IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DE FRAGCOES ALERGENICAS DE
BAIXO PESO MOLECULAR DO ACARO Aleuroglyphus ovatus.
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ABREVIATURAS

Ao = Aleuroglyphus ovatus

As= Acarus siro

Bi= Blomia tropicalis

Ca= Chortoglyphus arcuatus

Df= Dermatophagoide farinae
Dm=Dermatophagoide microcera
Dp= Dermatophagoide pteronyssinus
Ds= Dermatophagoide siboney
Em= Euroglyphus maynei

Gd= Glyciphagus domesticus
Ld= Lepidoglyphus destructor
Tp= Tyrophagus putrescentiae

E.T.= Extrato total

HPLC= Cromatografia Liquida de Alta Performance
IgE= Imunoglobulina do isétipo E

kDa= kilo Dalton

Mo= Monoclonal

pl= Ponto isoelétrico

P.M.= Peso Molecular

SDS-PAGE= Eletroforese em Gel de Policrilamida-SDS
RAST= Radioallergosorbent Test

BapNA= N-benzoyl-arginine-p-nitroanalide (Sigma)
COCA= Solugéo Fisioclégica e Bicarbonatada de Sédio
EDTA= Acido Etileno-Diamino-Tetracético-di-Sédico (Sigma)
PBS= Tampé&o Fosfato de Sdodic e Potassio

PMSF= Phenyl-methyl-sulphonyl-fluoride (Sigma)



T.F.A = Tri-fluoro-acético (Sigma)
TRIS= Tris[ Hidro-metil] Amino acético (Merck)

Os reagentes utilizados e nao citados eram produtos pro-andlise (PA).
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INTRODUGCAO



Classificagao, Nomenclatura e Propriedades Biolégicas dos Alergenos:

Historicamente antigeno é definido como qualquer substancia capaz de
induzir a resposta imune. Quando a expressdo desta resposta resulta em reagéo
de hipersensibilidade Tipo | (GEL. & COOMBS) mediada por IgE, classificamos
este antigeno como alérgeno. Sua origem pode ser decorrente das mais
variadas fontes tais como: 4caros domésticos e de estocagem, gréos de pdlen,
epitélios de animais, veneno de insetos,produtos alimentares, fungos, bactérias
e drogas, entre outros.

A reagdo de hipersensibilidade imediata induzida por alérgenos é
desencadeada ao contacto destes com as vias aéreas, trato gastrointestinal,
pele ou mucosas (MARSH, 1975; KING, 1976) e sua expressdc clinica é
conhecida genericamente por “Alergi@’. A inducdo de IgE especifica pelo
alérgenc e a ativagdo de granulécitos polimorfo-nucleares caracteriza a resposta
alergica em individuos atépicos, que compreende 25 a 30% da populagdo
mundial, contudo a prevaléncia para doencas alérgicas especificas varia entre
idade, sexo e raca. A prevaléncia da sensibilidade para alérgenos especificos é
determinada tanto por fatores genéticos como por fatores geograficos e culturais
responsaveis pela exposigdo ac alérgeno (O'HEHIR & cols., 1991;KING & cols.,
1995).), O que faz, exatamente, uma substancia tornar-se um alérgeno
(MARSH, 1975; AAS, 1978; STEWART & THOMPSON, 1996) e o porqué de
um dado alérgeno variar em poténcia de um individuo para outro e porgue
alguns antigenos n&o demonstram as mesmas propriedades alergénicas para
todos né&o esta totaimente esclarecido .



A partir de estudos com Radioimunoeletroforese Cruzada (CRIE),
LOWENSTEIN (1978) definiu o termo “Alergeno Principal” para os antigenos
que se ligam a IgE em pelo menos 50% dos soros de pacientes de referéncia
testados e “Alergeno Secundério” aqueles que se ligam a IgE em menos de
50% destes soros, ou como proposto por MEYER & cols.(1994), que alérgenos
"principais” poderiam ser classificados como aqueles componentes para 0s
quais mais que 10% dos anticorpos IgE de mais de 50% dos pacientes reagem .
Para padronizagdo de alérgenos BALDQ (1983) define alguns itens
apresentados na Tabela |, pagina 4. A nomenclatura dos aeroalergenos segue a
orientagdo da INTERNATIONAL UNION OF IMMUNOLOGICAL SOCIETIES
(lUIS) e sdo designados de acordo com o nome taxonomico assumido e
escritos da seguinte maneira : as 3 primeiras letras do género, espaco, a
primeira letra da espécie , espaco, @ um nUmero arabico. Os numeros sio
fixados na ordem de sua identificacdo, e o mesmo nimero geralmente é usado
para designar alérgenos homodlogos de espécies relacionadas, ex: Der p 1,
Dermatophagoides pteronyssinus P 1, refere-se ao primeiro alérgeno
identificado dessa espécie de acarc (MARSH & cols., 1986; KING & cols., 1995).

Um alérgenc proveniente de uma simples espécie pode ser
estruturalmente constituido por varias moléculas intimamente relacionadas e,
quando, compartilham de algumas propriedades bioquimicas como: tamanho
molecular similar, idéntica fungdo bioldgica, se conhecida, como por exemplo
acdo enzimatica, e mais de 67% da sequéncia de amino-acido identicas, sdo
designadas de isoalergenos. Além disso, cada isoalergenc pode ter multiplas
formas de sequéncias muito similares, que sio designadas como variantes
(MARSH & cols., 19886; KING & cols., 1995). Isoalergenos e suas variantes ,s30



Tabela |: Caracteristicas ideais para controle de qualidade de
extratos alergenicos:

1. ldentificar todos os IgEs ligados aos componentes no extrato

2. lsolar, purificar e caracterizar fisicoquimicamente seus componentes

3. Analisar de forma abrangente suas propriedades biolégicas através
de testes de punctura, de provocagao, de liberagdo histaminérgica de
leucocitos sensibilizados

4. Quantificar os diferentes alérgenos no extrato

5. ldentificar os componentes inertes e de inducédo de resposta
inespecifica presentes no extrato: irritantes, téxicos, etc...

Adaptada e modificada de BALDO,BA (1983). Allergy, 38:535-46.



designadas por sufixos seguido de 4 numeros arabicos. Os primeiros dois
numeros de 01-99 refere-se a um isoalergenc em particular e os dois ndimeros
subsequentes de 01-89 referem-se a uma variante particular designada pelos
dois numerais anteriores. Em casos onde h3a vérias variantes, o sistema de um
sufixo de quatro numerais podera ainda ser aplicado. Ex.:Bet v 1 representa
algum alérgeno Bet v 1 e Bet v 1.0101 representa a variante nimero 1 do
isoalergeno Bet v 1 (MARSH & cols., 1986; KING & cols., 1995).

Rinite alérgica e asma bronquica séo as manifestacdes clinicas de atopia
mais comuns apds exposicdo a esses alérgenos ambientais.S&0 consideradas
como express&o dos mecanismos envolvidos na reacdo de hipersensibilidade
imediata causada pela liberacéo de mediadores dos mastdcitos apds a interacéo
divalente do alérgeno com a IgE especifica na superficie destas células. O
envolvimento das citocinas produzidas pelas células T especificas, determinam
as classes de imunoglobulinas produzidas (LUNDGREN & cols., 1989; GASGAN
& cols., 1991; JOHANSSON & cols., 1995; JOOST VAN NEERVEN & cols.,
1996). Quando as vias aéreas ou a pele de pessoas atdpicas sdo sensibilizadas
pela exposi¢do a um alérgeno ha o inicio de uma reacdo alérgica com a
molécula polivalente do alérgeno reagindo com os anticorpos e ocupando seus
receptores especificos. Como consequéncia a este estimulo, ocorre uma
resposta bifasica, isto &, uma primeira fase chamada “fase imediata”, ocorrendo
15 a 30 minutos apds a exposicdo ao alérgeno, onde ha liberagéo dos
mediadores primarios, como histamina, leucotrienos e fatores quimiotéticos. A
fase secundaria, conhecida como “fase tardia”, & caracteristicamente
inflamatéria e ocorre 4 - 6 horas apés a exposicéo ao alérgeno e normalmente
termina dentro de 24 a 48 horas. Durante esta resposta as células infiltrantes
séo eosindfilos, neutrdfilos, macréfagos, linfocitos e baséfilos com subsequente
liberagao de mediadores secundarios, incluindo prostaglandinas, leucotrienos B4
e C4 e fator ativador de plaquetas (CROMWELL,1988; KAY,1988; O'HEHIR &



cols., 1991). Em pacientes atdpicos, esses sintomas estdo associados com
altos niveis de IgE alérgeno especifica no soro, e eosinofilia, e sdo induzidas
por dois tipos de citocinas produzidas por células T CD4 alérgeno especifica. A
inativacdo especifica dessas células ou a indugdo de citocina tipo T helper 1
{Th1) pode diretamente interferir com o processo da doenca (JOOST VAN
NEERVEN & cols., 1996) (vide esquema 1 de modulagdo celular de
citocinas,pagina 7). O sistema complemento apresenta um importante papel na
defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos e no processo inflamatério.
Ativagao do complemento resulta na formacao de anafilatoxinas C3a, C4a e C5a
(MULLER-EBERHARD, 1988). Essas anafilatoxinas sdo peptideos
biologicamente ativos definidos funcionalmente por suas agdes nos pequenos
vasos sanguineos, musculo liso, mastécito e leucdcitos sanguineos periféricos,
podendo contribuir para a reacao inflamatéria observada numa variedade de
doengas alérgicas (MARUQ & cols., 1997). Esses autores incubaram uma
protease de 30kDa do acaro Dermatophagoides farinae (alérgeno Df- protease)
com C3 e C5 de soro humano e a atividade das anafilatoxinas foi medida pelo
aumento da permeabilidade vascular e liberagdo de histamina a partir de
mastécitos causadas por C3a e por estimativa de quimotaxia de células
polimorfonucleares causada por C5a, aoc mesmo tempo determinaram se
protease isolada de poeira doméstica poderiam liberar C5a a partir de C5. Pelos
resuitados obtidos, que Df protease mostrou forte ativagéio de C3 e C5,
produzindo C3a e Cb5a por clivagem proteolitica do complemento e que protease
de poeira doméstica causou liberacdo de C5a por C5, concluiram que Df-
protease ativa o sistema compiemento produzindo anafilatoxinas.
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Anteriormente, TAKAHASHI & cols.(1990); MARUQO & cols.(1991;1993) ja
haviam demonstrado que essa mesma Df-protease ativaria a cascata de cininas
bloqueando a atividade inibitéria das cisteinas-proteases de cininogenic e
ativagdo do complemento, contribuindo, desta forma, para a patogeneses da
doenca alérgica causada por poeira doméstica.

BIOQUIMICA DOS ALERGENOS

Muitos dos alérgenos pertencem ao grupo das proteinas sollveis ou
glicoproteinas, com peso molecular (P.M.) de 10 a 50 kilo Daltons (kDa), com
fungdes bioldgicas diversas, sdo reconhecidos pelos individuos atépicos em

doses extremamente baixas como 1 - 10ug/anc (CHAPMAN & cols., 1995).

Ja se conhece a estrutura primaria completa de mais de 100 alérgenos,
contudo uma ampla variedade de alérgenos permanece para ser sequenciada.
Tem-se demonstrado que muitos alérgenos apresentam uma gama de
propriedades bioquimicas, sendo que essas propriedades contribuiriam para a
imunogenicidade (STEWART & cols., 1996; CHAPMAN & cols., 1997).

Os estudos até agora indicam que a maioria dos alérgenos podem ser
divididos em diversos agrupamentos, baseados, tanto na atividade biolégica
demonstrada quanto na sua significante homologia com proteinas de funcéo

conhecida . isso inclui;

a) Enzimas hidroliticas e nao hidroliticas

b} Inibidores enzimaticos

c) Proteinas envolvidas em transporte

d) Proteinas regulatdrias (STEWART & cols., 1596).



KING (1980) descreveu que os alérgenos purificados tem trés

propriedades fisico-quimicas em comum:

1) Os alérgenos “principais” sdo usualmente de P.M. variando entre 20 a 40 kDa,
enguanto que os alérgenos “secundarios” sdo mais variaveis com P.M. em torno

de 3 a 70 kDa.

2) Os alérgenos “principais” sdo as proteinas de maior concentragdo presente no
extrato.

3) A atividade do alérgeno € marcadamente reduzida na desnaturacéo indicando
que muitos, sendo todos, 0s antigenos determinantes que reagem com IgE
especifica séo dependentes da conformacéo nativa da molécula.

