ELISA para
IgE com extrato Df-total e Df-ConA a na concentragcao protéica de 20 ug/mL
previamente incubados para sensibilizagdo das microplacas de ELISA. As
etapas posteriores da reagcao procederam-se como descrito anteriormente. Os
resultados foram expressos em porcentagens de inibicdo em relagao a
auséncia do antigeno 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 presenca de Dodecil

sulfato de sédio (SDS-PAGE)



24

As bandas polipeptidicas derivadas do extrato total de D. farinae bem
como as fragdes obtidas por cromatografia de afinidade em colunas de Con-
A/Sepharose foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) a 12%, segundo Laemmli com
modificagdes (1970).

Antes da aplicagdo no gel, as amostras foram diluidas em tampao de
amostra (T.A.) 2X contendo Tris-HCI 100 mM, pH 6,8, SDS a 4%, azul de
bromofenol a 0,2% e glicerol a 20% ou T.A. 10X contendo Tris-HCI 500 mM, pH
6,8, SDS a 10%, azul de bromofenol a 0,25%, EGTA 200mM e Sacarose a
20%, e submetidas a um aquecimento de 95°C (Termobath ALB64 — Finemould
Precision Ind., Co., Seul, Coréia do Sul) por 5 minutos. O padrédo de peso
molecular Wide Range (Sigma) foi utilizado como recurso para o calculo dos

pesos moleculares relativos das bandas protéicas presentes nas amostras.

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 migragao das fragdes protéicas. Posteriormente, o gel de separagao a

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

Os pesos moleculares aparentes das bandas polipeptidicas foram
estimados por regressdo linear, segundo o padrdao de peso molecular de
referéncia, a partir do calculo da mobilidade relativa (Rf), utilizando o programa
computacional KODAK 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co., Rochester,

EUA).
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3.13 - Immunoblotting para deteccao de IgE anti-D.farinae

Os extratos Df-total, Df-nConA e Df-ConA (100 ug/pogo) foram
submetidos a 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
0,8 mA por cm? de gel por 2 h utilizando sistema semi-imido de transferéncia
(Multiphor II Electrophoresis Unit, Pharmacia LKB, Uppsala, Suécia) conforme
a técnica descrita por Towbin e colaboradores (1979). O sucesso da
transferéncia foi confirmado pela visualizacdo das fragcdes protéicas coradas
com Ponceau 0,5% (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As membranas eletrotransferidas foram cortadas em tiras de
aproximadamente 0,3 cm de largura e subsequentemente bloqueadas com
aproximadamente 800 uL de solugdo salina tamponada com Fosfatos,
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) acrescida de leite em pd desnatado
(Molico, Nestlé, Sao Paulo, Brasil) a 5% por 2 horas a temperatura ambiente,
para bloquear sitios ativos ligantes de proteinas.

Subsequentemente, para identificar os componentes reativos de IgE
presentes no extrato Df total e nas fragdes Df-nConA e Df-ConA, as tiras foram
incubadas com as amostras de soros de pacientes TCP+ e de individuos nao
atopicos, diluidas em PBS-T acrescida de leite em p6 desnatado a 1% (PBS-
TM), em diluigdo de 1:2 por 18 h a 4°C sob agitacao lenta.

Os procedimentos de lavagens das tiras de nitrocelulose, realizados apés
cada etapa da reacao, consistiram de 6 ciclos de 5 minutos com solucédo de
PBS-T.

Em seguida, as tiras foram incubadas com anticorpos secundarios anti-IgE
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humana biotinilado (Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc) em diluigdo 1:250
em PBS-TM por 4 h a 4°C. Apd6s novas lavagens, as tiras foram incubadas com
o0 complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (ABC/HRP, Dako Corporation,
Carpinteria, LA, EUA) diluido a 1:200 em PBS-TM e incubado por 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente as lavagens finais, as bandas
polipeptidicas foram visualizadas através de revelagdo por meio da adigao de
2,2'-diazino do acido etil-benzotiazolino sulfénico (ABTS) a 10 mM em solugéo
salina 200 mM tamponada com Tris 20 mM pH 7,2 contendo 0,03% agua
oxigenada.

Os pesos moleculares aparentes das bandas foram estimados por
regressao linear, segundo o padrao de peso molecular de referéncia, a partir do
calculo da mobilidade relativa (Rf), utilizando o programa computacional

KODAK 1D Image Analysis (Eastman Kodak Co).

3.14 - Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos, desde a coleta até o manuseio de materiais
biolégicos e dos reagentes, bem como a utilizacdo de equipamentos foram
realizados de acordo com as normas de biosseguranga descritas por Chaves-

Borges; Mineo (1997).

