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RESUMO



RESUMO:

A importincia dos 4caros da poeira doméstica, pricipalmente do familia
Pyroglyphidae, como um dos fatores responsaveis pela sensibilizacio e
desencadeamento de crises em pacientes atopicos, esta estabelecida na literatura
médica international,

O objetive de nosso estudo foi identificar e caracterizar antigenos soliveis dos
acaros Blomin tropicalis (Bt) , familia Glyciphagidae, e Aleuroglyphus ovatus
(Ao), familia Acarinae, cuja importincia epidemiolégica em nosso meio tem sido
demonstrada.

Através de filtragio em gel de SEPHADEX G-100 com extratos totais de Ao ¢ Bt
obtivemos trés "pools” de fragdes: Al ( Peso Molecular > 100 kD), A2 (faixa de
P.M. de 9 a 80 kD) e A3 (pico de P.M. de 3,6 kD) para o Aleuroglyphus, Bl (PM.
com pico intermediario em 63 kD), B2 (faixa de P.M. de 8 a 30 kD) e B3 (PM.
com pico em 3.4 kD) para a Blomia.

Na avahiagfio de pacientes atdpicos, através de teste epicutineos com as fragdes
obtidas, de Alewroglyphus . Al ¢ A2 foram reativos em 74% dos pacientes
testados. Para o Blomia, a fragiio mais reativa foi a B2 (70 % dos pacientes), As
fragbes A3 e B3, de P.M. baixo, foram responsaveis por reagdes positivas em 22%
dos pacientes.

A presenca de IgE especifica, para cada um dos acaros estudados, foi verificada
atraves de eletroforese de transferéncia seguida de “Immunoblot”. Este
procedimento demonstrou a ligacdio de anticorpos a antigenos principalmente com
os seguintes Pesos Moleculares: 150, 130, 100, 80 e 60 kD , para ambos os &caros.

Estes resultados reafirmam a importincia dos acaros Blomia tropicalis
Aleuroglyphus ovatus em nosso meio, e demonstram a existéncia de anticorpos
reativos a alérgenos de diferentes pesos moleculares, os quais poderfio ter
significados fisiopatolégicos diversos, tanto em relagio as propriedades quanto a
importancia biologica.
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LINTRODUCAO:
1.1: HIPERSENSIBILIDADE, ALERGIA E ATOPIA

O reconhecimento da existéncia das "Reacdes de Hipersensibilidade” data do
wmicio do século XX. Estas reagdes pareciam estar envolvidas na fisiopatologia de
varias doengas, entre elas a asma bronquica, a rinite alérgica e o choque anafiltico,
contudo, os verdadeiros mecanismos destas reacdes ndo eram conhecidos.

VON PIRQUET em 1906 reconheceu que fatores humorais {anticorpos) estavam
envolvidos na resposta do organismo 2s agressoes do meio externo, denominando
esta resposta de "Alergia", cujo termo € proveniente do grego "Allos™ (que
significa outro), dando a idéia de mudanga do organismo de um estado de repouso
para outro ativade. Os anticorpos, geralmente, pareciam auxiliar o organismo a
combater os processos infecciosos, contudo, em alguns casos estes anficorpos
poderiam ser danosos para o proprio paciente, e ao invés de ajudar na recuperago
do organismo, poderiam lesar orgdos previamente sadios.

Dentro dos conhecimentos existentes hoje, podemos identificar que o organismo
pode responder de muitas formas aos estimulos externos, alterarando seu equilibrio
dindmico (ndo existindo, portanto, estado de repouso verdadeiro). Quando os
anticorpos produzidos t€ém agfo protetora que auxiliam no combate as infeccBes,
temos o desenvolvimento de "Imuonidade” (do latim "imune®, que significa
isento). As cflulas, anticorpos e fatores envolvidos nesta resposta elaborada frente
aos estimulos externos sdo componentes do Sistema Imune. Em outros casos o
sistema imune pode produzir anticorpos nocivos ao préprio organismo, ocorrendo
Hipersensibilidade. Com o passar do tempo o termo alergia ficou consagrado
apenas para designar as reagdes de hipersensibilidade, desviando-se da proposigio
original de VON PIRQUET.

COCA & COOKE (1923) descreveram um tipo especial de alergia, onde os
pacientes com reatividade a testes epicutineos para determinado alérgemo (ou
antigeno), quando expostos a este alérgeno desenvolviam manifestagdes de
apersensibilidade como tosse, sibilincia e dispnéia. Esse tipo especial de alergia
foi denominada de "atopia' (derivado do grego Atepos = A - reagdo; topos -
focal).



As manifestagBes de atopia sdo comuns e afetam de 25 2 30 % da populacio geral
(WEISS & ZIMMERMAN, 1990 ; VISSCHER & HANIFIN, 1989). e 10% da
populagdo infantil (WOOD, 1986), sendo a rinite alérgica, a asma e a dermatite
atdpica as afecees mais caracteristicas deste grupo de doencas alérgicas.

1.2: IMUNOGLOBULINA E e ATOPIA

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento de reacbes de
hipersensibilidade e atopia , permaneceram obscuros até que ISHIZAKA,
ISHIZAKA & HORNBROOK (1966a, 1966b, 1967) estudando moléculas que
pudessam atuar como "reaginas” (fator humoral responsivel por respostas
alérgicas e que podia ser transferido passivamente) definiram uma nova classe de
gamaglobulina, denominada de Imunoglebulina E (IgE). Esta imunoglobulina era
encontrada em pacientes portadores de doengas como a anafilaxia e asma
brénquica, ¢ podia ser transferida para um paciente ndo sensibilizado e apés o
estimulo (com alérgeno) induzir o aparecimento de resposta alérgica local (reaciio
de PRAUNISTZ-KUNISTER).

A partiv da descoberta da IgE virios pesquisadores puderam demonstrar a
predisposicio de individuos atépicos em produzir niveis elevados e persitentes
deste anticorpo, mesmo ap6s estimulagdo transitéria com um determinado alérgeno,
sungerindo wm distirbio na modulagio da resposta imune destes individuos
(WIDE, BENNICH & JOHANSSON, 1967; WALDMAN, 1969; LEVINE &
VAZ, 1970 ; VAZ, 1971).

{3 anticorpos da classe IgE, apesar de estarem envolvidos no desencadeamento de
algumas das reacOes de Hipersensibilidade, ndo explicavam todos os tipos de
doengas a elas relacionadas, sugerindo outros mecanismos envolvidos. GELL &
COOMBS em 1969 propuseram que as doengas inclufdas nas ReacBes de
Hipersensibilidade deveriam ser classificadas em quatro tipos, de acordo com os
mecanismos responséveis pelo seu desenvolvimento: Tipe I chamada Imediata ou
Apafilaxia (mediada pela IgE), Tipo 1 ou Citot6xica, Tipoe III ou relacionada a
Imunocomplexos ¢ Tipo IV chamada de Tardia ou resposta mediada por
Linfécitos.



Na Hipersensibilidade de Tipo 1 o organismo, ap6s estimulacio alergénica |
responderd sintetizando IgR que reage especificamente a este alérgeno. Em nova
eXposi¢do, av mesmo alérgeno, este liga-se a moléculas de IgE ancoradas na
membrana de Mastécitos (através de receptores de alta afinidade FcER). Esta
ligacho com a IgE altera a permeabilidade da membrana dos Mastdécitos induzindo
a degranulagdo destas células e liberagdo de varios mediadores como a Histamina,
Serotonina, Fator Ativador de Plaguetas (PAF), Tromboxanos e Leucotrienos. Estes
mediadores vdo produzir vasodilatacio, broncoconstricgdo, quiomiotaxia de
neutrofilos, linfécitos e eosinéfilos, importantes para o desenvolvimento da alergia
(MIDDLETON et al, 1993).

1.3: RESPOSTA IMUNE E PRODUCAO DE IgE

{J organismo ao enfrar em comtato com substincias estranhas (antigenos) pela via
inalatdria, por exemplo, pode adotar diferentes configuraces em resposta a esse
estimulo. A ndo mudan¢a no estado anterior, ¢ nem elaboragiio de resposta
especifica por parte do sisterna imune define-se o estado de Tolerancia,

De cutra forma, o alérgeno apds entrar em contato com organismo, & ""processado"
e apresentado ao Sistema Imune principalmente pelos Macréfagos ou outras células
especializadas chamadas Células Apresentadoras de Antigenos (APC),

As APC caracterizam-se por apresentar em sua superficie moléculas do tipo II do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Hystocompatible Complex).
O antigeno ¢ apresentado aos Linfécitos T (Timo dependentes) do tipo auxiliador
{Helper) no contexto deste MHC do tipe I, sendo este considerado o primeiro
sinal para o desenvolvimento da resposta imune especifica. O prosseguimento da
Resposta Imune depende de um segundo sinal: a APC deve secretar uma
Interleucina (IL), a YL-1 que co-estimula os Linfécitos T, dando seguimento a
resposta (ROITT, 1988).



Os estudos de ROMAGNANI (1992) utilizando culturas de Linfécitos permitiram
o descobrimento de rede modulatéria através de dois sub-tipos de Linfécitos T

auxibiares (TH), os Linfécitos T auxiliares tipo 1 (THI) e os T auxiliares tipo 2
{TH2).

A reposta produzida quando o Linfécito THI & estimulado antigenicamente
(capsulas de bactérias, por exemplo), verifica-se a producio de Interferon y (Ifny) |
Interleucina 2 (IL2) e Interleucina 3 (IL3). Por sua vez, a IL2 e IL3 vio estimular
os Linfécitos B (Bursa dependentes) a se diferenciarem em Plasmécitos e produzir
Imunoglobulinas das classes IgM, IgG e IgA especificas aos antigenos, e pela agio
de Ifny inibir a resposta mediada pelos Linfécitos TH2.

Foi observado, também, que em individuos atépicos, dependendo da natureza do
antigeno (extratos de dcaros, por exemplo), o estimulo € preferencialmente dirigido
a Linfécitos TH2, que estimulados produzem Interleucina 10 (IL10), Interleucina 4
(IL4) e Interleucina 5 (IL5), que direcionam os Lif6citos B a sintetizarem IgE, e
ndo IgG ou IgA (IgE "switching’). A Interleucina 5 provoca a proliferacio e
diferenciacio de Eosindfilos (células efetoras fundamentais na inflamacio alérgica)
e a Interleucina 10 inibe os Linfdcitos do tipo TH1, este tipo de resposta nio ocorre
em individuos normais mesmo que o antigeno utilizado seja um potente alérgeno
(PARRONCHI, DE CARLI & ROMAGNANI, 1991).

Devemos destacar que essa sub-divisio em tipos diferentes de Linfécitos T
auxiliares (T Helper) apenas foi demonstrada do ponto de vista funcional (secregio
de Interleucinas, por exemplo) até o momento nfo existemm marcadores que
diferenciern um sub-tipo de outro.