Os mecanismos pelos quais as propriedades biolégicas do alérgeno
possam influenciar o sistema imune s&o diversos, variando de acordo com a
gama de enzimas que tornou-se alergena. Eles podem atuar alterando a
permeabilidade epitelial ou celular, podendo afetar tanto a migracdo celular
quanto as interagbes moleculares de superficie de membrana importantes no
transporte ou processamento de informagdes celulares. Por exemplo, mudancas
alostéricas ou “cross-linking” produzidas por interacdc hidrofobica enire ou
dentre receptores modificados poderdo estimular fatores de ftransducdo
{THOMAS, 1993) nem sempre desejaveis. A interacdo de enzimas com
substratos ou ligantes tais como inibidores de proteases podem também
influenciar a apresentagéo do antigeno como foi mostrado por OSADA & cols.
(1987) administrando antigeno ligado a inibidor de protease «-2-macrogiobulina
e observaram o aumento proliferativo das células T para o antigeno.
FINKELMAN & URBAN (1992) ao imunizarem camundongos com papaina
ativada notaram aumento 10 a 30 vezes de IL-4 e outras linfocinas TH2 do que
quando administraram papaina nao ativada.

Estudos usando células mononucleares do sangue periférico, linhagem de

células T, clones, producéo de citocinas, tanto de doadores alérgicos como néaoc
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alérgicos, bem como de pacientes alérgicos mas com diferentes sintomas,
mostraram que linhagem de células T e clones isolados de doadores alérgicos
sdo usualmente do TH2 fendtipo e produzem -2, IL-4 e IL-5 (WIERENGA &
cols.,, 1990; PARRONCHI & cols., 1991; VAN NEERVEN & cols., 1996). A
frequéncia e a magnitude das respostas das células T é baixa em doadores nio
alérgicos e 0s clones de células T isolados desses individuos s&o geraimente
TH1, produzindo IL-2 e interferon-gama mas pouco IL-4 e IL-5 ( JOOST VAN
NEERVEN & cols., 1996).

ACAROS

Dentre as fontes de alérgenos que provocam reacdo de
hipersensibilidade imediata, no homem, umas das mais importantes em termos
de distribuicdo e frequéncia de envolvimento em alergia sdc os ACAROS. A
participagdo dos 4caros da poeira domiciliar como fatores de risco para o
desencadeamentc de ‘crises alérgicas” em pacientes asmaticos, foi
preliminarmente sugerida por KERN (1921); COOKE {1922) e DEKKER (1928},
e posteriormente comprovada com a identificacdo do dcare Dermatophagoides
em amostras de poeiras dos domicilios dos pacientes asmaticos (VOORHORST
& cols., 1964, 1967, MIYAMOTO & cols.,1968). Estes doentes apresentaram
reatividade, a testes epicutaneos, ac exitrato bruto desse &caro sugerindo a
presenca de anticorpos especificos intermediando esta reacdo. Apesar de
alguma controvérsia provocada pelos trabalhos de KAWAI & cols. (1972) e
MARSH (1975), na época colocando incertezas com respeito a sensibilidade a
pé e acaros, atualmente é consenso na literatura médica especializada, a
participagdo dos acaros e outros componentes do pé domiciliar, como fatores

etiolégicos e desencadeadores de crises alérgicas em individuos susceptiveis.

Nesta ultima década, estudos soroldgicos e epidemiologicos de
populacéo atdpica tém demonstrado a presenca de anticorpos da classe IgE

com reatividade aos &caros da poeira doméstica classificando-os como
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principais fatores de risco no desencadeamento da Asma (PLATTS-MILLS &
CHAPMAN, 1987; POLLART & cols., 1989). No Brasil, JORGE NETO & cols.
(1980), verificaram a presenca de acaros em coleta de amostras de poeira
domiciliar na cidade de S&o Paulo. PLATTS-MILLS (1989) revendo o
envolvimento dos acaros na atopia, responsabilizou a familia Pyroglyphidae
como um dos principais agentes envolvidos na imunopatogenia da Asma
Brénquica, porgue os chamados alérgenos do grupo 1 (os chamados Der 1) se
apresentam em mais de 2 ug/g de poeira doméstica, o equivalente a 100 ou 500
acaros J/grama de poeira demonstrandc que a prevaléncia destes
microorganismos no ambiente deva ser encarada como problema mundial de
satide publica. Os acaros podem ser genericamente divididos em duas classes:
acaros domiciliares e acaros de estocagem (Tabela i, pagina 12 ) .

ANTIGENICIDADE DOS ACAROS DO PG DOMESTICO.

A investigacao do papel dos aeroalergenos como causadores de doengas
alérgicas tém sido facilitada nesta Ultima década com os avancos das técnicas
imunoquimicas, tanto do ponto de vista de identificaco, quanto da purificacéo
dos principais alérgenos ambientais (VOORHOST & cols., 1967, MIYAMOTO &
cols., 1969, CHAPMAN & PLATTS-MILLS, 1980; HAIDA & cols., 1985; LIND &
cols., 1987; INO & cols., 1989, YAMASHIDA & cols., 1989; ANDO & cols., 1991:
EDWARDS & cols.,, 1992; KENT & cols., 1992; STEWART & cols., 1992; AKI &
cols., 1994 a e b; SMITH & cols. , 1994; STEWART & cols., 1994;: AKI & cols.,
1995; SHEN & cols., 1995). Os métodos de extracdo e fracionamento dos
acaros da poeira domiciliar desenvoividos por MIYAMOTO & cols. (1969)
auxiliaram de maneira definitiva os estudos imunoclinicos destes aeroalergenos.

Uma interpretacdo molecular tem sido cada vez mais favorecida pelo progresso
dos trabalhos realizados com o emprego de anticorpos monoclonais, €, com o
sucesso obtido da determinagdo da estrutura primaria (que conduz a
comparacgdes filogenéticas ) e, sobretudo, com ¢ avango da nomenclatura



Tabela li;: Taxonomia de 4caros
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Familia Género Espécie
D. pteronyssinus
Pyroglyphidae Dermatophagoidae  D. farinae
D. microcera
Pyroglyphinae £. maynei
Glycyphagidae  Blomia B. kulaginae
B. tropicalis
Gonhieria G. fusca
Glycyphagus G. domesticus
Lepidoglyphus L. destructor
Chortoglyphidae Chortoglyphus C. arcuatus
Acaridae Acarus A. siro
A. farris
Tyrophagus T. putrescentiae
T. longior
Aleuroglyphus A. ovatus

Adaptada de EBNER, C e cols., (1994). Clinical Exp. Allergy, 24 :347-352.
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sistematica dos alérgenos (MARSH, 1988; HARFAST & cols., 1992; SHEN &
cols., 1995; SMITH & THOMAS, 1996; THOMAS & cols., 1997).

Como resultado das investigacbes das homologias sequénciais, as
fungbes bioldgicas de vérios alérgenos de &caros tem sido estabelecida. Foi
verificado que os alérgenos possuem atividade enzimatica, tais como cisteina e
serina proteases (Der p 1, Der p 3, Der p 9), amilase (Der p 4) e glutationa
transferase (Der p 8), bem como alérgenos de fungSes nado conhecidas (Derp 5
e Der p 7) (CHAPMAN & PLATTS-MILLS, 1980; HAIDA & cols., 1985; CHUA &
cols., 1988 a e b; TOVEY & cols., 1989; YAMASHIDA & cols., 1989; LIN & cols.,
1994; O'NEILL & cols., 1994; KING & cols., 1996). THOMAS & CHUA (1995)
observaram que © grupo 2 de alérgenos tem homologia com a proteina
epidendimal humana, e sugeriram que esses alérgenos seriam produzidos por
acaros machos como parte de seu processo reprodutivo (tabela i, pagina 14).

As proteases s&o excretadas em altas concentracges nas fezes dos
acaros e atividade de protease tem sido demonstrada em extratos de poeira
domiciliar e extratos de acaros (TOVEY & cols., 1981, SCHOU & LIND, 1991;
ROBINSON & cols., 1997). E estimado, que a concentraco de &caros nha
poeira doméstica seja de 50ug/m’ de poeira, e de 5 a 10 ng de protease/m®
(PRICE & cols., 19920).

Testes in vitro, utilizando painel de soro de pacientes alérgicos a dcaros
do pod domiciliar, de uma maneira geral, demonstrou maior reatividade
antigénicos dos grupos 1 e 2, guando comparada com a resposta aos outros
grupos de alérgenos (SCHOU & LIND, 1991). SHEN & cols. (1993) e CHAPMAN
& cols. (1997), nc entanto, demonstraram que essa resposta pode variar de

acordo com 0 ensaic para detecgdo do anticorpo IgE bem como a populacéoe de



Tabela lil: Alergenos purificados de Dermatophagoides pteronyssinus e
Dermatophagoides farinae

Alergeno Prevaléncia de MW (kDa) Fungo biologica
tgE especifica
(%)
Grupo 1 80 - 90 25 Cisteina protease
Grupo 2 > 90 14 Proteina epidendimal
Grupo 3 ~ 60 28 - 30 Serina protease (tripsina)
Grupo 4 40 60 Amilase
Grupo 5 40 14 N&do conhecida
Grupo 6 40 25 Quimotripsina
Grupo 7 50 22 N&o conhecida
Grupo 8 40 26 Glutationa-S transferase
Grupo 8 > 60 30  Colagenolitica serina protease
Grupo 10 > 80 36 Tropomiosina

Adaptada de CHAPMAN, MD e cols. (1997). Allergy, 52:374-79



15

pacientes selecionada. Esses autores descreveram estudos em gue pacientes
demonstravam altos niveis de IgE para outros alérgenas como Der p 7 ou Der p
10.

Segundo PLATTS-MILLS & cols. (1997) os termos  alérgenos "principai”
e "secundario" foram bem definidos no passado com base na prevaléncia de
anticorpo IgE num selecionado grupo de pacientes alérgicos para acaros.
Entretanto a sensibilizagdo aos sistemas de detecgéo de IgE tem aumentado, e
muitos dos outros alérgenos de acaros tem sido mostrados que reagem com
anticorpo IgE em mais de 50% dos soros. Por exemplo, uma alta prevaléncia de
anticorpo Igk para Der p 3 tem sido mostrada em alguns estudos (KING &
cols.,1996). Um outro critério que poderia ser usado para avaliar importancia
alergenica, incluindo estimativa da percentagem de anticorpo IgE alérgeno
especifico (em termos de anticorpo IgE por extrato de dcaro) seria a extenséo
para o qual alergenos individuais contribuem para atividade alergénica do
extrato de acaros.Com base em estudos de absorg@o somente alérgenos dos
grupos 1 e 2 poderiam ser considerados alérgenos principais. Enquanto ndo ha
critério absoluto para que um alérgeno possa ser entendido como importante ou
"principal”, a questao relevante seria identificar quais alérgenos poderiam estar
presentes em um extrato alergenico ou na mistura de proteinas recombinantes
usadas para diagnostico ou imuno-terapia (PLATTS-MILLS & cols., 1997).

REATIVIDADE CRUZADA ENTRE ACAROS

CHAPMAN & cols. (1984); LIND & cols. (1987 e 1988), mostraram que
IgE de pacientes sensiveis aos dcaros domiciliares, reagiam com determinantes
antigénicos do Grupo 1 das trés principais espécies do familia Pyroglyphidae, ou
seja, Dermatophagoides pteronyssinus, farinae e microcera, sugerindo a
possibilidade de reacdo cruzada entre alérgenos de acaros pertencentes ao
mesmo género e principaimente do mesmo grupo antigénico. Contudo, esta
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reatividade cruzada imune & vista mais freqUentemente entre Der f 1 e Der p 1,
que entre estes e Der m7 (SCHOU& LIND, 1991).

VAN HAGE-HAMSTEN & cois. (1987), estudando a reatividade
imunolégica cruzada entre Dermatophagoides pteronyssinus e &caros
classificados como de estocagem, empregando a técnica de inibicdo de
Radioallergosorbent (RAST) com soro de individuos a eles sensiveis, néo
observaram reatividade cruzada significativa entre o Dermatophagoides
pteronyssinus e é&caros Lepidoglyphus destructor, Tyrophagus putrescentiae,
Glyciphagus domesticus e Acarus siro. Por outro lado, GRIFFIN & cols. (1989) e
mais recentemente HARFAST & cols. (1992) mostraram reatividade cruzada
fraca entre estes mesmos &caros. Esses estudos foram confirmados por
FERRANDIZ & cols. (1995), ao estudarem a reatividade cruzada entre
Dermatophagoide siboney e Blomia tropicalis que por sua vez, estavam de
acordo com os resultados obtidos anteriormente por PUERTA e cols. em 1991,
quando esses autores estudaram reatividade cruzada entre B. tropicalis e
Dermatophagoides farinae.

ARLIAN & cols. (1993) mostraram que além da reatividade entre B.
tropicafis e espécies Dermatophagoides ser baixa, muitos dos alérgenos
encontrados para essas espécies sdo espécie-especifico, fato confirmado por
STANALAND & cols. (1994) ao estudarem essas espécies de acaros em
pacientes atopicos em Tampa, Fidrida.