3.15 - Analise estatistica
Inicialmente, para analises de comparagdes de meédia os valores de
indice ELISA foram transformados em log e apds teste de normalidade

verificou-se que as variaveis nao apresentavam uma distribuicdo normal.
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As diferencgas entre as porcentagens do teste cutdneo de puntura foram
analizadas pelo teste Qui-quadrado ou pelo Teste de Probabilidade Exato de
Fisher quando apropriado. As diferencas no tamanho médio da papula obtida
com os extratos empregados no TCP e os niveis de IgE especifica a D. farinae
entre os extrato Df-total e fracbes Df-nConA e Df-ConA foram avaliados pelo
teste de Kruskal-Wallis usando como post-hoc teste, o teste multiplo de
comparagao de Dunn. Correlagdes entre os niveis de anticorpos IgE ao extrato
Df total e as fragdes Df-nConA e Df-ConA foram determinadas pelo teste de
correlacdo de Spearman. Os indices ELISA foram expressos em média
geométrica e valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantivos.
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4 - Resultados

4.1 - Obtencéao das frac6es de D. farinae ndo ligantes e ligantes de ConA
O ensaio de cromatografia de afinidade utilizando ConA-Sepharose foi
utilizado para separar o extrato Df total em duas fracbes distintas: uma nao
ligante de ConA (Df-nConA) e uma ligante de ConA (Df-ConA).
A Figura 1 apresenta o cromatograma representativo do ensaio
realizado. Cada tubo coletor conteve aproximadamente 2 mL de amostra

fracionada pela coluna, sendo estes monitorados por espectometria.

34 Df-nconA
1

100 mM o D-manopiranosideo

Df-conA
),101

Densidade Optica (280 nm)
o

J,054

2,00 . . . . : . : e -+
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Numero das Fragdes
Figura 1. Eluicdo do extrato total de D. farinae (13 mg) em coluna de Concanavalin A-
sepharose (ConA). As fragbes nao ligantes de ConA foram eluidas com 10 mM PBS e as
fracbes ligantes de ConA foram eluidas com 100 mM metil a-D-manopiranosideo. Ambas as

fracbes foram misturadas, de acordo com os valores de densidade 6ptica, constituindo e entdo
constituiram as fragées Df-nConA e Df-ConA, respectivamente.

Um total de 13 mg de proteinas, em volume de 1 mL, foi aplicado na
coluna de ConA-Sepharose, onde a eluicdo com PBS a 10 mM resultou em um
pico formado pelas fragées de 1 a 9. Estas foram misturadas, concentradas (2

mL) e apds didlise constituiram a fragdo Df ndo ligante de ConA (Df-nConA).
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Apods alcancgar niveis de densidade Optica préximos de zero (fragdes 23 a 25),
um pico (fragdes 26 a 33) foi obtido pela eluicdo com 100 mM de metil a-D-
manopiranosideo. Essas fracbes foram misturadas, concentradas (2 mL) e
dialisadas constituindo a fragdo Df ligante de ConA (Df-ConA).

Apos didlise e concentracdo, o extrato Df total e as fragdes Df-nConA e
Df-ConA apresentaram niveis protéicos de 13 mg/mL, 1,1 mg/mL e 0,6 mg/mL,
respectivamente. Os niveis de carboidrato foram de 9,8 mg/mL para o extrato

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

4.2 - Dados gerais dos pacientes e teste cutaneo de puntura

As caracteristicas demograficas e imunolégicas dos individuos presentes
no estudo estdo demonstradas na tabela 1. Todos os pacientes alérgicos
apresentando quadro de rinite e positivos ao extrato total de D. farinae ao TCP
foram incluidos no grupo DF+, enquanto que os individuos nao atdpicos e que
foram negativos ao TCP a todos os extratos de acaros testados, constituiram o
grupo NA. Assim, o grupo DF+ constituiu-se de 41 pacientes (16 homens e 25
mulheres) com idade média de 25,7 + 8,8 anos, enquanto que o grupo NA foi
composto de 31 individuos (6 homens e 25 mulheres) com 30,5 + 12,1 anos de
idade. A faixa etaria dos recrutados para o estudo foi entre 18 e 51 anos.

O Teste cutaneo de puntura (TCP) foi utilizado como ensaio in vivo para
verificar a reatividade dos individuos frente aos extratos de D. farinae, D.
pteronyssinus e B. tropicalis. Um resultado de TCP positivo foi dado pelo

didmetro médio da papula acima de 3 mm em relagdo ao controle negativo.
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Tabela 1. Idade, sexo, historia clinica e resultado de TCP (didametro médio de papula e
positividade) de pacientes TCP positivo a extrato de D. farinae (DF+) e de individuos nao
atopicos (NA). Ao TCP um resultado positivo foi determinado a partir do didametro médio de
duas medidas perpendiculares da papula formada e definido como > 3 mm em relagdo ao
controle negativo da reagao.