Essa reposta alterada do sisterna imune ao estimulo antigénico que ocorre em
atdpicos, tém fatores predisponentes, e desde o inicio do século acreditava-se na
existéneia de condigdes especiais para o desenvolvimento de doengas alérgicas,
COOUKE & VANDERVEER em 1916 propuseram que a alergia estaria
relacionada a predisposi¢do familiar ou genética, sendo esta hipétese confirmada
somente véarias décadas depois (SCHWARTZ, 1952; MARSH, HSU &
HUSSAIN, 1975; BLACK &MARSH, 1976).



1.4: FATORES PREDISPONENTES NA ATOPIA

Além da predisposiciio genética para o desenvolvimento de doencas alérgicas hd a
necessidade da presenga de outros fatores, principalmente os ambientais,
relacionados aos antigenos ou alérgenos, para os quais a IgBE & produzida
especificamente. Estes fatores sfio determinantes para que a doenca ocorra,
entretanto, existe grande variedade de alérgenos potencialmente responsaveis pela
sensibilizagdo e desencadeamento de “crises alérgicas” em individuos atdpicos, tais
como: fungos, polens, epitélios de animais, poeira doméstica, antigenos
ocupacionais, poluentes ¢ etc.

FLOYER na publicagio "Tratado de Asma” (1896) * foi provavelmente o
primeiro a relatar que asmdticos, quando expostos a poeira doméstica, podem
apresentar piora de sintomas respiratérios: - "Todos os individuos asmdticos
ressentem-se grandemente da poeira produzida, por minima que seja, no ato
de varrer a um quarto ou de arrumar a cama',

Outros autores também relacionaram a exposicio a poeira doméstica como fator
agravante da asma (KERN, 1921; SPIVACKE & GROVE, 1925; VANNIER &
CAMPBELL, 1961). Contudo, a poeira representa material bastante complexo,
podendo conter baciérias, epiderme humana, materiais fibrosos origindrios de
plantas ¢ animais, fungos, debris de insetos e dcaros, sendo essencial a
identificaciio de qual ou quais destes componentes é o mais significativo para cada
paciente (BRONSWIJK, 1981).

1.5: 0S ACAROS DA POEIRA DOMESTICA E A ATOPIA

Os 4caros da poeira doméstica so aracnideos microscépicos com tamanho de 0,1 a
0.6 mm em média e excretam particulas fecais variando de 10 a 40 um de diamétro
{tamanho similar ac de grios de pélens, outro alérgeno potente). Sua alimentacdo
parece ser dependente da aclo de fungos sobre a epiderme humana descamada,
sendo  que fungos do género Pityrosporum podem estar  envolvidos
(SAINT-GEORGES-GRIDELET, 1981; MAUNDER, 1984). O seu ciclo de
vida também estd relacionado as condigBes ambientais, onde a temperatura e
umidade relativa do ar, parecem ser os mais Importantes para o seu



desenvolvimento com maior ou menor velocidade de crescimento e reproducio
(FURUMIZO, 1975). (Tabela 1-pagina 8§)

BOGDANOV (1864) foi pioneiro em descrever a presenga de dcaros em peles
degradadas, e desta observagdio tirou sua denominagdo: Dermatophagoides
{(Dermato— pele; phagoides= comedor), designando este género. Retomando o
estudo destes aracnideos, TROUSSART (1897) descreveu uma espécie o
Dermatophagoides pteronyssinus, que significa literalmente "comedor de pele sem

1t

a5as .

KERN (1921) ¢ COOKE (1922) foram os primeiros a sugerir especificamente que
os acaros encontrados na poeira domiciliar, eram importantes no desencadeamento
de "crises" da asma. DEKKER (1928) observou que a presenga de 4caros nas
camas era a principal causa de asma na Alemanha, propondo medidas para o
controle de acaros como forma de tratar esta doenga respiratoria.

Essas observagdes ficaram esquecidas cerca de 40 anos e somente foram retomadas
a partir dos trabalhos publicados por VOORHOST et al (1964 ¢ 1967), que
demonstraram a presenga do dcaro Dermatophagoides sp. em amostras de poeira
domeéstica. Além disso, VOORHOST associou suas observagdes ao aparecimento
de crises de asma, pois, seus pacientes asmaticos eram reativos a testes epicutineos
com extrato “crude” de Dermatophagoides. Esses resultados estabeleceram
relaglio etioldgica direta entre a exposigfio aos acaros ¢ crises alérgicas sugerindo a
presenga de resposta imune especifica contra antigenos deste aracnideo.

A partir de ento, as muitas espécies de dcaros descritas na poeira domiciliar foram
classificadas (FAIN, 1966 ¢ VAN BRONSWIJK, 1984), podendo ser divididas
em dois Grupos: | - Contaminantes Ambientais; 1I - Predadores (BAGGIO,
AMBROZIO & ANTILLA, 1989 -Tabela 2- pagina 9).

Desta forma, inumeros pesquisadores em diferentes partes do mundo procuraram
caracterizar os dcaros mais prevalentes em amostras de poeira domiciliar. PLATTS
MILLS (1989), sugeriu que no hemisfério norte os dcaros mais prevalentes em
amostras de poeira sdo da familia Pyroglyphidae: Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, Dermatophagoides microceras ¢
Euroglyphus maynei.



Tabela 1

Duraciio, em dias, dos estigios do ciclo vital do Dermatophagoides farinae e sua
dependéncia da Temperatura, 2 uma umidade relativa constante de 75%.

Estigio 15,6 °C 21,1 °C 26,6 °C 32,2°C
Ove 58,5 13,9 74 6,5
Larva, ativa 28,3 6,8 3,5 3.0
Larva, ecdise 6,0 4,6 2,6 1S
Protoninfa, ativa 24,5 15,7 25 2,7
Protoninfa, ecdise 143,8 5,0 24 1,4
Tritoninfa, ativa 67,3 4,3 2.6 2,1
Tritoninfa, ecdise 50,5 4,2 2,2 1,4
do Ovo até Adulto 388.,8 54,5 23,2 18,8

Fonte: FURUMIZO, (California Vector Views , 1975)



FAMILIAS GENEROS ESPECIES
Euroghyphus L. Tongior
E. mavnes
1. pteronyssinus
13 farmae
Dermatophagoides i3, ewans
1D, microceras
1. alterophifos
B, desoe
PYROGLIPHIDAE
Hirstis H. dormmicola
H. chelodonis
Malayoghvphus M. intermedius
CRUPOE M. camelitug
CONTAMINANTES Pyroglyphus P. africanus
AMBIENTAIR Strumophagedes 8. brasiliensis
Augtroghrohus A gomiculatus
Ctenoghvphs C. intermedius
Blomia B, troprcalis
B. tijhodas
GLYCIPHAGIDAR
Austrozlyeyvphagus A hukoschusi
Glveyphapus (5. domesticus
Aeroglyphus A, rehustus
Ciohiera 3, Fusca
Lepidoplyphns L. destroctor
Twrophagus T. putrescentise
Smncassania 5. herfesel
Rizoghyphus R. echinopus
Tiroghyphus T, farinse
ACARINAE Chortoglyphos C. ariatus
Suidusin 8. pontifictae
Acarus A siro
Alewroglyphus AL ovitus
Lardoglyphus L. knoi
Hiponspis aculeier
Euluelaps stabularis
GAMASIDA Breramyssus galiinae
Blatissocis tarsalis
Klemania plumigena
GRUFG I
Chevietus Mailaccenais
PREDADORES ¢ fortis, €. eraditus
Tarsonenis granariis
ACTINEDIDA Pvemotas herfi
Tvdeus molestus
Spinthdeiia hignicola
Cunas setirrostris

Tabela 2: Clussificagfio dos caros em Grupos, sende Grupo § de Cantaminintes Ambientsis ¢ [ de Predadores Extraide BAGGIO, AMBROZIO &
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Estas observaces propiciaram indmeros estudos epidemioldgicos de associacio
entre dearos, alergia ¢ asma, nos Estados Unidos VAN BRONSWIJK & SINHA
{1971) ¢ ARLIAN, BERNSTEIN & GALLAGHER (1982), no Japio
MIYAMOTO, OSHIMA & ISHIZAKI (1969), em Hong Kong GASMEL
(1982), na Inglaterra SMITH, MONTGOMERY & KNOWLER (1965), na
Dinamarca KORSGAARD (1983), na Franca PAULL BERRET & HIRTH
(1979), na Alemanha BISCHOFF & SCIRMACHER (1987). na Austrdlia
TOVEY (1976) ¢ em Zimbabwe (Africa) MERRETT & COOKSON (1976} .

Esta associagdo foi reafirmada em estudos de pacientes atépicos reativos a testes
epicutineos com Dermatophagoides pteronyssinus e Jarinae. Estes pacientes ao
serem  submetidos a provocagio bronquica, com inalagio direta de dcaros,
apresentavam diminuicio (minimo 20 %) do Volume Expiratério Forcado de 1
segundo (VEF1) entre S e 15 minutos apds a broncoprovocacio. Em alguns
pacientes era observada uma resposta tardia, isto € , queda mais acentuada da
funcho pulmonar que ocorria de 6 a 8 horas apés o estimulo inicial
(BOOJI-NOORD, DE VRIES & SLUITER, 1972; WARNER, 1976 3
MACINTYRE & BOYD, 1983).

Através de provocagiio nasal, em pacientes atépicos, com extratos de Acaros
PELIKAN & DE VRIES (1972) ¢ DRUCE & SCHUMACHER (1990)
cbservaram coriza, espirros, obstrucio e prurido nasais, reproduzindo com este
teste 0 quadro clinico de rinite alérgica.

A observacBo de que testes de contato (Patch-Test) com extratos de dcaros em
pacientes com dermatite atdpica (MITCHEL, CROW & CHAPMAN, 1982;
ELLISTON, HEISE & HUNTLEY, 1982), induz o aparecimento de lesOes
stmilares as observadas nas lesOes primgrias dessa dermatose cronica, estabelece
uma nova relagdo entre os dcaros e a atopia, e indica a possibilidade de sua
participacdo também em manifestagdes alérgicas cutineas.

PLATTS-MILLS , MITCHELL & NOCK (1982) demonstraram, que
diminyindo-se a exposigdo ambiental aos dcaros, os pacientes atépicos
apresentavam melhora acentuada dos sintomas da asma (confirmando a proposicio

original de DEKKER, 1928), fato também observado em pacientes com rinite
alérgica (KNIEST, YOUNG & VAN BRONSWIJK, 1991), reforcando a
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umportincia clinica de medidas que visem controlar a exposigdo ambiental aos
acaros.

1.6: 08 ACAROS NO BRASIL

No Brasil, o primeiro registro de dcaros da poeira domiciliar foi realizado por
AMARAL (1967 e 1968) que encontrou a espécie Dermatophagoides
pleronyssinus em amostras de poeira coletadas em residéncias na cidade de Sio
Paulo.