MORGAN & cols. (1996) ao estudarem reatividade cruzada entre
Euroglyphus maynei e Blomia tropicalis observaram que apesar de cada
extrato ter mostrado mais de 20 bandas eletroforéticas em SDS-
PAGE/immunoblotting, 5 delas se assemelhavam , entre elas uma banda de 14
kDa que era reconhecido pelo soro de mais de 50% dos pacientes. Em
continuidade as estas observagbes para a determinacdo de possiveis

reatividade cruzada, esses autores usando um anticorpo monocional (Mo} para
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Der p 2, verificaram a ligagdo deste anticorpo a uma banda de 14kDa em
Euroglyphus maynei , identificado como alérgeno Eur m 2, mas néo foi
observada nenhuma ligacdc com as outras proteinas de Euroglyphus maynei.
No entanto, nenhuma reatividade foi observada ao fazerem o mesmo estudo
utilizando o Mo-Der p 2 contra o extrato obtido do acaro Blomia tropicalis, tanto
com a banda de 14 kDa, como com outras proteinas. Por outro lado,
empregando a técnica de Radioimunoeletroferese cruzada (CRIE), observaram
que os alérgenos desses acaros (Euroglyphus maynei e Blomia tropicalis)
apresentavam reatividade cruzada entre si além de demonstrarem a presenca
de alérgenos espécie-especifico.

A explicagdo, encontrada por esses autores, para essas obsevacgies seria
que proteinas de diferenies pésos moleculares poderiam ter o mesmo epitopo.
lgualmente, como ilustrado por eles com a utilizacgo de anticorpo monocional,
uma proteina de mesmo péso molecular poderia possuir diferentes epitopos
alergénicos. Alem disso, proteinas poderiam exibir ampla equivaléncia na
sequéncia de amino-acidos com homologia no epitope e no entantc néo
apresentar 0 mesmo comportamento eletroforético devido a diferencas de
tamanho, glicosilaggo, etc. Adicionalmente muitiplas proteinas de tamanho
similar, mas diferente ponto isoelétrico (pl) poderiam migrar com a mesma
Mobilidade Eletroforética Relativa (Rf). Desta forma, muitos alérgenos individuais
comportar-se-iam como se fossem proteinas simples.

VAN DER HEIDE & cols. (1998) enconiraram alta reatividade cruzada
entre 0s acaros Acarus siro e Tyrophagus putrescentiae, pertencentes a mesma
familia, e menor reatividade cruzada entre esses acaros € 0 Lepidoglyphus
destructor , pertencentes a outra familia. Segundo esses autores, o estudo de
reatividade cruzada entre extratos de acaros de diferentes espécies é complexo
porque os resultados ficariam na dependéncia dos métodos de extracio e
obtengdo das fragbes alergénicas e dos soros usados para essas avaliacbes

{origem do paciente, utilizacdo de anticorpo monoclonai, entre outros). Isso
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poderia explicar, porque alguns estudos ndo mostram reatividade cruzada entre
Der e acaros de estocagem, enquanto outros revelam uma extraordindria
identidade alergénica entre esses acaros.

VAN HAGE-HAMSTEN & cols. (1990), ao estudarem a reatividade de
soros de populagéo brasileira e sueca aos exiratos dos acaros Lepidoglyphus
destructor e Blomia kulaginae, puderam verificar que o extrato do Lepidoglyphus
foi capaz de inibir a reatividade de soros suecos RAST(+) a Blomia, mas néo a
reatividade dos soros brasileiros. Por outro lado, extrato de Blomia kulaginae foi
capaz de inibir apenas a reatividade de soros RAST(+) provenientes do Brasil,
ndo da Suécia. Assim, a resposta alergénica cruzada entre acaros poderia estar
na dependéncia da(s) populagio{fes) testada(s).

A relacdo filogenética entre “acaros domésticos” € muito mais estreita
entre si, do gue entre estes e os acaros classificados como de “estocagem’.
Assim, do ponto de vista taxondmico, € limitada a perspectiva de reatividade
imunolégica cruzada entre duas familias de dcaros. Contudo, espera-se que
trabalhos posteriores compreendendo a reatividade imunoldgica entre familias e
géneros diferentes possam esclarecer melhor este tipo de relacdo taxondmica-

funcional.
IMPORTANCIA IMUNOCLINICA DOS ACAROS DE ESTOCAGEM

Os estudos dos fatores ambientais responsaveis pelo desencadeamento
das doencas alérgicas, enfocaram os acaros classificados como domiciliares, e
principalmente aqueles do grupo Pyroglyphidae, como 08 principais elementos
envolvidos. somente nestas duas Ultimas décadas foi verificada a participacdo
de outros géneros e familias de acaros, na etiologia das alergias respiratérias
{VAN BRONSWIGK & cols., 1973; VAN HAGE-HAMSTEN & cols., 1985; 1993;
INGRAN & cols., 1879; WRAITH & cols., 1979; JORGE-NETO & cols., 1980;
TERHO & cols.,, 1985, AMBROZIO & cols., 1988, 1989, ARRUDA & cols.,
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1991;PINHO & cols.,1992; ZOLLNER & cols., 1992 a,b, 1994; FERNANDES &
cols.,1983; JOHANSSON & cols., 1993; PUERTA & cols., 1993, entre outros.).
Contudo, apesar da classificacgo ambiental em &caros domiciliares e de
estocagem, tém-se observado variacdo neste padrido comportamental. As
condicbes inadequadas de acondicionamento de cereais, da silagem e p6s-
beneficiamento, do fransporie e armazenamento em mercado e
residencias,invasdo vém proporcionando a ‘invasdo” e instalacdo de
populagbes de acaros, que até entdo eram caracteristicos de estocagem. No
Brasil, JORGE-NETO & cols. (1980) ja demonstravam a alta prevaléncia de
Blomia tropicalis, acaro de estocagem e Dermatophagoides pteronyssinus, este,
caracteristico na poeira domiciliar na cidade de S&o Paulo. Estes resultados tém
sido verificados em diversas localidades, como a Venezuela, Flérida, Hong-Kong
entre outras (VAN BRONSWIGK & cols., 1973; GABRIEL & cols., 1982;
HURTADO & cols., 1987, FERNANDES-CALDAS & cols., 1990), justificando a

relevancia deste grupo de acaros nas avaliagdes clinico-laboratoriais e |, na

analise epidemiolégica dos fatores etioldgicos das doengas alérgicas
(AMBROZIO & cols., 1988; 1989; BAGGIO & CORDARO, 1991; PINHO & cols.,

1992; ZOLLNER, 1992)
ALEUROGLYPHUS OVATUS

Acaro considerado de estocagem e que vem adguirindo imporiancia
quanto a reatividade em pacientes atdpicos (SILTON & cols., 1991). Em nosso
meio BAGGIO & CORDARO (1991), verificaram a presenca destes écaro no pd
em domicilios de diversas cidades brasileiras. Em estudos na regido de
Campinas, foi verificada sensibilizacdo populacional elevada, cerca de 90% de
pacientes atdpicos eram reativos a testes epi-cutdneos ao extrato bruto de
Afeuroglyphus ovatus (ZOLLNER & cols., 1992), mostrando sua importancia
epidemiolégica em doengas atdpicas. Estas evidéncias clinicas, subsidiam o
interesse em sua caracterizagio e o conhecimento da estrutura antigénica de
seus aléergenos.
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EDWARDS & cols. (1992) fracionando © extrato bruto de Aleuroglyphus
ovatus por meio de centrifugacdo fracionada e posterior testes bioldgicos,
puderam verificar a atividade proteasica de suas fragbes, da mesma forma que
alérgenos derivados de acaros domiciliares.

ESTRUTURA PRIMARIA DE PROTEINAS OBTIDAS DE FRAGCOES
ACARINAS E SUA IMPORTANCIA NO DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA.

Diversos alérgenos de diferentes origens e responsaveis pelo
desencadeamento de reacdes alérgicas (lgE-mediadas) no homem foram
isolados. Progressos relevantes envolvendo a dosagem e conhecimento da
estrutura antigénica de alérgenos foram realizados. A determinacéo da estrutura
primaria de antigenos oriundos de gramineas, pélens e toxinas de insetos, tem
determinado avancos considerdveis na interpretac@o molecular da alergia clinica
(YAMASHIDA & cols., 1989; CARDOT & cols., 1992; SCHEINER, 1992; VAN-
HAMSTEN & cois.,, 1993). Tais analises permitem a utilizacdo destes
componentes em estudos imunoldgicos objetivando a determinagdo de
estruturas moleculares envolvidas com o reconhecimento anticorpico e de
celulas T, e, conseqUentemente a imunoregulacdo; sua funcdo bioldgica e
principalmente propiciar o desenvolvimenio de produtos padronizados para
elaboracg&o de kits diagnéstico e tratamento das doengas alérgicas.

A determinag@o da estrutura primaria de fracbes obtidas a pariir de
extratos “espécie especifica” de &caros, comprometidos com o©
desencadeamento de reacfes alérgicas conduz, através do método de CHOU &
FASMAN (1978), a previsdo de sua estrutura secundaria, podendo-se conhecer
as regides moleculares com conformacao em alfa hélix, e em folhas pregueadas
(“pleated sheet”), podendo-se inferir, desta maneira, as regides que poderiam se
comportar como determinantes antigénicos. Estes conhecimentos convergem

para 0 emprego de alérgenos recombinantes empregados em alergodiagnose,
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tanto em testes cutdneos, quanto em reacbes soroldgicas, melhorando a
qualidade do diagnostico e tratamento das doencas alérgicas.

MARSH & cols. (1988) publicaram artigo apresentando orientacdo de
nomenclatura recomendada oficiaimente pela “|UIS”, baseada em proposta do
“Sub-Commitee for Allergen Nomenciature®. Assim, os elementos de
padronizacdo relevam, entre outros, critérios quimicos de pureza como:
sequenciamento NH2 e COOH terminal e composicdo de amino-acidos, o que
evidencia a importancia do conhecimento estrutural dos alérgenos.



OBJETIVOS
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Aprimorar a metodologia de fracionamento e obtencdo de antigenos a partir

de extratos de &caros, no presente trabalho, do acaro de estocagem
Aleuroglyphus ovatus.

Caracterizar imunoquimicamente procurando analisar as propriedades

proteasicas das fracbes protéicas e alergénicas, obtidas do extrato de
Aleuroglyphus ovatus.

Verificac&o da reatividade sorolégica a antigenos de baixo peso molecular .
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MATERIAL E METODOS
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1. Extrato de Acaros

Os extratos puros do &caro Aleuroglyphus ovatus (Ao) eram obtidos
segundo meétodo de MIYAMOTO (1969) modificado e aperfeicoado pelo
Laboratdrio de Acarologia Médica, do ICB-USP sob a coordenac@o do Prof.
Domingos Baggio. Resumidamente: Culturas puras de cada espécie de acaro a
estudar, eram cultivada separadamente em estufas BOD individuais, com
temperatura ajustada a 28 - 29°C e 65 - 70% de umidade relativa do ambiente,
em substratos espécie especificas a base de ragéo de ave em pd. Apds 45 a 65
dias de cultivo, os substratos eram isolados dos acaros ainda vivos, utilizando-se
funii de Berlese-Tulgren modificado, e |ampada elétrica leitosa de 40W na
distancia de 30 cm. Apbés 24 h de exiracdo continua, os frascos de vidro
receptores de acaros vivos, livres de impurezas, eram retirados do sistema para
recipientes fechados com tampa hermética e colocados em freezer a -30°C

durante 48 horas, e a seguir estocados a -70°C até utilizaco.

2. Extracdo de Componentes Solliveis

Para verificarmos qual a melhor solugio extratora e o tempo ideal de
extracdo, submetemos as particulas do Ao as seguintes condicbes:

a.Solucdo A : Tampéo Fosfato de Nae K, pH 7.4 (PBS)
b.Solugdo B: Solugdo fisioldgica e bicarbonatada de Na, pH 7,.2 {COCA)
c.Solugdo C: Carbonato Acido de Ambénia 0.125M
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Preparacbes de extracdo padrdo continham 500mg de particulas de Ao,
em 10 mi de solucéo extiratora A, B ou C, acrescidas ou ndo, de inibidores de
proteases Phenyl-methyl-sulphonyl-flucride (Sigma-USA) em concentracio final
de 1mM e Epson-amino-caproico (Sigma-USA) em concentragdo final de 0,5mM
. Variando-se o tempo de incubagao a 4°C em 24, 48, 72 e 168 horas em frasco
ambar. Apods o periodo de extragéo eram submetidos a ultrasonicacdo em ciclos
de 15 minutos, 1000 Hz, deixados em repouso a 4°C, 24horas e entdo
centrifugados a 48.000 x g sob refrigeragcdo por 30 minutos. A seguir eram
separados sobrenadante e precipitado e estocados a -20°C até utilizaco.