Grupos
Caracteristicas
DF+ NA

Numero de individuos 41 31
Média de idade + DP (ano) 25,7+8,8 30,5+ 12,1
Sexo (M/F) 16/25 6/25
TCP positivo (tamanho médio da papula, mm)

D. farinae 9,0 £2,9° 0

D. pteronyssinus 9,8 + 3,3° 0

B. tropicalis 7,7+3,1° 0

Histamina 70+1,6 6,4+1,6

Co-positividade ao TCP entre os acaros de poeira doméstica (n, %)

D. farinae + / D. pteronyssinus + 41 (100%)? 0
D. farinae + / D. pteronyssinus - o° 0
D. farinae + / B. tropicalis + 38 (93%)? 0
D. farinae + / B. tropicalis - 3 (7%)° 0

DF+: pacientes alérgicos com teste cutdneo de puntura (TCP) positivo a D. farinae; NA:
individuos nao atépicos. Resultado positivo ao TCP(+). Resultado negativo ao TCP (-).

25| etras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes entre os extratos, como
indicado pelo teste de Kruskal-Wallis usando como post-hoc teste, o teste mudltiplo de
comparagao de Dunn para o tamanho médio das papulas, e o teste Qui-quadrado ou o teste de
probabilidade Exato de Fisher para a positividade ao TCP (p < 0,05).



31

Assim, no TCP o didmetros médios das papulas observadas para os extratos
totais de D. farinae e D. pteronyssinus no grupo DF+ foram similares (9,0 £ 2,9
mm e 9,8 + 3,3 mm, respectivamente), mas significativamente maiores do que
para o extrato total de B. tropicalis (7,7 £ 3,1imm; p < 0,05). Como parte do
processo de agrupamento dos individuos participantes do estudo, todos os
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 individuo do grupo NA apresentou positividade no TCP aos

extratos totais de acaros utilizados.

4.3 — Niveis de anticorpos IgE especifico ao extrato Df total, e as suas
fracfes Df-nConA e Df-ConA

O ensaio imunoenzimatico ELISA foi utilizado para determinar os niveis
de IgE especifica ao extrato Df total e suas fracbes nos soros de pacientes
TCP positivos ao extrato do acaro (grupo DF+) e de individuos ndo atopicos
(grupo NA) (figura 2). Os niveis médios de IgE ao extrato Df total e as fragcdes
Df-nConA e Df-ConA foram significantemente maiores nos pacientes do grupo
DF+ (5,3, 6,0,e 2,3 IE, respectivamente) quando comparados aos individuos do
grupo NA (0,8, 0,9, 0,7 IE, respectivamente) (p < 0,001). Uma diferenga
significantiva foi observada entre os niveis médios de IgE ao extrato Df total e a
fracdo Df-ConA em pacientes do grupo DF+ (5,3 vs 2,3 IE; p < 0,01). Os niveis
médios de IgE a fragdo Df-nConA também foram maiores do que a fragao Df-

ConA (6,0 vs 2,3 IE; p < 0,001). Entretanto, ndo se observou diferenga
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significantiva entre as médias dos niveis de IgE ao extrato Df total e a fragédo

Df-nConA (5,3 vs 6,0 IE; p > 0,05).
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Figura 2. Niveis de IgE sérica especifica ao extrato total de D. farinae (Df total), e as fragdes
Df-nConA e Df-ConA, expressos como indice ELISA (IE) no soro de 41 pacientes com TCP
positivo a D. farinae (DF+) e 31 individuos nao atépicos (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 fragcbes também estéo
indicados.

O limiar de positividade no teste ELISA para detecg¢ao de IgE especifica
a alérgenos de D. farinae no extrato Df total e em suas fragdes ligante e ndo
ligante de ConA foi considerado 1,2 |IE, com o objetivo de excluir valores
proximos a |IE = 1,0, possiveis de ocorrer quando a D.O da amostra é igual ao
cut off da reagéo. Assim, trinta e oito pacientes do grupo DF+ (93%) mostraram
niveis 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 as fracdes Df-nConA e Df-ConA, respectivamente.
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Nenhuma das amostras de soro de individuos do grupo NA apresentou
niveis acima do limiar de positividade ao extrato e as fragdes testadas.

Uma correlagao positiva significante entre os niveis de IgE ao extrato Df
total e a fragao Df-nConA foi observada (r = 0,7000; p < 0,001) (figura 3A), mas
o0 maior coeficiente de correlagdo encontrado foi entre o extrato Df total e a

fracdo Df-ConA (r = 0,8244; p < 0,001) (figura 3B).
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Figura 3. Correlagao entre os niveis de IgE ao extrato total de D. farinae (Df total) e as fragdes
Df-ConA (A) ou Df-nConA (B), expressos em indice ELISA (IE) no soro de 41 pacientes com
TCP positivo a D. farinae (grupo DF+). O coeficiente de correlagdo foi calculado usando o teste
de correlagao de Spearman.
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4.4 - Especificidade de anticorpos IgE ao extrato Df total e a fracdo Df-
ConA

A especificidade antigénica dos ensaios imunoenzimaticos para
deteccdo de IgE especifica a alérgenos do extrato Df bruto e Df-ConA foi
avaliada através de imunoensaio de inibicdo competitiva, empregando-se como
inibidores extratos Df, Dp e Bt totais, Df-ConA e antigenos irrelevantes, como
Concanavalina A (ConA) e toxoide tetanico (TT) (Figura X) e soro de pacientes
do grupo DF+. A porcentagem de inibigao indicou a presenga de reatividade
cruzada entre o extrato Df total e Df-ConA frente aos extratos homdlogos e
heterdélogos e a antigenos irrelevantes (figura 4).