GRECO, MOREIRA & GRECO (1974) ; ROSA & FLECHTMANN (1979) ¢
JORGE NETO, CROCCE & BAGGIO (1980) , também, encontraram écaros em
amostras de poeira domiciliar, sendo o estudo de JORGE NETO (1984)
responsavel pela demonstragdo de variagio sazonal de varias espécies de Acaros,
onde o Blomia tropicalis (BRONSWLICK, COCA & OSHIMA, 1973) ¢ o
Dermatophagoides  pteronyssinus apresentavam  dois periodos de maior
crescimento populacional durante o ano.

Em 1992 BAGGIO & AMBROZIO, observaram em amostras de poeira
domiciliar, prevaléncia de 51,85 % de Blomia trapicalis |, 3605% de
Dermatophagoides pteronyssinus ¢ 12,1 % de outros caros , com destaque para o
Aleuroglyphus ovatus, Chortoglyphus arcuatus, Tyrophagus pultrescientige e
Suidasia pontificia, demonstrando que mais de 80 % da populagio estudada esta
exposta a estes acaros.

Outros trabalhos como os de PINHO, MELLO & BAGGIO (1990a), MORI,
AMBROZIO & BAGGIO (1992a, 1992b) e VASCONCELOS, BAGGIO &
AMBROZIO (1992) pa cidade de Sdio Paulo; ANTILA, BAGGIO & CROCCE
{1992) em Sorocaba; ROSARIO (1992) em Curitiba, BERND, BAGGIO &
AMBROZIO (1992) em Porto Alegre, submetendo populagio atdpica a testes
epicutdneos com preparo de extratos totais de acaros da poeira domiciliar, puderam
verificar alta prevaléncia de sensibilizagio aos acaros: Aleuroglyphus ovatus
Blomia iropicalis, Tyrophagus putrescentine ¢ Suidasia pontificiae, além do
Dermatophagoides pteronyssinus.
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Na regifo de Campinas, Estado de 530 Paulo, PINHO, LAZZARINI &
ZOLLNER (1992), demonstraram alta prevaléncia de sensibilizagio em pacientes
asméticos e riniticos para Blomia tropicalis (84,6%), Dermatophagoides
preronyssinus (80,8%) e Aleuroglyphus ovatus (91%) .

Através de quantificagio de IgE especifica em 34 pacientes atdpicos, com método
Imunofluorométrico, ZOLLNER, PINHO & VILELA (1992a) demonstraram que
39 % dos pacientes testados tinham anticorpos para os acaros Euroglyphus maynei
¢ Dermatophagoides pteronyssinus, e 26 % apenas ao Dermatophagoides
evidenciando alta prevaléncia de sensibilizagdo na populagfo para estes dcaros.

L

Em outro estudo ZOLLNER, PINHO & VILELA (1992b), observaram que 41%
dos pacientes estavam sensibilizados tanto para o Dermatophagoides
pleronyssinus como para o Tyrophagus putrescentiae ¢ apenas 4% somente a0
Tyrophagus. Em relagdo ao Lepidoglyphus destructor 58% dos pacientes
possulam IgE para este 4caro e a mesma porcentagem foi observada para o
Dermatophagoides pteronyssinus, contudo, nio foi observada sensibilizagiio
apenas para Lepidoglyphus. A existéncia de reatividade cruzada, poderia explicar o
elevado numero de pacientes sensiveis a vérias espécies de 4caros, tanto nos
estudos realizados com testes epicutineos como na quantificagio de IgE especifica
para acaros domiciliares.

VAN HAGE-HAMSTEN, MACHADO & JOHANSSON (1989) detectaram a
existéncia de reatividade cruzada para dois acaros de estocagem, Blomia kulagini e
Lepidoglyphus destructor, através de inibigio de RAST (radio imune ensaio para
detecgdo de IgE especifica em fase solida) em soros de pacientes da Suécia e
Brasil. Contudo a inibigiio observada dependia da populagdo estudada, Blomia
kulagini inibia o RAST para Lepidoglyphus destructor de soros brasileiros e nio
suecos; L. destructor inibia RAST para B. kulagini em soros suecos e nfio em
brasileiros.

Afravés da provocagdo brénquica especifica com Blomia tropicalis e
Aleuroglplus ovatus, PINHO, AMBROZIO & BAGGIO (1990b), observaram
que estes dcaros podem induzir respostas tanto do tipe imediato como tardio,
sugerindo sua importincia no desencadeamento de asma, ¢ STRAUSS ,
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AMBROZIO & BAGGIO(1990) trabathando com pacientes atopicos em festes de

provocagdo nasal e bronquica com extrato de Blomia tropicalis, obtiveram
Te¢spostas positivas, na cidade de Sio Paulo.

DUTRA & ALMEIDA (1990), demonstraram que pacientes com dermatite
atopica, quando submetidos a testes de contato {(Patch-Test) com extrato de
Blomia tropicalis, apresentavam respostas imediatas e tardias, sendo estas dltimas
semelhantes as lesdes primarias do eczema atdpico.

PLATTS-MILLS (1989), em revisio sobre o envolvimento dos dcaros nas
doengas alérgicas, relaciona antigenos dos acaros do familia Pyroglyphidae como
os principais responsaveis pelo desencadeamento da Asma Extrinseca,
demonstrando que este ¢ um problema mundial, afetando principalmente paises da
Europa ¢ Américas, dados confirmados no II Simpésio Internacional sobre a
importancia dos acaros da poeira domiciliar na asma (PLATTS-MIL LS, 1992).

Diante de tantos estudos, atualmente nfio existe na literatura médica especializada
discorddneia quante a participago dos 4caros como fatores etiologicos para a
sensibilizagdo e desenvolvimento de crises alérgicas em individuos atopicos.

1.7: CARACTERIZACAO IMUNOQUIMICA DOS ACAROS

O estudo dos acaros progrediu da investigagdo epidemiologica para o estudo de
suas propriedades antigénicas e caracterizag@o de seus antigenos principais. Os
primeiros trabalhos de caracterizagiio de antigenos de dcaros utilizavam a técnica de
mnunoeletroforese cruzada (crossed immunoelectrophoresis-CIE), ¢ demonstraram
a presenca de mais de 50 proteinas diferentes, em extratos de Dermatophagoides
pteronyssinus (LIND, 1984). Através de radio imunoeletroforese cruzada (crossed
radio immunoelectrophoresis-CRIE), 13 proteinas desse dcaro foram identificados
como alérgenos, pois possuiam capacidade de ligar-se a IgE (LIND, 1983).

CHAPMAN & PLATTS-MILLS (1980), DANDEU, LeMAS & LUX (1982),
HAIDA, OKUDAIRA & MIYAMOTO (1985), LIND (1985 e 1986) ¢
HEYMANN, CHAPMAN & PLATTS-MILLS (1989), caracterizaram os
antigenos principais do Dermatophagoides pteronyssinus ¢ Dermatophagoides
Jarinae, considerados os dcaros mais importantes do familia Pyroglyphidae, estes
antigenos foram definidos, segundo normas de nomenclatura internacional, em dois
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Grupos de alérgenos: Grupe 1 contendo antigenos Der pl e Der I glicoproteinas
excretadas nas fezes dos acaros, com pesos moleculares préximos a 24 kDa;
Grupo II com Der plI e Der fII proteinas do corpo dos édcaros com peso
molecular de 15 kDa. . Outros grupos menos importantes antigenicamente foram
caracterizados por STEWART (1991), sendo denominados Der p Il (PM =29
kba) ¢ Der p IV (PM~= 60 kDa), ambos possuindo atividade de enzimas
digestivas.

Recentemente os antigenos Der pl (CHUA, STEWART & THOMAS, 1988), Der
pll (CHUA, DOYLE & SIMPSON, 1996), Der fI (DILWORTH, CHUA &
THOMAS, 1990} e Der fII (TRUDINGER, CHUA & THOMAS, 1990) foram
clonados, possibilitando o conhecimento das sequéneias completas de aminoacidos,
¢ que suas bibliotecas de ¢<DNA fossem produzidas(GLUBER & HOFF MAN,
1983).

Apesar desta diversidade de estudos existentes em relagfo aos acaros da familia
Pyroglyphidae, outros dcaros, como a Blomia tropicalis ¢ Aleuroglyphus ovatus,
permanecem pouco estudados, a despeito de sua grande importincia como
alérgenos.
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2:FINALIDADES DO ESTUDO
Este estudo tem como objetivos:

2.1: Verificar a reatividade aos acaros Blomia tropicalis e Aleuroglyphus ovatus
em pacientes atopicos, através de testes epicutineos.

2.2 Realizar o fracionamento antigénico parcial dos dcaros Blomia tropicalis
(Familia Glyciphagidae) ¢ Aleuroglyphus ovatus (Familia Acarinae), através da
Filtragdo em Gel ¢ Eletroforese Analitica.

2.3 A partir das fragbes obtidas, realizar o monitoramento “in vivo™ através de
testes epicutdneos e "in vitro” através de "Immunoblot”para IgE, determinando
qual(s) a fragio(s) mais importante(s) envolvida(s) na sensibilizagio de individuos
atopicos.

2.4: Analisar a natureza quimica das fraces reativas, wtilizando métodos tintoriais
e Eletroforese analitica.
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3:CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS:

3.1:EXTRATO DE ACAROS

Para realizar o fracionamento dos acaros utilizamos extratos totais ou "erudes” de
Blomia tropicalis e Aleuroglyphus ovatus, preparados ¢ cedidos gentilmente pelo
Laboratorio de Acarologia Médica, do Institute de Ciéneias Biomédicas da
Universidade Estadual de Sdo Paulo sob coordenagdo do Prof. Domingos Baggio, a
partir de culturas puras dos dois dcaros e processadas segundo técnica descrita por
MIYAMOTO (1969), com modificagles.

Resumidamente: Culturas puras de cada espécie de 4caro a ser estudada, eram
cultivadas separadamente em estufas BOD individuats, com temperatura ajustada a
28-29°C ¢ 65 a 70 % de umidade relativa ambiente, em substratos espécie
especificas a base de ragdo de ave em po. Apds 45 a 65 dias de cultivo, os
substratos eram submetidos a extragfio de dcaros ainda vivos, utilizando-se funil de
Berlese-Tulgren modificado e 1ampada elétrica leitosa de 40 W, a uma distancia de
30 ¢cm. Apo6s 24 horas de extragdio continua, os frascos de vidro receptores de
acaros vivos, livres de impurezas, eram retirados do aparelho e fechados com tampa
hermeética e colocados em freezer - 36°C durante 48 horas, ¢ a seguir estocados
-80°C até utilizagdio.

3.2:DOSAGEM DE PROTEINAS

Os extratos "erude", obtidos a partir de culturas puras dos acaros, tiveram sua
concentragdo proteica determinada, pelo método de LOWRY (1951) modificado
por HARTREE (1972).
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3.3: DOSAGEM DE CARBOHIDRATOS

A dosagem do conteiido de carbohidratos presentes nos extratos totais soluveis dos

acaros Aleuroglyphus ¢ Blomia, foi realizada através do método da Antrona
descrito por SCOTT & MELVIN ( 1953).