3. Dialise

As amostras eram diadlisadas contra agua destilada, mantidas em
camara fria a 5°C, em duas fases de 24 horas e 48 horas, em membranas de

dialise com porosidade seletivade 10 a 12 kDa.

4. Dosagem do conteado protéico

A determinacdo da concentragdo protéica das varias fracOes seguia o
método de HARTREE (1972) e era utilizada a albumina bovina sérica como
proteina de referéncia, cromatograficamente pura, cuja concentracdo era
determinada espectrofotometricamente.

Soluc¢do A - Tartarato de sédio e potassio 2g
Carbonato de sodio 100g
NaOH 500mi
Agua destilada g.s.p. 1000m!
Soilucdo B - Tartarato de sodio e potassio 2a
Sulfato cuprico 1g
NaOH 10m}

Agua destilada q.s.p. 100m|
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Solucdo C - Folin-Ciocalteu 1 volume
Agua destilada 15 volumes
(preparar no momentio da dosagem)

Amostras de solugbes de albumina padrdo em concentracdes que
variavam de 20 a 100 ug, em intervalos de 10ug, eram diluidas para 1ml de
agua destilada e transferidas quantitativamente para tubos de vidro (12 cm x 13
mm) e tratadas com 0,9 ml da solugdo A. O controle de reagentes era
preparado da mesma forma sem a presenca de proteina. Os tubos eram
colocados em banho a 50°C por 10 minutos e resfriados & temperatura ambiente
e tratados, a seguir, com 0,1 m! da solugéo B. As solucdes eram deixadas em
temperatura ambiente pelo menos 10 minutos, entdo 3,0 ml de solucdo C era
aplicada vigorosamente de maneira que a turbuléncia do jato liquido forcava
urmna mistura rapida.

Os tubos eram novamente aquecidos a 50°C por 10 minutos e resfriados
a temperatura ambiente. As amostras eram lidas no espectofotdmetro
(Beckman) em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho &ptico em comprimento
onda de 650 nm. Desta forma construia-se uma curva de referéncia. Para as
determinacstes experimentais procedia-se da mesma forma.

5. Avaliacdo da Utilizagao de Inibidores de Proteases.

Com intuito de verificarmos se as solucdes inibidoras de proteases teriam
alguma influéncia na preservagdo de antigenos durante o procedimento extrator,
submetemos o extrato bruto de Aleuroglyphus ovatus as condigbes anteriores,
acrescida ou ndo, de solugéo inibidora de protease.
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Solugdes Inibidoras de Protease:
¢ Phenyl-methyl Sulphonyl Fluoride (Sigma,USA), na concentracéo final de
TmM.

+ Epson Amino-caproéico (Sigma, USA), na concentracéo final de 0,5mM

6. Fracionamento através de Filtragdo em gel Sephadex G-75

A partir dos extratos puros do acaro Ao realizou-se o fracionamento
através da filtrac&o em gel de Sephadex G-75 (Pharmacia-Sweden) em coluna
cromatografica calibrada com proteinas de pé&sc molecular conhecido. A
concentracéo protéica era ajustada para 5mg/mi para o Ao, e submetidos &
coluna cromatografica de 114 ml. As fragbes eluidas eram monitorizadas por
registro grafico pela passagem em absorcidmetro em 280 nm (Pharmacia-
Sweden), e recolhida em coletor de fragbes automatico (INCIBRAS-Br), sob
temperatura ambiente e imediatamente colocadas em congelamento a -80°C. As
leituras espectrofotométricas (Beckman) eram realizadas em 280 nm sob
temperatura ambiente, e de acordo com o perfil de eluigdo, as fragdes eram
agrupadas em "pools" e concentradas por ultrafiitragdo em membrana YM-3
(AMICON) e estocadas & -20°C, até o uso.

7. Testes Epicuténeos

As fragbes obtidas pela filtragcdo em gel, eram padronizadas em
concentracdo de 200 ug/ml de proteina, e testadas através de testes
epicutaneos em pacientes atdpicos adultos acompanhados no Ambulatorio da
Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia, Hospital das Clinicas, FCM,
UNICAMP. O método empregado era o de prick-Test, descritc por PEPYS
{1975). Como controle positivo era empregado a Histamina (10mg/mi) e Solucéo
Fisiolégica 0,9% como controle negativo, as leituras eram realizadas em 20
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minutos do inicio do teste e o resultado medide através da média entre o maior
diametro da papula e o diametro ortogonal do ponto médio, e considerados
positivos quando a reagdo local ao teste era maior ou igual a 3 mm (obtido em
estudo populacional com a histamina).

8. Eletroforese em gel de Poliacrilamida SDS.

A analise da complexidade do extrato bruto de acaros e suas respectivas
fragbes cromatograficas era realizada através de eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS. Este procedimento seguia essencialmente a técnica de
LAEMMLI (1970), com algumas adaptacbes desenvolvidas no Laboratério de
Imunclogia Clinica (LICA) da Disciplina de Imunologia Clinica do Departamento
de Clinica Médica, FCM/UNICAMP. A concentragdo dos géis de empilhamento e
separacao eram, 5 e 12% respectivamente, espessura de 0.75 mm, em tampéo
Tris-Glicina.

9. Cromatografia Liquida de Alta Perfomance (HPLC)

a. Dialise das Fracgoes:

O Extrato de Aleuroglyphus ovatus era dialisado conira 4 litros de Acido
Tri-Fluoro-Acético (MERCK-USA) 0.1% em membrana de didlise com
porosidade seletiva de 10 a2 12 kDa, em duas fases 24 e 48 horas, 5°C.

b. Cromatografia.

Utilizamos para eventual purificacdo dos peptideos equipamento Waters
HPLC modelo PDA-891, equipado com duas bombas Waters modelo 510. Foi
usado injetor automatico de amostra Waters modelo UGK e coluna RC-18 da
WATERS, nas dimensdes 3,9 x 300 mm. A purificac3o era feita sob gradiente
iinear de 0 a 100% de solugdo de Acetonitriic (MERCK-USA) 66% em TFA
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0.1% pH 2.5 utilizando-se fluxo de 1.0 mi/minuto. Quando necessério, 0s
peptideos eram repurificados na mesma coluna utilizando-se intervalo de
gradiente descontinuo, referente ac gradiente na qual foi eluido. A monitorizacdo
da eluicdo peptidica era feita em 220 nm, durante 60 minutos.

10. Eletroforese em Gradiente de 5-18% de Policrilamida-SDS sob

condi¢des reduzidas e ndo reduzidas:

Eletroforese em gradiente de 5-18% de policrilamida-SDS. O preparo do
gradiente era realizado a partir de dois reservatérios comunicantes entre si por
tubo flexivel. As solugdes para a formacgdo do gradiente eram denominadas A e
B, e preparadas como a seguir:

As solugbes eram deaerada por 30", quando entdo adicionava-se 48ul de
TEMED, respectivamente as soiugdes A e B e transferidas para os reservatérios
comunicantes. Quando os niveis de solugdo entre os frascos estavam
balanceados, abria-se completamente a coneccdo entre A e B transferindo-se o
conteudo sob agitacdo para as placas de vidro onde o gel se polimerizava. As
amostras eram aplicadas sob condicdes redutoras utilizando-se p-2-
mercaptoetanct a 10% e ndo redutoras. Oa padrbes de peso moleculares
utilizados eram “Rainbow molecular weight markers” (Amersham LIFE SCINCE,
UK) (200 a 12.3 kDa). Eram aplicados 25 mA ao gel durante aproximadamente
45 minutos, ou até que a frente de corante (bromophenol-blue) atingisse 1 cm da
extremidade do gel.

11. Eletroforese de Transferéncia e “Immunoblotting”:

Material proveniente do exiratc brutc e frages dos procedimentos de
filtragcdo em gel sephadex-G75 eram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) em gel gradiente entre 5.0 a 18%,
conforme descricéo anterior (item 9). Apds a corrida as fragdes eletroforéticas no
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gel eram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com soro
diluide 1:3, em solugdo NANET (descricdo abaixo), de pacientes com teste de
reagéo cutanea (prick-test) positivo para o extrato solivel bruto do &caro
Aleuroglyphus ovatus. Apds ¢ periodo de incubagdo e lavagem as tiras eram
incubadas durante 24 horas com conjugado anti-IgE humano (Sigma) marcado
com lodo'® | lavadas eram acondicionadas em “cassete” para exposicéo & filme
de autoradiografia (Kodak) e reveladas apos 48horas. Para os procedimentos de

lavagem e incubacdo das tiras de nitrocelulose, eram utilizadas solucéo de
NANET.

Solucdc
(A) (B)
5% 18%
(Volume)
Acrilamida 50%/ Bis 1,33% B 2,1 ml 13,2 ml
Agua 15,4 ml 4,3 mi
0, 75M Tris/MCI, pH 8,8 18,0 mi 18,0 mi
SDS 10% | 360 1l 360 ul
Sucrose 24g
Persulfato de ambnia 10% 180 i 180 pl
Nanet/Gel/Azida.
Trisma base 150g
Sodium chioride 219.2g
C2MEDTAPH 7.2 625ml
7% wiv Gelatin 900mi
Nonidet P40 12.5ml

1.0M Sodium Azide 250ml
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Preparava-se 7% p/v de gelatina em agua quente imediatamente antes
do uso. Aquecia-se Nonidet P40 em banho de agua quente para reduzir a
viscosidadde. Misturava-se o0s reagentes acima mensionados em
aproximadamente 20 litros de agua destilada mantendo sob agitacio até
dissolverem totalmente. Ajustava-se o pH da solucdo para 7.4 com 5M HCI.
Completava-se para 25 litros com agua destilada.

10x Tampéo PAGE e Transferéncia

GIYCINe.........coo e, 2880
Trisma Base (Tris).........cce v e enenn..80g

Preparava-se a solugéo stock 10 x concentrado completando com 2
litros de agua destilada. Para a transferéncia adicionava-se 800m| de methanol

para 200 ml de tampéo completando o volume para 4000 mi com agua destilada.

12. Determinacéo do efeito de substéancias inibidoras de proteases sobre
as fracoes A,Be C:

As fragbes provenientes da filiracdo em gel G-75, fragbes A, B e C eram
analisadas na presenca de um substrato inespecifico N-benzoyl-arginine-p-
nitroanilide (SIGMA-USA) na concentracdo de 1mM e diferentes agentes
inibidores de proteases, como Phenylmethylsulphony! fluoride (SIGMA-USA),
inibidor de serina protease, na concentracdo de 100 mM, Acido lodoacstico
(SIGMA-USA), inibidor de cisteina protease, na concentracio de 100 mM e
Acido  Etileno-diamino-tetracético  di-sédico  (SIGMA-USA), inibidor de
metaloproteinases, na concentragéo de 100 mM.

Para os ensaios, as fragbes A, B e C, em volumes de 50 ul, eram incubadas
durante 10 minutos a 37°C, com os diferentes inibidores, preparados de acordo
com métodos standart, no volume de 20ul, em tampéo TRIS - HCL 0,1M pH 8,0,

sendo de 1ml o volume da pré-incubacdo. Decorridos ¢ tempo descrito,
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adicionava-se 1m! de BapNA e a incubagio prosseguia a 37°C por mais 30
minutos. A reagdo era interrompida por acidificac8o pela adicdo de acido
acético 30% (viv) e a hidrolise do substrato pela enzima era acompanhada
fotométricamente a 405 nm em espectofotometro  (INCIBRAS - UV 1201). O
calculo da atividade inibitdria era feito pela determinac&o da atividade residual
da enzima no ensaioc.

13.Eletroforese em sistema de gel de Tricina (Eletroforese para peptideos)

Eletroforese em gel de sistema era realizado segundo o método de
SCHAGGER & VON JAGOW (1987) com algumas adaptacdes introduzidas pelo
Laboratério de Imunologia Clinica - LICA, FCM/UNICAMP. Este procedimento
esta fundamentado na construgéo de placa vertical de vidro contendo 3 géis de
poliacritamida: O do topo de empilhamento, um intermediario de espagamento e
finalmente o de separacdo, no qual se efetuara a definicdo dos diversos
peptideos de baixo peso molecular. Este sistema permite a analise de proteinas
de baixo peso molecular até 500 Daltons.
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RESULTADOS
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1. Extrato Obtido

As caracteristicas dos diferentes métodos de extracio obtidos pelas
solugbes extratoras: Tamp&o Fosfato de Na e K, pH 7,2 (PBS), Solucéo
fisiologica bicarbonatada de Na (COCA) e Carbonato acido de ambnio, esto
descritas a seguir, enfocando o conteudo protéico € o comportamento

eletroforético dos extratos.