Assim, todos os componentes utilizados como inibidores apresentaram
curvas dose-dependentes, em concentracdes crescentes de Df total, Df-ConA,
Dp e Bt totais e antigenos irrelevantes (TT e ConA).

Quando o extrato total de D. farinae foi aplicado na fase solida (figura
4A), uma alta inibicdo homodloga (Df total e Df-ConA) foi observada, com a
reatividade a IgE sendo eficientemente inibida a concentragcdo maxima de
100ug/mL de cada inibidor (89% e 85%, respectivamente). As concentracdes
destes componentes, com 50% de inibigdo (I150) foram 0,2 and 3,1 pg/mL,
respectivamente. Em relacdo a inibicdo heterdloga, curvas de inibicdo dose-
resposta similares foram observadas entre os extratos totais de D. farinae e D
pteronyssinus, com lsp sendo alcangado a baixas concentragcdes dos inibidores
(0,2 e 1,8 ug/mL, respectivamente). Assim, uma alta inibicdo heterdloga foi
visto com o extrato Dp total (69%), mas ndo com Bt total (23%) na
concentragdo maxima dos inibidores. Os antigenos irrelevantes (ConA e TT)

nao exibiram inibi¢cao significativa (0% e 5,0%, respectivamente).
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A. Df total na fase sélida
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Figura 4. Curvas de inibicao de IgE com o extrato total de D.farinae (A) e com a fragdo Df-
ConA (B) na fase solida. Um pool de 6 soros de pacientes DF+ foram pré-incubados por 18h a
4°C com diferentes diluicdes decimais seriadas de 10% a 10° pg/mL em solugdo diluente de
PBS-T-BSA dos extratos de Df total, Dp total, Bt total como inibidores. Concanavalina A (ConA)
e toxoide tetanico (TT) foram utilizados como antigenos irrelevantes.

Quando a fracao Df-ConA foi aplicada na fase sélida, curvas de inibicao
similares em um comportamento dose-dependente foram observadas para os
inibidores Df total, Df-ConA e Dp total. Altas inibicdes homologas (86% e 87%
para Df total e Df-ConA, respectivamente) e heterdloga (75% para Dp total)

foram observadas na maxima concentracdo dos inibidores. Sendo que os
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valores de |sp para os extratos Df total e para a fragédo Df-ConA (0,13 ug/mL e
0,2 ug/mL, respectivamente) diferiram um pouco em relagcédo ao extrato Dp total
(2,1 ng/mL). Inibicbes baixas e insignificantes foram observadas com Bt total
(30%) e com os antigenos 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 fragées 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 extensao do gel (Figura 5, coluna 1), com massas moleculares variando
de 14 a 120 kDa, porém, muitas bandas n&do foram bem individualizadas. O
extrato total de D. farinae mostrou uma marcagdo mais proeminente das
bandas com massas moleculares aparentes em torno de 14, 22, 25, e 110 kDa.
Um perfil diferente foi observado na fracdo Df-nConA, com marcagao
predominante de bandas protéicas com massas moleculares aparentes abaixo
de 25 kDa enquanto que a fragdo Df-ConA mostrou um perfil protéico quase
complementar a fragdo Df-nConA, com bandas protéicas acima de 17 kDa,
particularmente aquelas de altas massas moleculares aparentes em torno de
120, 110, 96, 84, e 76 kDa.

O perfil de afinidade do extrato total de D. farinae e da fracdo Df-ConA
pela IgE foi determinado por Immunoblot em 10 amostras séricas de pacientes
selecionadas do grupo DF+ e 10 soros de individuos do grupo NA sendo que
trés soros representativos estdo demonstrados para o extrato Df total e para a

fracao Df-ConA na figura 5B (linhas 4 a 6 e 7 a 9, respectivamente).
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Figura 5. Perfil protéico (A) do extrato total de D. farinae (Df total, linha 1), e das fragdes Df-
nConA (linha 2) e Df-ConA (linha 3) em SDS-PAGE a 12% com marcacgao por nitrato de prata.
Immunoblots (B) foram usados para detectar proteinas de Df total ligantes de IgE (linhas 4, 5 e
6) e da fracdo Df-ConA (linhas 7, 8 e 9) em trés soros (1:2 v/v) do grupo DF+. Um soro de
individuo ndo atdpico também foi usado na reagcdo com o extrato Df total (linha 10) e com a
fracdo Df-ConA (linha 11). Marcadores de massa molecular (Mr) estdo indicados em kDa.
Frequéncia (%) das bandas protéicas reconhecidas pela IgE (C) em 10 soros do grupo DF+
também estéo representados.