3.3: FRACIONAMENTO DO EXTRATO TOTAL DE ACAROS

A partir do extrato total solavel dos acaros Aleuroglyphus ovatus ¢ Blomin
iropicalis, procedia-se ao fracionamento através de filtracdo em gel SEPHADEX
G-100 (PHARMACIA). O extrato total solivel dos dcaros foi aplicado a coluna de
216 mi (2,55 om® de secedo X 85 cm de altura) contendo gel de SEPHADEX
G-100, equilibrado conforme instrugdes do fabricante, em solugio salina 0,15 M,
com fluxo de 18 mi/h mantido através da utilizagdo de bomba peristaltica. A
calibragdo da coluna foi realizada com proteinas de peso molecular conhecido
{Albumina Bovina-64kDa , Ovoalbumina-45kDa e Tripsina-24kDa), ¢ o Void
Volume (VO - Volume de exclusio da coluna) determinado pela aplicagiio de
Blue-Dextran 2.000.

As fragbes eluidas foram monitorizadas por registro grafico pela passagem em
absorciometro (280 nm) (PHARMACIA) e recolhidas em coletor de fracdes
automatico (INCIBRAS), sob temperatura ambiente ¢ imediatamente colocadas em
refrigeragio 4 8 °C.

As leituras espectrofotométricas (BECHMAN) foram realizadas no comprimento
de onda de 280 nm em temperatura ambicnte . e de acordo com o perfil de
cluigdo-filtraglio, as fragGes foram recolhidas e separadas em "pools” ¢
concentradas através de Ultrafiltragio em membrana YM-3 (AMICON) com
capacidade de reter moléculas com P.M. acima de 3 kDa, a concentragdo proteica
era determinada para cada "pool" e estes conservados separadamente 4 temperatura
de - 20 °C até uso.
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3.4:CASUISTICA
3.4.1:POPULACAO DE REFERENCIA

A populaglo de referéneia para o presente estudo foi composta de individuos
procedentes da regifio de Campinas, atendidos no ambulatério da Disciplina de
Imunologia Clinica e Alergia do Departamento de Clinica Médica, do Hospital de
Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas (UNICAMP).

3.4.1:POPULACAQ DO ESTUDO
3.4.1 a:CRITERIOS DE INCLUSAQ

Foram selecionados 50 pacientes com histéria clinica compativel com diagnéstico
de asma ¢ ou rinite alérgica acompanhados no Ambulatério da Disciplina de
Imunologia Clinica ¢ Alergia ¢ 10 pacientes controles, sem histéria pessoal on
familiar de atopia.

3.4.1:CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes abaixo de 10 e acima de 65 anos, aqueles que estavam
em uso de Antihistaminicos ou outras medica¢des que pudessem interferir com a
resposta a testes epicutdneos, além de pacientes portadores de lesdes cutineas
disseminadas.

3.5:TESTES EPICUTANEOS

Empregando-se as fragSes obtidas na filtracdo em SEPHADEX G-100 de
Aleurogliphus ovatus ¢ Blomia tropicalis na concentragio padronizada de
200pg/ml, foram realizados testes epicutneos nos 50 pacientes selecionados e 10
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controles, com o metédo de "Prick-Test” descrito por PEPYS (1975} ¢ seguindo
padronizagfio proposta por DREBORG (1989).

Resumidamente: na face volar do antebrago, apds limpeza com algoddo embebido
em Alcool etilico 90 %, foi depositada uma gota (volume aproximadamente de
20ul) correspondente a cada material a ser testado, introduzida agulha de insulina
(30 X 7) em angula¢do de 30° através da gota e com um leve movimento no sentido
de retirar a agulha, criada uma solugdo de continuidade entre a gota ¢ a pele.
Também foram utilizados controles negativo (Solugdo Salina 0,9%) e positivo
(Histamina 10 mg/ml), além de extratos totais ndo fracionados na concentragio de
£:80 Peso/Volume ou 250 ug/ml.

As leituras foram realizadas apos 15 a 20 minutos, com delimitacdo das papulas
formadas com caneta especial para uso em retroprojetor e realizada transferéncia
para fita adesiva (fita magica SCOTCH). O resultado foi medido através da média
entre 0 maior diamétro da papula e o diamétro ortogonal de seu ponto médio . Os
resultados foram comparados aos obtidos para os controles sendo considerado
positivo quando a drea de papula era maior ou igual a 3mm.

36:ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
{SDS-PAGE)

As eletroforeses em Gel de Poliacrilamida foram realizadas essencialmente
seguindo a técnica descrita por LAEMMLI (1970) modificada por SAUAIA &
LACINE (1977) e com adaptagdes desenvolvidas no Laboratorio de Imunologia
Clinica e Alergia (LICA) da Disciplina de Imunologia Clinica ¢ Alergia
(UNICAMP), ou seja;

A eletroforese foi realizada em placa de vidro vertical, em vérias concentragbes
variando de 8 até 14% para gel de separagfo (dimensdes de 14 cm X 16,8 em X 2
mm) ¢ 5% no gel de empilhamento. Os extratos totais dos 4caros foram preparados
em tampio de amostra, contendo Tris-HCL (pH 6,8), 2% duodecil sulfato de sédio
(SDS) , 10% de Glicerol e 0,05% de Azul de Bromofenol, para concentragio final
de 1,0 mg/ml. Essa mistura foi acrescida de 10% de 2-mercaptoetanol ¢ fervida
durante 2 minutos, para a reducgdo do material,
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Em cada pogo foi adicionado 50 pg de proteinas de cada 4caro, procedia-se a
cietroforese  aplicando-se 40 mA de corrente constante durante 4 horas,
encerrando-se a corrida quando a frente de corante estava a cerca de 1 cm do
termino do gel. Apds a eletroforese, o gel foi submetido a procedimentos tintoriais
para a detecgo de proteinas (Coomasie Brilant Blue R-250) ou carbohidratos
{Azul de Toluidina), ¢ descorado em mistura de Metanol 45%, acido acético
glacial 10% e dgua deonizada q.5.p., até obter-se a coloragdo ideal.

Foram aplicados extratos totais dos acaros Blomia tropicalis , Aleuroglyphus
ovatus ¢ mistura padrio de Peso Molecular (MW-SDS 200 SIGMA). O calculo
dos Pesos Moleculares foram efetuados a partir do Fator de Migragdo Relativo (RF-
distincia percorrida no gel pela amostra/ distincia percorrida no gel pela frente de
corante). A andlise grafica do material foi realizada através de Scaner
Computadorizado a 360 dpi*(dots per inch on pontos por polegada)
(MICROTEC-SCANMAKER II) e processado através dos progamas
PHOTOSTYLER ¢ CORELDRAW, sendo os resuliados impressos em papel,
através de 1mpressio a Laser (LASERJET I P) e documentados
fotograficamente.

3.7: ELETROFORESE DE TRANSFERENCIA E "IMMUNOBLOT"

Para determinar quais frages correspondentes as Bandas obtidas na Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida eram alergénicas, realizamos Eletroforese de
Transferéncia seguida de "Immunoblot”, seguindo basicamente a técnica descrita
por TOWBIN (1979 ¢ modificada por BURNETTE (1981) ¢ deBLAS &
CHERWINSKI (1983) e previamente utilizada em extratos alergénicos de dcaros
por BENGTSSON (1986), além de algumas modificagtes do LICA.

Resumidamente, os alérgenos foram previamente separados através de Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida como descrito anteriormente, inclusive utilizando-se as
mesmas concentragbes. O Gel obtido nesse processo foi colocado em contato com
membrana de nitrocelulose 0,45 pym (Trans-Blot BIORAD), envolto por Papel de
Filtro e esponja (SCOTCH-BRITE) ¢ colocado em cuba de transfer@ncia contendo
Tampdo Tris-Glicina e 20% de Metanol, pH=8 4 (Tampdo de Transferéncia).
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Esse sistema foi submetido a Eletroforese de Transferéncia sob corrente continua
de 50 mA e 20 volts, em geladeira a 8 graus Celsius durante 16 horas. Apos a
Transferéncia, a membrana de nitrocelulose tinha seus sitios hivres bloqueados com
solugdo de Tampdo Fosfato pH=7.4 (PB S), contendo 3% de Soro Fetal Bovino,
0.1% de Gelatina e 0,05% de Tween 20 (Solucdo de Bloqueio) por 1 hora.

Ap6s 6 lavagens com PBS por 5 minutos, as fitas de nitrocelulose foram incubadas
durante uma noite (overnigth) com soros de pacientes atopicos (10 amostras) ou
controles (3 soros) diluidos 1:4 em PBS acrescido de 1,5 % de Soro Fetal Bovino
(Soluglo de Diluigho) ¢ 0,05% de Twen 20. Qs soros foram retirado e as fitas
lavadas como anteriormente mais 6 vezes, incubadas com conjugado anti-IgE
humana ligada a peroxidase (SIGMA) 1:250 em soluggo de diluigdo "overnight" .

Apos a retirada do conjugado as fitas de nitrocelulose foram submetidas a mais 6
lavagens, ¢ entdo incubadas com Diaminobenzidine (DAB- SIGMA) diluido em
PBS sem Azida, 50 mg/100 m] (Substrato de Revelagio), por 30 minutos em
agitador orbital ¢ reveladas com 20 ul de Peréxido de Hidrogénio (H202) 10
volumes, em cAmara escura lentamente até obter-se a methor coloragdo. A reagiio
fot encerrada adicionando-se Agua Deonizada (stop) e lavando-se as fitas até a
coloragdo final. As fitas foram entdio processadas em Scaner Computadorizado
(MICROTEC- SCANMAKER 11) a 360 dpi, ¢ a analise realizada através dos
progamas PHOTOSTYLER e CORELDRAW, sendo os resultados impressos em
papel (LASERJET I P),

3.8: REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram Pro-Analise (PA),
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FLUXOGRAMA DE TRABALHO

Extrato de Acaros

Dosagem de Proteinas

/

Cromatografia em Camada Eletroforese em Gel de
Liquida SEPHADEX G-100 Poliacrilamida SDS-PAGE
Concentragiio por Ultrafiltracio Eletroforese de Transferéncia
{AMICON YM-3)
welecdio de Pacientes Seleciio de Pacientes
Testes epicutineos Imunchblot (IgE)
Analise dos Resultados
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+RESULTADOS ¢

Os resultados serdo apresentados segundo ordem pré-estabelecida e obedecendo ao
Flaxograma de Trabalho (pdgina 22), considerando: 4.1-filtragio em gel, com
apresentagdo das curvas obtidas para cada dcaro; 4.2-testes epicutineos estudo
epidemiol6gico e andlise estatistica das diferengas encontradas entre as fracdes;
4 3-cletroforese em gel de poliacrilamida com a determinacio da faixa de
distribuicdo de antigenos dos dcaros quanto ao Peso Molecular; 4.4; Imunoblot com
caracterizagdo dos alérgenos principais dos 4caros.