1a- Avaliagao do contelido protéico:

Quando comparados, os extratos de Ao obtidos em solugdo de Carbonato
apresentaram conteudo maior quando comparados com aquelas com PBS e
Solucdo de COCA. Os tempos de extracdo ndo mostraram resultados relevantes
como demonstrado na tabela IV ,pagina 36.

1b- Eletroforese em gel policrilamida SDS-PAGE:

Foi feito controle em PAGE/SDS dos diferentes extratos. Observamos gue as
solugbes extratoras ndo apresentaram diferencas significantes entre si

(Figura.1, pagina 37).

2- Estudo da agdo de substancias inibidoras de proteases sobre o

extrato de Ao.

Na presenca de PBS os extratos obtidos quando analisados em HPLC
mostraram que a atividade é preservada pelos inibidores de protease, como
pode se notar pela figuras 2Aa e 2Ab (pagina 38 e 39). O mesmo se observa ac

analisarmos 0 extrato na solugéo de carbonato na presenca ou auséncia de
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inibidores de protease. As solugfes inibidoras de proteases protegem os
exiratos da autodigestéo, como podemos ver pela figuras 2Ca e 2Cb, paginas
42 e 43, onde é mostrado o perfil cromatografico do extrato na presencga de
inibidores e na sua auséncia. Na presenca de inibidores observa-se dois picos
de resposta evidentes, que ndo estdo presentes na sua auséncia. O mesmo
nao acontece quando analisamos os extratos obtidos a partir de COCA. A
figuras 2Ba e 2Bb, paginas 40 e 41, mostra que n&o houve alteragdo no perfil

cromatografico, ou seja , as respostas sdo semelhantes.



TABELA IV: Rendimento da Extracio Protéica do Ao submetido a

diferentes solugGes extratoras, variando-se os tempos de

incubacgio.
Tempo de extracdo 24h 48h 72h 168h
Concentragdo protéica mg/mi mg/mi mg/mi mg/ml
Solucéo extratora
PBS 2.6 25 2.8 2.7
COCA 26 3.2 35 32
Carbonato acido de 3.9 38 35 3.9

Amonia
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S1 2 3-1 2 3 1 2 3-1 2 3

24 h 48 h 72h 168 h

Figura 1 - Eletroforese em gel de policrilamida - SDS a 12%, dos extratos totais de Ao,
extraidos com PBS (1), Solugio fisioldgica bicarbonatada de sddio, pH 7,2
(2) e solugdo de carbonato acido de aménia 0,125 M (3) com inibidores de
protease, durante 24, 48, 72 ¢ 168 horas. (S) padrdc de pesos moleculares
em kDa.
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Figura 2Aa - Extrato total de Ao, extraido em solugdo de PBS na presenca de
inibidores de proteases, analisado em HPLC, coluna C-18, WATERS,
fase reversa, dimensdo de 3.9 X 300 mm,usando gradiente linear

de 0 a 100% de solucdo de acetonitrilo 6% em TFA 0,1% pH 2,5.
Fiuxo 1,0 mi/minuto.
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Figura 2Ab - Extrato total de Ao, extraido em soluc@o de PBS na auséncia de
inibidores de proteases, analisado em HPLC, coluna C-18, WATERS,
fase reversa, dimens&o 3.9 X 300 mm, usando gradiente linearde 0 a
100% de solucdo de acetonitrilo 66% em TFA 0,1% pH 2,5. Fluxo 1,0

mli/minuto.
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Figura 2Ba - Extrato total de Ao, extraido em solugio fisiologica bicarbonatada de
sodio {COCA) na presenca de inibidores de proteases, analisado em
HPLC coluna ¢-18, fase reversa, WATERS, dimens&o 3,9 X 300 mm,
usando gradiente linear de 0 a 100% de solugdic de acetonitrilo 66% em
TFA 0,1 % pH 2,5. Fluxo 1,0 mi/minuto.
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Figura 2Bb - Extrato total de Ao, extraido em solugo fisiologica bicarbonatada de
s6dio na auséncia de inibidores de proteases, analisado em HPLC,
coluna C-18, WATERS, dimensdo 3,9 X 300 mm,fase reversa, usando
gradiente linear de 0 a 100% de solugdo de acetonitrilo 66% em TFA
0,1% pH 2,5. Fluxo 1,0 mifminuto.
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Figura 2Ca - Extrato total de Ao, extraido em solugéo de carbonato acido de amobnia
0,125 M, na presenca de inibidores de proteases, analisado em
HPLC, coluna C-18, fase reversa, WATERS, dimensao 3,9 X 300 mm
usando gradiente linear de 0 a 100% de solugdo de acetonitriio 66% em
TFA 0,1% pH 2,5. Fluxo de 1,0

ml/minuto.
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Figura 2Cb - Extrato total de Ao, extraido em solucao de carbonato acido de aménia,
na auséncia de inibidores de proteases, analisada em HPLC, coluna
C-18, fase reversa, WATERS, dimensé&o 3,9 X 300 mm, usando gradiente
linear de 0 a 100% de solugéo de acetonitriio 66% em TFA 0,1% pH 2,5.

Fluxo de 1,0 mifminuto.
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3- Avaliacao do tempo de didlise

Os extratos submetidos a dialise contra agua destilada, durante 24hs. e
48hs., ao serem analisados em HPLC, coluna C-18 fase reversa, mostraram que
no tempo de 48hs, houve perda total da atividade, como se observa pela figuras
3a e 3b, paginas 45 e 46.

4- Filtracdo em gel de sephadex G-75

O extrato total (ET) de Ao , na presenga de inibidores de proteases , foi
submetido a filtra¢cdo em gel Sephadex G-75, e as fragbes monitoradas através
de registro grafico em absorcibmetro, sob temperatura ambiente, mostrou perfil
cromatografico indicado na figura 4, pagina 47. Trés fragbes identificadas como

"pools"” A, B e C foram consideradas.

5- Reatividade cutanea

Os resultados de reatividade cutanea, testada em 30 pacientes aiopicos peio
método de PRICK-TEST , as fracbes A, B e C provenientes de filtracdo em gel
de Sephadex do extrato total podem ser visualisadas na Tab. V, pagina 48.
Podemos observar que a fracdo A, apesar de apresentar um diametro de
papula maior ndo mostrou a maior reatividade; esta ficou evidenciada nos

nacientes testados com a fracdo C.
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Figura 3A - Exirato total de Ao, dialisado durante 24 horas, analisado em HPLC,
coluna C-18, fase reversa, WATERS, dimens&o 3,8 X 300mm, usande
gradiente linear de 0 a 100% de solugéo de acetonitrilo 66% em TFA
0,1%, pH 2,5, utilizando-se fluxo de 1,0 ml/minuto.
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Figura 3B - Extrato total de Ao, dialisado durante 48 horas, analisado em HPLC, coluna
C-18, fase reversa, WATERS, dimensio 3,9 X300 mm usando gradiente
linear de 0 a 100% de solugdo de acetonitrilo 66% em TFA 0,1% pH 2,5,

utilizando-se fluxe de 1,0 mifminuto.
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Figura 4 - Filtrac&o em gel de Sephadex, G-75, de extrato total de Ao, na presenca de
inibidores de proteases. Foram aplicados 2,0ml! da preparacéo (5,0 mg de
proteina) em coluna croematografica (114 ml) com fluxo de eluicdo de 18
mishora. Foram coletadas fracdes de 2,5 ml. Volume morio de 36 ml.



Tabela V - Avaliagio da anafilaxia local cutdnea as fragées provenientes
da filtragdo em G-75. Pacientes atopicos, provenientes do
ambulatério de Imunologia Clinica do Hospital das Clinicas da
UNICAMP e estudados em rotina ambulatorial a testes

epicutaneos aos alérgenos do Ao.

48

FracBes
A B C
Reatividade Cutanea 42% 36.8% 47%

Média do Diametro da Papula reativa (mm) | 4.15 3.4 3.6
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6- Eletroferese em gradiente de policrilamida-SDS 5 a 18% sob condigdes

reduzidas e ndo reduzidas

Afigura 5 |, pagina 52, mostra a analise eletroforetica das protreinas do extrato
total de Ao bem como das fragbes A, B e C, obtidas da filiracdo em gel
sephadex G-75, sob condicbes reduzidas e ndo reduzidas. Sob condigbes ndo
reduzidas, as bandas do exirato total ndo s&o facilmente visualizadas, o que
n&o acontece quando o extrato total é aplicado em condigGes reduzidas, onde
as bandas ficam nitidas, onde se destacam aquelas de 12 a 68 Kda. O mesmo
se observa com as fracdes A e B. No entanto a fragdo C que é de dificil
visualizagdo em condigbes ndo reduzidas revela-se bem e apresenta bandas

de baixo peso molecular de 12 a 30 Kda.

7- Eletroferese de Transferéncia seguida de "Immunoblotting”

Na figura 6, pagina 53, é mostrado o controle feito através de
"immunoblotiing” a partir de eletroforese em gradiente de policrilamida/SDS em
condi¢gdes de reducdo. Analisada por autoradiografia revelou reatividade aos
anti-corpos séricos de pacientes alergicos a Ao a antigenos de peso molecular
variando entre 12 e 70 KDa. Aparentemente a reatividade concentra-se em

antigenos de pesc molecular menor que 46 Kda.

8- Cromatografia Liquida de Alta Performance das fragdes eluidas em

coluna de filtragdo Sephadex G-75

As fragbes provenientes da filtragcdo Sephadex G-75 (A, B, C) analisadas
em Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) sob iguais condicdes,

mostram que os perfis de eluicdo das fracbes eluidas A e B sdo semelhantes
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quanto ao tempo de fracionamento cromatografico, contrastando com a fragéo
C, de peso molecular <30 kDa (Figuras 7a, 7b, 7¢ - paginas 54, 55 e 56).

9. Repurificagéo do pico 2 da fragdo C em Cromatografia Liquida de Alta

Performance

A repurificacdo do pico 2 da fracéo C, proveniente da Cromatografia Liquida
de Alta Perfomance (HPLC), mostra que os perfis de eluigdo da fragdo ¢ e do
seu pico 2 sdo semelhantes quanio ao tempo de fracionamento cromatogréfico.
Figura 8, pagina 57.

10- Eletroforese em sistema gel de tricina:

A fragdo C proveniente da filiragdo em gel de sephadex G-75, mostrou o
mesmo perfil cromatografico quando foi re-purificada em HPLC com fracdes

menores que 30 kDa. Figura 9, pagina 58.

11- Determinacao do efeito de substaéncias inibidoras de proteases:

Pela tabela VI, pagina 59, cbserva-se que a fragéo A foi parcialmente inibida
por PMSF (inibidore de serina protease), por acido iodoacético (inibidor de
cisteina protease) e por EDTA (inibidor de metaloproteinases). Por sua vez a
fracdo B foi somente inibida por PMSF e a fracdo C foi inibida por acido

iodoacético.
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12-Anéalise comparativa da reatividade Cutanea a 3 diferentes extratos
alergénicos de acaros: Aleuroglyphus ovatus; Blomia tropicalis e
Dermatophagoides pteronyssinus e associagdo com Rinite alégica e/ou

Asma Bronquica.

Do grupo de pacientes com rinite alérgica (n=82) 45 (54,8%) reagiram ao
extratc dos trés acaros. A prevaléncia de testes positivos para exiratos
individuais ocorreram em 5 (6%) para A.0; 2 (2,4%) para B.t; 3 (3,6%) para
Der p. Testes positivos para extratos de 2 acaros concomitantemente
ocorreram em 15 (18,2%) para A.o + B.t; 5 (6%) para A.0 + Der p; 5 (6%)
para B.t + Der p. Tabela Vli, pagina 60.

Dos 89 pacientes com Asma Bronquica associada ou ndc com Rinite
Alérgica, 50 (56%) apresentaram reatividade cutadnea aos trés extratos
alergénicos de acaros estudados. Testes cutaneos positivos para A.o, B.t e Der
p, ocorreram em € (10,1%), 2 (2,2%) e 4 (4,5%) para Ao, Bt e Der p,
respectivamente. A reatividade cutanea para ambos acaros A.o + B.f, ocorreu
em 15 (16,8%); Ao + Der p, em 4 (45%) e Bt + Der p em 6 {6,7%) dos
pacientes estudados. Tabela Vi, pagina 61.
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Figura 5 - Eletroforese do extrato total de Ao e fragbes eluidas da coluna G-75.
Eletroforese em gradiente de 5 a 18% de policritamida sob condi¢Ges
reduzidas e nao reduzidas.

Tira 1 - Extrato iotal
Tira 2 - Fragao A
Tira 3 - Fracdo B
Tira 4 - Fragdo C
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Figura 6 - Figura representativa de autoradiografia de "eletroblotling” SDS-PAGE,
gradiente de 5 a 18%.
Tira 1 - controle (+) para IgE humana
Tira 2- controle (-)
Tiras 3 a 12 - soro de pacientes com resposta (+) ao teste epicutaneo
(prick-test} ao extrato purificado de Ao.