No extrato Df total uma banda alergénica em torno de 14kDa mostrou a

maior frequéncia de reconhecimento de IgE (100%), seguido pelas de 25, 60,
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60, 65, 76, 84 e 120 kDa todas com 90% de reconhecimento. Outras bandas
com altas frequéncias 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 fracdo Df-ConA, a maioria das bandas
protéicas tiveram um decréscimo 250% na frequéncia em relagdo a Df total,
enquanto que as bandas de 120, 110, e 76 kDa tiveram os menores
decréscimos em suas frequéncias (10%, 30%, e 40%, respectivamente). Ja as
bandas com massa molecular aparente em torno de 14, 17, 51 e 96 kDa foram
reconhecidas apenas no extrato Df total com frequéncias 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 fragdo Df-ConA,
enquanto que nenhum dos extratos mostrou componentes ligantes de IgE
pelos soros dos individuos n&o atdpicos (figura 5B, linhas 10 e 11).

nenhum individuo n&o atdpico apresentou anticorpos IgE que
reconheceram bandas protéicas nos extratos e fracbes analisadas por

Immunoblot.
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5 - Discusséo

Acaros da poeira domiciliar possuem um importante papel na
sensibilizagado alergénica e tém sido considerados importante fator de risco
para o desenvolvimento de doengas respiratdrias. Altos niveis de alérgenos de
Dermatophagoides farinae (> 2 ug de Der f 1/g de poeira) foram encontrados
na maioria das amostras de poeira regido de Uberlandia (SOPELETE et al.,
2000; SILVA et al., 2005).

Muitas proteinas alergénicas sdo (dlicosiladas, aumentando a
possibilidade que o grupo glicosil possa contribuir para sua alergenicidade
(HUBY; DEARMAN; KIMBER, 2000) uma vez que qualquer relevancia da
glicosilagdo protéica na indugdo da resposta alérgica as proteinas ainda tem
que ser demonstrado definitivamente.

Devido a afinidade por moléculas de carboidrato, lectinas, como a ConA
tem sido utilizadas para obter fragdes contendo essas moléculas (GUPTA et
al., 1996; NIGAM; GHOSH; SARMA, 2003). A ConA comumente se liga a
residuos comuns de a-D-manose e [-D-glucose relacionados
estereoquimicamente (SCRIBA, 2004) e alguns estudos tém sido conduzidos
para isolar esses componentes e determinar sua funcdo por ensaios
imunobioquimicos (WEATHERMAN et al., 1996; GOLDSTEIN et al., 2001).

Em nosso estudo, as fragbes Df-nConA e Df-ConA foram obtidas do
extrato Df total passando por coluna de afinidade ConA-Sepharose. O SDS-
PAGE mostrou um perfil complementar entre as fracbes Df-nConA e Df-ConA.
Na fracdo Df-nConA pode ser observado bandas de baixo peso molecular
aparente (14 a 25 kDa), possivelmente constituido por polipeptideos ou

glicoproteinas sem residuos de a-D-manose, B-D-glucose. Enquanto a fragéo
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Df-ConA mostrou bandas com massa molecular aparente de 28 a 120 kDa e
bandas similares, comparando com a fragcdo Df-nConA (17, 21 e 25 kDa),
constituido por residuos 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), sdo reconhecidos por mais de
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 sitios de glicosilagdo. Possivelmente, polipeptideos glicosilados
estao presentes na fragdao 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
sensibilizagdo, Heymann et al, (1989) tém relatado altos niveis de alérgenos do
grupo 1 e 2 (25 kDa [20 ng/g de poeira] e 14 kDa [100 ng/g de poeira],
respectivamente), os quais sao reconhecidos em mais de 80% dos pacientes
alérgicos. O alérgeno natural do grupo 1 foi descrito possuir atividade de
cisteina protease (SIMPSON et al., 1989; ANDO et al., 1991), tendo homologia
de 25-30% com outras cisteinas proteases e os residuos em torno do seu sitio
ativo e a sequéncia ligante de substrato mostraram ser altamente conservados
(TOPHAM et al, 1994; ROBINSON et al., 1997). O alérgeno do grupo 2, néo

tem funcdo conhecida, embora sua sequéncia, tamanho e distribuicdo seja



41

similar a residuos de cisteina da familia das proteinas epididimais (THOMAS;

CHUA, 1995).