4. 1:FILTRACAO EM GEL:

4.1.1:- A aplicacho do extrato "crude” ou total de Blomia tropicalis em coluna de
Gel de SEPHADEX G-160 (PHARMACIA), permitiu a determinacio do perfil de
clugio (Figura 1-pdgina 24) , através do qual pudemos separar o material em trés
"pools” de fragGes, para os valores de maior concentragdo proteica correspondentes
aos perfis de eluicio os Pesos Moleculares determinados foram de 63 kD que
denominamos de B, uma faixa de 8 kD a 30 kD que chamamos de B2 e a fragio
B3 com 3.4 kD.

4.1.2:- A cromatografia analitica do dcaro Alewroglyphus ovatus através de
filtracdo em gel de SEPHADEX G-100 (PHARMACIA), permitiu elaborar o
perfil de eluicfio deste e foi possivel a sua separaragio em trés "pools” de fragdes:
Al com Peso Molecular em 100 kD , AZ faixade 9kD a 80 kD e A3 em 3,6 kD,
{Figura 2-pagina 25)

4.1.3:- A dosagem de proteinas € rendimente cromatogrifico, foi o seguinte:

A figura 3 (pagina 26), representa graficamentes a dosagem de proteinas e o
rendimento da filtrag8o em gel do &caro Blomia tropicalis.
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FRACIONAMENTQ B.tropicallis
SEPHADEX G~100

05 ABSORBANCIA 280nm
VO 68k 45k 24kDa

I

26 26 32 9% 40 45 48 S2 S§ H9 68 68 P P4 I7 80 86 100
Pigura 1 FRACOES
_ B4 B2 B3

FIGURA 1: Fracionamento do dcarc Blomm iropicalis em
coluna de cromatografia de 216 ml (2,5 cm? de secciio por 85 cm) de
SEPHADEX G-104, com volume de fracie de 3ml. Bl= Fraciic de peseo
molecular 63 kDa (fracdes 25 a 44); B2= Fraciio na faixa de 30 kDa a 8 kDa
{fragles 45 a 63); B3= Fracfio de 3,4 kDa (fracdes 64 a 85); VO= Void Volume
ou volume de exclusiio da coluna determinado por Blue Dextran 2.000.
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FRACIONAMENTO A.ovatus
SEPHADEX G-100

_
z0 ABSORBANCIA 280nm

VO 64k45k 24kDa

g T

7 8 N RIS T W 212325 27 20 31 3335 37 39 41 43 45 47 49
” _ FRACOES

AT A2 A3 g

FIGURA 2: Fracionamento do acaro Aleuroglyphus ovatus em coluna de
cromatregrafia de 216 mi (2,5 cm® de sec¢fio por 85 cm), em gel de
SEPHADEX G-100, com volume de fraclio de 6 ml. Al=Fracio com pice de
P.M. em 1060 kDa (fracdes 11 a 15); A2=Fracio com faixa de 80 kDa a 9 kDa
{fraces 16 a 30) ; A3=Fracio de 3,6 kDa (fracdes 31 a 47) e Vo=Voide Volume
ou Volume de Exclusio determinado por Blue Dextran 2.000,
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RENDIMENTO DA CROMATOGRAFIA
G-100 Blomia tropicalis

Bl B2 B3 Total

Figura 3:Rendimento da Filtraciio em Gel de SEPHADEX G-100 para o dcaro
Blomia tropicalis , fracbes B1 (1.135 pg / 15,1%), B2 (910 ug / 12,1 %) ¢ B3
{4.599 ug / 61,3 %) do total aplicado de 7,5 mg obtivenos um rendimento final
de 88,5 %.
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A figura 4 (pagina 28) representa graficamente a dosagem de proteinas das fragdes
e rendimento da cromatografia em gel do dcaro Aleuroglyphus ovatus.

414 A dosagem de Carbohidratos (Antrona) nas fracdes de Blomia e
Aleuroghphus, somente puderam ser realizadas apds a concentragdo em
Ultrafiltragdo. Assim, nfio podemos afirmar com seguranga a proporgio de
carbohidratos pela possibilidade de exclusdo durante o processo de filtragfo,
contudo, foram dosados carbohidaratos tanto nos extratos "crude”, como nas
fraghes.

Tabela 3: Dosagem de carbohidratos pelo método da Antrona em extratos totais de
acaros e propor¢io em relacdo a dosagem de proteinas.

Dosagem Blomia tropicalis  Aleuroglyphus
ovatus

Proteinas (Pt) 1,25 mg 3,5 mg

Carbohidratos (Ch) 350 ug 500 ug

Pt/Ch 0,28 0,15

4.2:TESTES EPICUTANEOS : (Apéndice 1)

4.2.1- Os resultados dos Prick-Test para Aleuroglyphus ovatus foram: 45 (90%)
pacientes reativos ao extrato "crude"; para as fragdes Al e A2 37 (74%) pacientes
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RENDIMENTO DA CROMATOGRAFIA
G-100 Aleuroglyphus ovatus

A Al A3 Total

Figura 4:Rendimento da Filtracio em Gel de SEPHADEX G-100 para o acaro
Aleuroglyphus ovatus , fracbes A1 (1.429 ug/9,5%), A2 (1.000 ug / 6,7 %) e A3
(9.936 ug / 66,2 %) do total aplicado de 15 mg obtivemos um rendimento final
de 82.4 %.
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sepsivels ¢ para a fragfo A3 em 11 (22%). (Figura 5- pagina 30)

4.2.2-Os testes epicutineos com Blemia tropicalis revelaram elevada porcentagem
de pacientes sensibilizados, os resultados obtidos foram: 49 (98%) pacientes
reativos ao extrato “crude”, para a fragdo B2 35 (70%) dos pacientes testados, e
para as fragdes Bl e B3, 8 (16%) ¢ 11 (22%) dos individuos testados foram
sensiveis, respectivamente. (Figura 6 - pagina 31)

42 3- Ao compararmos a média das areas de péapulas obtidas para cada uma das
fragdes, a B2 fo1 a que obteve o tamanho médio maior com 3,95 mm e a de menor
média foi a Bl com 0,88 mm (Tabela 4 - pagina 32). A analise estatistica, através
de teste T de STUDENTS, ndo mostrou diferenca significante entre os resultados
obtidos para a média das papulas obtidas com o extrato "crude” de Aleuroglyphus
ovatus ¢ Blomia tropicalis (p=0,99), contudo, observamos diferenga altamente
significativa entre o resultado da fragdo B2 quando comparada a Bl (p<0,00001) e
B3 (p<0,0001).

Por outro lado, a reatividade aos testes epicutdneos com fragdes de Aleuroglyphus
Al e A2 ndo tiverem diferenca significante quando comparadas (p=0,35) . contudo,
ocorreram  diferencas significantes quando comparamos a média das papulas
obtidas tanto em relago as fragdes Al e A3 (p<0,0001) como A2 e A3 (p<0,001)
{Tabela 5 - pagina 32) .

424- Nio observamos respostas aos Testes Epicutineos, dentro de valores
considerados positivos (papula maior on igual a 3 mm de diamétro) no grupo
controle de 10 pacientes, tanto em relagdio aos extratos "crude” de Aleuroglyphus
ovatus ¢ Blomia tropicalis, quanto a suas fragdes demonstrando que nédo ocorreu
reagfio irritativa ou inespecifica neste experimento.

iS:ELETR(}FORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE):

4.3.1- A eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % do extrato total do acaro
Aleuroglyphus ovatus coradas através de Azul de Tolwidina e Coomasie
Brilant-Blue, demonstra pelo menos 8 Bandas evidentes, com Pesos Moleculares
(PM) variando de 24 a 150 kD. Destas, duas foram as mais nitidas, uma com 30
kDa e outra com 60 kDa (Figura 7 ¢ 8 - paginas 33 ¢ 35). Na coloragdo do Gel com
Azul de Toluidina observamos coincidéncia entre Bandas obtidas com esse método
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Resultados de Prick-Test
Aleuroglyphus ovatus

Figura 5 : Porcentagem de pacientes positivos aos Teste Epicutiineos
(Prick-Test) para o dcaro Aleuroglyphus ovatus (Ae) "crude” 1:80 -
90% e suas fracoes (Al - 100 kDa-74%, A2 -79a 9 kD - 74% e A3 - 3,6
kDa ~ 22 %) obtidas na Filiracao em Gel de SEPHADEX G-100,
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Resultados de Prick-Test
Blomia tropicalis

Figura 6: Porcentagem de pacientes positivos ass Teste Epicutaneos
(Prick-Test) com o dcaro Blomia tropicalis (Bt) "crude” 1:80 e suas
fracoes (B1- 63 kD - 16%, B2 - 30 a 8 kD - 70%e B3 - 3.4 kD - 22%)
obtidas em Filiraciio em Gel de SEPHADEX G-100.
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Fracie Média Desvio
Padrio

Ao 541 2,79

Bt 6,95 3,52

Al 3,91 2,88

A2 3,79 2,90

A3 244 2,77

Bl (3,88 1,82

B2 3,95 2,99

B3 i,14 1,82

Tabela 4: Ao e Bt representam os resultados
dos extratos "crude”de Alewroglyphus ovatus
¢ Blomia tropicalis respectivamente; Al, A2,
A3, B1, B2 e B3 os resultados de cada uma
das fracfes. {(médias das papulas)

Fracoes

Ao-Bt p=0,99 fi significativa
B2-Bl p<0,000] significativa
B2-B3 p<0,001 significativa
Al-A2 p=0,33 il significativa
Al-A3 P<0,0001 significativa
A2-A3 P<0,001 significativa

Tabela 5 Comparagiio entre as diferencas
entre médias do Prick-Test de fracbes G-100
dos dcaros Blomia tropicalis {Bt-crude, B,
B2 ¢ B3} e Aleuroglyphus ovatus {Ao-crude,
Al, A2 ¢ A3} pelo t de Students,
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Figura 7; Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE)a 14 % P=Padrdes de Peso Molecular,
Bt=Blomia tropicalis, Ao=Aleuroglyphus ovatus.
(corados Azul de Toluidinag)
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e o anterior, demonstrando presenga de carbohidratos no matenal analisado (Figura
7.8 e 9 - paginas 33, 35 ¢ 36).