SO



54

_ Absorcdo em 220 nm
| Porcentagem de tampé&o B

Tempo em minutos

Figura 7A - Fragdo A proveniente da filtragcdo em Gel de Sephadex, G-75, analisada
em HPLC, coluna C-18, fase reversa, WATERS, dimensao 3,9 X 300 mm
usando gradiente linear de 0 a 100% de solucdoe de acetonitrilo 66% em
TFA 0,1% pH 2,5, utilizando-se fluxo de 1,0 mi/minuto.
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Figura 7B - Frag@o B proveniente da filtracio em Gel de Sephadex, G-75, analisada
em HPLC, coluna C-18, fase reversa, WATERS, dimensdo 3,9 X 300
mm,usando gradiente linear de 0 a 100% de solucdc de acetonitrilc 66%

em TFA 0,1% pH 2,5, utilizando-se fluxo de 1,0 mi/minuto.
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Figura 7C - Frag&o C proveniente da filtragdo em Gel de Sephadex, G-75, analisada
em HPLC, coluna C-18, fase reversa, WATERS, dimensdo 3,9 X 300
mm,usando gradiente linear de 0 a 100% de solucdo de acetonitrilo 66%
em TFA 0,1% pH 2,5, utiluizando-se fluxo de 1,0 mi/minuto
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Tempo em minutos

Figura 8- Repurificag&o do pico 2 da fraggo C proveniente de Cromatografia Liquida
de Alta Performance, analisada em HPLC, coluna (C-18, fase reversa,
WATERS, dimenséo 3,9 X 300 mm, usando gradiente linear de 0 a 100% de
solugdo de acetonitrilo 66% em TFA 0,1% pH 2,5, utilizando-se fluxo de
1,0mifminuto.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de TRICINA em condices ndo redutoras da
frac&o C eluida da coluna de filtragdo sephadex G-75 (linha 1) e o
repasse 2 da fracdo C re-purificada em HPLC.
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Tabela VI - Efeito de inibidores de proteases na atividade das fragbes A, BeC
provenientes da filtragdo em Gel de Sephadex G-75.

Agente inibidor Concentragéo Porcentagem de Inibicéo
(mM)
Fracdo
A B C
PMSF 100 34 42 |

(serina protease)

Acido lodoacético 100 30 —_— 34
(cisteina protease)

EDTA 100 12 S M
(Metalo protease)




Tabela Vil - Avaliagéo da reatividade cutdnea provocada por Aleuroglyphus
ovatus (Ao), Blomia tropicalis (Bfy e Dermatophagoides

pteronyssinus (Dp) em pacientes atopicos portadores de rinite
alérgica, total de 82 pacientes.

Acaro Numero de casos com Frequéncia
(extrato alergénico) teste epicuténeo (+) (%)
(prick test)

A.0 5 6

B.t 2 24

D.p 3 3,6

Ao Bt Dp 45 54,8
AoB.t 5 S

A.o; D.p 15 18,2
Bt Dp 5 8




61

Tabela VIl - Avaliagéo da reatividade cutdnea provocada por Aleuroglyphus
ovatus (Ao), Blomia tropicalis (Bt) e Dermatophagoides
pteronyssinus (Dp) em pacientes atépicos portadores de asma

c¢/s rinite num total de 89 pacientes,

Acaro Numero de casos com teste Frequéncia
{extrato alergénico) epicutaneo (+) (%)
(prick test)
Ao 9 10,1
Bt 2 2.4
Dp 4 4,9
A0 Bt Dp 50 56
A.0B.t 4 45
Ao Dp 15 16,8
Bt Dp 6 8,7
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DISCUSSAQ
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Acaros de poeira doméstica sdo as causas mais comuns de asma e
outras doencgas alérgicas , sendo os acaros Dermatophagoides pteronyssinus e
Dermatophagoides farinae 0s mais frequentes na poeira doméstica em muitas
regides do mundo (PLATTS-MILLS & CHAPMAN,1987). Este fatc tem
estimulado estudos que visam caracterizar seus componentes alergénicos.
Contudo, os chamados “acaros de estocagem”, isto €, aqueles encontrados em
locais de armazenagem de produtos como gréos e cereais, também tém sido
responsabilizados como desencadeadores de doengas alérgicas como rinite
alérgica e asma bronquica.

Os primeiros estudos com &caros de estocagem foram feitos com
fazendeiros na Escécia em 1979 (CUTHBERT & cols.,1979; INGRAM &
cols.,1979). Esses autores observaram relac@o entre sensibilidade a acaros de
estocagem e sintomas alérgicos como asma, rinite e conjutivite, relacionando
esses sintomas a presenca do grande numero de dcaros encontrados no feno e
gréos usados para alimentar o gado no inverno. Posteriormente, diferentes
autores verificaram a presenca destes acaros em residéncias na regido urbana e
a importancia destes organismos como agentes na sensibilizacdo alérgica de
populacéo que néo tinham exposicao ocupacional (MIYAMOTO & cols., 1989;
WRAITH & cols., 1979; BERARDING & cols., 1987; BONER & cols., 1989;
IVERSEN & DAHL, 1990; LUZYNSKA & cols., 1980; TRUDEAU & cols., 1990;
SILTON & cols., 1991; ZOLLNER & cols.,1994).

Os chamados "4caros de estocagem” tem sido assim chamados por sua
origem a partir de locais de armazenagem de gréos e cereais, entretanto eles
tem sido também encontrados em poeiras domésticas e o termo "acaro
domeéstico” (onde se incluem os Dermatophagoides sp. e Euroglyphus maynei),
tem sido sugerido, para esses acaros. Além disso, iem sido observado
sensibilizagdo, para esses acaros entre populagdo que néc trabalham em
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locais de armazenagem, sugerindo que ndo s® o0s acaros da familia
Piroglyphidae estariam envolvidos como causadores de quadros alérgicos
(JOHANSSON & cols., 1997). Outro fator importante, é que eles sd0 mais de
20% das espécies de acaros encontrados na poeira doméstica, principaimente
se o ambiente for imido (HEINIG & cols., 1991)

Dentre as diferentes espécies de acaros de estocagem, estudos com
Aleuroglyphus ovatus mostraram seu potencial de sensibilizagdo populacional
como demonstrado por ZOLLNER & cols. (1992) em pacientes atopicos
acompanhados no Ambulatério de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Estes autores verificaram que
90% dos pacientes atdpicos guando submetidos a testes epi-cutaneos,
utilizando-se extrato purificado de Ao, apresentaram reatividade. Essa
reatividade se expressa pelo aparecimento de papula e eritema no local de
punctura. Esta alta reatividade populacional tem estimulado estudos que visam
a identificacdo e purificacdo dos possiveis alérgenos envolvidos com a
sensibilizagao populacional. No entanto, essa identificagdo e purificacdo exigem
controle de qualidade, como analisar de forma abrangente suas propriedades
biolégicas através de testes de punctura, de provocagio, de liberagao
histaminérgica de leucdcitos sensibilizados; quantificar os diferentes alérgenos
no extrato, entre outros (BALDQO, 1983). Assim, no intuito de identificarmos os
componentes responsaveis pela resposta alérgica dos pacientes submetidos aos
testes epi-cutdneos ao Ao, comegamos pela avaliagdo e padronizacdo dos
meios utilizados para a extracdo antigénica.

Em um primeiro plano, fizemos o estudo comparativo entre trés solugdes
diferentes, Carbonato acido de amobnia, COCA, PBS, pois s&o as mais utilizadas
no processo de exiracio antigénica. Além do tempo de extragic , procuramos
analisar o rendimento e 0 conteudo proteico bem comoe o perfil eletroforético.
Os resuitados de rendimento proteico obtidos com as tres solucdes mostraram
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gue o carbonaio &acido de ambdnia possui maior 'capacidade” exiratora”.
Contudo, quando comparados os tempos de extracdo entre as diferentes
solugbes, ndo pudemos observar diferengas significativas entre elas. Da mesma
forma, o perfil eietroforético ndo mostrou diferencas qualitativas entre o material
extraido pelas tres soluctes exiratoras estudadas. Estes resultados demonstram
que essas solucles extratoras poderdo ser utilizadas indistintamente, que
embora o carbonato mostre maior "potencial" extrator, nfo verificamos prejuizo
da "qualidade" dos extratos obtidos.

Qutro fator analisade foi a agéo de inibidores de proteases. Um dos
problemas que podem ocorrer durante o processo de exiracdo e manipulacdo
de proteinas & a protedlise e segundo NORTH (1994), identificar o momento em
gue ocorre "in vitre" e como preveni-la nas preparacfes protéicas, sdo
condigdes importantes aqueles que trabalham na elaboracdo de métodos mais
confiaveis para obtencdo de extratos alergénicos. Como grande parte dos
antigenos acarinos possuem propriedades bioguimicas enzimaticas, a "auto
digestéo” é um parametro importante a ser considerado. No interior das células
0s mecanismos de protedlises s30 altamente controladas. Isso ocorre devido a
combinacéo de fatores tais como, compartimentalizacdo, presenca de inibidores
endbgenos de proteinases e a influéncia que uma "variedade” de componentes
celulares tém na conformacao de proteinas (NORTH, 1994). Quando os tecidos
sdo danificados durante o processo de isolamento das proteinas, esses
controles sdo perdidos, compartimentos subcelulares sdo rompidos, complexos
enzima-inibidor se formam e dissociam, interacdo entre proteinas e outras
moléculas s&o alteradas, ou seja, no decorrer do processo de exiracio e
isolamento de proteinas fatores que normaimente protegeriam partes da
estrutura proteica do atague proteoiitico. As proteinas s&o certamente mais
resistentes em sua forma nativa e alguma perturbacdc durante ¢ processe de
extracdo, aumenta a probabilidade de disfunc@o proteica (BEYNON, 1295).
Componentes da solucBo de extracdo, por seu turno, podem afetar a
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conformacao da proteina e assim aumentar a vulnerabilidade para protedlise
(GOLDBERG & DICE, 1974).

A inclusdo de inibidores em solucdo extratora durante e apds o
rompimento dos tecidos é a metodologia mais eficiente para se evitar a
protedlise. Pelo uso de inibidores apropriados, proteinases podem ser inativadas
completamente em preparacdo (BEYNON, 1995). Esse fato foi observado em
nossos ensaios, ao analisarmos em HPLC, os extratos obtidos a partir de PBS,
Carbonato e COCA. Somente com a utilizacgo de inibidores de proteases nos
procedimentos de extrag&o tanto com PBS quanto com Carbonato acido de
amdnia é que pudemos visualisar o perfil protéico cromatografico. Entretanto,
nos procedimentos com COCA, a presenca de inibidores n&o alterou o perfil de
eluicdo cromatografica sugerindo que esta solucdo altere de alguma maneira o
mecanismo de acfo proteolitico retardando esta ag@o. Estudos posteriores
poderdo esclarecer essas observages.

A padronizagdo da extracdo dos antigenos, indicou os melhores tempos
de didlise. Assim, utilizando-se HPLC como ferramenta de avaliagido do perfil
protéico pos dialise, notamos que no tempo de didlise de 24 horas o perfil de
eluicdo protéico era bem definido ao contrério da dialise por 48 horas na qual
nédo foi observado perfil de eluicdo. LIND (1985) detectou o mesmo probiema,
ao fazer extracdo e purificagdo de  Dermatophagoides pteronyssinus |
observando que ao submeter o material extraido a sucessivas didlises, o

rendimento protéico apresentava-se muito baixo.

Na literatura disponivel n&o pudemos identificar uniformidade nos
métodos de purificagdo de antigenos acarinos, podendo ser observado que
grupos de pesquisa promovem os procedimentos de purificagdo de acordo com
a necessidade momenténea. Ao analisar-mos a extensa bibliografia disponivel,
com respeito as caracteristicas da massa molecuiar dos antigenos acarinos,
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optamos pelo processo inicial de cromatografia por exclus&o molecular. Em
estudo preliminar utilizamos filtragdo em gel Sephadex G-100, contudo os
resultados n&o foram satisfatdrios com as fragdes n&o apresentando constancia
em seus perfis, resolvemos, entdo, pela utilizagéo de G-75.