Outro alérgeno encontrado em altas concentragdes € 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 importancia na sensibilizagao de pacientes alérgicos (>80%), séo
os grupos 3, 10, 14 e 15 (25, 33, 177 e 98 kDa) (THOMAS; SMITH, 1999).

Antigenos com massas moleculares abaixo de 10 kDa que sé&o
importantes em alguns individuos alérgicos a acaros, foram caracterizados
como antigenos possuindo significantes atividades alergénicas in vitro e in vivo
(KODA et al., 1987; TAMURA et al., 1991). A dialise em sistema Amicon
utilizado nesse estudo explica possivelmente a auséncia 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 importancia de se usar inibidores de
proteases com objetivo de reduzir a protedlise, fator importante na estabilidade
de extratos alergénicos. Inibidores de proteases em sua maioria sdo proteinas
que usadas no processo de extracdo serdao adicionadas ao extrato de acaro e
assim comporao o perfil de proteinas administradas aos pacientes quando da
realizacao de teste cutdneo de puntura. No presente estudo, possivelmente
todos os inibidores de proteases adicionados ao extrato foram removidos com
o processo de didlise, uma vez que nenhum componente abaixo de 15 kDa foi

identificado ao SDS-PAGE e todos os inibidores de protease empregados
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apresentam massa molecular abaixo do valor de cut off (6.000-8.000 MW) da
membrana de didlise utilizada nesse estudo.

A selecao dos pacientes participantes desse estudo foi feita por meio de
avaliagao clinica e TCP. Com relagao ao diagndstico clinico, todos os pacientes
alérgicos selecionados apresentaram sintomas caracteristicos de rinite
alérgica.

Voorhorst et al. (1967) associaram a presenca de acaros do género
Dermatophagoides na poeira domiciliar a prevaléncia de disturbios
respiratorios, 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 frequéncia de positividade a este ultimo, através do
TCP, pode ser explicada pelos altos indices do alérgeno (Der f 1) desse acaro
encontrado no municipio de Uberlandia, por Sopelete et al. (2000), maiores
inclusive 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 alergénica entre espécies de
acaros foi observada com uma co-variagédo significante da sensibilizagdo. 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

ultimas décadas, investigagdes similares foram realizadas (BALDO;
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UHLENBRUCK, 1977; STEWART; TURNER, 1980), mas o perfil de
reconhecimento de IgE por Immunoblot ndo foi ainda descrita.

Altos niveis de IgE especifica a alérgenos presentes no extrato total de
D. farinae poderia ser explicado pela alta alergenicidade dos extratos do acaro
devido as altas concentragbes dos seus principais alérgenos, especialmente
Der f 2. A reatividade de IgE a fracdo Df-ConA mostrou baixos niveis de IgE
quando comparada com o extrato Df total e a fragdo Df-nConA nos pacientes
do grupo DF+ determinados por ELISA. Esta reducdo se deve muito
provavelmente devido a auséncia do alérgeno principal do grupo 2 (Der f 2) na
fracao Df-ConA, uma vez que 80% dos pacientes sensibilizados ao acaro D.
farinae mostram reatividade alergénica a este alérgeno (VAN DER ZEE et al.,
1988; TROMBONE et al., 2002).

Os niveis de IgE sérica ao extrato Df total e a fragcdo Df-nConA foram
similares entre si, porém diferiram quanto a fracdo Df-ConA. Uma possivel
explicacao seria a separacao de epitopos. Nesse contexto, o fracionamento de
Df bruto, por cromatografia de afinidade de ConA-Sepharose foi responsavel
por isolar componentes antigénicos que foram reconhecidas pela IgE de alguns
pacientes. Devido a diminuicdo na quantidade de componentes presentes na
fracdo Df-ConA, pela selecdo cromatografica, alguns soros ndo reconheceram
esses epitopos, que certamente estariam na fracdo Df-nConA. A presenca de
epitopos imunodominantes selecionados nessa fragdo seria um importante
fator de reflexdo sobre a utilizacdo desse extrato em imunoterapia
hipossensibilizante, uma vez que aumentaria sua especificidade, diminuindo os
efeitos adversos e ainda poderia diminuir a sensibilizagdo dos pacientes a

novos epitopos, pois a imunoterapia com extrato bruto expde os pacientes a
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todas as proteinas presentes no extrato bruto mesmo a aquelas que antes eles
nao eram reativos. Para isto, sera necessaria uma exploracao a respeito do
mecanismo de resposta imune aos componentes presentes na fragao Df-ConA,
no contexto de apresentacao antigénica, ativagao e proliferagao de células T e
perfil de producéao de citocinas.

A alta positividade e as correlagbes significantes verificadas entre o
extrato de D. farinae e suas fragdes reflete na similaridade alergénica e a ligeira
correlacao superior observada entre o extrato Df total e a fragdo Df-ConA em
relagcao ao extrato Df total e a fracado Df-nConA, possivelmente aconteceu pela
alta similaridade entre o extrato Df total e a fracdo Df-ConA, considerando que
a fracdo Df-nConA mostrou exclusivamente um perfil de bandas de baixo peso
aparente.