A eletroforese , do extrato "crude" de Dermatophageides pteronyssinus, revelou
algumas proteinas na mesma faixa de P.M. em comparagic com a Blomia
tropicalis e Aleuroglyphus ovatus, contudo, foram observadas varias proteinas de
Pesos Moleculares distintos, ficando evidente que cada um dos 4caros possui um
perfil proprio na eletroforese (Figura 10 - pagina 37)

4.3.2- Para 2 Blomia tropicalis a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 %
corada em Coomasie Brilant-Blue revelou pelo menos 10 Bandas com PM variando
entre 10 a 150 kD. Foram observadas pelo menos duas Bandas mais visiveis uma
em 30 kD e outra ao redor de 60 kD (Figura 8 - pag. 34). Através da coloragdo do
gel com Azul de Toluidina, realizada em condigBes semelhantes, foi demonstrado
que os resultados para os dois métodos tintorias eram coincidentes, nio sendo
observadas diferencas significativas entre as coloragdes obtidas para Coomasie ¢
Toluidina. (Figura 7,8 ¢ 9)

4.4:IMUNOBLOT:

44.1- A determinagdo "in vitro" de IgE especifica aos antigenos de Blomia
tropicalis presente em soro de pacientes atépicos, através de Imunablot,
demonstron presenga de IgE ligando em pelo menos i1 antigenos de Pesos

Moleculares distintos: 150, 140, 130, 100, 95, 80, 65, 60, 50, ¢ 40 kDa. (Figuras 11,
12 e 13 - paginas 38,39 ¢ 40)

4.4.2- A pesquisa de IgE especifica ou Imunoblot do acaro Aleuglyphus ovatus,
demonstrou presenga de IgE para 8 antigenos destacando-se: 150, 130, 95, 80, 60,
40, 35 e 25 kDa. (Figuras 11,12 e 13)

4.4.3- BEm relagdo a porcentagem dos pacientes que demonstraram reatividade para
a Blomia tropicalis, os antigenos principais foram as de 150 e 80 kD com 90% dos
pacientes expressando IgE especifica a esses dois alérgenos, sendo que ocorreram
outros com porcentagem significativa de pacientes sensibilizados como os de 100,
&0 & 50 kD, com 60% dos pacientes. (Tabela 6 - pagina 41)
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Figura 8: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
a 14 % sendo: P=Padroes de Peso Molecular, Bf=Blomia
tropicalis, Ao=Aleuroglyphus ovatus.{corados Coomasie

Brilant Blue)
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Fligura 9. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

a 14 % para comparacdo de coloracbes, Bt=Blomia tropicalis

e Ao=Aleuroglyphus ovatus; guando seguido de 1 o gelfoi corado
por Azul de Toluidina e 2 por Coomasie Brilant-Blue,
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Figura 10: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(SDS-PAGE) 14 % , P=Padrdes de Peso Molecular,
Bt=Blomiao tropicalis, Ao =Aleuroglvphus ovatus e
Dp=Dermatophagoides pferonyssinus.

{corados Coomasie Brilant-Blue)
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Figura 11 Eletroforese em Gel de Poliacrilomida (SDS-PAGE)
a 14 % e Immunoblot para igE, P=Padrdes de Peso
Molecular, Ao= Aleuroglyphus ovatus , Bt= Blomia fropicalis,
1 =Blotde paciente £E.R.B. valores de P.M. em kiloDaltons.
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Figura 12: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
a 14 % e immunoblot para IgE, P=Padrdes de Peso
Motecular, Bt=Blomia fropicalis, Ao=Aleuroglyphus ovatus,
Z2=Blot paciente M.A.R, valores de PM, expressos em kilo-
Daltons,
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Figura 13 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
a 14 % e lmmunoblotpara IgE, P=Padrbes de Peso
Molecular, Bt=Blomia fropicalis, Ao=Aleuroglyphus ovatus,
3=Blot paciente J.M.P, vaiores de P M. expressos em kilo-
Daltons,
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TABELA 6: Resultados dos "Immunoblots™ para IgE de pacientes atépicos
para A.ovatus (Ao) e B.fropicalis (Bt), em porcentagem.

Pesos Moleculares (kD) Porcentagem de pacientes positivos

Ao Bt
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Figura 14: Imunoblots para IgE, sendo 1 =Biot paciente MAAR.,
2= Blot paciente controle [-; Ao comresponde a Aleuroglyphus
ovatus e Bt a Blomia fropicalis.
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444~ Para o Aleuroglyphus ovatus o antigeno com maior porcentagem de
pacientes sensibilizados foi o de 150 kD (90%) , seguido dos antigenos de 130 e 80
kD com 60% dos pacientes sensiveis. Outros alergénos tiveram porcentual menor
de pacientes com expressdo na pesquisa de IgE especifica. (Tabela 6 - pagina 41)

4.4.5- Nos soros controles (normais) ndo houve expressdo de IgE especifica aos
acaros testados (Alewroglyphus ¢ Blomia), pois, ndo obtivemos Bandas visiveis
descartando ligagio inespecifica de anticorpos tipo IgE a nitrocelulose neste
experimento (Figura 14 - pagina 42),
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DISCUSSAO



S DISCUSSAQD ;

Entre os aeroalérgenos, os 4caros sdo considerados os principais responsaveis pelas
alergias respiratorias, sendo portanto alvo prioritario de estudos que levem 3
purificagdo de antigenos. A identificagio, caracterizagio e purificagio de
aeroalérgenos ¢ fundamental para o desenvolvimento de métodos diagnésticos com
maior especificidade e sensibilidade ¢ antigenos purificados (por exemplo: Der pl
do acaro Dermatophagoides pteronyssinus) estio sendo empregados em
procedimentos terapéuticos, como a imunoterapia (PLATTS-MILLS, 1992).

Mogso estudo procurou identificar e caracterizar antigenos de 4caros ainda pouco
estudados, como o Blemia tropicalis ¢ Aleuroglyphus ovatus. Inicialmente
realizamos a filtrac8o em gel de SEPHADEX G-100 ¢ ao analisar o Fracionamento
do Blomia ¢ Aleuroglyphus, observamos, pelo perfil de eluigfio desses dcaros, que
suas fragfes cromatograficas sfo complexas, ndo sendo observadas fragdes
homogeéneas. No Aleuroglyphus ovatus a faixa de P.M. intermedidria (fracio A2)
¢ mator variando de 9 a 80 kD, no Blomia a faixa intermediaria (fragio B2) varia
entre 8 ¢ 30 kD. Este resultado revelou que o Alenroglyphus contém material mais
complexo que o Blomia fropicalis.

Os componentes estruturais dos antigenos de acaros podem ter caracteristicas
especificas, dependentes das familias, géneros e espécies relacionadas. LIND em
1986 observou que acarps, de um mesmo género (no caso Dermatophagoides),
podem ter composigio proteica diferente. VAN HAGE-HAMSTEN,
JOHANSON & JOHANSON (1987) estudando &caros de varias espécies,
observaram que a composigio proteica destes é diferente de uma espécie para
outra, A filtragdio em gel em nosso estudo mostrou fragdes ndo homogéneas para o
EBlomia ¢ Aleuroglyphus, ¢ os valores de Pesos Moleculares destas foram diversos,
resultado esperado, pots era pouco provavel que acaros de familias diferentes
{familta Glyciphagidae para o Blomia ¢ famiha Acarinae para o Aleuroglyphus),
pudessem ter sua composiglo proteica idéntica.

Através do Fracionamento Cromatografico nosso estudo, também, pode revelar
cutras fragdes ndo homogéneas, Al ¢ Bl { com 100 kD e 63 kD respectivamente)
proteinas de P.M. elevados ¢ distintos. As fragtes A3 ¢ B3 (3.4 kD ¢ 3,6 kD),
contudo, possuem P.M. préximos.



Entre essas fragdes, as de Pesos Moleculares baixos (A3 e B3) foram reativas em
22% dos pacientes testados (Prick). A semelhan¢a do porcentual de reatividade
populacional, mais os seus valores de PM. bastante préximos, sugere que estas
fragbes possam ter identidade antigenica parcial ou reatividade cruzada. Contudo,
sera importante o estudo completo incluindo o sequenciamento de amino-acidos,

para gue se determine a relagfio estrutural ¢ de composigho entre as frages A3 e
B3

A observagfio de reatividade, nos testes epicutdneos, em fragdes de baixo Peso
Molecular indica a manutengdo de atividade alergénica mesmo em polipeptideos
pequenos, com P.M. abaixo da faixa usualmente observada como alergénica para
outros acaros. Estes resultados sio semelhantes aos obtidos por TAMURA (1991),
que observou atividade antigénica em dialisado de extrato de Dermatophagoides
Jarinae, onde os P.M. das fracles testadas eram de 5,3 e 2,9 kDa, muito proximos
aos enconfrados em nosso estudo. Estes dados sugerem a manutengio de
alergenicidade, em antigenos de acaros, mesmos apés degradagfo parcial.

A possibilidade da existéncia de proteinas de Peso Molecular baixo, no material,
também estd inserida no estudo da atividade de protemases, demonstradas no
extrato "crude” de Aleuroglvphus ovatus (EDWARDS, FERNANDEZ-CALDAS
& LOCKEY 1992). Os resultados obtidos em nosso perfil de eluicdo, sugerem a
presenca de auto-digestdo do material proteico fato que poderia explicar a grande
concentragio de proteinas na faixa de baixo PM., obtida na filtracdo em gel
{Fracio A3 3,6 kDa).

Entre as fragdes estudadas a A3 talvez esteja relactonada a auto-digestdo do
material ¢ consequente hiberacdo de alérgenos com Pesos Moleculares menores,
mas ainda antigénicas. Contudo, as caracteristicas desta proteinase ainda ndo foram
completamente determinadas, sendo no momento impossivel afirmar sua relagfo a
atividade cisteino protease demonstrada para Der fl, considerado o antigeno
principal do Dermatophagoides farinae (INO, ANDO & MIYAMOTO, 1989).

Para o acaro Blomia trepicalis ainda ndo foram descritos antigenos com atividade
de proteinases como no Aleuroglyphus, contudo, devemos destacar que o Blomia
apresenta comportamento semelthante ao Alewroglyphus no perfil de elui¢do da
filiracfio em gel. Portanto, a grande concentracfo encontrada na fragdo de menor
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PM. (Fragdo B3: 3.4 kDa), poderia representar a presenca de auto-digestiio no
exirato deste acaro.

Todavia, a mmportincia da auto-digestiio de antigenos de Acaros ndo é clara e sua
ocorréncia no ambiente natural (nfo apenas em extratos alergénicos), ainda nio foi
demonstrada.  Portanto, a possibilidade de proteinas degradadas de 4caros
manterem atividade alergéunica, e terem participagio na sensibilizagdo de pacientes
atopicos, deve ser considerada.

Amnda em relagfio a Filtrag8o em Gel, devemos destacar que apesar dos perfis de
eluigdo do Aleuroglyphus e Blomia em nosso estudo serem diferentes, observamos
algumas caracteriticas semelhantes:

- Obtivemos nas diversas filtragdes, para ambos os 4caros, trés "pools” de fragdes
ndo homogéneas, sugerindo que tanto Alemroglyuphus como Blomia tém
composigdes proteicas complexas.

2- A filtrac8o em gel tanto no Blemia como no Aleuroglyphus evidenciou perfil de
eluicdo com dois picos nos extremos da filtragio e "platou” na faixa de Peso
Molecular mtermediario.