Ao submetermos o extrato total de Ao, na presenca de inibidores de
proteases, a fillracdo em gel Sephadex G-75, obtivemos 3 fracBes que foram
designadas de fragbes A, B e C. As quais foram testadas em pacientes atépicos
do Ambulatério de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da UNICAMP. A andlise desta reatividade permitiu a
observacdo que apesar da fragcdo A apresentar um didmetro de papula maior
que as outras duas fragdes o0s pacientes apresentaram maior reatividade a
fragdo C. A fracdo B além de causar menos reatividade cutaneo nos pacientes,
o diametro da papula reativa era menor. Esses resultados levaram-nos a
interpretagdo que possiveimente a fragdo C possue maior poténcial alergénico
em relac@o as outras duas fragbes. Interessante notar que através de seu perfil
cromatografico este "pool” possui menor péso molecular, fato pouco explorado
na literatura,

Os acaros melhor estudados sdo os do genero Dermatophagoides |
considerados os mais importantes denire os gcaros dito domésticos. Um
grande numero de alérgenos tem sido identificados em extratos de culfura de
Dermalophagoides sp. , onde o nimero de componentes varia de 4 a 26
oriundos de seu corpo e de 5 a 19 de suas fezes (FUJIKAWA & cols., 1996).
Os diferentes métodos de extragéo efou os procedimentos de purificagéc pode
ser uma das causas dessas diferencas (FORD & cols., 1985; FERRANDIZ &
cols., 1885).

O mesmo foi observado com o acaro de estocagem Lepidopglyphus
destructor, quando VENTAS & cols.(1992), purificaram e caracterizaram o
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alérgeno ‘principal” desse acaro, como sendo de 14 kDa, ao fazerem a
eletroferese SDS-PAGE sob condigbes reduzidas, diferentemente dos resultados
obtidos por JOHANSSON & cols.(1991) que ao trabalharem com a mesma
espécie de acaro, obtiveram um alérgeno "principal" de 15 kDa, fazendo a
eletroferese SDS-PAGE sob condigbes nao reduzidas. Qutro fator observado por
JOHANSSON & cols.(1991) foi que outro componente de péso molecular de 53
kDa reagia com 50% do soro de pacientes sensiveis a Lepidoglyphus destructor,
considerando, entéo, esses aulores que haveria 2 alérgenos "principais".

Em nossos experimentos, tambéem, observamos diferencas nos pésos
moleculares das amostras, quando estudadas sob condicdes reduzidas e ndo
reduzidas. O extrato total sob condicdo "ndo reduzida” mostrou bandas
eletroforéticas de dificil visualizagdo, sendo que esse fato j4 havia sido
observado por SILTON & cols. (1991), ao trabalharem com extrato total de Ao.
No entanto sob condi¢des reduzidas observa-se vérias bandas bem delimitadas
com péso molecular variando de 77a 12 kDa.

Da mesma forma as fracdes A e B, mostraram também algumas
diferengas entre si quando as amostras estavam scb condigfes reduzidas e ndc
reduzidas. Sob condigdo reduzida a fracdo A mostrou melhor visualizagdo
gletroforética, enquanto que a fracdo B apresentou menor numerc de bandas.
Contudo a fragao C oi, dentre as 3 fracgbes, que apresentou melhor visualisacéo
sob condicSes reduzidas, onde se pode observar as bandas bem determinadas.

As fracbes A e B apresentaram peptideos com pésc molecular variando
de 17 a 70 kD&, a fragdo C por sua vez, apresentou bandas de péso molecular
abaixo de 30 kDa, resuitado concordanie com  a literatura que descreve que
os alérgenos, tanio de pd doméstico como o de estocagem apresentam pésc
molecular abaixo de 60 kDa, ressaltando que os alérgenos principais teriam
péso molecular em torno de 25 kDa (TOVEY & cois.,1989; CHUA & cols., 1990;
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YUUKI & cols., 1990; ANSOTEGU! & cois.,1991; AKI & cols.,1994; SHEN &
cols., 1995; THOMAS & CHUA, 1995; VAN HAGE-HAMSTEN & cols., 1995),
levando-nos a correlacionar esses resultados aos obtidos com reatividade
cutdnea dos pacientes, e com isso especular que a fragdo C seria a mais
antigénica das 3 fragdes.

O perfil alergénico analisado por SDS-PAGE /mmunoblot, usando soro de
pacientes com teste epicutaneo positivo para Ao demonstrou que ha mais de 10
proteinas de diferentes pésos moleculares (entre 6 a 97 kDa), que se ligam a
igE. Contudo, deve-se ressaltar que todos 0s soros ligaram-se as proteinas de
baixo péso molecular, variando de 5 a 14 kDa. Com as proteinas de pésos
moleculares diferentes houve uma variaco de reatividade dos soros. Apesar da
alta reatividade dos soros com proteinas de baixo péso molecular, ndo podemos
afirmar gue os alérgenos "principais” de Ao estariam nessa faixa, porque o
numero de pacientes estudados € pequeno e precisaremos aumentar esse
percentual. Contudo, como todos os soros ligaram-se as proteinas, em maior ou
menor grau, poderia ser indicativo da intensidade dos niveis de exposicio
desses pacientes a Ao, fato que merecera melhor investigacao.

Blomia tropicalis e Lepidoglyphus destructor, até agora, séo os acaros de
estocagem meihor estudado, e observou-se que das proteinas, até aqui,
caracterizadas apresentam baixo péso molecular, variando de 11 a 15 kDa para
Blomia fropicaiis e 16 a 18 para Lepidoglyphus destructor, e suas funcbes
bioquimicas ainda continuam desconhecidas.

Ao analisamos as fragfes A, B e C em HPLC, observamos que as
fracbes A e B apresentam um perfil semelhante, com um pico aparecende no
comecgo da corrida. Por sua vez a fragcdo C apresentou um primeiro pico, de
mesmo perfil com aquele apresenta do pelas fracbes A e B, contude mostra um

segundo pico que ao ser repurificado apresenta o mesmo perfil, diferentemente



70

das fragbes A e B que quando foram repurificados apresentaram perfis
diferentes.

Alguns fatores que vem sendo discutidos na literatura, ha mais de 20
anos € o entendimento do processo de sensibilizagio para alérgenos aéreos e
qual fator estaria ligado ao fato de algumas moléculas estarem associadas a
atividade alergénica, enquanto outras ndo.

A susceptibilidade individual para sensibilizagdo alergénica, esta ligada a
varios fatores, entre eles, a predisposicdo genética. Entretanto, nem toda
substancia estranha evoca uma resposta antigénica ou alérgica e a frequéncia
com que tal reatividade possa acontecer parece ser dependente de outros
fatores que néo a concentracdc de substancias particulares no ambiente, dentre
esses fatores podemos citar o tamanho molecular, solubilidade e concentracéo
absoluta, que poderiam contribuir nesse processo (VAN BRONSWIGK &
cols.,1989; VRTALA & cols.,1993). Entretanto é possivel que propriedades
bioquimicas inerentes como por exemplo, a atividade enzimatica, atributos fisico-
quimicos especificos (alto pl) ou modificagdes pods-translacionais (glicositagio)
contribuam (STEWART & THOMPSON, 1996).

Uma das sugestdes apresentadas por HERBERT & cols. (1995) seria que
certos alergenos teriam poténcial direto para penetrar barreiras epiteliais e isso
estaria corroborado por duas evidéncias:

1} A descoberta que certos alérgencs de origem ocupacional & doméstica
expressam atividade enzimatica e,

2) A observagdo de que tais alérgenos podem causar dano epitelial "in vitro".

Pesquisas recentes tem adicionado uma nova dimensdo para essa
guestio por sugerir que certos alérgenos possam ser enzimas de varias classes
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proteoliticas, que sdo conhecidas por causar quebra das interagdes celulares
epiteliais, por mecanismos nao citotdxicos (HERBERT & cols., 1993, 1995,
1996). Entretanto € importante assinalar que nem todos os alérgenos precisam
ser enzimas pois, segundo ROBINSON (1997), os "alérgenos enzimaticos”
poderiam facilitar a apresentacdo daqueles que n&o apresentam atividade

enzimatica.

Existem muitas informagcdes  dos acaros domésticos do género
Dermatophagoides sp., que representam importante origem de alérgenos
domésticos. Alguns alérgenos tem sido mostrados ser enzimas digestivas. Os
alérgenos dos grupos 1 (consideradc o alérgeno "principal™) e 4 sdo cisteinas
proteases e amilase, respectivamente, e os dos grupos 3, 6 e 9 correspondem
as serinas proteases tripsina-like e quimotripsina-like. Quiros ainda permanecem
em aberto como o grupo 2, que mostra homologia com a proteina epidéndimal
humana, sugerindo que esses alérgenos teriam papel na reproducgéo dos acaros
(THOMAS & CHUA, 1995).

Outro fator observado foi de que os outros acaros domésticos estudados
mostram homologia entre si, ou seja, a Der f 1 (Dermatophagoide farinae grupo
1) seria uma cisteina protease como a Der p 1 {(Dermatophagoide pteronyssinus
grupo 1) e Eur m 1 (Euroglyphus mayvnei}. Apesar de sua grande importancia
na etiologia das doencas respiratdrias, pouco se tem na literatura sobre os
alérgenos dos acaros de estocagem.

Na tentativa de caracterizar se as fracbes A, B e € pertenceriam a alguma
classe de proteases, submetemos as fracBes a acac de diferentes inibidores de
protease, com um substrato inespecifico. Observamos que a fracdo A foi
parcialmente inibida por todos inibidores estudados, inclusive por EDTA, que é

um inibidor de metaloproteases. Por sua vez a fracdo B s6 foi inibida por PMSF,
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um inibidor de serina protease. A fracdo C s6 respondeu ao Acido lodoacético,
um inibidor de cisteina protease.

EDWARDS & cols. (1992) fracionaram Meio de Cultura Total de Ao por
ultrafilirac&o e obtiveram 3 fragdes divididas em <10kDa, >10kDa e <30kDa e
uma terceira fragdo de >30k Da. Ao fazerem ensaio com dois inibidores de
protease, um para cisteina e outro para serina, cbservaram que a fragdo menor
qgue 10 kDa néo apresentou nenhuma resposta enquanto que as outras duas
fracOes apresentaram inibicdo, frente aos dois inibidores. Por outro lado, maior
inibigdo foi obtida com o inibidor de serina protease, principalimente a fragdo de
péso molecular maior que 30 kDa. Mas, contudo, a associacdo destes dados
com os por nods obtido ainda parece-nos prematura, principalmente porque as
nossa fragbes sdo obtidas sé do corpo do acaro, livre do meio de cultura, ao
contrario desses autores que trabalharam com extrato e Meio de Cultura Total.
Essa diferenga, entre os procedimentos, s6 com ¢ corpo do acarc e 0 Meio de
Cultura Total, foi observada por STEWART & cols. {1994}, ac fazerem um
estudo comparativo de 3 serinas proteases de Der p e Der f, observaram um
aumento de até sete vezes de proteases quando frabalharam com SCM do que
com o corpo de acaro.

A analise comparativa entre os resultados por nés obtidos e os dados da
literatura, possibilita ciassificar a fracdo B como pertence ao grupo das serina
protease, enquanto que a fracdo C poderia ser incluida no grupo das cisteinas
protease. No entanio, a fragcdo A apresentou caracteristicas mistas,isto &, tanto
atividade cisteina-serina como também para metaloprotease, necessitando ser
melhor caracterisada.

HEWITT & cols. (1995, 1997) obtiveram resultados interessantes ao
trabatharem com Der p 1, consideradc o© alérgeno 'principal" de
Dermatophagoides pteronyssinus, que sabidamente é uma cisteina protease. Ao
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usarem inibidores especificos de cisteina e serina protease, observaram que Der
p 1 exibe uma mistura na atividade cisteina-serina, sugerindo esses autores que
se as evidéncias estruturais mostram que Der p 7 tem um Unico sitio ativo,
entdo isso seria explicado pela existéncia de outras isoformas, e a possibilidade
de que Der p 1 exista em mais de uma forma significa a importancia de se
caracterizar cada uma das formas e determinar sua abilidade para romper a rede
de IgE na superficie epitelial respiratéria e provocar a resposta "IgE alérgica".

SILTON & cols. (1991) estudaram a acdo de Ao e Der p em pacientes
alérgicos, em Tampa, Flérida, observaram que, apesar de Ao n&o ser comum
na poeira domestica nas casas dessa localidade, foi encontrado alta prevaléncia
de sensibilizagdo principalmente para pessoas asmaticas, enquanto que
pacientes s com rinite apresentaram menor sensibilidade. Esses autores
também encontraram reatividade cruzada moderada entre Ao e Der p., pois 0s
testes positivos para Ao estavam sempre associados a Der p, também
positivos. A explicacdo, possivel, segundo esses autores, seria a existéncia de
outros acaros de estocagem em Tampa, entre eles Blomia tropicalis,
Tyrophagus pulrescentiae, Chortoglyphus arcuatus, (como foi observado
também por CARABALLO & cols., 1991), haveria reatividade cruzada
significante enire esses gcaros de estocagem e Ao, entdo a resposta observada

para Ao seria devido a sensibilizacdo para esses outros acaros de estocagem.