A reatividade cruzada de IgE é observada quando epitopos 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 inibigdo heteréloga foi observada entre os
extratos Df e Dp total, quando tanto o extrato Df total ou a fracdo Df-ConA
foram aplicados na fase solida do ELISA de inibicdo. Os alérgenos de D.
farinae e D. pteronyssinus possuem de 80 a 90% de identidade, entdo néo
haveria razdo para suspeitar que exista qualquer diferenga na alergenicidade
de proteinas homélogas de cada espécie (THOMAS; SMITH, 1999). Enquanto
que a baixa taxa de inibigdo 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,
o Immunoblot revelou algumas bandas alergénicas tanto no extrato Df total
quanto na fracdo Df-ConA. Os pacientes do grupo DF+ mostraram um amplo
perfil de reconhecimento ao extrato Df total, enquanto que na fracdo Df-ConA
eles reconheceram mais frequentemente bandas de alto peso molecular
aparente. Isso demonstra a importancia das proteinas de massa molecular
relativamente altas nas doengas alérgicas, e que provavelmente ocorre devido
ao fato da fragdo Df-ConA ser constituida por algumas biomoléculas, incluindo
glicoproteinas, as quais demonstram imunogenicidade variavel.

Alguns estudos de immunoblot frequentemente demonstram o
reconhecimento de alérgenos de acaros 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 proteinas ou
glicoproteinas com estrutura e propriedade bioquimica 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 ultimas 2 bandas ao alérgeno do
grupo 11, respectivamente. Algumas proteinas podem degradar no extrato,
como a paramiosina (grupo 11), no qual os produtos da sua degradagéo séo

proteinas que migram para bandas de 92 e 98 kDa. Estes componentes
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também sao glicosilados, os quais poderiam produzir heterogeneidade na
resposta imune (TSAI et al., 1998).

As lectinas interagem com as moléculas de carboidratos de maneira nédo
covalente e reversivel, porém com um alto grau de especificidade
(GOLDSTEIN; PORETZ, 1986). Devido a essas caracteristicas, as lectinas
podem ser utilizadas em aplicagdes envolvidas na purificacdo e na
caracterizagdo de glicoconjugados. Assim, o perfil similar de bandas
encontrado nas fragdes Df-nConA e Df-ConA poderia ser explicado
possivelmente pela presenca de outras proteinas ou alérgenos sem o0s
possiveis sitios de glicosilacdo ligantes de ConA na fragdo Df-nConA. Uma
destas bandas similares poderia representar alérgenos do grupo 3 e 6,
previamente descritos sem estes sitios de glicosilagdo, mas com o mesmo
peso molecular do alérgeno do grupo 1 (25 kDa), o qual é uma glicoproteina
em potencial (KAWAMOTO et al., 2002).

Este estudo confirma a complexidade do extrato de D. farinae e a
importancia da identificagdo de seus padrdes protéicos ligantes de IgE de seus
alérgenos clinicamente relevantes. Assim, a relagdo dos polipeptideos
encontrados nesse estudo com os alérgenos ja estabelecidos poderia ser
confirmada com a caracterizagcao desses componentes por estudos de inibicdo
ou por reconhecimento de anticorpos especificos, mapeamento e
sequenciamento peptidico, ou clonagem de cDNA para melhor entendimento
da estrutura bioquimica e os mecanismos de apresentacéo alergenica.

Além disso, a utilizagcado desta fragdo como uma potencial ferramenta em
estudos de exposicao, sensibilizacdo e imunoterapia especifica poderdo ser

também avaliadas.



47

6 - Conclusdes
1. A cromatografia de afinidade de ConA-Sepharose € uma importante
ferramenta para o fracionamento de componentes glicosilados derivados de

Dermatophagoides farinae.

2. A alta taxa de positividade ao TCP e os altos niveis de IgE especifica por
ELISA sugerem a importancia dos antigenos de D. farinae na sensibilizagdo de

pacientes com rinite alérgica.

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

componentes capazes de induzir a sintese de IgE em pacientes alérgicos

4. A alta soropositividade de IgE reativas a fragdo Df-ConA demonstra a
importancia dos seus alérgenos, apesar de reconhecer niveis menores de IgE

em relagao ao extrato Df-total e a fragdo Df-nConA.

5. Alérgenos presentes no extrato bruto de D. farinae e na fragcdo 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 frequéncia de reconhecimento de alérgenos de alto peso molecular pela
IgE tanto no extrato Df total quanto na fragdo Df-ConA demonstram a
importancia dessas moléculas na sensibilizagdo alergénica induzida por D.

farinae.
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ANEXO 1

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Joao Naves de Avila, n°® 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034) 239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 154/04

Registro CEP: 039/2002

Projeto Pesquisa: “Identifica¢do de fracoes alergénicas e avaliagdo da resposta imune
humoral a Dermatophagoides pteronyssinus .