3- Fot observada para ambos os dcaros maior concentraglo profeica na faixa de
baixo P.M,, correspondente a terceira fracio.

Através dos testes epicutineos, utilizando fragles cromatograficas, pudemos
verificar resultados diversos, quanto a reatividade destes alérgenos na populagio do
estudo, A fracio B2 do Blomia tropicalis fo1 significativamente mais reativa que as
fracbes Bl e B3 deste acaro. Estes resultados sugerem que a atividade antigénica
mats importante do Blomia esta na faixa de P.M. entre 30 a § kD.

Embora a andlise dos resultados observados nos testes epicutineos de fragdes de
Blomia , possa sugerir uma possivel correlagfo entre os antigenos deste acaro
(fragio B2) com os principais do Dermatophagoides pteronyssinus, j& que esta
fragiio de Blomia ¢ estes antigenos encontram-se na mesma vartagio de Peso
Molecular (Der pI 14 kD e Der p Il 24 kD) (PLATTS-MILLS, 1989), outros
estudos devem ser realizados para definir esta relagéo.
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A possibilidade da existéncia de reatividade antigénica cruzada, poderia explicar o
grande numero de pacientes que apresenta sensibilizagio tanto a0
Dermatophagoides pteronyssinus como ao Blomia tropicalis, previamente
demounstrada em nosso meio (PINHO, LAZZARINI & ZOLLNER , 1992).
Contudo se este fato representa reatividade cruzada ou sensibilizagdo a multiplos
antigenos (polisensibilizacio), somente estudos posteriores poderdo definir.

Os testes epicutineos com as fragdes Bl e B3 mostraram uma sensibilizagdo
populacional de 16 e 22 %, respectivamente, sugerindo que os antigenos do Blomia
relacionados a sensibilizaglio de pacientes atdpicos podem ocorrer tanto em
proteinas de alto como baixo Peso Molecular, resultado que amplia a faixa de P.M.
com mmportancia antigénica deste acaro domiciliar,

Em relagfo aos testes epicutdneos, as fracSes do Alewreglyphus ovatus mais
reativas foram a Al e A2 (74% dos pacientes testados, para ambas), ¢ a fragio A3
teve menor porcentagem de pacientes sensiveis (apenas 22 %), mostrando que 2
atividade antigénica principal do Aleuroglyphus encontra-se em faixa mais ampla e
com proteinas de P.M. mator que a observada para Blomia.

Estes dados demonstram que o "pool" com pico de PM. de 100 kD , (A1) do
Aleuroglyphus ovatus | ¢ t8o 1mportante para a sensibilizagio de pacientes atopicos
quanto ¢ "pool” de P.M. mtermediario (A2 de 9 a 80 kD). Este resultado ¢ relevante
por demonstrar que este acaro tem antigenos com valores de Pesos Moleculares
elevados.

Na familia Pyroglyphidae os antigenos principais estdo situados em faixa de peso
molecular entre 14 e 22 kDa (PLATTS-MILLS, 1990), antigenos de P.M. maiores
como o Der p IV de 60 kDa (STEWART, 1991) t€m menor importincia
alergénica, sendo que no Aleuroglyphus esta atigenicidade foi demonstrada para
antigenos principais (responsaveis por sensibilizacdo em mais de 60 % da
populacio estudada).

MNosso estudo, também, procurou avaliar a reatividade no Prick-Test dos pacientes
aos extratos "crude", e 90% dos pacientes testados foram sensiveis para o
Aleuroglvphus ovatus ¢ 98% ac Blomia tropicalis, reatirmando a alta prevaléncia
de sensibilizagdo da populagic atopica a esses acaros em nossa regido, demonstrada
anteriormente por PINHO, LAZZARINI & ZOLLNER (1992).
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Uma possivel explicago, para este fato, poderia estar relacionada ao clima da
regido de Campinas, onde a umidade anual média é de 71% , com temperatura
média anual de 20°C (CEPAGRI-UNICAMP), pois, estes valores de temperatura
¢ umidade sfo extremamente favordveis 3 proliferagio de 4caros da poeira
domiciliar (FURUMIZO, 1975).

Devemos destacar a necessidade de avaliagio mais aprofundada de macro e
micro-sistemas ambientais, na regifo de estudo, pois, a proliferagiio de 4caros esta
relacionada, principalmente, a condigles micro-ambientais, onde fatores como a
presenga de ar condictonado, por exemplo, pode alterar os valores de temperatura e
amidade. Contudo, a comprovagio da existéneia de condigBes climaticas
favoraveis, para uma maior proliferaciio e contaminacdo de dcaros no ambiente
domeéstico, pode explicar um consequente aumento da populagio sensibilizada.

A partir dos extratos totais obtivemos, com a filragio em gel, fragBes
cromatograficas com rendimento de 88 % para o acaro Blomia ¢ 82% para o
Aleuroglyphus, sendo que as fragdes de maior concentragdo proteica foram as de
menor Peso Molecular (A3 e B3), resultado concordante com o perfil de eluig8o.

Ao compararmos os perfis obtidos no presente estudo com a eluigdo do &caro
Dermatophagoides farinae, realizada por MIYAMOTO, OSHIMA &
ISHIZAKI (1969), utilizando SEPHADEX G-200, observamos gue para esse
acaro, também, foram obtidas fracdes ndo homogéneas, sendo que nesse estudo as
fragbes mais antigénicas estavam enire 40 ¢ 50 kDa ¢ eram compostas de
carbohidratos. Para mnvestigar a natureza bioquimica das fragdes obtidas em nosso
estudo, realizamos dosagens de carbohidratos, utilizando o método da Antrona,
sendo observada concentragic elevada tanto nos extratos totais como nas fragdes,
sugerindo a presenca de glicoproteinas nos extratos de Blomia ¢ Aleuroglyphus.

Comcidente a este resultado as coloragdes, das eletroforeses em gel de
poliacrilamida, com dois métodos, Coomasie Brilant-Blue e Azul de Toluidina,
demonstraram a presencga de proteinas ¢ carbohidratos, tanto no extrato de Blomia
coma no de Aleuroglyphus. Esse resultado sugere natureza glicoproteica para 0s
antigenos de Blomia ¢ Aleuroglyphus, correlacionando estes com os antigenos
encontrados nos acaros da familia Pyreglyphidae, que também sdo em sua maioria
ghicoproteinas (PLATTS-MILLS, 1992).
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Por outro lado, as eletroforeses em gel de poliacrilamida (SDS- PAGE) com
extratos totais de Blomia tropicalis ¢ Aleuroglyphus ovatus, indicam que estes
representam material de natureza heterogénea na sua composicio. Observamos

varias bandas (revelando proteinas), em faixa ampla de peso molecular, para os
dois acaros.

Também foram observadas, na eletroforese em gel de poliacrilamida, proteinas
comcidentes para Blomia e o Aleuroglyphus, com a demonstragiio de trés faixas de
concentragfo de proteinas ( alto P.M,, intermidiario e baixo P.M.). Apesar destas
semelhangas, observadas empregando esta metodologia, nota-se claramente que
seus extratos sfio diferentes, verificando-se proteinas para o Blomia que ndo sio
observadas no Aleuroglyphus e vice-versa. Além disso, as diferencas quanto a
distribuigdo de concentragfo de proteinas e ou glicoproteinas, evidenciadas pelos
métodos tintoriais, sugerem composicio antigénica distinta.

Analisando os resultados obtidos através de "Immunoblot” para pesquisa de IgE
especifica, pudemos observar que os antigenos principais do Blomia tropicalis
encontram-s¢ em Pesos Moleculares proximos aos valores obtidos com o
Prick-Test das Fragdes Cromatograficas, ocorrendo o mesmo para o Aleuroglyphus
ovatus .

For possivel constatar a presenga de vanos alérgenos com PM. similares no
Aleuraglyphus ¢ Blomia (150, 130, 100, 80, 50 ¢ 40 kD), podendo ser esta mais
uma evidéncia de reatividade cruzada entre antigenos destes acaros de familias
diferentes.

Essa lupdtese € suportada por estudos onde a existéncia de reatividade cruzada
entre acaros de familias diferentes foi demonstrada. O Acarus sire (dcaro de
estocagem) ¢ o Dermatophageides pteronyssinus (LUCZYNSKA, GRIFFIN &
TOPPING, 1990) apresentam reatividade cruzada, assim como o Lepidoglyphus
destructor ¢ Dermatophagoides pteronyssinus (HARFAST, 1992} .

LLERENA, FERNANDEZ-CALDAS & LOCKEY (1992) demonstraram
reatividade cruzada entre o Blomia tropicalis , Dermatophagoeides pteronyssinus ¢
Lepidoglyphus destructor, em soros de pacientes colombianos, esse estudo além de
ampliar a importancia antigénica do Blomia, poderia explicar a alta porcentagem de
pacientes sensibilizados concomitantemente ao Blomia ¢ ao Dermatophagoides
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(PINHO, MELLO & BAGGIO,1990a e PINHO, LAZZARINI & ZOLLNER,
1992). ZOLLNER, PINHO & VILELA (1992) observaram através de pesquisa
de 1gE especifica, por ensaio imunoenzimatico, para antigenos de Euroglyphus
maynei ¢ Dermatophagoides pteronyssinus, que a maioria dos pacientes tém IgE
para estes dois acaros, sugerindo a existéncia de reatividade antigénica cruzada
entre estes acaros da familia Pyroglyphidae.

No presente estudo demonstramos que os alérgenos mais importantes do Blomia
tropicalis, (fragio B2), ¢ Aleuroglyphus ovatus , (fragGes Al ¢ A2) , encontram-se
tanto na faixa de Peso Molecular dos antigenos principais dos acaros da familia
Pyroglyphidae, quanto em PM. mais elevado, ampliando as proteinas que
poderiam estar envolvidas na sensibilizagdo de populagdo atépica e indicando a
presenga de antigenos espécie-especificos (PINHO, AMBROZIO, BAGGIO &
ZOLLNER, 1994).

Através da detecciio de IgE especifica pelo “Immunoblot”, observamos que
proteinas de P.M. alto (150 kD, 100, 80, 60 e etc), também, sdo importantes para a
sensibilizacio ao Aleuroglyphus ovatus ¢ Blomia tropicalis na populagio estudada.
Este resultado também foi observado no Prick-Test das fracdes (Al de 100 kD, e
Bl de 63 kD). A andlise da frequéncia de pacientes sensibihizados, ao matenal de
P.M. alto, mostrou a ocorréncia de fato inédito na literaratura médica especializada:
a presenga de antigenos principais de acaros com Pesos Moleculares em valores
acima do observado em estudos anteriores, resultado corroborado pelos testes
epicutaneos de fragles.