A mesma observacao foi feita por PUERTA & cols. (1993), ao estudarem
a sensibilizacdo para Chortoglyphus arcuatus e Aleuroglyphus ovatus, em
pacientes alérgicos moradores em Cartagena, Coldmbia. Chortogiyphus
arcuafus é um acarc comumente encontrado na poeira doméstica das casas
dessa localidade, o mesmo ndo acontecendo a Ao. Sugerindo, esses autores
que a prevaléncia de IgE especifico para Ao seria devido a reatividade cruzada
com Ca e/ou oulras especies.
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A analise da reatividade cutanea, feita em pacientes atdpicos, tanto com
asma com ou sem rinite como pacientes somente com rinite, no Ambulatério de
Imunologia Clinica e Alergia, HC/FCM/UNICAMP, com 3 diferentes &caros (Ao,
Bt, Der p) demonstrou que esses pacientes apresentavam sensibilidade as
espécies estudadas. Do total de 89 pacientes com asma cofs rinite, 56%
apresentaram reatividade aos 3 4caros, enquanto gue dos 82 pacientes com
rinite, 54,8% apresentaram resposta a esses acaros.

Quanto as respostas aos testes envolvendo sdmente uma espécie,
observou-se que ndo houve variagdo, entre o0s pacientes com asma com ou
sem rinite e os pacientes somente com rinite. Um fator observado foi a maior
reatividade para Ao, em ambos os casos, do que foi observado tanto para Bt
como para Der p. Apesar do alto indice de sensibilidade observado entre os 3
acaros, Ao e Bt parece induzir sensibilidade especifica, porgue, como pode ser
observado pelos nossos resuitados, 9 pacientes com asma com ou sem rinite e
5 pacientes com rinite apresentaram reacéo positiva para esse acaro e negativa
para os outros dois dcaros estudados. Um ndmero menor de pacientes, com
resultado positivo para B foi observado. Esses resultados confirmam aos
obtidos anteriormente por ZOLLNER & cois.(1992) onde esses autores
observaram predominancia de testes positivos para Ao, seguido pela Bf e Der p

Esses resultados diferem daqueles obtidos por SILTON & cols. (1991)
que relataram que pacientes com asma cfs rinite apresentavam maior
reatividade aos acaros ditos de estocagem, enquanto que pacientes somente
com rinite respondiam com maior intensidade acs acaros de poeira doméstica,
porque tanto os pacientes com asma cfs rinite como os pacientes com rinite
responderam aos acaros ditos de estocagem com a mesma intensidade.

ARLIAN & DIPPOLD (1998}, ao fazerem estudos sobre a fecundidade dos
Dermatophagoides, observaram nas casas co-habitadas por diferentes espécies
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de acaros sempre ha uma espécie dominante. Segundo esses autores, ndo esta
claro se diferencas nos fatores climaticos dentro dos micro-habitat, no interior
das diferentes casas, inter-especifica diferencas na biologia dos diferentes
acaros, sob condigbes climaticas idénticas ou a combinacdo dos fatores
climaticos e bioldgicos s@o responsaveis pelas prevaléncia nas espécies
observadas em casas localizadas dentre e entre areas geograficas. Ja havia
sido observado por ARLIAN (1992) que a umidade relativa e diferenca entre o
equilibrio de agua e a agua requerida entre Dermatophagoides farinae e
Dermatophagoides pteronyssinus , € a chave para a prevaléncia entre esses
acaros.

Qutro fator importante foi estudado por ERASO & cols. (1997). Esses
autores observaram, ao estudarem a cinética da expressic dos alérgenos de
Dermatophagoides pferonyssinus e Dermatophagoides farinae, em culturas de
poeira domestica, que durante a fase de crescimento méximo, os aiérgenos
gram expressos mais intensamente e em grandes quantidades, bem como o
contetido de proteinas aumentava para o seu ponto maximo. A diminuico das
concentragdes dos alérgenos bem como das proteinas, era coincidente com o
periodo em que a fase de mortalidade estava em alta.

Ao se trabalhar com cultura de acaros outros fatores, além daqueles
cbservado por ERASO & cols. (1997), devem ser considerados. KORT & cols.
{1997) notaram que n&o havia excrecdo de guanina por Dermatophagoides
pteronyssinus em ambientes Umidos, por outro lado Glycyphagus domesticus,
um acaro de estocagem, apresentou aumento da quantidade de guanina na
poeira, provavelmente pela associacdo de umidade com crescimento de mofo.
Segundo esses autores, alérgenos e guanina sdo produtos metabdlicos dos
acaros, quandc a dieta dos dcaros muda, a composicdc dos seus produtos
metabdlicos também mudard. Em casas Umidas, 0s acaros de estocagem

comerao, quase, exciusivamente fungo e poderao produzir substancias irritantes
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ou alergénicas diferentes daquelas resultantes de meios ricos em proteinas
usados em laboratdrios na producao de extratos alérgenos.

LIU & LIN (1998) avaliaram extratos alergénicos de acaros, Derp 1, Der p
2, Derf1e Derf2 usados comerciaimente, preparados com o corpo total de
acaros, em solucdo tampdo contendo 50% de glicerol e armazenados em
geladeira. Esses extratos usados como “standard" manteriam sua integridade
imunolégica por pelo menos 3 anos. No entanto, ndo foi o observado por esses
autores ao fazerem a avaliag@o desses extratos através de técnica de ELISA e
immunoblot. Guardaram os extratos em 4 diferentes temperaturas e por
diferentes intervalos de tempo, observaram que com excegdo de Der f 1, que
permanecia estavel por pelo menos 3 anos de Der f2 por 1 ano, Derp 1 e der p
2 encontravam-se menos estaveis. Segundo esses autores, sabe-se que extrato
de acaros contém uma variedade de enzimas proteoliticas e poderiam causar a
degradacdo do alérgeno durante a estocagem e o ideal seria guardar esses
exiratos em temperaturas baixas em pequenas aliquotas para diminuir a possivel

degradacao.

Qutro importante estudo foi descrito por PLATTS-MILLS & CHAPMAN
(1987) o qual diferencas de poténcia entre extratos feitos a partir de cultura de
acaros ou de corpo de acaros parece refletir diferencas na proporgéo relativa
dos alérgenos dos grupos 1 e 2, segundo esses pesquisadores, extratos de
cultura conteriam relativamente mais Der p 1 do que Der p 2, em decorréncia de
existir nestas culturas, grande numero de fezes, sendo Der p 7 considerado
enzima digestiva, enquanio que o extrato do corpo contém relativamente mais
Der p 2, que parece estar mais concentrado nos corpos de acaros. Assim,
dessas observagbes, pode-se concluir que a utilizagdo de acaros, como fonte
alergénica, varios fatores terdo que necessariamente ser considerados, dentre

eles o meio de crescimento, as caracteristicas do exirato (total, s6 o corpo ou
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particula fecal do acaro) e principalmente a metodologia a ser usada nessa
avaliagdo.

A anadlise de nossos resultados permite afirmar que o Ao & um acaro
classificado como de estocagem que provoca asma e rinite alérgica em pessoas
susceptiveis. Sendo que os alérgenos principais parecem ser de baixo péso
molecular; reagem com a maioria dos soros de pacientes reativos aos extrato
puro de Ao e as 3 fracBes obtidas pela filtracdo em gel-sephadex G-75 que
mostram identidade protedsica. Através da avaliagdo dos testes epi-cutaneos,
viu-se que denitre os acaros estudados, 10% dos pacientes respondiam
somente a Ao, levando-nos a aventar a possibilidade do Ao apresentar
alérgeno espécie-especifico.

Acreditamos que na tentativa de atingir os objetivos Inicialmente
propostos neste trabalho, isto é, a identificacdo de componentes até entdo pouco
explorados, de alergénos de baixo peso molecular do acaro Aleuroglyphus
ovatus , foi possivel reunir subsidios que, em adi¢do aos dados da literatura,
poderdo facilitar, através da abertura de novos enfoques, o entendimento da
participacdo destes alergenos como fatores atuantes no desencadeamento das
doengas alérgicas. Além disso, mostramos que no processo de extracio
antigénica, é fundamental a adicdo de inibidores de protease, devido a natureza
proteasica destes alergenos. Contudo, estudos complementares destes
alergenos serdc necessarios, principalmente, quanio a determinagdo da
estrutura protéica visando melthor compreenséo de sua relacéo com a resposta

imunolégica.
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Aleuroglyphus ovatus (Aog), acaro considerado de estocagem, vem
adquirindo importancia quanto a sensibilizacio alérgica a pacientes atdpicos. Em
vista disso, estudos enfocando a caracterizagao alergénica de seus constituintes
tém motivado sua investigacio objetivando os principais antigenos envolvidos na
imunopatogenia das doencas alérgicas. Submetemos o Exirato total do Ao a
diferentes condicbes e solugdes exiratoras (PBS, carbonato acido de amonia e
coca). A solugdo de carbonato acido de amobnia apresentou "capacidade"
extratora relativamente maior que as oufras soluctes. Analisado os tempos de
extracao de cada solucdo, estes ndo mostraram diferengas. Da mesma forma, o
perfil eletroforético ndo mostrou diferencas qualitativas entre os varios produtos
extraidos. O uso de inibidores de protease permitiu um methor perfil
cromatografico dos extratos obtidos com PBS e carbonato, mas ndo houve
diferenga de perfil quando a substancia extratora utilizada foi coca. Apods didlise
por 24 horas, obtinha-se um perfil de eluicdo protéico bem definido, ao contrario
da dialise por 48 horas, na qual ndo foi observado perfil de eluicdo. Quando os
extratos foram submetidos a filfracdo em Gel Sephadex G-75, obtivemos 3
fracbes, designadas de fragbes A, B e C. Ao emprega-las em testes epi-
cutaneos para verificagido da reatividade em pacientes atdpicos, notou-se que
apesar da fracdo A apresentar diametro de papula maior que as outras duas
fracBes, o numero de pacientes reativos a fracao C foi maior. A andlise através
de eletroforese de gradiente mostrou gque as fragcbes A e B apresentaram
peptideos de P.M. variando de 30 a 70 kDa, enquanto que a fracdo C
apresentou bandas de P.M. abaixo de 30 kDa, demonstrado pelo sistema de
tricina em gel. O perfil alergénico analisado por SDS-PAGE imunoblot,
empregando-se soros de pacientes reativos aos testes epicuténeos ao Ag, €
constituido por antigenos que variaram entre 12 e 70 kDa com a reatividade
antigéncia concentrada na faixa de peso molecular menor que 46 kDa. A andlise
comparativa entre os resultados por nés obtidos e os dados da literatura,
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possibilita classificar a fragio B como pertence ao grupo das serinas proteases,
enquanto que a fragdo C poderia ser incluida no grupo das cisteinas protease.
No entanto, a fragdo A apresentou caracteristicas mistas, isto €, tanto atividade
cisteina, serina e metaloprotease, necessitando melhor caracterizacdo.
Comparando-se a reatividade a testes epi-cutdneos, dos extratos solliveis dos
acaros Ao, Bt e Der-p, pacientes apresentando rinite alérgica ou asma bronquica
associada ou ndo a rinite, apresentaram freqliencia maior de testes epi-

cutaneos positivos ao Ao do que para Bf e Derp.



81

SUMMARY



Clinical reports have suggested an unusual frequency in skin
prick test of atopic patients using Aleuroglyphus ovatus (Ac), a storage
mite, as allergen. To evaluate the most important Ao antigenic fractions
we submitted the Ao to different conditions of extractions. Three
extractors solutions were investigated, ammonium acid carbonate,
phosphate buffer saline and bicarbonate solution (Coca solution). The
soluble antigens were analyzed by SDS-PAGE; Gel filtration; High
performance chromatography (HPLC) in reverse phase; Immunoblotting
and skin prick test (spt). To characterize the biochemical properties of
the fractions, the fractions obtained were assessed by protease'’s
assay. The gel filtration (sephadex G-75) allowed a fractionation of Ao
in 3 “pools” of fractions: A, B and C. Patients test with those fraction
were reactive to all of them. Nevertheless, the frequency of the
reactivity of fraction C was higher than A or B. Immunoblotting showed
a specific binding on the Ao fractions; molecular weights ranged from
<12 to 70 kDa. Our results compared to the literature aliow biochemical
classification: Faction B belonging to serine protese group; Fraction C
as a cystein protease. Fraction A showed mixed properties, cystein-
protease, serine and metaloprotease. Finally, tc assess possible
differences among allergenic sensitivity to Aleurogiyphus ovatus,
Blomia fropicalis and Dermatophagoides pteronyssinus atopic, patients
with asthma or rinitis were tested. Patients with allergic rhinitis or
asthma, associated or not to rhinitis presented higher frequency of
positive spt to Aleuroglyphus ovatus than to Bfomia ftropicalis or
Dermafophagoides pteronyssinus.
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