Pesquisador Responsavel: Emesto Akio Taketomi
De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela

aprovagdo da extensio do projeto de pesquisa proposto, desde que seguidas as exigéncias
anteriormente previstas na primeira aprovagao.

Uberlandia, 18 de junho de 2004.

2 ol #{//g
LA l{ctﬁ’“ AT
Prof. Diy. Alcin ,duardnzéonc a

Coordenador do CEP/UFU

-

Orientagdes ao pesquisador:

(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendagies)

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS
196/96 - Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinwidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 111.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano
ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram agéo imediata.

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

+ Eventuais modificages ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador
deve envid-las também & mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas
ao protocolo inicial ( Res. 251/97, item I11.2.¢). O prazo para entrega de relatério ¢ de 120 dias
ap6s o término da execugdo prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96
CNS. . '
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ANEXO 2

CEP —-38400-089 (034) 239 4131 - 235-2078

Uberlandia, 02 de maio de 2002,
Processo n® 039/2002

PROJETO DE PESQUISA: “Identificacio de Fracdes Alergénicas e Avaliacio da
Resposta Imune Humoral a Dermatophagoides Pteronyssinus”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Emesto Akio Taketomi

PARECER:
O projeto acima identificado, foi aprovade para ser realizado conforme os autores se

comprometem.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Laboratério de Imunologia
Av. Pard, 1720 — Campus Umuarama — Bloco 4C — CEP 38400-902 — Uberlandia - MG
Telefone: (34) 3218-2195 — Fax: (34) 3218-2333

Nome:

Data do questionario:

ANEXO 3

L

Idade:

Sexo: () masculino

Grau de escolaridade: ( ) Ensino fundamental

Nivel s6cio-econdmico (renda familiar total):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

( ) até 1 salario minimo

() feminino

() de 1 a2 salarios minimos

() de 2 a5 salarios minimos

( )Sim

Se voceé respondeu ndo, passe para a questdo nimero 7.

Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito) ?

()Sim

Nos Ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos (chiado no peito) voceé teve?

Nenhuma crise

1 a3crises

4 a 12 crises
mais de 12 crises

()

Questionario 1 (Mddulo Asma)

Alguma vez na vida vocé teve sibilos (chiado no peito)?

( ) Néo

( ) Néo

()
()
()

Prontuario HC:

Data de nascimento:

() Ensino Médio

() Ensino Superior e/ou p6s-graduacao

() de 5 a 10 salarios minimos

() mais de 10 salarios minimos

60

Nos ultimos 12 (doze) meses, com que freqiéncia vocé teve seu sono perturbado por chiado no

peito?

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

()
()

()

Nos ultimos 12 (doze) meses, seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse dizer

mais de 2 palavras entre cada respiracdo?

( )Sim

Nos Ultimos 12 (doze) meses, vocé teve chiado no peito apos exercicios fisicos?

( )Sim

( ) Néo

( ) Néo



7)

61

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

8) Alguma vez na vida vocé teve asma?

( )Sim ( )Nao

Questionario 2 (Modulo Rinite)

Todas as perguntas deste modulo sdo sobre problemas que ocorreram quando vocé nado estava gripado

1)

2)

3)

4)

5)

6)

ou resfriado.

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

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

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

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

() Janeiro () Maio () Setembro
( ) Fevereiro () Junho () Outubro

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

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

Nada ()
Pouco ()
Moderado ( )

Muito ()

Alguma vez na vida vocé teve rinite?
( )Sim ( ) Nao
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TERMO DE CONSENTIMENTO (aprovado por CEP/UFU 154/04)

Eu, , concordo em participar do projeto
de pesquisa intitulado “Reatividade de anticorpos IgE, 1gG1l e 1gG4 a antigenos
glicosilados derivados de Dermatophagoides farinae em pacientes atdpicos”, cujo
principal objetivo € fracionar proteinas alergénicas e avaliar suas reagcdes com oS
anticorpos de individuos alérgicos.

Estou ciente de todos os procedimentos abaixo relacionados aos quais serei
submetido (a) e que serédo realizados na Unidade de Pesquisa em Alergia e Imunologia
Clinica do Laboratério de Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Campus
Umuarama, Bloco 4C, a saber:

- realizacdo de exames complementares tais como teste cutaneo com alérgenos
inalaveis

- necessidade de coleta de sangue para dosagem de anticorpos especificos a
aeroalérgenos

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a investigacdo. Terei a liberdade de me retirar da pesquisa a qualquer
momento em que desejar, sem a necessidade prévia de explicacoes.

Sera respeitado o carater confidencial das informacgdes fornecidas, ndo sendo
permitida a minha identificagéo.

Uberlandia, de de 200__.

ASSINATURA TESTEMUNHA
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