Com a utilizagdo da técnica de "Immunoblot” ndo encontramos sensibilizagio
populacional para protefnas de P.M. menores que 25 kD, aos é&caros Blemia ¢
Aleuroglyphus. A auséncia nos soros testados de respostas positivas para antigenos
de baixo peso nfo exclui essa possibilidade, pots, o ndmero de pacientes estudados
foi limitado. Contudo, os resultados sugerem maior importancia para alérgenos de
P M. mais elevado, na populagio estudada. E pertinente lembrar que os estudos
envolvendo antigenos importantes para a sensibilizagdo de pacientes atdpicos,
devermn considerar a especificidade da populagio estudada, fato nem sempre
reforgado em estudo anterior (CHAPMAN et al ,1980)

Todavia a importincia epidemioldgica, para a sensibilizagfo de pacientes atopicos,
do Blomia ¢ Aleuroglyphus ndo esta lhmitada ao Brasil, recente estudo
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multicéntrico nos Estados Unidos, revelou que além do Dermatophagoides
preronyssinus, Dermatophagoides farinae e Euroglyphus maynei, que o Blomia
tropicalis ¢ encontrado frequentemente em domicilios americanos, sugerindo sua
importancia para sensibilizagio de pacientes naquele pais (ARLIAN, 1992)

SILTON, FERNANDEZ-CALDAS & LOCKEY (1991) observaram
sensibilizac8o populacional (através de RAST) para o Aleuroglyphus ovatus na
cidade de Tampa, Estados Unidos, sugerindo que também este dcaro é um agente
etiolégico relacionado com alergias respiratdrias naquele pais. Estes resultados
correlacionam-se com os obtidos em nosso estudo bem como o de BAGGIO &
AMBROZIO (1992), que reforgam a importancia deste dcaro como aeroalérgeno.

ARRUDA, FERNANDEZ-CALDAS & CHAPMAN (1994) trabalhando com
proteinas de Blomia obtidas através de ¢DNA descreveram um antigeno, Blo t V,
de 16 kDa. Através de imunoperoxidase em placa, para IgE, eles observaram que
mats de 60% dos pacientes estudados expressavam anticorpos para este antigeno do
Blomia fropicalis, sugerindo que o Blo t V pudesse ser um dos antigenos principais
deste Acaro.

Este resultado & concordante com o apresentado por ZOLLNER, PINHO &
BAGGIO (1994) , que realizaram testes epicutdneos com fragbes obtidas em
filiragdo de SEPHADEX G-100, onde foi observada que a maior atividade
antigénica do Blomia enconira-se na fracdo B2 ( com P.M. entre 8 a 30 kDa).
Todavia, devemos considerar que a denominagfio de antigeno principal deve ter
como um dos parametros gue populacdo fol estudada ndo podendo ser transportada
para outras populagfes, sem que estudos regionais sejam realizados.

As mformacGes colhidas nas historias clinicas dos pacientes, em nosso estudo,
sugerem que a sensibilizacdo ocorreu em ambiente domiciliar, estando descartada
exposicio ocupacional, reforcando a importancia do Aleuroglyphus e Blomia como
dcaros domiciliares.

O argumento de que a Blomia ¢ o Aleuroglyphus, migraram recentemente do
ambiente de estocagem de gros para o ambiente doméstico, nfo ¢ baseado em
estudos controlados que tenham determinado a cronologia exata destes fatos, € nem
se este processo de domicializagdo foi concomitante do Dermatophagoides. Existe
apenas a hipdtese de que o Aleuroglyphus ¢ Blomia apareceram posteriormente, no
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ambiente domestico, em relagio ao Dermatophagoides pteronyssinus, e que ainda
estariam em processo de domicializaciio. Contude, isto nfio € o suficiente para
denominar o Alenroglyphus e Blomia como exclusivamente de estocagem, ja que
eles sdo igualmente encontrados em ambientes domiciliar ¢ nele causam doenca.

Considerando todos esses resultados, tanto o Blomda tropicalis como
Aleuroglyphus ovatus poderiam ser transferidos para uma categoria diferente, da
em gue atualmente sfo incluidos. Manter estes dcaros classificados como acaros de
estocagem (storage mites), ndo parece apropriado, pois, sua prevaléncia na poeira
doméstica ¢ elevada e sua importdncia epidemiologica para sensibilizagdo de
pacientes atopicos supera a do Dermatophagoides pteronyssinus em nosso meio.

A manutencio da classificagdo atual, rotula de forma equivocada os dcaros Blomia
tropicalis ¢ Aleuroglyphus ovatus como Acaros de estocagem, uma condigfio que
além de ndo ser exclusiva (estes dcaros ndo sdo encontrados apenas em ambientes
de estocagem de grios), ndo contempla a sua importincia como antigenos
domiciliares significativos para sensibilizagfo dos pacientes atopicos.

Portanto, a classificagiio "acaros da poeira domiciliar” nfo deve ser wnica e
exclusiva para os acaros da familia Pyroglyphidae, tal fato corre o risco de ser uma
determinagfio arbitraria, de valor historico a ser reavaliado, para que o Blomia, o
Aleuroglphus e outros acaros que porventura venham a ser descobertos em
amostras de poeira domiciliar, ndo sejam classificados como acaros de estocagem.

Consideramos necesséria uma nova classificag8o que contemple os resultados aqui
apresentados, a qual deverd incluir o Blemia tropicalis e o Aleuroglyphus ovatus
junto  aos outros dcaros da poeira domiciliar ou “"house dust mites”
{Dermatophagoides pteronyssinus , Dermatophagoides farinae ¢ Euroglyphus
maynei) ou que estes dcaros tenham apenas a denominagdo de genérica
aeroalérgenos.

Este trabatho reveste-se de importdncia ao indicar a necessidade da caracterizacdo
antigénica, tanto analitica como estruturalmente, para melhor compreendermos as
propriedades biologicas destes alérgenos, do Aleuroglyphus ¢ Blomia, bem como
para a utilizagio mais racional em procedimentos diagnosticos ¢ terapluticos nas
doengas alérgicas das vias respiratorias.
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6: CONCLUSOES

Os acaros, Blomia tropicalis ¢ Aleuroglyphus ovatus sic aeroalérgenos
importantes para a sensibilizago de pacientes atopicos em nosso meio, ¢ esta
importancia pode superar em determinadas localidades o Dermatophagoides
pleronyssinus.

No Blemia tropicalis encontram-se antigenos em ampla faixa de Peso Molecular,
ocorrendo o mesmo para o Aleuwroglyphus ovatus, esse fato foi demonstrado
atraves do Prick-Test com as fragdes obtidas na filtracdo em gel, sendo as fragbes
B2 (7 a 30 kD), para Blomia, ¢ Al ¢ A2 (100 e 7 3 80 kD, respectivamente), para ¢
Aleuroglyphus, as mais antigémcas. Contudo, ndo foi possivel com a filtragdo em
gel estabelecer uma faixa mais restrita de P.M. para estes antigenos.

Através de "Immunoblot”, para pesquisa de IgE especifica, pudemos observar
varios antigenos mmportantes tanto para a Blpmia como para o Aleuroglyphus,
contudo podemos destacar os de P.M. elevado: 150, 130, 100 e 80 kD, que além de
poderem ser classificados como antigenos principais (positivos em mais de 60%
dos pacientes testados), ocorreram em faixa ndo habitual da descricdo de alérgenos
relacionados a outros acaros encontrados no ambiente doméstico.

Além disso, os antigenos do Blomia tropicalis ¢ Aleuroglyphus ovatus foram
caracterizados como proteinas e glicoproteinas, o que deve estimular seun estudo
com outras metodologias: sequenciamento de amino-acidos, producdo de antigenos
recombinantes, etc.

Concluimos, a partir da populacdo estudada, pacientes sem exposicdo ocupacional
relacionada a 4caros de estocagem, que a sensibilizagdo destes ocorre em
domicilios. Como a presenca destes acaros em amostras de poeira doméstica 3a foi
demonstrada em estudos anteriores, sugerimos uma mudanga na classificacio, ndo
considerando a Blomia ¢ o Aleuroglyphus apenas como 4caros de estocagem, mas
como dcaros da poeira domiciliar, também.
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Apéndice 1: Testes epicutineos de 50 pacientes atopicos , sendo o resultado expresso em
milimetros, Ao=A. ovatus, B=B, tropicallis, A1,A2,A3, B1, B2, B3 fracdes G-100 dos Acaros
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DOSAGEM DE PROTEINAS
Aleuroglyphus o. e Blomia t. (HARTREE)
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Apéndice 2: Dosagem de Proteinas pelo método de HARTREE, com curva
padrie de regressao linear.
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Dosagem de Carbohidratos (Antrona)
Blomia tropicalis e Aleuroglyphus ovatus
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Apéndice 3: Dosagem de Carbohidratos pelo método de Antrona, com curva
padriio de regressao linear,
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CURVA PADRAO EM GEL
DE POLIACRILAMIDA A 10%
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Apéndice 4: Curva padriio de RF (Fator de Migracio em gel de
Poliacrilamida) , no exemplo gel a 10 %.
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SUMMARY



9: SUMMARY

The 1mportance of the house dust mites in the sensitization of atopic patients, and
as a trigger factor for the development of allergic diseases, has been well
documented by several investigators. Most of these reports indicated the
imvolvement of mites belonging to the genus Pyroglyphidae (Dermatophagoides
preronyssinus and farinae). In Brazil, several studies have shown that mites known
as "storage mites” and that belong to other genera (e.g., Acaringe and
Glyciphagidae) also play an important hole in the pathophysiology of such
PrOCESSEes.

The objective of the present study was to identify and characterize the major
allergens of two species of storage mites: Alewroglyphus ovatus and Blomia
tropicalis.

Using gel filtration in SEPHADEX G 100, we have demonstrated that
Aleuroglyphus and Blomia contain distinguishable fractions, showing different
Molecular Weights: Al (100 kD), A2 (9 to 79 kD) , A3 (3.6 kD) for
Aleuroglyphus; B1 (63 kD), B2 (8 to 30 kD), B3 (3.4 kD) for Blomia.

The Skin Prick-Test has established that Al and A2 are the most important
fractions for allergenic sensitization induced by Aleuroglyphus (both were positive
in 74 % of patients tested). For Blomia, the most important fraction was B2
{(positive in 70% of patients). Our results have also demonstrated that other
fractions were less important for allergenic sensitization, namely: two fractions of
low M. W, A3 and B3 (both positive in 22% of the patients).

Using SDS-PAGE and Immunoblot for IgE, we have confirmed that these mites are
important for sensitization of atopic patients and the most important allergens
presented MW, of 150, 130, 100, 80 and 60 kD,

Our study has pointed out the importance of Aleuroglyphus ovatus and Blomia
tropicalis for sensitization of atopic patients that have not undergone occupational
exposure to storage mites. We conclude that these mites should not be classified as
storage mites only, due to their role in the development of allergic disease at the
house environment. Therefore, Aleuroglyphus ovatus and Blomia tropicalis should
also be classified as house dust mites.
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